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RESUMO

Com o objetivo de avaliar o efeito da embalagem de carne suina em atmosfera modificada, obteve-se assepticamente amostras de lombo
(Longissimus dorsi) de suino de aproximadamente 3x3cm que depois de lavadas em solucédo salina (0,35%) estéril, foram introduzidas em
bolsas de plastico (Cryovac BB4L) de baixa permeabilidade. Dividiram-se em 4 lotes e se embalaram com aproximadamente 1,0L de ar
(100%), nitrogénio (100%), 20/80 e 40/60 CO,/O, e se termo-selaram. Finalmente, cada lote se subdividiu em 2, armazenando-se a 1 e
7°C. Durante o armazenamento tomaram-se amostras determinando-se a composicao da atmosfera, o pH e a composi¢ao da microbiota
(microbiota total, bactérias lacticas, Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta e contagens em agar pseudomonas). Os parametros
de crescimento (fase de laténcia e tempo de duplica¢édo) dos microrganismos foram determinados mediante a equag¢ao de Gompertz. Os
resultados demonstraram que a vida 1til da carne suina € prolongada quando se armazena em atmosferas modificadas. As atmosferas
enriquecidas com CO, e a 1°C mostraram uma maior eficacia. As atmosferas com CO,, mantiveram o pH das amostras constante durante
todo o periodo de armazenamento. A 1 e 7°C, as fases de laténcia e os tempos de duplicacdo da microbiota total foram progressivamente
maiores na seguinte ordem: atmosfera de ar (100%), N, (100%), 20/80 e 40/60 CO,/O,. Pode-se concluir que, tanto a 1 como a 7°C, a
utilizacao das atmosferas modificadas retardou o crescimento das bactérias alterantes da carne suina, favorecendo o prolongamento da
vida util, principalmente nas atmosferas com CO,.
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SUMMARY

SHELF LIFE EXTENSION AND MICROBIOLOGY OF PORK MEAT PACKAGED IN MODIFIED ATMOSPHERE. The objective of the present
study was to evaluate the effect of modified atmospheres on refrigerated pork meat (Longissimus dorsi). Pork meat was cut into ca. lcm
thick slices of 9cm?, introduced in Cryovac type BB4L bags, characterized by its low gas permeability, and divided into four batches. The
bags of each batch were filled with either 1.0 L of air (100%), nitrogen (100%), 20/80 or 40/60 CO,/O, and finally sealed. Samples were
subdivided into two batches and stored in walk-in cold rooms at 1 and 7°C. Samples were taken at different days of storage and pH and
gas concentration (CO,/O,/N,) were determined. Likewise, total viable, lactic acid bacteria, Enterobacteriaceae, Brochothrix thermos-
phacta and Pseudomonas were counted. Bacterial growth parameters were assessed using Gompertz equations. As expected, modified
atmosphere packaging extended the pork meat shelf life. However, modified atmospheres enriched with CO, and at 1°C showed a greater
effectiveness. The samples conserved in MAP enriched in CO,, as much to 7 as to 1°C, maintained the constant pH during the period of
storage. At 1 and 7°C the lag phases and the duplication times of the total microbiota were progressively larger in the following order: air
(100%), N, (100%), 20/80 and 40/60 CO,/O,. In accordance with the results, it can be concluded that, by as much to 1 as to 7°C, the use
of the modified atmospheres slowed the growth of the spoilage bacteria of pork meat, favoring the extension of the useful life, mainly in

the MAP enriched with CO,.
Keywords: modified atmospheres; pork meat; shelf life.

1 - INTRODUCAO

O abate de suinos, influenciado no Brasil pela safra
de cereais, especialmente o milho, tem sido regular nos
meses de maio a dezembro e vem em socorro ao abaste-
cimento de carne bovina que escasseia em numero e
em tonelagem a partir de agosto, queda esta que persis-
te até dezembro. Conquanto a producédo de carnes de
suinos nédo tenha evoluido significativamente nos ulti-
mos 20 anos possivelmente em parte devido a fatores
de ordem sanitaria, o rebanho de grande parte do terri-
tério nacional tem evoluido zootecnicamente, através da
substituicdo do primitivo porco produtor de banha pelo
tipo produtor de carne. Gracas a tecnificacdo da suino-
cultura e a evolucao tecnolégica da industria de produ-
tos suinos, além de ter-se sofisticado em favor dos cor-
tes nobres, o consumo de carne in natura, também se
diversificou e qualificou-se a elaboracdo de produtos
suinos industrializados [41].

De acordo com o IBGE, em sua pesquisa trimestral
de abate de animais realizada em 1999, as estatisticas
da producéao de carne suina no Brasil mostram um in-
cremento de 800 mil toneladas nos ultimos 10 anos,
passando de 1,05 para 1,86 milhdes de toneladas de
carne, representando um aumento de 27,6 milhdes de
doélares na balanca comercial brasileira neste periodo.

Ja se demonstrou, também, que o acondicionamento
de alimentos frescos (carne e peixe) em atmosfera modi-
ficada prolonga a vida util desses alimentos [1, 5, 6, 8,
12, 14, 15, 18, 19, 20, 22, 26, 29, 32, 34, 35, 42, 43,
46, 47]. Entretanto, ainda nao se conhece o desenvolvi-
mento da microbiota alterante da carne suina armaze-
nada nestas condicoes.

O oxigénio do ar é um fator que influi poderosamen-
te na vida util de muitos alimentos devido ao seu efeito
quimico, e permite o crescimento dos microrganismos
aerdbios. Sao diversos os sistemas classicos de conser-
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vacao, porém se esta procurando melhorar, ja que es-
tes sistemas néo atingem todas as expectativas da in-
dustria alimentar. Entre estas tentativas, esta a emba-
lagem em atmosfera modificada, que consiste na emba-
lagem hermética de um alimento, em um material plas-
tico de alta barreira, no qual substitui-se o ar por um
gas ou mistura de gases.

Portanto, os objetivos do presente estudo foram ava-
liar o efeito da embalagem da carne suina (Longissimus
dorsi) em atmosfera modificada e estudar o crescimen-
to dos microrganismos responsaveis pela sua alteracao.

2 - MATERIAL E METODOS

Matéria-prima: o corte carneo correspondente ao
lombo (Longissimus dorsi) foi transportado em bolsa plas-
tica no interior de um recipiente hermético isotérmico
com gelo. O sistema de colheita do lombo utilizado nes-
ta investigacdo (separacdo do corte primario e desossa)
foi cuidadosamente conduzido com auxilio de material
previamente esterilizado.

Com a chegada das pecas de carne ao laboratério,
procedia-se imediatamente a retirada do excesso de
gordura superficial e porcoes de outros musculos que
acompanhavam o L. dorsi. Posteriormente, cortava-se o
musculo transversalmente em pedacos de aproximada-
mente 0,5cm de espessura com uma faca previamente
flambada. Do centro desta porcdo obtinha-se
assepticamente uma amostra de aproximadamente
18cm? de superficie.

As amostras foram embaladas em bolsas BB4L (uma
amostra por bolsa) com as seguintes atmosferas: 100%
ar, 100% nitrogénio, 20/80 CO,/O, ou 40/60 CO,/O,,.

A relacao utilizada de gas/amostra foi de ~200:1, o
que correspondeu a ~1,0L de gas por bolsa.

O numero de bolsas foi calculado de acordo com a
temperatura de incubacdo e a atmosfera utilizada.

A incubacdo das amostras foi realizada em cama-
ras frigorificas reguladas a 1 ou 7°C.

Diariamente ou em dias alternados, de acordo com
a temperatura de incubacao, a atmosfera utilizada e os
resultados dos dias anteriores, realizaram-se as anali-
ses microbiolégicas.

Antes de embalar as amostras, colheram-se, alea-
toriamente, duas amostras para determinar o pH e a
carga microbiana inicial.

As amostras mantidas em atmosferas de 100% ar,
100% nitrogénio, 20/80 CO,/0O, e 40/60 CO,/O, trans-
portavam-se ao laboratério nas mesmas bolsas plasti-
cas usadas para a incubacédo. Depois de analisar-se a
composicdo dos gases das bolsas mediante o analisa-
dor combinado de gases (O,+CO,), procedia-se a aber-
tura em campana de fluxo laminar.

Introduziam-se as amostras em bolsas estéreis para
“Stomacher” com 25mL de solucdo salina esterilizada e
a seguir realizava-se sua homogeneizacdo durante 1min.

Os meios de cultura empregados para as contagens
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foram: agar padrao para contagem em placa (PCA); agar
de Man, Rogosa e Sharpe (MRS) [27], ajustando o pH a
5,6 com acido acético e utilizando agar em dupla capa,;
agar violeta roxo bilis glicose (VRBG); agar sulfato de
estreptomicina (50%), cicloheximida (5%), acetato de talio
(5%) (STAA fornecido por Oxoid, para a contagem de
Brochothrix thermosphacta), e; agar seletivo para Pseu-
domonas (PSD) com “Pseudomonas C-F-C Suplemento
Seletivo” (cetrimida a 1%, fucidina a 1% e cefaloridina a
5%) fornecido por Oxoid.

A preparacédo dos meios de cultura foi realizada de
acordo com as instrucdes das casas fornecedoras (Difco
e Oxoid). A esterilizacdo se realizava a 121°C durante
15min. No caso dos meios STAA e agar PSD, adicionou-
se o suplemento especifico de forma asséptica depois
da esterilizacdo do meio.

Prepararam-se diluicdes decimais em solucdo sali-
na (0,85% de NaCl) esterilizada a partir das amostras.

De acordo com o nuimero de microrganismos via-
veis esperados, semeou-se 1mL das dilui¢coes deseja-
das nas placas de Petri. A seguir, adicionou-se a quan-
tidade de agar a aproximadamente 45°C para cobrir o
fundo da placa; depois, agitava-se suavemente para
homogeneizar a amostra e o agar. Nas contagens de
bactérias lacticas em agar MRS, uma vez solidificado,
adicionava-se outra camada do meio para criar condi-
coes microaerodfilas que favorecem o crescimento dos
microrganismos.

Em todos os casos semearam-se 2 placas de cada
diluicao.

As placas foram incubadas invertidas em camara
mantidas as seguintes temperaturas durante os tem-
pos especificados: agar para contagem em placa (PCA)
a 32°C, de 24 a 48 horas; agar para contagem de bacté-
rias lacticas (MRS) a 32°C, de 48 a 72 horas; agar para
contagem de enterobactérias (VRBG) a 32°C durante 24
horas; agar para contagem de B. thermosphacta (STAA)
a 24°C, de 48 a 72 horas, e; agar para contagem de
Pseudomas spp. (PSD) a 24°C, de 48 a 72 horas.

Depois do periodo de incubacédo correspondente,
efetuou-se a contagem das colénias presentes nas pla-
cas, considerando-se as placas que continham entre 30
e 300 coldnias. A contagem dividia-se por 18 (area total
da amostra em cm?), e assim, os resultados finais foram
expressos em log UFC/cm? de amostra.

Apbs a colheita de amostra para as determinacoes
microbiolégicas, foram efetuadas, por amostra, 5 deter-
minacoes de pH introduzindo o eletrodo na prépria bol-
sa de “Stomacher”, aonde se homogeneizava a amostra.
O valor do pH foi obtido por média aritmética das medi-
das.

A analise da atmosfera que rodeava a carne foi rea-
lizada justamente antes da abertura da bolsa para a
analise microbiolégica.

A determinacdo quantitativa dos componentes da
atmosfera foi feita com um analisador combinado de
gas (O, + CO,) marca “Abiss” mod. GT12, perfurando-se
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a bolsa com uma agulha unida ao analisador, esperan-
do-se alguns segundos até que a medida dos gases es-
tabilizasse.

O nitrogénio foi estimado por diferenca entre 100%
e a soma das porcentagens de O, e CO,, assumindo-se
que a atmosfera compunha-se somente destes 3 gases.

O crescimento da populacao bacteriana foi descrito
mediante a equacao modificada de Gompertz [17]. Utili-
zou-se para tal, um programa computacional idealiza-
do pelo Dr. Jézsef Baranyi do “Institute of Food Research
(Reading Laboratory, UK)”.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Mudanca na composicao do gas

A composicao das atmosferas nao se modificou em
nenhuma amostra durante os distintos periodos de ar-
mazenamento (dados nao apresentados).

Nao sao muitos os trabalhos, cujo objetivo tenha sido
o estudo das variacoes da composicdo dos gases du-
rante o armazenamento de carne em atmosferas modi-
ficadas. Ademais, em algumas situacdes apresentaram-
se resultados contraditérios. Enquanto que alguns au-
tores [44] indicam que a concentragéo de CO, diminui
durante o armazenamento de carne suina (a 2°C) em-
balada em atmosferas inicialmente compostas por 20 e
40% de CO, com 5 e 10% de O,, outros [47] asseguram
que, nas mesmas condigdes, os niveis de CO, aumen-
tam. Por outro lado, ja se constatou [13] uma diminui-
cédo de O, e um aumento de CO, durante o armazena-
mento a 4°C de carne suina cozida embalada em aero-
biose, observando também uma diminui¢éo do CO, nas
amostras embaladas em atmosfera modificada. Resul-
tados similares foram observados em carne fresca de
suino [32, 46].

Como ja comentado no principio deste item, neste
estudo a atmosfera ndo se modificou, ou seja, com o
sistema de medida de gases aqui utilizado, nédo se ob-
servou nenhuma variacdo. A sensibilidade do analisa-
dor de gases (Abiss mod. GT12) nao foi suficiente para
medir pequenas variacdoes que, certamente acontece-
ram, principalmente devido a atividade microbiana, ati-
vidade bioquimica da carne e permeabilidade do plasti-
co. Outro fator decisivo foi a relacao volume de gas/
massa de alimento, em torno de 100/1, enquanto que
os niveis comerciais recomendados sdo da ordem de 2/
1 [44] a 3/1 [21], obviamente por economia de espaco.
Esta relacado (100/1), no presente estudo, tao diferente
das praticas comerciais teve o objetivo de evitar que a
modificacdo da atmosfera durante o armazenamento
mascarasse o efeito da prépria atmosfera no comporta-
mento dos microrganismos psicrotréficos. Em outras pa-
lavras, com os meios de que se dispunha, se pretendeu
criar condicbes proximas a das atmosferas controladas,
o que, em efeito, foi o que ocorreu.

Resumidamente, pode-se dizer que, ainda que seja
normal observar modificagbes na composicdo da
atmosfera que rodeia o alimento, principalmente, na-
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queles com maior atividade metabdlica (p.e. hortalicas
e frutas, devido a atividade respiratéria das mesmas),
no presente trabalho nao foram observadas variagoes.

3.2 - Evolucao do pH

Todas as amostras de carne aqui utilizadas tiveram
pHs similares, com valores médios de 5,4. Apesar deste
pH final ser baixo, ndo se pode considerar como carne
PSE, pois houve o acompanhamento do pH da carcaca
durante as 24 horas de resfriamento, observando-se
uma queda lenta e progressiva.

No presente trabalho, nao foram observadas varia-
¢oes no pH ao principio das experiéncias (Figuras I e 2),
ainda que se encontraram diminuicoes deste parametro
como conseqUéncia da solubilidade do CO, nos alimen-
tos [7, 8, 32]. Sem duvida, em outras ocasides nao se
detectaram variagdes, como em lombo cozido de suino
armazenado a 20°C [13]. Neste caso, o valor constante
do pH durante a experiéncia pode explicar-se facilmen-
te pela menor solubilidade do CO, a esta relativamente
alta temperatura (a 4°C, se apreciou uma pequena di-
minuicdo do pH) ou devido a perda de agua durante o
tratamento térmico, o que dificulta a solubilizacdo do
COQ. Mas, em outros casos como o presente, ndo cabem
estas explicacdes, ja que o alimento nao se tratou ter-
micamente e armazenou-se a temperaturas de refrige-
racdo. Nao obstante, diversas experiéncias [2, 9, 10, 15,
26, 45] mostram a invariabilidade do pH. Provavelmen-
te, estes resultados devam-se a capacidade tampao dos
componentes da carne, que podem ser suficientes para
inibir o efeito do CO, solubilizado.

Em contrapartida, quando o alimento é mantido em
aerobiose, é normal que o pH aumente, coincidindo com
as contagens totais superiores a 10’'UFC/cm? e sua al-
teracao (Figuras 1 e 2). Estas mudancas se devem, pos-
sivelmente, a formacédo de substancias basicas deriva-
das do crescimento de pseudomonas e de outros mi-
crorganismos afins.

No presente trabalho, o pH da maior parte das amos-
tras embaladas em atmosfera modificada nao variou ao
longo de todo o tempo que durou as diferentes expe-
riéncias. Nao obstante, também se detectaram certos
aumentos dos valores de pH em algumas amostras
embaladas em atmosfera modificada, ainda que sem-
pre menos evidentes que as observadas em carne em-
balada aerobicamente.

3.3 - Microbiota total (MT)

3.3.1 - Contagem inicial

Os niveis da MT ao principio das experiéncias foram
baixos, sempre inferiores a 10° UFC/cm? (Tabelas 1 e
2), ja que as pecas de carne (lombos) foram adquiridas
diretamente nos matadouros, preparando-se as amos-
tras em laboratério, com medidas higiénicas apropria-
das. Estas contagens iniciais baixas refletem as boas
condicoes de manipulacdo das amostras, muito melho-
res que as habitualmente encontradas nos matadouros
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ou salas de desossa, aonde se encontram taxas mais
elevadas. Como se pode observar em alguns casos, as
contagens iniciais das amostras armazenadas a 1 e 7°C
nao foram iguais. Isto ocorreu devido a impossibilidade
de partir de uma mesma matéria-prima, devido a limita-
cao de espaco nos armarios frigorificos, ou da impossibi-
lidade de manipular um ntumero elevado de amostras.

TABELA 1. Vida util e parametros de crescimento da microbiota
da carne suina (Longissimus dorsi) embalada em diferentes
atmosferas e mantida a 1°C durante 24 (ar 100%), 34 (N,
100%) ou 54 dias (CO,/0O, 20/80, CO,/0O, 40/60).

ATMOSFERAS V.U. PARAMETROS M.A.T. B.L. ENTER. Br. th. PSD

cl. 2,5 1,9 11 11 2,6
Ar (100%) 15 FL. 6,2 3,2 7,7 35 2,6
g 0,7 16 0,6 0,9 08
C.FE. 9,4 54 78 7,7 9,4
N, (100%) 34 FL. 9,5 8,8 9,5 9,2 73
g 15 17 15 0,9 2,9
C.FE. 7,0 54 5,7 6,9 5,0
C0,/0,20/80  >54* FL. 308 242 CN.D. CND. C.N.D.
g 2,5 2,5 - - -
C.FE. 5,0 5,0 1,0 11 12
C0,/0,40/60  >54* FL. 316 31,7 CN.D. CND. C.N.D.
g 3,6 2,5 - - -
C.FE. 45 45 0,5 08 1,0

B.L. — Bactérias lacticas (MRS pH 5,6 em dupla capa a 32°C, 48h).

Br. th. — Brochothrix thermosphacta (STAA a 20°C, 72h).

C.N.D. - Crescimento néo detectado.

EntER. — Enterobactérias (VRBG a 32°C, 48h).

F.L. - Fase de laténcia (dias).

g — Tempo de duplicacgéo (dias).

M.A.T. — Mesoéfilos aerdbios totais (PCA a 32°C, 48h).

PSD - Microrganismos crescidos em meio seletivo para Pseudomonas spp. a 20°C,
72h.

C.F.E. - Contagem em fase estacionaria ou quando C.N.D., ao final do armazena-
mento.

C.I. - Contagem inicial (log UFC/cm?).

V.U. - Vida 1til (dias necessarios para que a contagem de M.A.T. alcance o valor de
107 UFC/cm?).

* — A taxa final foi inferior a 107UFC/cm? depois de 54 dias de armazenamento.

TABELA 2. Vida 1til e parametros de crescimento da microbiota
da carne suina (Longissimus dorsi) embalada em diferentes
atmosferas e mantida a 7°C durante 12 (ar 100%), 16 (N,
100%) ou 28 dias (CO,/0O, 20/80, CO,/0, 40/60).

ATMOSFERAS V.U. PARAMETROS M.A.T. B.L. ENTER. Br. th. PSD

C.l. 27 19 1,2 08 3,0
Ar (100%) 6 F.L. 41 3,0 33 2,5 1,1
g 02 03 0.2 03 03
C.F.E. 9,6 53 8,6 7.8 9.2
N, (100%) 9 F.L. 59 43 35 42 25
g 03 05 04 05 05
C.F.E. 7,0 6,1 6,5 6,2 57
C0,/0- 20/80 14 F.L. 6,8 55 8,0 48 10,3
¢} 14 12 05 11 1,0
C.F.E. 8,0 71 6,6 72 6,6
CO0,/0; 40/60 20 F.L. 75 57 CND. 50 C.N.D.
g 15 07 - 15 -
C.F.E. 71 71 18 50 32

B.L. — Bactérias lacticas (MRS pH 5,6 em dupla capa a 32°C, 48h).

Br. th. — Brochothrix thermosphacta (STAA a 20°C, 72h).

C.N.D. - Crescimento néo detectado.

EntER. — Enterobactérias (VRBG a 32°C, 48h).

F.L. - Fase de laténcia (dias).

g — Tempo de duplicacgéo (dias).

M.A.T. — Mesoéfilos aerdbios totais (PCA a 32°C, 48h).

PSD - Microrganismos crescidos em meio seletivo para Pseudomonas spp. a 20°C,
72h.

C.F.E. - Contagem em fase estacionaria ou quando C.N.D., ao final do armazena-
mento.

C.I. - Contagem inicial (log UFC/cm?).

V.U. - Vida 1til (dias necessarios para que a contagem de M.A.T. alcance o valor de
107 UFC/cm?).
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3.3.2 - Fases de laténcia

A fase de laténcia de uma populacao microbiana
indica o tempo que demora essa populacdo a iniciar a
multiplicacdo ativamente. Neste trabalho, calculou-se
este parametro através da equacado de Gompertz. Infe-
lizmente, a fase de laténcia nido é constante nem mes-
mo em sistemas modelos, ja que ndo depende somente
da espécie microbiana, mas também da “histéria” do
microrganismo ou grupo microbiano em questio, as-
sim que, para se padronizar a fase de laténcia de uma
cultura pura, tem-se que padronizar estritamente o pro-
cedimento. Partindo desta afirmacédo, deduz-se que este
parametro de crescimento em Microbiologia de Alimen-
tos, ainda que importante na pratica (quanto maior,
maior a vida-de-prateleira do alimento), é praticamente
imprevisivel, jA que € quase impossivel conhecer a pro-
cedéncia dos microrganismos, qual a temperatura que
se encontrava antes de chegar ao alimento, quanto tempo
estava presente no alimento, etc. Portanto, ainda que
resulte facil a determinacao da fase de laténcia, o co-
nhecimento deste dado tem uma importancia relativa,
ja que nao se conhecem as condi¢oes em que se encon-
travam os microrganismos que estavam presentes no
alimento, e, portanto, se desconhece os parametros que
a determinam. Além de que, quando se conhece este
dado, a microbiota ja iniciou seu crescimento, e saber
neste momento o tempo que tardou em iniciar seu de-
senvolvimento carece de importancia.

Nao obstante, sempre é possivel fazer algumas ge-
neralizacbes. Quanto mais baixa a temperatura de ar-
mazenamento, mais prolongada é a fase de laténcia; da
mesma maneira, quanto mais seletiva é a atmosfera,
maior é o tempo para a microbiota comecar a sua mul-
tiplicacdo. Estas afirmacoes podem ser observadas cla-
ramente nas Tabelas 1 e 2, apesar de nao haver consta-
tacdo deste comportamento em carne de peru armaze-
nada nas mesmas condic¢ées [29].

Em todo caso, este parametro sempre permite de-
duzir alguns fatos. Neste trabalho, as fases de laténcia
foram uteis para comparar a adaptacdo de uma deter-
minada microbiota nas atmosferas crescem, sempre e
quando a contaminacéao inicial foi a mesma, ja que as
procedéncias eram as mesmas.

3.3.3 - Tempos de duplicacao

Ao contrario do anterior, este parametro que define
o crescimento de um microrganismo, é constante sem-
pre que as condigcbes sdo idénticas; isto é, mesma
cepa, substrato, temperatura, atmosfera, etc. Nes-
te item se discute os tempos de duplicacdo da MT
desenvolvida, que foi uma populacdo mais ou me-
nos heterogénea e diferente.

Como era de se esperar, a 1°C os tempos de du-
plicacdo foram mais prolongados que a 7°C. Tam-
bém se esperava que a uma atmosfera mais seleti-
va a microbiota tardasse mais a multiplicar-se. Esta
segunda afirmacédo se comprovou nas duas temperatu-
ras estudadas (Tabelas 1 e 2), ainda que ocorreram di-
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ferencas notaveis entre 1 e 7°C. Assim, os tempos de
duplicacao da MT desenvolvidos a 7°C (Tabela 2) foram
de 0,2 dias em ar, 0,3 em N, 1,4 em 20/80 CO,/O, e
1,5 em 40/60 CO,/O,, enquanto que a 1°C (Tabela 1)
foram de 0,7 dias em ar, 1,5 em N,, 2,5 em 20/80 CO,/
O, e 3,6 em 40/60 CO,/O,. No primeiro caso (7°C), ape-
nas se vislumbra o efeito inibidor das atmosferas modi-
ficadas, enquanto que a 1°C se torna evidente. A esse
respeito, vale a pena comentar que o efeito do CO, &
mais intenso conforme se diminui a temperatura, as-
sim que, é légico que o efeito das atmosferas se fizesse
mais evidente a 1 do que a 7°C.
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Nao sao muitos os trabalhos que determinaram o
tempo de duplicacdo da MT em atmosfera modificada.
Alguns autores [30] afirmaram que a microbiota aerébia
desenvolvida em costelas de porco a 4°C apresentavam
tempos de duplicacdo, em uma experiéncia, de 0,8 dias
em aerobiose e um pouco mais de 6 dias em todas as
atmosferas estudadas: vacuo, 20/80 CO,/N,, 40/60
CO,/N, e 40/10/50 CO,/O,/N,, enquanto que em ou-
tras experiéncias obtiveram valores de 1,6 dias em ar e
entre 4,6 e 4,9 dias nas outras atmosferas. Estes dados
nao contradizem em absoluto os encontrados no pre-
sente trabalho.
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FIGURA 1. Evolucéao do pH, microbiota total (PCA), bactérias lacticas (MRS), enterobactérias (VRBG), Brochothrix thermosphacta
(STAA) e Pseudomonas spp. (PSD) em carne suina armazenada em 100% ar (), 100% N, (O), 20/80 CO,/O, (®) e 40/60 CO,/O,

(m) a 1°C.
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3.3.4 - Taxa na fase estacionaria

O estudo das Tabelas 1 e 2 mostra, como era de se
esperar, que as contagens da MT na fase estacionaria
foram maiores em ar, depois em N,, 20/80 CO,/O, e
finalmente, menores em 40/60 CO,/O,. Isto €, confor-
me a atmosfera se faz mais seletiva, menor é o niimero
de microrganismos ao final da fase exponencial de cres-
cimento. Este fato conduz, em alguns casos, a nao ul-
trapassar o nivel da vida 1til do ponto de vista micro-
biano; por exemplo, a MT das amostras embaladas em
20/80 CO,/0O, e 40/60 CO,/O, mantidas a 1°C (Figura
1 — PCA) apresentaram tempos de duplicacao de 2,5 e
3,6 dias respectivamente, e as contagens na fase esta-
cionaria foram de 10° e 3,2x10* UFC/cm?, respectiva-
mente (Tabela 1).

3.4 - Vida util

Como era de se esperar, a modificacdo da atmosfe-
ra prolongou a vida util da carne, seguindo a ordem
légica, de menos a mais prolongada: ar, 100% de N,
20/80 CO,/0, € 40/60 CO,/O,. Obviamente, o efeito
das atmosferas modificadas, sobretudo nas enriqueci-
das com CO,, foram potencializados ao reduzir-se a tem-
peratura de armazenamento, como resultado do
sinergismo existente entre estes dois fatores, como ja
constatado [5, 12, 14, 31, 34, 36]. Este efeito sinérgico
impediu, em algum caso, que as contagens alcancas-
sem as taxas de 107 UFC/cm? depois de armazenar a
carne durante quase 2 meses (Tabela I). Isto nao signi-
fica que a carne embalada em atmosferas enriquecidas
com CO, possa ser armazenada por tempos tdo prolon-
gados a temperaturas de refrigeracdo. Temos que levar
em conta que a vida util de um alimento nao pode ser
determinada somente pelo ponto de vista microbiolégico,
mas também através das suas propriedades sensori-
ais, e nestes casos antes citados, a carne demonstrou
um amaciamento excessivo depois dos prolongados tem-
pos de armazenamento, provavelmente, causado por
enzimas endégenas da prépria carne.

E bem conhecido que um dos fatores decisivos na
vida util de um alimento é sua taxa microbiana inicial.
Quanto maior, menor é a vida util. Esta afirmacao, é
cumprida de forma relativa em alimentos embalados em
atmosfera modificada, ja que em alguns casos [28], ao
se diminuir a carga inicial, também se reduz a vida util.
Este fato indica que mais importante que a concentra-
c¢ao microbiana, pode ser a adaptacdo da microbiota pre-
sente as condicdes que encontra no alimento e que lhe
permitirdo multiplicar-se. Esta claro que a presenca ma-
cica de microrganismos sensiveis ao CO, em uma carne
embalada em 40% deste gas, ndo conseguira multipli-
car-se e tera pouca significancia na vida util do produ-
to. Em contrapartida, uma pequena quantidade de bac-
térias psicrotréficas resistentes ao CO, podera multipli-
car-se ativamente e provocar a alteracdo do alimento
em um tempo relativamente curto.

Do exposto até aqui, se pode resumir que a soma da
refrigeracdo e embalagem em atmosfera modificada,
além de impedir o crescimento de determinados micror-
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ganismos, prolongam as fases de laténcia (apesar da
relativa importancia deste parametro na pratica) e os
tempos de duplicacdo da microbiota que pode desen-
volver-se nestas condicoes. Por esta razédo, as atmosfe-
ras modificadas prolongam a vida util da carne.

3.5 - Bactérias lacticas

De uma forma geral, as fases de laténcia das bacté-
rias lacticas aumentaram conforme a atmosfera se fa-
zia mais seletiva. Este efeito se comprovou mais clara-
mente a 1 que a 7°C. Um exemplo que ilustra esta afir-
macédo pode ser visto na Tabela I, onde se recorrem os
parametros de crescimento da microbiota crescida a 1°C.
As fases de laténcia foram: 3,2 dias em aerobiose, 8,8
em N, 24,2 em 20/80 CO,/O, e 31,7 em 40/60 CO,/
o

o

Esta microbiota nao foi afetada de uma forma signi-
ficativa pelas atmosferas modificadas aqui estudadas,
ou seja, as bactérias lacticas foram mais resistentes ao
CO,, como ja se constatou repetidamente [6, 14, 40,
46]. Ao comparar-se os tempos de duplicacado destas
bactérias que cresceram nas amostras armazenadas a
1°C (Tabela 1) (1,6 dia em ar, 1,7 em N, € 2,5 em 20/80
e 40/60 CO,/0,), suspeita-se de seu crescimento por
igual em todas as atmosferas.

Também se tem que ressaltar as diferencas apre-
ciadas no desenvolvimento desta microbiota em carne
suina [29]. As comparacoes dos tempos de duplicacéo e
das taxas na fase estacionaria de crescimento permi-
tem deduzir, de uma maneira geral, que a carne suina
fornece um melhor substrato para o desenvolvimento
das bactérias lacticas. O motivo que explica esta situa-
cao, provavelmente, é a diferenca de pH destas carnes.
Os 5 ou 6 décimos de diferenca facilitam o crescimento
de muitos microrganismos na carne de peru (pH ~6,0),
uma vez que nestas condi¢des, as bactérias lacticas te-
rao demasiado competidores para prevalecer. Em con-
trapartida, o pH normal da carne de porco (em tor-
no de 5,6) inibe o crescimento de microrganismos
importantes da deterioracdo da carne embalada em
atmosfera modificada e, inclusive, detém o de outros,
como o da Shewanella putrefaciens [20]. A idéia aqui
esbocada de que o pH é o fator critico e ndo a composi-
cdo da carne se apdia em trabalhos que asseguraram
que o tipo de carne nao teve influéncia no desenvolvi-
mento de um microrganismo determinado, a nao ser o
pH, que foi o fator decisivo [11].

Ja se comprovou também [24] que as bactérias
lacticas junto com o Brochothrix thermosphacta, eram
os microrganismos majoritarios nos musculos de
aves embalados a vacuo, 100% de N,, 20/80 CO,/
O, e 100% de CO, armazenadas a 3 e 10°C.

Como ja mencionado, as atmosferas aqui estu-
dadas néo influenciaram na taxa da fase estaciona-
ria das bactérias lacticas. Como o restante dos gru-
pos microbianos (exceto o B. thermosphacta) sdo ini-
bidos pelo CO,, foi relativamente freqiiente que as
bactérias lacticas predominassem nas atmosferas
mais seletivas ao final das experiéncias, chegando
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a ultrapassar os niveis de vida 1til, como pode ser visto
nas amostras embaladas em 40/60 CO,/O, mantidas a
7°C (Figura 2 - MRS e Tabela 2). Estes resultados estao
de acordo com os dados recopilados [16, 35]. Na litera-
tura, sdo muitos os trabalhos que indicam que as bac-
térias lacticas podem predominar na carne embalada
em atmosfera modificada [1, 4, 23, 37, 39].

Finalmente, pode-se afirmar que as bactérias lacticas
podem crescer em todas as atmosferas aqui estudadas,
com velocidades similares. Ademais, pode-se dizer que
crescem relativamente bem em atmosfera modificada, e
quando prevalecem na carne, podem cooperar no pro-
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longamento da vida-de-prateleira a mercé de diversos
mecanismos.

3.6 — Microrganismos crescidos em agar VRBG

Este meio é utilizado para a contagem presuntiva
de Enterobacteriaceae em alimentos [38], sendo que, os
dados obtidos das contagens efetuadas, considerar-se-
ao enterobactérias, uma vez que nao se pode garantir
que todos os microrganismos que se desenvolveram
neste meio sejam enterobactérias. Nao obstante, a gran-
de maioria dos microbiologistas o utiliza para este fim.
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FIGURA 2. Evolucao do pH, microbiota total (PCA), bactérias lacticas (MRS), enterobactérias (VRBG), Brochothrix thermosphacta
(STAA) e Pseudomonas spp. (PSD) em carne suina armazenada em 100% ar (), 100% N, (O), 20/80 CO,/O, (®) e 40/60 CO,/O,

(m) a 7°C.
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As contagens no dia 0 foram de aproximadamente
16UFC/cm? (Tabelas 1 e 2. Em nenhum caso as ente-
robactérias predominaram ao principio das experién-
cias.

A atmosfera foi decisiva para o crescimento desta
microbiota. Como era de se esperar, as enterobactérias
cresceram melhor em aerobiose, tanto a 1 como a 7°C
(Figuras 1 e 2 — VRBG), alcancando taxas elevadas na
fase estacionaria e, inclusive, chegaram a ser a
microbiota dominante ao final nas amostras embaladas
em N, armazenadas a 7°C (Tabela 2). As atmosferas
enriquecidas com CO, inibiram claramente o seu de-
senvolvimento, somente detectando-se o crescimento
deste grupo microbiano a 7°C (Tabela 2).

Dos resultados deste trabalho relativo as enterobac-
térias, caberia deduzir que estes microrganismos po-
dem desenvolver-se com certa facilidade em ambientes
com baixas pressées de O, (vacuo e 100% de N,) e que
séo muito sensiveis ao CO,, sempre e quando o armaze-
namento se faca a uma temperatura de refrigeracao
baixa.

3.7 - Brochothrix thermosphacta

Devido a composicdao do meio de cultura STAA e as
condicoes de incubacédo, pode-se dizer que praticamen-
te todas as unidades formadoras de colonias desenvol-
vidas corresponderam a espécie B. thermosphacta. Este
meio é totalmente seletivo para esta bactéria, podendo-
se, inclusive, contar menos células do que realmente
existe [25]. Isto devido ao carater inibidor das substan-
cias (sulfato de estreptomicina, cicloheximida e acetato
de talio) adicionadas ao meio.

Esta bactéria se desenvolveu em aerobiose nas duas
temperaturas estudadas (Figuras 1 e 2 - STAA), e como
se esperava, multiplicou-se mais rapido a temperatura
de 7°C. Também cresceu a 100% N, com um comporta-
mento similar ao de aerobiose em relacdo a temperatu-
ra de armazenamento. A comparacdo dos parametros
de crescimento nestas duas atmosferas permite dizer
que esta bactéria se desenvolve melhor em condicdes
aerdbias. Outros autores também observaram cresci-
mento em carne de peru embalada em 100% de N, [29],
em carne de frango embalada em 100% N, e a vacuo
[24], em carne de porco a vacuo [10, 48] e em carne
bovina em 100% de N, [34] € a vacuo [42, 48].

E bem conhecida a relativa resisténcia do B. ther-
mosphacta ao CO,, [44], entretanto, se comprovou, nes-
te trabalho, que a inclusédo deste gas na atmosfera, di-
minuiu o crescimento bacteriano, especialmente a tem-
peratura de 1°C. Quando a temperatura de armazena-
mento foi de 7°C, este microrganismo multiplicou-se em
todas as atmosferas, crescendo melhor em aerobiose,
depois em 100% de N,, 20/80 CO,/O, e, finalmente,
em 40/60 CO,/O,, como se deduz ao comparar os pa-
rametros de crescimento deste microrganismo recorri-
dos na Tabela 2.

Resumidamente, pode-se dizer que o B. thermosphac-
ta sempre forma parte da microbiota contaminante da
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carne, e parece que o pH deste alimento nao influencia
no seu desenvolvimento. Esta bactéria se multiplica em
presenga de O,, inclusive, em pequenas concentragoes
(inferiores a 5%) e pode chegar a ser o agente causal da
alteracdo da carne. De todas as formas, o desenvolvi-
mento desta bactéria é inibido, ainda que néo impedi-
do, pela presenca de elevadas porcentagens de CO,,.

3.8 — Microbiota crescida em agar PSD

Assim como nos demais meios, nao se identifica-
ram os microrganismos que se desenvolveram neste
meio de cultura. Sendo assim, ndo se pode garantir que
todos eles pertencam ao género Pseudomonas. As con-
tagens neste meio devem ser interpretadas com muita
cautela. Indicou-se no titulo do trabalho original, que
se trata de um meio seletivo para o isolamento rapido
de pseudomonadaceas em carne de ave alterada [33].
Por outro lado, concluiram em seu artigo que nao é um
meio totalmente seletivo para pseudomonas, particu-
larmente, quando a quantidade destes microrganismos
é escassa em comparacao com a de outros géneros. Nao
obstante, é o meio mais adequado para o isolamento de
pseudomonas de alimentos em que o numero de pseu-
domonas é presumivelmente elevado.

Diante destes comentarios, os autores destes tra-
balhos sustentam que o agar PSD nao é um meio seleti-
vo, mas sim favoravel para o isolamento e para a conta-
gem de pseudomonas, sempre que se trabalhe com amos-
tras procedentes de habitat aonde tais microrganismos
podem crescer ativamente, ou seja, em aerobiose.

Como era de se esperar, as pseudomonas multipli-
caram-se ativamente nas amostras embaladas aerobi-
camente e formaram parte da microbiota dominante ao
final do periodo de armazenamento nas duas tempera-
turas estudadas (Tabelas 1 e 2).

Na atmosfera de nitrogénio, observou-se crescimento
nas duas temperaturas estudadas (Figuras I e 2 — PSD).
Apesar do carater de aerdbias estritas das pseudomo-
nas, elas podem multiplicar-se em atmosferas com bai-
xas concentragdes de O, (na ordem de até 1% na atmos-
fera) [22]. Desta maneira, as colonias encontradas po-
dem pertencer ao género Pseudomonas ou a outros gru-
pos microbianos citados anteriormente, ja que a atmos-
fera com 100% de N, pode conter uma quantidade de
O, residual suficiente para suportar seu desenvolvimen-
to. Quantidade esta, ndo detectada pela metodologia em-
pregada na medida dos gases. Desde 1986 sabe-se que
as pseudomonas podem multiplicar-se em atmosferas
modificadas supostamente anaerédbias devido a dificul-
dade de eliminar totalmente o O, [18]. Outros autores
também detectaram certo desenvolvimento de pseudo-
monas em carne de peru embalada em 100% N, e ar-
mazenada a 1 e 7°C [29], em carne de pato a vacuo e
armazenada a 2°C [3], em carne bovina a vacuo e em
100% N, a 2°C [34] e em carne de frango nas mesmas
atmosferas a 2°C [24]. Todos estes autores encontra-
ram contagens muito baixas nestas atmosferas; isto é,
as pseudomonas sdo inibidas pela reduzida pressao de
O,, mas ainda assim podem multiplicar-se.
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Neste trabalho, observou-se o desenvolvimento de
microrganismos que crescem em agar PSD em algumas
amostras embaladas em atmosfera enriquecida com
C0,/0,, tanto que, nas amostras com 20/80 CO,/O,
armazenadas a 7°C tiveram um tempo de duplicacédo de
1 dia e chegaram a contagens na fase estacionaria su-
periores a 10°UFC/cm? (Tabela 2).

Em resumo, as pseudomonas, como aerdbias estri-
tas, desenvolveram-se extraordinariamente bem em ar,
sendo as responsaveis pela alteracdo da carne embala-
da em aerobiose. Enquanto que em anaerobiose (atmos-
fera de nitrogénio) ou nas atmosferas enriquecidas com
CO, foram detectadas em pequenas quantidades.

4 - CONCLUSOES

De acordo com os resultados, pode-se concluir que:
ao se aumentar a porcentagem de CO, na atmosfera, se
prolonga a fase de laténcia e reduz-se a velocidade do
crescimento microbiano; que as atmosferas enriqueci-
das com CO, sdo mais eficazes que a de nitrogénio, e
obviamente, as fases de laténcia sdo mais curtas e as
velocidades de crescimento mais rapidas a 7 do que a
1°C, e; finalmente, que tanto a 1 como a 7°C, a utiliza-
cao das atmosferas modificadas retarda o crescimento
das bactérias alterantes da carne de suino, favorecendo
o aumento da vida util de no minimo 2 vezes, principal-
mente, em atmosferas enriquecidas com CO,,.
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