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ABSTRACT

Considering the risk represented by the presence of Listerla monocytogenes in
turkey meat under modified atmosphere packaging (MAP) conditions with a gas
mixture which allows an extended shelf life of almost three weeks and a possible
rough handling by consumers, our objective was to evaluate the behaviour of this
pathogen in turkey meat under MAP, with argon or carbon monoxide, refrigerated (at
0 and 7 °C) and submitted to a high abuse temperature. Turkey meat samples of
approximately 25 g were inoculated with 1 ml of a dilution containing 10* Listeria
monocyiogenes 4a CECT 934 bacleria. Inoculated samples were packaged under
aerobiosis and MAP (50%N,/50%C0,, 50%Ar50%CQ,, 0.5%C0/M8.5%N,/50%C0,)
and subdivided for storage at three different temperatures 20 °C, 7 °C and 0 °C.
Listeria monocytogenes and Pseudomonas spp. plate counts were performed an
samples after different storage periods (1, 2, 5, 12, 19 and 25 days). The increase in
Pseudomonas spp. counts in turkey meat under aerobiosis or MAP seems not to
have interfered with Listeria monocytogenes growth, The inhibition of Listeria
rmonocytogenes under MAP conditions with 50% CO, was assured only when meat
samples were stored at 7 and 0 °C. Lislera monocytogenes did not grow at 0 °C
under any package conditions, including aerobiosis. The dissolution of CO, in cell
cytoplasm was lower at 20 °C, with the inhibition of Listeria monocytogenes at this
temperature being less than that observed in the other storage conditions. It was,
however, higher than that observed in meat under aerobiosis, Thus, close temperature
centrol is mandatory with MAP to minimize the growth of Listeria monocytogenes in
turkey meat.

Key words: argon, carbon monoxide, Listeria monocytogenes, MAP, safety, turkey

meat
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COMPORTAMENTO DE LISTER:A MONOCYTOGENES NA CARNE DE
PERU EMBALADA EM ATMOSFERA MODIFICADA COM MISTURAS DE
GASES CONTENDO ARGON OU MONOXIDO DE CARBONO

RESUMO

Atendendo ao risco que pode representar a presenga de Listeria monocytogenes
na came de aves embalada em atmosfera modificada (MAP), com misturas de gases
que podem prolongar o periodo de validade até as trés semanas @ a ma manipulagio
gue o consumidor pode fazer destas embalagens, foi nosso objectivo estudar o
comportamento deste patogénico na carne de peru embalada com misturas de gases
contendo Ar (50% Ar e 50% CO,) ou CO (0,5% CO, 49,5% N, e 50% CO,), em
refrigeragac (0 & 7 °C) @ sob efeito de uma temperatura abusivamente elevada.
Assim, inoculou-se 1 ml duma diluigio veiculando cerca de 10 bactérias de Lisferia
monocylogenes 4a CECT 234, na superficie de amostras de carne de peru
(escalopes), com aproximadamente 25 g. As amostras inoculadas foram embaladas
em aerobiose & em MAP (50%MN/50%C0O,, S0%ArNS0%CO,, 0,5%C0 /49,5%N,/
50%C0, ) sendo, posteriormente, subdivididas para armazenamento sob rés regimes
de temperatura diferentes 20, 7 e 0 °C. Foram efectuadas contagens de Listeria
monocytogenes & Pseudomonas spp. as amostras em diferentes dias de
armazenamento (1%, 22, 5% 12®% 19° e 25° dias). O crescimento de FPseudomonas
spp. na carme de peru embalada em aerobiose ou em MAP nao parece ter interfe-
ridc com o crescimento de L. monocylogenes. A inibigo do crescimento de
L. monocytogenes quando sujeita as diferentes atmosferas modificadas em estudo
contendo concentragdes de 50% de CO,, & garantida apenas quando a came é
armazenada a temperaturas de 7 e 0 °C. A0 °C L. monocytogenes ndo cresceu em
qualquer uma das condigies de embalagem inclusive em aerobiose. A 20 °C a
dissolugao do CO, no citoplasma & menor, pelo que a inibicdo de L. monocytogenes
foi menor do que a observada nas outras temperaturas. Méo obstante, foi superior a
observada na carne embalada em aerobiosa. Confirma-se assim a importancia do
controlo da temperatura, em conjunto com a embalagem MAP para limitar o
crescimento de L. monocytogenes na carne de peru.

Palavras-chave: argon, carne de peru, embalagem em atmosfera modificada,
Listeria monocytogenes, mondxido de carbono, seguranga

INTRODUGAO

Ma carne de aves fresca é comum o aparecimento de Lisferia monocytogenes
(Jay, 1996; Ojeniyi et al., 1996; Inoue et al., 2000; Miettinen ef al., 2001;
Gudbjdrnsdottir ef al., 2004), um dos principais patogénicos emergentes para o
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Homem (MclLauchlin, 1996; Lessing et al., 1994), uma vez que se trata de uma
bactéria ubiguitaria, psicrotrofica, habitualmente presente no ambiente fabril
(Chasseignaux et al., 2002).

Em Portugal, os estudos de frequéncia do genero Listeria spp. em came de
aves apresentam resultados que variaram entre 30 a 100%, com valores de
prevaléncia de L. monocylogenes entre 12 a 60% (Antunes ef al., 2000; Fraqueza
etal., 2002; Guerra e Bernardo, 2002; Guerra, 2002; Mena ef al., 2004). Apresenca
deste patogénico na carne é menos preocupante do que nos alimentos prontos a
consumir devido ao facto de ser sujeita a preparagdo culinaria com aquecimento
letal antes de serconsumida. Todavia, ndo deve ser desprezada a sua importancia
como recontaminante, devido ao facto de crescer a temperaturas de refrigeragao,
podendo aumentar de menos de 100 células/g (em muitos palses considerado o
valor maximo aceitavel para pessoas saudaveis), para mais de 100 000 celu-
lasfg durante um periodo de 3-4 semanas, o periodo de validade de muitos
alimentos mantido em refrigeragdo (Miettinen et al., 1999).

Assim, o risco ligado ao consumo de carne de peru contaminada por L.
monocytogenes depende da presenca e do numero de bactérias, aliado a
possibilidade do seu crescimento em fungio das caracteristicas fisico-quimicas do
alimento, da temperatura e da duragdo do periodo de conservagio/armazenamento
que poderd ser alargado com a embalagem MAP. Neste contexto, tém sido
efectuados estudos de comportamento de L. monocytogenes sujeita a varios
factores como pH, aw, NaCl, nitritos, temperatura, atmosferas modificadas com
concentragdes crescentes de CO,, com o objectivo de prever a evolugéo da
populagdo. Outros factores podem influenciar o crescimento, nomeadamente o
numero inicial, o estado fisiolégico da estirpe, interacgdes com flora competitiva
(Farber ef al., 1996; Begot et al., 1997; Harrison, 2000; Robison et al., 2001; Pin et
al., 2001; Frangois et al., 2004). Cada alimento tem caracteristicas intrinsecas
proprias que, associadas aos factores extrinsecos conferidos pelo processo
tecnolégico, influenciam o crescimento. Por isso, surgem recomendagdes da
Comunidade Europeia na realizag&o de testes de crescimento de L. monocylogenes
nos alimentos para avaliagdo do risco que representa, impondo para objectivo que
a concentragdo de L. monocytogenes nos alimentos produza contagens inferiores
a 100 ufc.g (Regulamento CE, N° 2073/2005). Os testes de crescimento permitem
estudar a evolugdo duma populagio de microrganismos patogénicos introduzida
num alimento, sendo um dos utensilios disponiveis para a avaliagio do risco de
doenga causada pela ingestdo dum alimento contaminado (Uyttendaele et al., 2004).
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Atendendo ao risco que pode representar a presenca deste patogénico na
camne de aves embalada em MAP, com misturas de gases que podem prolongar o
periodo de validade até as trés semanas e a ma manipulagdo que o consumidor
pode fazer destas embalagens foi nosso objectivo estudar o comportamento de L.
monocylogenes na came de peru embalada com misturas de gases contendo Ar
(50% Ar e 50% CO,) ou CO (0,5% CO, 49,5% N, e 50% CO,) armazenada em
refrigeragdo a 0 e a 7 °C ou sob efeito de uma temperatura elevada.

MATERIAL E METODOS

Amostras

As amostras foram retiradas de carcagas de peru abatidos de acordo com as
condigbes comerciais de abate num matadouro industrial. A camne fatiada foi
colocada em saco de polietileno e transportada em caixa isotérmica em menos de
urma hora para o laboratério.

Estirpe utilizada

Utilizou-se uma estirpe pura de L. monocyfogenes 4a CECT 934 conservada
a 4 °C no meio de TSA (Triptona Soja Agar, Oxoid, Inglaterra). Esta cultura foi
renovada mensalmente. Antes de ser utilizada para os ensaios de inoculago
procedeu-se a repicagem da estirpe em tubos de BHI (Brain Heart Infusion; Sharlau,
Espanha) com um periodo de incubagéo de 24 h a 37 °C, duas vezes consecutivas.
Efectuou-se de seguida a sementeira por estria em placas de TSA durante 24 ha
ar'c.

Preparagdo da suspensdo de Listeria monocytfogenes e inoculagdo da carne

Utilizou-se uma cultura de 24 h de L. monocytogenes em TSA na preparagao
de suspensbes bacterianas em agua tamponada fosfatada' de forma a obter uma
absorvancia de aproximadamente 0,340 A, medida num espectofotémetro UV/
Visible Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Inglaterra) a 625 nm. A estes valores
de absorvancia da suspensdo (suspensaoc-inicial) corresponderam contagens
médias de aproximadamente 107 ufc.ml?, conferidas utilizando a técnica de
sementeira das suas diluigies decimais em meio TSA, seguida de incubagao de

1 Solucdo tampao de fosfato de potassio dihidrogenado, pH 7.2 a 0,3mM, contendo 1mM de sulfato
de magnésio (Jensen et al., 1978).
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24-48 h a 37 °C. A suspensdo inicial foi diluida a 10°® e inoculou-se 1ml desta
diluigido veiculando cerca de 10° bactérias, na superficie de amostras de came de
peru com aproximadamente 25 g, isentas deste patogénico (mediante pesquisa).
Foram efectuadas contagens de L. monocyfogenes e Pseudomonas spp. as
amostras de carne logo apds inoculagao.

Condigtes de embalagem e armazenamento

As amostras inoculadas foram embaladas em aerobiose, utilizando barquetes
de polipropileno rigido (Tecknopack plastics, S/L, Barcelona) envolvidas por filme
de polivinilo permeavel ao oxigénio e em MAP. Constituiram-se quatro grupos
diferentes: aerobiose, 50%N_/50%CO, (MAP-N,/CO,), 50%Ar/50%CO, (MAP-Ar/
CO,), 0,5%C0 MEI,E%NZEE{II%CDE (MAP-CO/N_/CQ,) sendo, posteriormente,
subdivididas para armazenamento sob trés regimes de temperatura diferentes 20,
7 e 0°C (Fig. 1).

/ Inoculagiio com

Listeria monocytogenes 4a
Escalope 25g

mbalagem

acmbiose 50% N/50%C0, S0%AR/S0%CO0, 0,5%C0/M49, 5% N /505 C0,

Armazenamento

f——/\__'ﬂ

20C i oC

Andlise microbioldgica

Figura 1. Protocolo do estudo de desafio efectuado na came de peru fatiada e embalada em aerobiose
e MAP.
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Mas embalagens da carne em atmosfera modificada utilizaram-se barquetes
de polipropileno rigido e sacos polilaminados *HBX-070" (R.Bayer, Alemanha) de
alta impermeabilidade ao O, e CO, (permeabilidade: O,=8,3 cm®, CO,=23 cm?,
N,=3 cm® e ao vapor de agua=1,3 cm®). Os sacos foram termosoldados numa
maquina EVT-7-CD Tecnotrip (Barcelona) apés obter um vazio de 87%, seguido
de uma entrada de gas de 60%.

As amostras embaladas que permaneceram a 20 °C foram analisadas apods
24 e 48 h de armazenamento. Nas amostras embaladas em aercbiose e
armazenadas a 7 °C, o periodo de armazenamento foi de cinco dias, enquanto nas
armazenadas a 0 °C o periodo de armazenamento estendeu-se até aos 12 dias,
efectuando-se analises ao 5° e 12° dia.

As amostras embaladas em MAP e armazenadas a 20 °C foram analisadas
apos 24 e 48 h, enquanto nas outras temperaturas de armazenamento realizaram-
se andlises aos 5°, 12°, 19° e 25° dias de armazenamento. Efectuaram-se no minimo
duas repetigbes do protocolo descrito para cada periodo de armazenamento.

Andlise microbiolégica
Preparacgao da amostra e diluigoes

A preparagdo das amostras foi efectuada segundo as recomendagbes da NP
2079 (1989). A partir da suspensao-mae efectuaram-se diluigbes decimais segundo
a Norma Portuguesa-3005 (NP-3005, 1985).

Contagem de Pseudomonas spp.

Sementeira de 0,1 ml de cada diluigao a superficie do meio de cultura CFC
(cefaloridina, fucidina e cetrimida agar base; Oxoid, Inglaterra), em quintuplicado,
tendo-se efectuado a contagem de colonias apos incubagdo a 30 °C durante 48 h
(Mead e Adams, 1977). Os resultados foram expressos em log ufc.g™.

Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para pesquisa de L. monocytogenes realizou-se inicialmente, a partirde 25 g
de amostra de carne preparada asseplicamente, um enriguecimento nos meios de
Fraser | e Fraser Il (Merck, Alemanha) incubados durante 24 h, respectivamente a
30 e 37 °C.

O isolamento foi efectuado a partir dos meios de enriguecimento mediante
sementeira por estria & superficie do Modified Oxford Medium (Difco), seguido de
incubac8o a 37 °C durante 24 a 48 h {ISO/DIS 11290-1, 1995).
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Para confirmacg&o das coldnias suspeitas de L. monocytogenes foi
efectuada repicagem para meio TSA seguida de incubagéo de 24 h a 37 °C.
Efectuou-se o estudo por transiluminagéo de Henry das colonias que cresceram
em TSA,; nas que apresentaram uma luminescéncia azul efectuaram-se testes
da catalase e oxidase. Para identificagdo e confirmagao utilizaram-se os testes
bioguimicos miniaturizados AP|Listeria (Biomerieux, Franga) a partir de colénias
catalase positivas e oxidase negativas.

Contagem de Listeria monocytogenes

Sementeira em duplicado de 0,1 ml da suspensio-mae por espalhamento
a superficie do meio de cultura Modified Oxford Medium (Difco), sequida de
contagem de coldnias suspeitas apds incubagdo a 37 °C, durante 24 a 48 h.
Confirmagao de L. monocytogenes de acordo com o procedimento descrito na
pesquisa deste microrganismo. Os resultados foram expressos em log ufc.g.

Andlise estatistica

A comparagao do crescimento de L. monocytogenes e Pseudomonas
spp. ao longo do tempo sob diferentes condigéo de embalagem e de temperatura
de armazenamento foi efectuada pelo ajuste das respectivas rectas de regressao
linear simples (y=a+bx) quando significativas e estabeleceu-se uma estratégia
de analise de covaridncia. Previamente tentou-se estabelecer modelos de
regressao quadréatica, nao linear, com a fungdo y=a+bx+cx? mas nao foram
significativos. A estratégia de andlise de covaridncia dos modelos de regressao
linear foi efectuada de acordo com as etapas referidas em Littell et al. (1996)
utilizando-se o programa SAS System. Efectuou-se o calculo da taxa de
crescimento entre dois tempos de armazenamento (diferenca entre os valores
obtidos na contagem de microrganismos em log ufc.g”' (Ay) em dois pontos
de analise nos tempos a e b) através da equagdo Ay_, /At ,, em que At  éa
diferenca de tempo em dias entre tempos a e b, e apresentagéo das respectivas
medias e desvios padrao.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As analises das amostras de carne de peru utilizadas neste estudo

provaram a auséncia de L. monocyfogenes em 25 g. No Quadro | estio
representados os teores médios de L. monocytogenes nos escalopes de peru
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inoculados e embalados em aerobiose e MAP com as misturas 0,5%C0/
49,5%N,/50%CO,, 50%N,/50%CO, e 50%Ar/50%CO, armazenados a 20,
7eC.

O crescimento de L. monocyfogenes apresentou uma relagdo linear com o
tempo significativa, quando a carne de peru embalada nas diferentes condigfes de
estudo esteve exposta a uma temperatura abusiva de 20 °C (Fig. 2A). As regressbes
lineares entre os teores de Pseudomonas spp. e o tempo de armazenamento na
carne embalada em aerobiose e MAP a 20 °C estéo representadas na Fig. 2B.

No Quadro |l apresentam-se as reclas de regressao linear estabelecidas para

L. monocytogenes e Pseudomonas spp. na came de peru embalada em aerobiose
e MAP mantida a 20 °C.

Quadro | - TEORES MEDIOS E DESVIOS PADRAD GE Listeria monocylogenes Na CARNE EMBALADA EM AERDBIDSE
E MAP A0 LONGO 00 TEMPO DE ARMAZEMAMENTO & 0, 7 £ 20 °C,

Listeria monocytogenes (jog ufc.g )

Temp.’ {38 dias
Embalagem (G 0 1 2 5 12 19 25
Aerobiose 20 4061108 B27+030 8,32+0,07
7 4,06+1,08 6,5841,22
0 4 061108 3.58+150 5524044
MAP- 20 4,061,008 5087+098 B 79+1,68
CO/N.ICD; 7 4,06+1,08 4754084 43094112 495 4.9540,81
0 4,06+1,08 4054132 3554184 506 4014118
MAP- 20 4.06+1,08 6654089 76710086
NJCO, 7 4,06+1,08 48641,00 5114132 6,66+1,83 5624174
0 4 06+1,08 387+1,26 3,944134 4894013 3854135
MAP- 20 4,15£1,31 6434114 7,17+1,03
ArCO, 7 4,16x1,31 56040,57 6.01+1,34 571+1,35 5884139
0 4 158131 5104001 50410068 5254010 507009
* temperatura

o
o 7
=2 O List_aerobinsz 20°C ¥ Pemud_aerchiose 3
¥ List_CO_20°C r Petude CO 20°
& List_CO: 20°C » Peeud_CO 4 207
s List_Ar 20°C & Pgead Ar 0F
b ] z E A

dias

Figura 2. Rectas de regresséo linear representando o crescimento de Listerfa monocytogenaes (A)
& Pseudomonas spp. (B) na carne de peru embalada em aerobiose e MAP durante 2 dias a 20 *C.
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Ciuadro 1| - RECTAS DE REGRESSAD LINEAR MODELDS DE CRESCIMENTO DE Listeria monocylogenes e DE
Pzeudomonas Spp. Na CARNE DE PERU EMBALADA EM MAP E EM AEROBIOSE DURANTE 2 DIAS

a20°C.
Listeria Pseudomonas spp.
Tipo de embalagem __monocylogenes pavs
Rectas de R* Rectas de R
regressao regressao
= aercbiosea y=2 32x+4,44 0,7488  y=3,07x+452 0,BB04
0,5%C0/49 5% N/50%C0, y=141x+4,16 0,5868 y=1,23x+4,27 00,5844
50%N./50%C0, y=1,87x+4.21 0,7873 y=1,67x+3,93 0,6787
S50%ANS0%C0O;

y=1,56x+4,33 0,63895 y=1,58x+4 53 0,7284

Quando se utilizou a metodologia de covaridncia para comparar a evolugao
de L. monocytogenes em diferentes condigbes de embalagem, verificou-se que
nao existem diferengas significativas (p=0,575) entre os declives das diferentes
rectas de regresséo ajustadas aos valores de crescimento de L. monocytogenes
na carne embalada em aerobiose @ MAP, quando armazenada a 20 °C, pelo que
foi possivel calcular um declive dnico para todos os resultados igual a 1,796,

A 0 e 7 °C, independentemente da condigdo de embalagem MAP utilizada,
a populagéo de L. monocytogenes na came nao aumentou ao longo dum periodo
de armazenamento de 25 dias, ndo se estabelecendo qualquer relagao linear
significativa entre o crescimento microbiano e o tempo de armazenamento das
amostras. Contudo, esta relagio linear foi encontrada para Pseudomonas spp. na
carne embalada e armazenada a 7 °C (Fig. 3), resumindo-se no Quadro Hl as rectas
de regressao estabelecidas para as diferentes condigbes de embalagem da carne.
A influéncia do efeito da embalagem com as atmosferas 0,5%C0/49,5%N,/

12

ufc. g

Pseud_zerobiose T
Peeud_CO_T*
Pseud CO 3 T
Pseud_Ar T

kKl

Figura 3. Rectas de regressio linear representando o crescimento de Pseudomonas spp. na
came de peru embalada em MAP e em aerobiose durante 25 dias a 7 °C.
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Quadro |l - REcTas 0E REGAESSAD LINEAR MODELOS DE CRESCIMENTD D& PSeudoiNonas SpR, NA CARNE DE
PERL EMBALADA EM MAP E EM AERDBIOSE DURANTE 2 DIAS A T2,

Pseudomonas spp. 7 °C Reclas de regressao R*
“aerobiose 2 T y=1,15x+3,87 09135
0,5%C0/49 5%N/50%C 0 y=0,17x+4 37 0,8560
50%MN2/50%CO; y=0,17x+3 86 0,8638
50%Ar/50%C0; y=0,15x+4 64 0,8134

50%C0,, 50%MN,/50%C0, e 50%Ar/50%CO, sobre o crescimento de Pseudomonas
spp. na carne de peru ao longo do tempo de armazenamento & significativamente
diferente (p<0,0001).do observado na carne embalada em aerobiose, tal como
se observou pelas diferengas encontradas nos declives das rectas de regressao
ajustadas em cada condigo de embalagem.

CQuando a carne de peru foi armazenada a 0 °C, a relagdo linear entre o teor
de Pseudomonas spp. e o tempo de armazenamento das amostras embalada em
aerobiose foi significativa, ajustando-se a recta de regressao que esta representada
na Fig. 4 e Quadro |V. As almosferas 0,5%C0/49,5%N_/50%C0,, 50%N./50%CO,
e 50%Ar/50%CO, inibiram o crescimento de L. monocytogenes e da flora de
deterioragdo representada pelas Pseudomonas spp. quando a carne foi

m Preud_serobiose 0F
¥ Psend CO_0F

® Pseud COZ_0°

& Pseud Ar P

c 4

T T T T
10 15 o 25 30
dias

ufe. g

Figura 4. Rectas de regressao linear representando o crescimento de Pseudomonas spp. na
carne de peru embalada em MAP e em aerobiose durante 25 dias a 0 *C.

Cluadro IV - RECTA DE REGRESSAD LINEAR MODELD DE CRESCIMENTD DA Pseudomonas Spp. Na CARNE DE
PERU EMBALADA EM MAP E EM AEROBIDSE DURANTE 2 Dias A 0 °C.

Pseudomonas spp. 0°C Rectas de regressao R?

aerchicse T y=043x#d 37  0B873T
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armazenada a 0 "C, ndo se observando um aumento do teor destes
microrganismos ao longo do tempo de armazenamento.

O crescimento da populagao de L. monocytogenes na carne foi acentuado
nas diferentes condigbes de embalagem a 20 °C (Fig. 2). Apesar da anélise de
covariancia ndo registar diferengas significativas no comportamento de L.
monocytogenes quanto ao efeito inibitério das misturas gasosas contendo CO,
comparativamente com a embalagem em aerobiose, pode-se verificar que a taxa
de crescimento médio de L. monocylogenes a 20 °C foi mais elevada na carne
embalada em aerobiose (3,41 log ufc.dia™) nas primeiras 24 h, do que nas condigtes

de embalagem MAP gue apresentaram valores entre 1,12 e 1,79 log ufc.dia™
(Quadro V).

Quadro V. Taxas DE CRESCIMENTD MEDIC DE Listeria monocylogenes NA CARNE EMBALADA EM AERDEIOSE
£ MAP AD LONGO DO TEMPO DE ARMAZENAMENTD 4 O, 7 £ 20 *C.

; __Listeria monocylogenes
Embalagem Temp.’ log ufc.dia”’

ey ("C) 5]"_?-&5_" ey Ay HM_'I 13 AY ealdbey Ay polit -z _I?I-'!" Mﬂl-l!l:l s AY srlAt g AY pafAl

Agrobiose 20 3411037 0,0540,23

7 04240,14
0 0024014 0,08£0,02
MAP- 20 1124031 0,8240,70
COM/CO: 7 0,05:0,16 -002:000 _o02 -0,0040,01  -0,01£0,03
el 0004042 003003 001 0004001 -0,0040,02
MAP- 20 178+0,22  1,0240,96 ;
Naf COz 7 0074011 0,0540,05 -0,0040,18 0054004 0,04+0,05
0 0.044012  -0,01:0,04 -0,09:0,10 -0,0140,02 -0,0040,01
MAP- 20 158:047  0.7440,11
Arl COs 7 0,15+0,02 0104006 0058004 0044003 001004
0 0054014 0024006 0024003 0,01+0,03 -0,00+000

* temperatura

Simultaneamente, verificou-se que a carne armazenada em aerobiose podera
apresentar sinais de deterioragdo no termo das 24 h devido ao rapido crescimento
da populagao de Pseudomonas spp. que apresentou uma taxa de crescimento
especifica significativamente mais elevada (3,01 log ufc.d™), que a observada nas
restantes condiges de embalagem (Quadro Il). Por outro lado, nas condigtes de
embalagem MAP os sinais de deterioragéo da came poderdo néo ser t3o evidentes,
enquanto o crescimento de L. monocyfogenes pode chegar perto dos 100 ufc.g™.

A 20 °C nao se observaram diferengas significativas do efeito dos gases Ar
e CO comparativamente a mistura gasosa contendo apenas 50% de CO, quer
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em relagdo ao crescimento de L. monocytogenes, quer em relag8o ao crescimento
de Pseudomonas spp.. Mas amostras armazenadas a 20 °C observou-se um
efeito inibitorio do CO,, presente na mistura de gases com uma concentragao de
50%, sobre a Pseudomonas spp., uma vez que o efeito repressivo de qualquer
das misturas com esta concentragdo de CO, é significativamente superior
{p=0,04516) ac observado na carne embalada em aerobiose (Fig. 2B). O efeito
7 °C em qualquer das misturas utilizadas (p<0,00041).

AT °C nao ocorreu crescimento de L. monocytogenes na carne de peru em
qualquer das embalagens MAP. Este patogénico apresentou uma taxa de
crescimento meédia inferior a 0,05 log ufc.dia?, entre os 0 e 25 dias de
armazenamento (Quadro V). Apenas as amostras embaladas em aercbiose,
registaram uma taxa média de crescimento de L. monocytogenes de 0,42 log
ufe.dia”? ao fim de cinco dias de armazenamento a 7 °C, cbservando-se no mesmo
periodo um aumento de Pseudomonas spp. com uma taxa de crescimento
especifico de 1,15 log ufc.dia’. Assim, quando ocorre um aumento de Listeria
monocytogenes para 100 ufc.g' a came pode apresentar teores em Pseudomonas
spp. superiores a 8 log ufc.g’', acompanhada de sinais de deterioragao
evidenciados por mau cheiro e viscosidade, que levara a sua rejeigdo pelos
consumidores. Salienta-se que esta analise é efectuada partindo do pressuposto
de que as taxas de crescimento calculadas sdo constantes durante os cinco dias
de armazenamento e que a densidade populacional maxima de L. monocytogenes
na matriz solida foi de aproximadamente 10® ufc.g”, tal como se observou nas
amostras embaladas em aerobiose a 20 °C.

A inibigao do crescimento de L. monocytogenes quando sujeita as diferentes
atmosferas modificadas em estudo contendo concentragdes de 50% de CO,, &
garantida apenas quando a came & armazenada a temperaturas de 7e 0°C.A0C
L. monocytogenes ndo cresceu em qualguer uma das condigdes de embalagem,
inclusive em aerobiose.

A 20 °C a dissolugdo do CO, no citoplasma & menor, pelo que a inibigio de
L. monocytogenes foi menor do que a observada nas outras temperaturas. Nao
obstante, foi superior & observada na carmne embalada em aerobiose. Confirma-se,
assim, a importancia do controlo da temperatura em conjunto com a embalagem
MAP para limitar o crescimento de L. monocytogenes. De acordo com Farber et
al. (1996), os resultados do estudo que efectuaram sobre modelizagédo do
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crescimento de L. monocytogenes demonstraram a importancia do controlo de
temperatura para garantir e manter as vantagens da extensao do pericdo de vida
dos alimentos embalados com atmosferas enriquecidas de CO,. As fases lag e
tempo de geragdo de L. monocyfogenes aumentam quando a concentracio de
CO, aumenta e o pH e a temperatura diminuemn. Durante um periodo de 30 dias a
pH 5,5 o microrganismo foi incapaz de crescer a4 °C na presenca de concentragbes
de CO, =" 50% aumentando a sua taxa de crescimento quando a temperatura
aumentou para 7 °C.

Bennik et al. (1995) registaram uma inibigdo da populagio de
L. monocytogenes quandoc submetida a uma concentragdo de CO, de 50%, como
resultado do efeito de uma acidificagdo do meio pelo CO,, mas também dum
alteragtes do pH intracelular, com efeito nas enzimas envolvidas nas vias
metabdlicas. Elevadas concentragoes de CO, podem inibir as reacgbes de
descarboxilagdo nas quais o CO, é libertado por mecanismos de feedback.

Sao varios os factores intrinsecos que influenciam o crescimento de
L. monocytogenes nos alimentos, tais come pH e aw, independentemente do
efeito de misturas de gases contendo CO, e da temperatura de armazenamento.
Assim, o estudo do crescimento do microrganismo patogénico no préprio alimento
& de grande importdncia para avaliagdo do risco, tanto mais que este pode ser
influenciado pela competicio existente com a prépria flora de deterioragdo. O
crescimento de Pseudomonas spp. na carne de peru embalada em aerobiose ou
em MAP nao parece ter interferido com o crescimento de L. monocytogenes,
Buchanan ef al. (1989) concluiram que microrganismos de deterioragao como
Pseudomonas fluorescens quando partilham um ambiente com um patogénico
como L. monocylogenes, lanto pode nao ter qualguer influéncia, como estimular
ou inibir a velocidade ou a extens@o do crescimento da espécie patogénica,
dependendo das condigbes ambientais.

Quando analisado o crescimento de L. monocyfogenes em “nuggets” de
frango embalado em atmosferas de 100% de CO, verificou-se que a4 e 12°C
houve apenas um atraso, mas ndo uma inibicdo do crescimento deste
microrganismo (Lyver et al.,1998).

Hart ef al. (1991) estudaram o crescimento de L. monocytogenes em peitos
de frango armazenados a 1, 6 e 15 °C sob diferentes condigbes de embalagem em
atmosfera modificada: a 1 °C este patogénico ndo cresceu em qualquer das misturas
de gases assim como em aerobiose; a 6 °C cresceu lentamente na atmosfera de
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30% de CO, preenchida com N, enquanto ndo cresceu nas atmosferas de 30%
de CO, e preenchida com ar ou de 100% de CO, durante os 15 dias de
armazenamento.

Wimpfheimer et al. (1990) concluiram que numa atmosfera de 75% de CO,
e 25% N, L. monocytogenes, tal como outras bactérias aerdbias, ndo cresceu em
came de frango armazenada a 4, 10 ou 27 °C. Contudo, numa atmosfera contendo
5% de O,, 72,5% de CO, e 22,5% N,, a 4°C, o nimero de L. monocytogenes
aumentou aproximadamente 6 log durante um periodo de armazenamento de
21 dias.

Farber & Daley (1994} observaram que L. monocytogenes foi capaz de
crescer em rolos de carmne de peru embalados com misturas contendo 50% de
CO,. A estirpe L. monocytogenes Scott A néo cresceu nos rolos de came de peru
embalados em atmosferas de 70% CO, e 30% N, armazenados a 4 ou a 10 °C.

O efeito do 0,5% de CO na mistura 50% CO, e 49,5% N, ndo induziu um
efeito inibitdrio no crescimento de L. monocylogenes, para além do observado
com a concentracdo de 50% de CO, na mistura com 50% de N,. A baixas
temperaturas (7 & 0°C) ndo se registou crescimento de L. monocytogenes,
enguanto a 20 °C o crescimento do patogeénico deu origem a um aumento de 1,12
log ufc em 24 h. Nos estudos efectuados por Nissen et al. (2000) em came de
vaca embalada com misturas contendo elevadas concenltrages de CO, (60%) e
0,4% de CO, o crescimento de L. monocytogenes a 4 °C foi inibido, enguanto a
10 °C ocorreu um aumento ligeiro de 5x10° ufc.g” para 10* ufc.g™ apds 5 dias de
armazenamento tal como foi avaliado pela subcultura. Os autores atribuiram o
efeito inibitorio registado as elevadas concentragbes de CO,.

As misturas de gases nas embalagens MAP contituem mais uma barreira
no crescimento de alguns microrganismos patogénicos como L. monocytogenes
na carne de peru, sendo fundamental a existéncia dum sistema de controlo
proactivo (HACCP), de modc a garantir a aplicagio de boas praticas de higiene e
processamento, assim como o controlo adequado da temperatura durante o
processo de abate, desmancha, embalamento, armazenamento, distribuicio e
venda, que se afirme um ponto critico de controlo.

CONCLUSOES

O crescimento de Pseudomonas spp. na carne de peru embalada em
aerobiose ou em MAP ndo parece ter interferido com o crescimento de
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L. monocytogenes. Ainibigdo do crescimento de L. monocytogenes quando sujeita
as diferentes atrmosferas modificadas em estudo contendo concentragbes de 50%
de CO,, & garantida apenas quando a came & armazenada a temperaturasde 7 e
0°C. A0 °C L. monocytogenes nao cresceu em gualquer uma das condigbes de
embalagem inclusive em aerobiose. A 20 °C a dissolugao do CO, no citoplasma
celular € menor pelo que a inibigGo de L. monocytogenes & menor do que a
observada em outras temperaturas sendo ndo obstante superior & observada na
carne embalada em aerobiose. Confirma-se assim, a importancia do controlo da

temperatura em conjunto com a embalagem MAP para limitar o crescimento de
L. monocytogenes.
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