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Resumo

Os indicadores microbiolégicos mesdfilos aerdbios, psicrotroficos aerdbios, Pseudomonas,
bactérias lacticas, bolores e leveduras e Enterobacteriaceae foram avaliados em carcagas
de coelho acondicionadas a granel (CG), embaladas (CE) e embaladas sob atmosfera
modificada (CATM), armazenadas a 4 °C durante 8, 16 e 21 dias, respectivamente. Nas
amostras iniciais, os grupos predominantes foram as Pseudomonas e as bactérias lacticas,
seguindo-se os bolores e leveduras. O CG apresentou aumentos mais rapidos da flora
microbiana, em especial dos psicrotroficos aerdébios. O efeito inibidor da atmosfera
modificada foi observado através do aumento da fase lag de 4 para 8 dias, em relagéo aos
mesofilos e as bactérias lacticas, ao passo que nao foi observado crescimento em
Pseudomonas. Para um limite maximo de contaminacdo de 6 log de UFC/ g, foram
determinados prazos de validade para o CG, CE e CATM de 9, 11 e 17 dias, considerando
uma contaminacgao inicial de 4 log UFC/g. O nivel da contaminagao inicial foi o principal
factor limitante do prazo de validade dos produtos analisados. No challenge test efectuado
verificou-se que apenas a Listeria innocua demonstrou capacidade para crescer em carne
de coelho refrigerada, ao contrario do observado para Escherichia coli, Staphylococcus

aureus e Salmonella spp.

Palavras — chave: Carne de coelho fresco, atmosfera modificada, deterioracdo microbiana,

prazo de validade
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Abstract

The microbial indicators aerobic mesophilic bacteria, aerobic psychrophilic bacteria,
Pseudomonas, lactic acid bacteria, moulds and yeasts and Enterobacteriaceae were
assessed in rabbit carcasses packed under bulk (CG), on air (CE) and modified atmosphere
(CATM), stored at 4 °C over 8, 16 and 21 days, respectively. In initial samples the
predominant groups were Pseudomonas and lactic acid bacteria, with a high component of
moulds and yeasts. CG had a high growth of microbial flora (3 — 4 days), in special of aerobic
psychrophilic. The inhibitor effect of modified atmosphere packaging was observed through
increase of lag stage from 4 to 8 days, in relation of aerobic mesophilic and lactic acid
bacteria, while it wasn’t observed growth of Pseudomonas.

To a limit of 6 log CFU/g, which limits shelf-life to CG, CE and CATM of 9, 11 and 17 days,
when initial contamination was 4 log CFU/g. The shelf-life of analysed products was limited
by the initial contamination. In challenge test realized it was observed that only Listeria
innocua demonstrated capacity to growth in refrigerated rabbit meat, in contrast with that

observed with Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp.

Keywords: Rabbit meat, modified atmosphere, microbial spoilage, shelf-life
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Abstract

With the grow of rabbit meat consumption and the absence of food safety and quality
legislation of rabbit meat, it was necessary to make a study about microorganisms presents
in this food to make possible to determine its shelf-life.

Rabbit meat can be contaminated during slaughter which has a significant effect on the
bacterial status of carcasses. The contamination can occur with the bleeding, through
contact skin of animals, feet and intestinal contents of animal, floor, equipments and
personnel.

This study was performed with three types of presentation of rabbit meat to final consumer:
bulk (CG), packaging (CE) and modified atmosphere packaging (CATM), stored at 4 °C, over
8, 16 and 21 days respectively. During storage we study aerobic mesophilic bacteria, aerobic
psychrophilic bacteria, lactic acid bacteria, moulds and yeasts, Enterobacteriaceae and
Pseudomonas. In rabbit packaging with modified atmosphere were tested two types of films
with different thickness, 35 um and 45 um, and it was verified that film with 45 um of
thickness lead to one product safety for more time.

The counts of microbiological indicators showed a high initial variability, with a range of
values of 2 or more logarithmic cycles for the counts of aerobic mesophilic, aerobic
psychrophilic, Pseudomonas, moulds and yeasts and Enterobacteriaceae. The exception
was the count of lactic acid bacteria, which ranged 1,5 log CFU/g. The counts of
Enterobacteriaceae show a high variability but weren’t found in 6 from 12 analysed samples.
We observed that the predominant groups were Pseudomonas and lactic acid bacteria, with
a high component of moulds and yeasts. The initial contamination of carcasses was related
with the initial contamination of rabbits and with manipulation during slaughter, this factor is
fundamental to determinate shelf-life.

By testing realized all kinds of packaging, we showed growing of aerobic mesophilic, aerobic
psychrophilic, Pseudomonas and lactic acid bacteria. The moulds and yeasts kept stable
values of counts, below 5 log CFU/g, and Enterobacteriaceae demonstrated a trend to grow,
though not always had been detected.

CG had a high growth of microbial flora (3 — 4 days), in special of aerobic psychrophilic
bacteria. The inhibitor effect of modified atmosphere packaging was observed through
increase of lag stage from 4 to 8 days, in relation of aerobic mesophilic and lactic acid
bacteria, while it wasn’t observed growth of Pseudomonas. All microbial indicators showed a
similar growth and increment in the different packaging, in CG the aerobic psychrophilic
show a rate higher than other packagings.

The shelf-life was determined to admit as limit 6 log CFU/g, in function of growth rate of

assessed microorganisms and in function of the initial contamination. If the initial
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contamination was 4 log CFU/g the shelf-life to CG, CE and CATM was, respectively, 9, 11
and 17 days. But if the initial contamination was 5 log CFU/g the shelf-life to CG, CE and
CATM was, respectively, 6, 7 and 12 days, respectively. The shelf-life of analysed products
was limited by the initial contamination, the microorganism that limited the shelf-life of CG
was aerobic psychrophilic, to CE was Pseudomonas and to CATM was lactic acid bacteria.

In pH determination it was possible to verified that this parameter show small variation during
the tests, between 6,01+0,06 and 6,36+0,20.

During challenge test we inoculated E. coli, Salmonella, St. aureus and Listeria innocua, and
we saw that the only pathogenic that grew in refrigerated rabbit meat was Listeria innocua.

In industrial context this work enable understand which improvements are necessary to
implement in slaughterhouse. Selection of rabbit suppliers with better quality to obtain lower

initial contamination levels is required.
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1. Introducao

1.1. Producao de carne de coelho

A carne é desde ha muito tempo um dos principais componentes da alimentagdo humana,
tanto como alimento por si sé como, também, por ser um dos principais constituintes de
muitos outros produtos alimentares (Ledward, 2000).

A carne de animais domésticos e animais selvagens é um alimento muito apreciado pela
maioria da populagédo no Mundo e representa uma importante fonte de proteina de elevada
qualidade (Simonsen et al., 1988). Os animais com principal importancia em termos
econdmicos sao bovinos, suinos, caprinos e aves (Adams e Moss, 2000). Contudo existem
nichos de mercados para outras variedades de carne, de entre elas a carne de coelho.

O consumo da carne de coelho, tal como das outras carnes, tem sido influenciado pela
histéria e pela evolugdo econdmica e social. A producdo de carne de coelho é
extremamente desenvolvida em alguns paises do Mediterrdneo onde o0 seu consumo esta
associado a razdes culturais, tradicionais e religiosas (Zotte, 2002), pelo que o coelho
(Oryctolagus cuniculus) representa uma importante fonte de carne (Rodriguez-Calleja et al.,
2006).

Estima-se que a produgéo da carne de coelho a nivel mundial seja superior a 1.000.000
toneladas. O maior produtor € a China (440.000 ton), seguida de Italia (222.000 ton),
Espanha (115.000 ton) e Franga (85.200 ton) (Rodriguez-Calleja et al., 2004). Em Portugal a
producdo de coelho representa, em valores médios, 7.200 toneladas. Na tabela 1 estéo
representados os valores em termos de numero de cabeca de animais abatidos e toneladas
de carne produzidas de coelhos e aves. Estes dados referem-se apenas a abates

submetidos a inspeccéao sanitaria.

Tabela 1 — Aves e coelhos abatidos e aprovados para consumo, segundo as espécies e categorias
(adaptado de Anénimo, 2007).

Anos
E:&ZC::;: 2005 2006 2007 ©
c® t® c t c t
Galinaceos 164.815.653 206.592 158.537.916 201.214 172.780.949 222.802
Frangos de carne 159.727.868 198.290 154.192.372 193.411 167.677.428 213.138

Perus 3.913.697 36.899 3.793.523 37.417 3.973.737 39.713
Patos 3.100.455 6.800 3.075.889 7.649 3.198.449 8.368
Codornizes 9.322.363 1.117 8.188.432 981 10.217.423 1.229
Outras aves @ 7.195 36 6.467 37 495 18
Coelhos 5.528.004 6.554 5.928.026 7.101 6.630.341 8.055

(a) Cabega.

(b) Tonelada.
(c) Os dados relativos a 2007 representam valores provisérios.
(d) Inclui: avestruzes, pintadas, gansos, pombos, faisdes e perdizes
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De acordo com a tabela 1, o numero de coelhos abatidos para consumo humano tem tido

um aumento significativo de forma a dar resposta a procura do consumidor.

1.2. Caracteristicas de qualidade da carne de coelho

A qualidade da carne em termos nutricionais e sensoriais € muito afectada pelo ambiente da
producdo primaria, pelo método produtivo, pela alimentagido, pelas condigbes antes e
durante o abate, por factores genéticos, como peso e idade com que sao enviados para
abate (Miller, 2000, Cavani e Petracci, 2004 e Ramirez et al., 2004) e pelos préprios factores
tecnolégicos (Zotte, 2002). Por vezes os consumidores acrescentam outros requisitos de
qualidade relacionados com o bem-estar animal e o impacto da producéo a nivel ambiental
(Becker, 2000).

Na producdo primaria o maior desafio é representado pelo controlo de doengas
bacteriologicas (Eady et al., 2007). O controlo destas doengas passa por uma rigorosa
higiene do meio envolvente das exploragdes (Eady et al., 2007). Na produgéo primaria tem
sido verificado qual o tipo de jaulas mais adequado para a produgéo intensiva de coelho
(Morisse et al., 1999). As jaulas metalicas tém sido estudadas para produtividades elevadas
a mais baixo custo, para controlo mais eficaz de parasitas e microrganismos e,
consequentemente, obtengdo de um produto mais uniforme (Hernandez et al., 2006).
Contudo estes estudos tém-se revelado um pouco contraditérios pelo numero de variaveis
envolvidas tais como, a densidade habitacional, a dimensdo do grupo, o tipo de materiais
utilizados nas infra-estruturas, as espécies em estudo, entre outros (Bosco et al., 2002).

O tipo de alimentacao afecta a performance do animal vivo, o rendimento de carcaga e o
ratio de musculo/ osso (Zotte et al., 2005). Em animais monogastricos, como € o caso do
coelho, a quantidade e proporgédo de acidos gordos na carne e nos tecidos adiposos varia
com a dieta adoptada e com o ratio de acidos gordos insaturados e saturados incorporados
na alimentagéo, o qual pode melhorar a qualidade nutricional da carne (Hernandéz et al.,
2000).

O consumidor actual tem uma preocupacgao acrescida pela qualidade a nivel nutricional com
os alimentos que consome. A carne de coelho € uma carne com elevada digestibilidade,
saborosa e com baixo teor em calorias, sendo recomendada pelos nutricionistas, ainda que
considerado um nicho de mercado (Cavani et al., 2004).

A carne de coelho é uma carne branca, com elevado teor de proteina e rica em certas
vitaminas e minerais (Rodriguez-Calleja et al., 2006). A carne de coelho caracteriza-se ainda
por ter baixos valores de gordura (em média 6,8 g/ 100 g de carne fresca) e de calorias (em
média 618 kJ/ 100 g de carne fresca) por comparagao com as carnes vermelhas (tabela 2),

e apresenta os mais baixos niveis de colesterol (em média 53 mg/ 100 g de carne fresca)
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(tabela 3). Por analise da tabela 3 verifica-se que a carne de coelho possui uma elevada
proporcdo de acidos gordos polinsaturados e uma baixa propor¢do de acidos gordos
monoinsaturados, o que faz com que a carne de coelho seja um alimento muito benéfico

para a dieta humana

Tabela 2 — Composi¢ao quimica e valor energético de carnes (para 100g de fraccao edivel) (adaptado de
Zotte, 2002).

Carne de porco Carne de vaca Carne de vitela Carne de frango Carne de coelho

| @ M ® I M I M I M I M

Agua (g) 60,0-75,3 | 70,5 | 66,3-71,5 | 69,1 | 70,1-76,9 73,5 67,0-753 | 72,2 | 66,2-75,3 | 70,8
Proteina (g) 17,2-19,9 | 18,5 | 18,1-21,3 | 19,5 | 20,3-20,7 20,5 17,9-22,2 | 20,1 | 18,1-23,7 | 21,3
Lipidos (g) 3,0-22,1 8,8 3,1-14,6 9,0 1,0-7,0 4,0 0,9-12,4 6,6 0,6-14,4 6,8
Energia (kJ) | 418-1121 639 473-854 665 385-602 493,5 406-808 586 427-849 618

a) Intervalo.
b)  Média.

Tabela 3 — Valores médios da composicdo em acidos gordos (% total acidos gordos) e colesterol (mg/

1009 de frac¢ao edivel) para diferentes carnes (adaptado de Zotte, 2002).

Carne de Carne de Carne de Carne de Carne de coelho

porco vaca vitela frango Carcaga Mios

Acidos gordos estearicos 37,00 39,50 38,90 32,00 38,60 40,10
Acidos gordos monoinsaturados 44,40 42,40 34,40 41,00 32,80 22,70
Acidos gordos polinsaturados 18,50 9,50 15,20 25,10 23,90 37,30
Colesterol 61,00 70,00 66,00 81,00 45,00 60,00

A carne é avaliada em termos de qualidade pelo seu nivel microbiolégico e pela sua
aparéncia (James, 2000). Quando os consumidores adquirem carne para a sua alimentagao
procuram produtos com qualidade a nivel sensorial, que sejam faceis de preparar e com
elevada relacado qualidade/prego (Zotte, 2002), procurando ainda alimentos que sejam
seguros aquando o acto de consumo.

Para avaliar a qualidade da carne sao utilizados de forma frequente estudos sensoriais,
onde se verifica que a preferéncia dos consumidores recai sobre aspectos como cor,
aparéncia e textura e em menor extensdo com alteragdes no flavour (Becker, 2000).

A qualidade a nivel microbiolégico avaliada pelo consumidor € subjectiva pois € realizada
com base na presencga ou auséncia de odores e viscosidade (slime) existente na superficie
da carne (James, 2000).

De entre os perigos microbiolégicos ha a considerar em primeiro lugar os que estao
presentes nos animais vivos, como por exemplo Salmonella, microrganismos patogénicos
que se podem encontrar na cadeia alimentar, por exemplo Listeria monocytogenes e

algumas espécies de Aeromonas, e microrganismos que podem ser introduzidos pelos

3
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manipuladores, como Staphylococcus aureus (Rodriguez-Calleja et al., 2006). Esta espécie
para além de poder ser introduzido pelos manipuladores representa uma grande
preocupacdo na industria de producdo de carne de coelho pois pode também estar
associados a alguma doengas que ocorrem nos coelhos como abcessos subcutaneos,
mastites e problemas dérmicos (Rodriguez-Calleja et al., 2006).

A contaminagdo microbiana em carne fresca € sempre uma questao importante para a
seguranga alimentar, contudo a informacao para a carne de coelho é escassa. A carne de
coelho é obtida, processada e armazenada da mesma forma que outros tipos de carne e de
acordo com a legislagdo em vigor da Unidao Europeia (Rodriguez-Calleja et al., 2006). Em
Portugal a producao de carnes frescas para consumo humano é controlada de acordo com o
estipulado no Regulamento (CE) n.° 1441/2007 relativo a critérios microbioldgicos aplicaveis
aos géneros alimenticios, onde sao estabelecidas trés categorias de critérios
microbioldgicos para carnes vermelhas: satisfatéria, aceitavel e insatisfatoria. Os valores
para m e M sdo, respectivamente, 3,5 e 5 log ufc/ cm? para o nimero de colénias aerdbias e
1,5 e 2,5 log ufc/cm? para Enterobacteriaceae, em carcacas apds preparacdo mas antes da
refrigeracéo e quando analisadas pelo método destrutivo. Contudo este regulamento nao faz
qualquer referéncia a limites para os critérios microbioldgicos a aplicar na carne de coelho

fresca.

1.3. A conservagao da carne

A producédo dos animais para carne deve ser livre de microrganismos patogénicos, contudo
em condigdes normais de producgao isto néo € garantido (James e James, 2002). Um animal
saudavel que entra no matadouro transporta consigo uma grande diversidade de microflora
no tracto gastrointestinal, na pele/pélo ou penas (Simonsen et al., 1988 e Cano-Mufioz, 1991
e James e James, 2002), mas no seu interior, de modo geral, a carne € estéril (Simonsen et
al., 1988 e James e James, 2002), contudo pode existir um numero mais elevado de
microrganismos quando os animais sdo submetidos a situacbes de stress ou quando s&o
portadores de algum tipo de infeccao (Adams e Moss, 2000). Por outro lado apenas uma
pequena percentagem € patogénica, afectando de forma directa a seguranga alimentar e a
qualidade das carcacas (James e James, 2002).

Devido ao elevado numero de microrganismos presentes, todas as operagdes do matadouro
constituem uma oportunidade para a ocorréncia da contaminagao da carne, pelo que é
fundamental que o processo de higienizacao das instalagdes, equipamentos, utensilios e
dos manipuladores seja eficaz (Simonsen et al., 1988 e Adams e Moss, 2000). O musculo
fresco € um ambiente favoravel ao desenvolvimento microbiano e esta sujeito a actividade

de enzimas enddégenas que causam a maturagdo no musculo, tornando-o mais tenro e com
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um flavour caracteristico (Cano-Mufioz, 1991). E essencial a redugdo da temperatura da
carne, especialmente a superficie, de forma imediata apés o abate para prevenir o
desenvolvimento dos microrganismos (Cano-Munoz, 1991) e a actividade enzimatica
(Simonsen et al., 1988 e Adams e Moss, 2000).

1.3.1. Refrigeragao

Actualmente existem diversas formas para prolongar o prazo de validade dos produtos
alimentares e para prevenir a transmissdo de microrganismos patogénicos ao Homem,
como a refrigeragdo, a congelagéo, a secagem, a fermentagéo, o uso de conservantes,
tratamentos térmicos, embalagens sob vacuo e atmosfera modificada e irradiagao
(Simonsen et al., 1988).

O processo de refrigeragao teve um impacto significativo para os consumidores durante os
anos 80 e 90 e satisfez os desejos do consumidor em termos de seguranga, confianga e na
procura de “alimentos frescos” (Dennis e Stringer, 2000). Este processo foi também
estimulado pelos produtores, pois permitiu que houvesse um aumento do valor
acrescentado dos seus produtos. A armazenagem em refrigeracdo implica que as
organizacdes e infra-estruturas que trabalham com alimentos refrigerados assegurem a
cadeia de frio desde a producao até ao consumidor final (Adams e Moss, 2000).

Em 1990 o Institute of Food Science on Technology (IFST) definiu alimentos refrigerados
como “alimentos pereciveis, os quais para prolongar o seu periodo de vida util, devem ser
mantidos em intervalos de temperatura restritos e inferiores a -1 °C” (Dennis e Stringer,
2000). A carne é um alimento muito perecivel, quando armazenado a temperatura ambiente
(16 - 30 °C), podendo chegar ao limite do prazo de validade em horas ou poucos dias. Em
condigdes de refrigeracdo o tempo de armazenagem pode ser estendido até 6 semanas
para algumas carnes vermelhas (Dennis e Stringer, 2000). Um processo de arrefecimento
rapido apos o abate reduz a perda de humidade do produto, diminui a actividade enzimatica
e metabdlica o que previne quanto a deterioragédo (Cano-Muioz, 1991).

A refrigeracédo é também importante em termos de qualidade e seguranga alimentar por
diminuir o crescimento de microrganismos, incluindo os de deterioragdo e os patogénicos
(Cano-Muinoz, 1991). As temperaturas de refrigeragéo retardam o crescimento da maioria
dos microrganismos patogénicos, contudo os microrganismos continuam a crescer com uma
taxa muito baixa. A flora microbiana presente na carne é muito diversificada sendo que os
microrganismos psicrotréficos representam uma pequena percentagem da populagao inicial,
mas esta torna-se predominante se a carne for mantida de forma constante a temperaturas
de refrigeragdo (Adams e Moss, 2000). A temperatura de refrigeragcdo € um factor critico

para a seleccao da flora presente na carne, uma vez que as bactérias se desenvolvem mais
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rapidamente que os fungos. A deterioragao causada pelos fungos comega apenas quando
as bactérias de competicdo sao inibidas (Dennis e Stringer, 2000). A temperaturas de
refrigeragdo os microrganismos saprofitos psicrotréficos desenvolvem-se rapidamente, os
mais relevantes pertencem aos géneros Pseudomonas, Brochothrix, Acinetobacter/
Moraxella, algumas espécies da familia Enterobacteriaceae, micrococos e Lactobacillus

(Simonsen et al., 1988 e Dennis e Stringer, 2000).

1.3.2. Embalagem sob atmosfera modificada

Tém sido desenvolvidas novas técnicas de embalagem para os produtos alimentares de
forma a manté-los mais secos e limpos, facilitar o transporte a longas distancias e reduzir a
sua deterioracao, tornando-os mais seguros e permitindo aumentar o seu prazo de validade.
O desenvolvimento destas técnicas conduziu ao desenvolvimento de novos materiais de
embalagem (Jenkins e Harrington, 1991).

A utilizagdo da embalagem sob atmosfera modificada (MAP — Modified Atmosphere
Packaging) tem tido uma aplicagéo crescente em produtos como carne e peixe, pois reduz o
desenvolvimento microbiano e mantém a cores mais atractivas (Sprenger, 2007). A MAP é
uma técnica de conservagao que permite que o alimento seja mantido numa atmosfera com
uma composigao diferente da do ar (Day, 2000), pois o ar na embalagem € substituido por
um ou mais gases. Esta substituicdo é seguida de uma selagem que previne a re-entrada do
ar, sendo mantida durante a armazenagem (Farber et al., 2003 e Sprenger, 2007). A
armazenagem em refrigeragdo dos alimentos embalados em MAP é essencial para que o
alimento possua qualidade, seguranga e para prolongar o seu prazo de validade (Sprenger,
2007).

A MAP apresenta algumas vantagens e desvantagens, quer para o produtor como para o

consumidor final, estando representadas na tabela 4.

Tabela 4 — Apresentagcdao de algumas vantagens e desvantagens da utilizagdo de embalagens sob

atmosfera modificada (adaptado de Philipps, 1996).

Vantagens Desvantagens

Aumento do prazo de validade;
Os beneficios perdem-se
quando a embalagem é
Facilita a separacdo, facilmente visiona o produto; | aberta Requer controlo de
temperatura;

Qualidade elevada do produto; Custos acrescidos;

Consumidor

Reduzida ou ausente utilizagado de conservantes

Aumento do  volume

Necessario equipamento | conduzindo a um
Aumento do prazo de validade; especifico; aumento no custo de
Produtor
Reducéo nos custos de distribuicdo (possibilidade | Diferentes composi¢des fr;mnzrz)iptaegem ©
de haver menos entregas de longas distancias) gasosas para cada
produto
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1.3.2.1. Gases utilizados
A mistura gasosa utilizada na MAP é escolhida de acordo com as caracteristicas de cada
produto, sendo de uma forma geral constituida por didxido de carbono (CO.), oxigénio (O,) e
azoto (N,) (Philipps, 1996 e Day, 2000). Outros tipos de gases como 6xido nitrico, didxido de
enxofre, etileno, ozono e oOxido de propileno foram testados e investigados
experimentalmente mas estes nado foram adoptados pela industria por questdes
regulamentares, questdes relacionadas com a seguranga no manuseamento e por questdes
econdmicas (Farber et al., 2003). Para alguns alimentos, como por exemplo carnes
vermelhas, é aplicada uma atmosfera com elevadas concentragdes de O, para que haja um
prolongamento da qualidade visual do produto (Betts, 2006). Philipps (1996) sugeriu dois
tipos de composicdes gasosas da atmosfera para carne fresca: i) 30% CO,: 30% O,: 40% N,
e ii) 15 -40% CO,: 60 — 85% O..
Dos trés gases utilizados mais frequentemente, o CO, é o0 Unico que apresenta
caracteristicas bacteriostaticas e fungicidas, conduzindo a um retardamento no
desenvolvimento de bactérias aerdbias e bolores (Day, 2000 e Farber et al., 2003). De forma
geral o efeito do CO, na MAP resulta de um aumento da fase lag e no tempo de duplicagéo
durante a fase de crescimento logaritmico dos organismos envolvidos. A eficiéncia do CO, é
influenciada pelas concentragdes iniciais e finais de gas de embalagem, pelas temperaturas
de armazenagem e pela microflora presente no produto (Philipps, 1996).
Philipps (1996) e Farber et al. (2003) sugeriram algumas hipoteses que explicam o efeito
antimicrobiano do CO.:

1. Alteracdo da membrana celular, que afecta a forma de obtencdo e absorcdo de

nutrientes;

2. Inibigao directa das enzimas ou decréscimo na taxa de reacgédo enzimatica;

3. Penetragdo na membrana bacteriana que conduz a alteragdes no pH intracelular;

4. Alteracao directa nas propriedades fisico-quimicas das proteinas.
Quando existe uma baixa concentracdo de O,, o CO, possui um baixo efeito sobre o
desenvolvimento das leveduras, enquanto que o desenvolvimento das bactérias lacticas é
favorecido (Day, 2000 e Farber et al., 2003). O efeito inibitério sobre o aerdbio
Pseudomonas é tanto maior quanto maior for a concentracdo de CO, e menor for a
temperatura (Wiley, 1999 e Farber et al., 2003). Alguns microrganismos patogénicos, como
Listeria monocytogenes, sao pouco afectados pela presenca de CO, quando as
concentragdes sao inferiores a 50% (Farber et al, 2003). Na MAP o grupo de
microrganismos que se torna predominante é o das bactérias lacticas, com uma proporgao

menor de Pseudomonas spp. € Enterobacteriaceae.
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O efeito inibitério do CO, é favorecido a baixas temperaturas pois este possui solubilidade
suficiente em agua para formar o acido carbonico. O CO, presente na atmosfera pode ser
absorvido pelo produto ao longo do tempo. Esta absor¢do esta dependente da quantidade
de agua e de gordura do alimento. Se houver uma absorgéo excessiva de CO, a retengéo
de agua do produto podera diminuir resultando num excesso de exsudado, o que conduz a
um mau aspecto do produto. Com a absorgdo do CO, por parte da carne pode ocorrer,
também, colapso da embalagem (Wiley, 1999 e Day, 2000).

Na MAP os niveis de O, devem ser o mais baixo possivel de forma a inibir o crescimento de
microrganismos aerobios e para reduzir a deterioragdo dos alimentos por oxidagao.
Contudo, existem algumas excepgdes, como por exemplo nas frutas e vegetais a presenca
de O, é necessaria para o processo de respiragao e nas carnes para retengao de cor (Day,
2000)

O N, é um gas inerte com baixa solubilidade em agua e gorduras, sendo utilizado na MAP,
por um lado, para substituir o O, de forma a retardar o crescimento de microrganismos
aerobios e a deterioragdo oxidativa, por outro lado, actua como elemento de “enchimento”

da embalagem, prevenindo dessa forma o colapso da mesma (Philipps, 1996 e Day, 2000).

1.3.2.2. Materiais de embalagem

As principais caracteristicas a ter em atencdo para a selec¢cdo dos materiais de embalagem
séo a permeabilidade ao gas, as propriedades mecanicas e a fiabilidade na selagem.

E desejavel que a atmosfera inicial introduzida na embalagem seja mantida por um periodo
tdo longo quanto possivel. Se o material ndo for adequado a atmosfera inicial nao sera
suficiente por muito tempo, pois podem ocorrer alteragdes nas concentracbes da mesma. A
permeabilidade dos materiais de embalagem depende de varios factores como a natureza
do gas, a estrutura e a espessura do material, a temperatura e humidade relativa. De forma
geral a permeabilidade dos materiais de embalagem é medida em cm®m?dia/atm e a
transmissao de vapor de agua em g/m?/dia, para uma dada temperatura e humidade relativa
ambiente (Day, 2000).

Os materiais utilizados na MAP devem possuir uma elevada barreira a transmissao gasosa
e ao vapor de agua (Wiley, 1999). A permeabilidade da embalagem depende do tipo de
material utilizado, da sua espessura e da diferenca de pressdes existentes entre o interior da
embalagem e a pressao atmosférica (Wiley, 1999). Os materiais utilizados na MAP devem
ainda apresentar uma forgca para resistir a perfuragdo, suportar dobragens sucessivas e
stress mecanico durante o manuseamento e distribuicdo. Quando o material de embalagem
apresenta propriedades mecanicas pobres, a embalagem pode-se danificar faciimente e

colocar em causa a segurancga do produto (Philipps, 1996, Wiley, 1999 e Day, 2000).
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E essencial que a selagem seja efectiva de forma a manter uma correcta atmosfera no
interior da embalagem, para tal é necessario seleccionar um correcto equipamento para a
termosoldadura e controlar a operagéao de selagem (Wiley, 1999 e Day, 2000), de modo a
que esta seja mantida até ao momento do consumidor a abrir (Wiley, 1999).

Day (2000) referiu que nos produtos refrigerados, nomeadamente carne fresca, o plastico é
o material mais utilizado. Os tipos de plasticos utilizados mais frequentemente sao
polietileno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), polyvinyl chloride (PVC), polyethylene
terephtlalate (PET) e acryllonitile — butadine — styrene (ABS). Contudo, existem outros
materiais que permitem embalar sob vacuo e atmosfera modificada que tém tido uma
crescente utilizagdo na industria alimentar, por representarem menores custos de producao,
e que também possuem uma barreira efectiva ao O,. Estes materiais, normalmente, sao
produzidos por coextrusdao em multicamadas e designam-se por polyvinylidene chloride
(PVDC) ou ethylene — vinylalcohol (EVOH).

Na tabela 5 sdo apresentadas as permeabilidades e taxas de transmissao de oxigénio e

agua para os materiais supracitados.

Tabela 5 — Permeabilidade e taxas de transmissao de oxigénio e vapor de agua para materiais

seleccionados para embalagem sob atmosfera modificada (adaptado de Day, 2000 e Farber et al., 2003).

Oxigénio Vapor de agua
Pe{ mt-;‘abilidade traTlas)::ig:a"lo Tzransmissﬁo tra-[las)::igzéo
H []
cm’/m icé/)a tm (25 | o3 im?diatm g23 oc | 9/ éd;a(l)l;trnéi)m ¢ g/m%dia (38 °C e
e 0% HR?) o 90% HR)
PP 3700 3.000 — 3.700 10 -12 10-12
PVC 500 — 30.000 2.000 — 10.000” 15— 40 200
PET 50 - 100 20-30
PVDC) 9-15 0,8-9,2 K 0,3-3,2
EVOH 3-5 02-16% 16-18 24 -120

(@) Humidade relativa.

(b) Dependente da humidade relativa e do nivel de plastificacédo.

(c) Informagéo nado disponivel.

(d) Depende da humidade relativa.

1.4. Microrganismos presentes nas carnes verdes

1.4.1. Bactérias lacticas acidas

As bactérias lacticas acidas (LAB) sdo bactérias Gram positivas, em forma de coco ou
bastonete, ndo formam esporos, sdo catalase e oxidase negativas, muitas sao tolerantes a
condigdes de anaerobiose (Adams e Moss, 2000). Os principais géneros de LAB séao
Lactococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus e Streptococcus (Adams e Moss,
2000).

As espécies de LAB reportadas como sendo dominantes em carne e produtos carnicos
Leuconostoc, Carnobacterium,

incluem géneros como Lactobacillus, Lactococcus,
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Weissella, Pediococcus e Enterococcus. (Schilling e Holzapfel, 2006), os que ocorrem de
forma mais frequente na carne fresca embalada sob atmosfera modificada sdo do género
Carnobacterium e Lactobacillus (Stanbridge e Davies, 1998).

Quando existe uma redugdo da concentragdo de O,, como embalagem sob vacuo ou
atmosfera modificada, baixo pH e baixa temperatura ha um processo de selecgdo que
favorece o desenvolvimento das LAB enquanto bactérias causadoras de deterioragdo
(Schilling e Holzapfel, 2006).

As LAB produzem acido lactico como um dos principais produtos finais da fermentacao, o
que permite reduzir o pH para niveis onde as bactérias de putrefac¢gao (como por exemplo
Clostridium e Pseudomonas) e bactérias toxinogénicas (como Staphylococcus aureus,
Bacillus cereus e Clostridium botulinum) séao inibidos ou mesmo mortos, e desta forma
aumentar a qualidade e seguranga de alguns produtos alimentares (Adams e Moss, 2000).
O acido nao dissociado, lipossoluvel, difunde-se no interior das células bacterianas
reduzindo o pH intracelular e reduz a actividade metabdlica. No caso de uma
Enterobacteriaceae, como a E. coli, inibe o seu crescimento com pH préximo de 5,1
(Holzapfel, 1998).

Pelas caracteristicas supracitadas as LAB tornam-se predominantes quando a carne é
embalada sob atmosfera modificada. Esta técnica de embalamento previne o crescimento
de bactérias Gram negativas e aerdbias (Schilling e Holzapfel, 2006).

As LAB produzem compostos que promovem a deterioracdo de carne de forma lenta,
contudo o prazo de validade da carne ¢é limitado pela perda de coloragao da carne antes da
deterioragdo microbioldgica (Corry, 2007 e Stanbridge e Davies, 1998). Schilling e Holzapfel
(2006) sugeriram que normalmente as primeiras alteragbes em carne crua associadas a
presenca e LAB sao a produgdo de flavours atipicos, como queijo e acido, os quais séo
acompanhados pela formag¢ao de aromas atipicos e off-odours. Para além destas alteragdes

pode ainda ocorrer uma outra alteragéo de deterioragdo como a formagao de gas.

1.4.2. Bolores e Leveduras

Os elementos do reino dos fungos sdo responsaveis por processos de alteragcdo de
alimentos (Moss, 2006). O estudo das leveduras enquanto microrganismos de deterioragéo
e causadores de infeccoes de origem alimentar tem tido uma importancia crescente
(Loureiro e Querol, 1999 e Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003). Existem alguns registos de
gastroenterites a partir de alimentos onde se suspeita que as leveduras sdo o agente
causador. Existem também alguns individuos que desenvolvem reacgdes alérgicas as
leveduras (Fleet, 1992).




Estudo do prazo de validade em carne fresca de coelho Introducéao

As leveduras e os bolores sdo microrganismos ubiquos no meio ambiente, ocorrendo em
plantas, ar, agua, solo e animais. Muitas destas leveduras s&o psicrotroficas e sao
organismos de deterioragdo potenciais em ambientes refrigerados. Algumas leveduras
isoladas de instalagbes e carcagas sdo Candida spp., Cryptococcus spp., Debaryomyces
hansenic, Sporobolomyces shibatanus roseus e Yarrowia lipolytica (Dillon, 1998). Os
bolores, por possuirem uma presenca ubiqua na natureza, sao faceis de transferir para a
superficie da carne. Algumas espécies, como Acremonium, Alternaria, Aspergillus,
Cladosporium, Epicoccum, Penicilllum e Rhizopus mucilaginosa, foram isoladas de
superficies de carcacgas (Dillon, 1998)

Os bolores e as leveduras sdo organismos de deterioracdo da carne e dos produtos
carnicos, mas apenas quando a competicao com bactérias é reduzida. Inicialmente ocorrem
em numero reduzido, mas se a temperatura de refrigeragdo a competicao com bactérias
psicrotréficas for baixa o seu numero vai aumento de forma gradual (Dillon, 1998). A
contaminacédo dos fungos a temperaturas de refrigeragdo pode ocorrer, ndo s6 devido a
baixa temperatura, mas também por associacdo com o abaixamento da actividade da agua
a superficie das carcagas (Dillon, 1998). As leveduras sdo predominantes quando a
superficie possui uma actividade da agua intermédia, enquanto que os bolores seréo
predominantes quando a actividade da agua na superficie € mais baixa (Gill, 1998).

A flora de leveduras presente na carne € dominada pelas leveduras ndo pigmentadas,
estando as leveduras carotenoides presentes em pequeno numero (Dillon, 1998).

A deterioracdo dos alimentos causada por leveduras consiste em alteragdes visiveis ou
detectaveis, por propriedades fisicas e sensoriais como resultado da sua actividade
(Loureiro e Malfeito-Ferreira, 2003). Em produtos carnicos os principais efeitos causados
pelas leveduras sdo desenvolvimento a superficie do produto, descoloracio, producao de

gas e formagao de off-flavours (Loureiro e Querol, 1999 e Kurtzman, 2006).

1.4.3. Enterobacteriaceae

As bactérias da familia Enterobacteriaceae podem encontrar-se em agua, solo, nos
intestinos dos animais, nas fezes humanas, entre outras fontes (Harrigan, 1998). Os
membros desta familia tém a forma de bastonete, sdo Gram negativas, com catalase
positiva e oxidase negativa, podendo ser moveis por flagelos peritriquiais ou nao
apresentarem mobilidade, sdo anaerdbios facultativos e fermentam a glucose com produgao
de gas (Harrigan, 1998). No meio VRBGA (violet red bile glucose agar) formam coldnias
caracteristicas (ISO 21528-2, 2002) (figura 1).
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Figura 1 — Meio VRBGA (a esquerda) e meio VRBGA com colénias de Enterobacteriaceae caracteristicas

(a direita).

A familia Enterobacteriaceae inclui um total de 29 géneros, dos quais Citrobacter,
Enterobacter, Hafnia, Klebsiella, Kluyvera, Proteus, Providencia, Serratia, Escherichia coli e
Yersinia estdo associados a deterioracdo da carne (Garcia-Lépez et al., 1998). Algumas
espécies de Enterobacteriaceae psicrotréficas ocorrem de forma comum em carne
refrigerada, possuindo uma capacidade de crescimento aerdbio em tecidos adiposos e
musculo com pH superior a 6 (Garcia-Lépez et al., 1998). Quando a carne é embalada em
atmosfera modificada e apresenta condigbes favoraveis ao desenvolvimento de
Enterobacteriaceae, como pH, temperatura de armazenagem e tipo de embalagem, estas
podem crescer e causar a deterioragao da carne (Garcia-Lépez et al., 1998).

A contagem de Enterobacteriaceae em meio selectivo demonstra que certos géneros desta
familia tém uma presenca significativa, mas ndo dominante, na flora microbiana presente em
carne armazenada em condigbes aerdbias a temperatura de refrigeragdo (Stanbridge e
Davies, 1998).

1.4.4. Pseudomonas

As bactérias do género Pseudomonas sao bactérias Gram negativas em forma de bastonete
ndo esporulado, aerdbias, com oxidase e catalase positivas, moveis por um flagelo polar
(Liao, 2006) e no meio glucose agar tém a capacidade de fermentar a glucose (ISO 13720
(E), 1995) (figura 2).

Figura 2 — Meio glucose agar (a esquerda) e meio glucose agar apés inoculagio e incubagdo com

Pseudomonas (a direita).
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A maioria das Pseudomonas spp. cresce a temperaturas proximas de 30 °C, mas a
Pseudomona aeruginosa e outras espécies caracterizam-se por poderem crescer a
temperaturas entre 41 - 42 °C (Harrigan, 1998).

As Pseudomonas sao muito versateis em termos nutricionais, podendo encontrar-se em
solo, agua e associadas a muitos processos aerobios de decomposi¢cdo e biodegradacéo.
As quatro principais espécies associadas a deterioragdo dos alimentos sao P. fluorescens,
P. viridiflava, P. fragi e P. lundensis. As espécies proteoliticas e lipoliticas, P. fluorescens, P.
fragi e P. lundensis, estdo associados a deterioragdes que ocorrem em alimentos de origem
animal, como carne, leite e peixe. A deterioracdo causada por estas bactérias conduz a uma
aparéncia viscosa, producao de off-odours e degradagao parcial ou completa dos tecidos
(Liao, 2006).

Uma forma de avaliar a qualidade microbioldgica dos alimentos e a higiene do processo
produtivo é realizar analises com meios selectivos. Um meio selectivo utilizado para a
determinagdo de Pseudomonas € o CFC (Cetrimide — Fucidin — Cephalosporina), que
previne o crescimento de uma vasta maioria da flora ndo Pseudomonas, incluindo
Enterobacteriaceae e bactérias Gram positivas como Bacillus e Lactobacillus spp. (Liao,
2006).

Na carne as Pseudomonas tornam-se predominantes devido ao seu rapido crescimento e da
sua afinidade com o oxigénio, contudo existem algumas espécies de Pseudomonas que
resistem bem a baixas concentragbes de oxigénio, como Pseudomona fragi que utiliza
outras fontes de carbono, como creatina e creatinina em condigdes de aerobiose (Nychas et
al., 1998).

Em carnes armazenadas sob MAP, o género Pseudomonas spp. nao representa uma
grande importancia numérica, contudo possuem uma importdncia comercial pela sua
capacidade de sobrevivéncia em embalagens que apresentem algum tipo de fendas e em
carnes armazenadas de forma aerdbia apds a abertura da embalagem, uma vez que as
Pseudomonas podem crescer rapidamente apds a remogado da embalagem (Stanbridge e
Davies, 1998).

1.4.5. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram positiva em forma de cocos, de esférico a oval
com cerca de 1 um de didmetro, com catalase positiva, oxidase negativa e anaerdbia
facultativa. E uma bactéria meséfila tipica, sendo o intervalo de temperaturas de
crescimento entre 7 e 48 °C com a temperatura 6ptima de 37 °C, com pH optimo de
crescimento entre 6 e 7. A bactéria St. aureus tem como principal habitat a pele, glandulas
da pele e membranas mucosas de animais de sangue quente. No Homem esta

particularmente associada ao tracto nasal (Adams e Moss, 2000). A bactéria St. aureus
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pode crescer a temperaturas inferiores a 7,7 °C enquanto a toxina é formada a 14,3 °C,
sendo esta a causadora de doenga (Walker e Betts, 2000).

Um dos métodos mais apropriados para a contagem de Staphylococcus aureus € por
plagueamento directo no meio Baird-Parker, no qual se desenvolvem colénias
caracteristicas de cor preta e com formagao de halos (figura 3).

‘1 -

Figura 3 — Meio Baird-Parker Agar (a esquerda) e meio Baird-Parker Agar com col6nias de St. aureus

pretas e com formacgéao de halos (a direita).

Holzapfel (1998) referiu que durante a fermentagcéo de carne para produgédo de enchidos a
presenca de bactérias lacticas acidas conduziu a uma rapida reducgéao do pH, para préximo
de 5,3. Este abaixamento de pH afecta o desenvolvimento da bactéria St. aureus, o qual

pode ser retardado ou mesmo inibido.

1.4.6. Listeria monocytogenes

Das seis espécies pertencentes ao género Listeria a que apresenta maior risco para o
Homem ¢é a espécie Listeria monocytogenes (Adams e Moss, 2000).

A L. monocytogenes é uma bactéria Gram positiva, em forma de bastonete (0,4 - 0,5 um x
0,5 — 2 um), anaerdbia facultativa, com catalase positiva e oxidase negativa (Adams e Moss,
2000), é moével por flagelos peritriquais. A bactéria L. monocytogenes € psicrotrofica pode
crescer a temperaturas compreendidas entre 0 °C e 45 °C, sendo sua temperatura éptima
de crescimento a 37 °C. Contudo tem a capacidade de se multiplicar a temperatura de
refrigeragéo (Vasquez-Boland et al., 2001) na qual a fase lag passa de 1 para 33 dias e 0
tempo de duplicagdo de 13 para mais de 133 horas (Adams e Moss, 2000). A espécie L.
monocytogenes tem a capacidade de crescer em ambientes com pH entre 4,4 € 9,4 e em
meios com a actividade da agua igual ou superior a 0,92. Pelas suas caracteristicas tem a
capacidade de crescer em ambientes muito diversos, tendo ja sido isolada a partir de solo,
agua, material fecal, vegetagdo em decomposicdo e silagens (Adams e Moss, 2000),
também pode estar presente em animais domésticos, como a vaca, a ovelha e a cabra
(Donnelly, 2001). E possivel encontrar L. monocytogenes em indUstrias de transformagao
alimentar, particularmente quando estas possuem um ambiente frio e humido (FAO/ WHO,

2004), pelo que é fundamental controlar a sua presenga no ambiente da produgdo para
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evitar a presenga de L. monocytogenes nos produtos finais, o que pode ser obtido por
procedimentos de higienizagéo correctos e eficazes (Walker e Betts, 2000).

Os alimentos associados a surtos ocorridos com Listeria sdo alimentos refrigerados,
alimentos processados e alimentos prontos-a-consumir. As doengas no Homem estéo
normalmente associadas a meningites, septicemia e abortos (McClure, 2000).

L. monocytgenes nao € considerada uma bactéria termo-resistente, tendo sido observados
tempos de reducdo decimal de 8 - 16 segundos a 70 °C. E recomendado que alimentos
sujeitos a um periodo de refrigeragcao sejam submetidos a um tratamento térmico no minimo
a 70 °C durante 2 minutos para assegurar a sua eliminagao (Walker e Betts, 2000).

Como foi referido anteriormente, a bactéria L.monocytogenes desenvolve-se bem em carnes
frescas, especialmente quando armazenadas em ambientes frios e humidos. Quando a
carne é armazenada sob MAP esta bactéria continuara presente e desenvolver-se-a bem
uma vez que sao inibidas algumas das bactérias presentes na flora habitual da carne, o que
se torna num factor critico para a seguranga deste produto (Stanbridge e Davies, 1998).

A presenca de Listeria é avaliada de forma comum com recurso ao meio Palcam Agar Base,
no qual se desenvolvem coldnias de coloracdo verde azeitona com formagdo de um halo

preto (figura 4).

Figura 4 — Meio Palcam Agar Base (a esquerda) e meio Palcam Agar Base com colénias de Listeria pretas

e com formacéao de halos (a direita).

1.4.7. Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia das Enterobacteriaceae, € uma bactéria Gram negativa
em forma de bastonete, catalase positiva e oxidase negativa. A bactéria E. coli pode-se
desenvolver a temperaturas entre 7 — 50 °C, sendo a sua temperatura optima de
crescimento 37 °C, contudo pode desenvolver-se a 4 °C, com pH 6ptimo de crescimento
perto da neutralidade (Adams e Moss, 2000).

A E. coli tem como principal habitat o tracto intestinal do Homem e de outros animais de
sangue quente, pode também ser encontrada em solo e agua afectados pela actividade do
Homem ou dos animais (McClure, 2000).

Existem muitos tipos de doencas causadas pela E. coli e estas dependem dos factores
virulentos presentes. Sao reconhecidos seis grupos de viruléncia E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli
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enteropatogénica verotoxigénica (VTEC), E. coli enteroagregativa (EAgQgEC) e E. coli difusa
aderente (DAEC) (McClure, 2000 e Adams e Moss, 2000).

Em paises desenvolvidos a incidéncia de E.coli em surtos de origem alimentar é significante
e tende a aumentar (McClure, 2000). A presenga de E. coli pode ser avaliada com o meio

Figura 5 — Meio Chromocult PTX Agar (a esquerda) e meio Chromocult PTX Agar com colénias de E.coli

de coloragao azulada (a direita).

E. coli é uma das bactérias da familia das Enterobacteriaceae que tem sido reportada como
causadora de processos de deterioragao em carne e produtos carnicos (Garcia-Lopez et al.,
1998). Em conjunto, a E. coli patogénica O157:H7 tem sido isolada de carnes, tendo origem

nos animais vivos (Stanbridge e Davies, 1998).

1.4.8. Salmonella spp.

O género Salmonella spp. € uma das principais causas das doengas de origem alimentar a
nivel mundial. E um dos microrganismos mais patogénicos para o Homem, diferindo nas
suas caracteristicas e na severidade nas doengas que causam, sendo a doenga mais
severa a febre tiféide (Adams e Moss, 2000). Sdo responsaveis por um elevado numero de
sindromes clinicos, agrupando-se em enterites e doencas sistémicas (Adams e Moss,
2000).

A Salmonella pertence a familia das Enterobacteriaceae, sao Gram negativas em forma de
bastonetes (0,5 um x 1 — 3 um), anaerdbias facultativas, catalase positiva e oxidase
negativa, normalmente apresentando mobilidade com flagelo peritriqual. A Salmonella spp.
pode crescer a temperaturas entre 5 °C e 47 °C, sendo a sua temperatura 6ptima de
crescimento cerca de 37 °C, estas sdo sensiveis ao calor e destruidas a temperaturas de
pasteurizagao (Adams e Moss, 2000).

A actividade da agua minima para o crescimento de Salmonella é cerca de 0,93, mas
sobrevivem bem em alimentos secos. O pH minimo para o seu crescimento varia entre 5,4 e
4,05, sendo o pH 6ptimo de crescimento perto de 7 (Adams e Moss, 2000).

As salmonelas encontram-se de forma predominante no tracto gastrointestinal, de animais
de alimentacdo, animais selvagens, roedores, animais de estimagao, répteis e insectos,

normalmente sem apresentarem qualquer sintoma de doenga (Adams e Moss, 2000 e

16



Estudo do prazo de validade em carne fresca de coelho Introducgéo

Baylis, 2006). Pode, ainda, encontrar-se em ndédulos linfaticos de alguns animais (Gill,
1998). A Salmonella pode ser disseminada via fecal para o solo, agua e alimentos (Adams e
Moss, 2000).

A Salmonella spp. nao tifoide € um dos surtos mais comuns nos paises industrializados. Os
sintomas mais comuns de salmonelose no Homem incluem nauseas, vomitos, diarreia,
dores abdominais e febre, durante 3 a 12dias. As condigdes clinicas associadas podem
incluir artrites, artrites sépticas e septicemia (McClure, 2000).

A bactéria Salmonella pode-se encontrar em carne fresca crua, contudo estudos realizados
indicam que o seu desenvolvimento nio é significativo quando esta é embalada sob MAP
(Stanbridge e Davies, 1998).

Os primeiros veiculos de Salmonella sdo a carne, o leite e os ovos, que podem ser
consumidos crus ou nao sujeitos a um correcto tratamento térmico, o que permite a
sobrevivéncia de Salmonella, ou por contaminagdo cruzada com alimentos que ja nao
sofrerdo qualquer tratamento térmico (Adams e Moss, 2000).

A presenca de Salmonella pode ser avaliada com o meio Brilliant Green Agar (Edel and

Kampeimacher), no qual se desenvolvem colonias de coloragao rosada (figura 6).

Figura 6 — Meio Brilliant Green Agar (Edel and Kampeimacher) (a4 esquerda) e meio Brilliant Green Agar

(Edel and Kampeimacher) com coldnias de Salmonella de coloragao rosada (a direita).

1.5. Avaliagao do prazo de validade

Os consumidores sao cada vez mais exigentes em termos alimentares e esperam que a
qualidade dos produtos seja mantida desde o acto da compra até ao acto de consumo.
Estas exigéncias reflectem-se tanto a nivel de alimentos seguros como também na
qualidade nutricional (Kilcast e Subramaniam, 2000). Durante o periodo de armazenagem
ocorrem alteracdes que deterioram os produtos, tornando-os inaceitaveis para o consumo
humano. O tempo durante o qual os produtos se mantém estaveis e apresentam as
caracteristicas de qualidade desejaveis € designado por shelf-life (Betts, 2006), designacao
que se traduz como prazo de validade, sendo esta a designacdo usada ao longo do
trabalho.

Em 1993, o Institute of Food Science on Technology (IFST) definiu shelf-life como o periodo

no qual o produto alimentar permanece seguro, mantém as caracteristicas sensoriais,
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microbioldgicas, quimicas e fisicas desejaveis, sem alteragdo das caracteristicas nutricionais
que declara na embalagem, quando armazenado nas condigbes recomendadas (Kilcast e
Subramaniam, 2000 e Betts, 2006).

A industria alimentar teve necessidade de estabelecer critérios de forma a determinar o
limite para o prazo de validade, que se baseiam em critérios microbioldgicos
(microrganismos de deterioragdo e patogénicos), quimicos, fisico-quimicos e sensoriais
(Kilcast e Subramaniam, 2000), pelo que é muito importante definir quais os atributos que
limitam o prazo de validade (Betts, 2006) (figura 7). Cada tipo de alimento possui uma flora
microbiana especifica e o contributo destes microrganismos na deterioracdo da qualidade
dos produtos depende do desenho industrial, da formulagado do produto e das condi¢des de
armazenagem (Betts, 2006).

No aw produto < 0,67 sim

Shelf-life ndo é afectado de
forma preferencial pelo
O produto ainda sofre algum crescimento microbiano
processo térmico intenso, isto Sim
é, “comercialmente estéril"?

Shelf-life ndo é afectado de forma
preferencial pelos microganismos,

Sim outros pontos serdo mais importantes,
como, perda de coloragéo, perda
nutricional, alteragées na textura

O produto ainda é
pasteurizado a 90 °C/10 min?

O produto ainda é si O produto é refrigerado a si
pasteurizado a 70 °C/2 min? [>™ temperaturas < a 8 °C? 'm
Nao Nao
Shelf-life pode ser reduzido pelo
Shelf-life & afectado pelo crescimento de psicrotréficos
crescimento microbiano formadores de esporos ou por

alteragbes n&o microbianas

. L. como alteragdo de textura
E um produto &cido?

Sim

Shelf-life pode ser afectado por
bactérias acido-tolerantes
formadoras de esporos ou por
alteracdes nao microbianas
como alteragéo de textura

Shelf-life é afectado pelo
crescimento microbiano

Figura 7 - Limitagcbes ao prazo de validade baseadas no processo produtivo e caracteristicas da

formulagéo (adaptado de Betts, 2006).

O prazo de validade é influenciado quer por factores intrinsecos (actividade da agua (aw),
pH, potencial redox (Eh), quantidade de oxigénio disponivel, presenca de nutrientes,
composicao do produto) quer por factores extrinsecos (temperatura, humidade relativa,
exposi¢ao a luz, contaminagcdo microbiana, presengca de atmosfera diferente da do ar) e
ainda pelo manuseamento por parte dos diferentes intervenientes da cadeia alimentar e do
proprio consumidor, quer em termos de tempo e temperatura de transporte quer os

tratamentos térmicos efectuados (Kilcast e Subramaniam, 2000).
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Com a crescente concorréncia na industria alimentar os produtores tém uma preocupacgéo
acrescida com os produtos comercializados. Se determinado produto alimentar ndo mantém
a sua qualidade até ao final do prazo certamente que as suas vendas serao prejudicadas e
a imagem da empresa envolvida em relagdo a concorréncia. Este facto tera tanto mais
impacto quanto maior for o risco para a seguranga alimentar. Por estas razbes &€ muito
importante, para a industria e para todos os intervenientes na cadeia alimentar, que a
determinagao do prazo de validade dos produtos por eles comercializados seja efectuada de
forma correcta, séria e precisa (Man, 2000).
Durante o desenvolvimento dos produtos existem dois aspectos diferentes que devem ser
considerados (Betts, 2006):
> E o produto seguro e estavel durante as condicdes normais de produgdo e
armazenagem, atendendo a microflora natural presente?
Esta determinacao é efectuada com recurso a avaliagdo do prazo de validade, onde o
produto é armazenado nas condigdes normais e avaliado por quaisquer alteragbes que
possam ser desenvolvidas pela microflora natural dos produtos.
> E o produto seguro e estavel durante o prazo de validade se for contaminado por
microrganismos que coloquem em causa a sua estabilidade?
Esta determinacdo é efectuada recorrendo ao challenge test, onde o produto é
deliberadamente inoculado por microrganismos patogénicos que possam contaminar o

produto durante o periodo de armazenagem.

1.5.1. Técnicas de determinag¢ao do prazo de validade

O prazo de validade pode ser determinada de forma directa ou indirecta. A determinacgao
directa € normalmente utilizada para alimentos de curta e média duracédo. A determinacao
indirecta € mais utilizada para alimentos com longo prazo de validade ou em ensaios de
desenvolvimento de novos produtos, sendo realizadas pelo método Accelerated shelf-life

testing (ASLT) e/ ou pela aplicagao de modelos preditivos (Man, 2000).

1.5.1.1. Determinagao directa

A determinacao directa do prazo de validade consiste em estudar o intervalo de tempo que
determinado alimento demora até atingir um nivel de qualidade considerado inaceitavel
quando armazenado nas condi¢gdes apresentadas pelo produtor (Man, 2000). A
determinagao directa do prazo de validade envolve um estudo experimental de deterioracéo
do alimento, terminando com a identificacdo do instante que marca o fim do prazo de
validade. A forma mais comum de realizar a determinagao directa do prazo de validade é
elaborar experiéncias de armazenagem do produto que simulem as condicbes a que o

produto alimentar esta sujeito ao longo da cadeia alimentar. Por ser dificil simular todas as
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condigdes a que o produto alimentar esta sujeito, e por haver muitos factores de variagéo ao
longo da cadeia alimentar, estes testes s&o realizados de acordo com as condi¢cdes
estabelecidas pelo produtor (Man, 2004). Nao existem protocolos universais estabelecidos
para a determinacéo do prazo de validade, pelo que o método escolhido deve ser adaptado
ao produto alimentar em estudo (Kilcast e Subramaniam, 2000), e a experiéncia conduzida

para que os resultados sejam claros e precisos (Man, 2004).

1.5.1.2. Determinacgao indirecta e previsao do prazo de validade

1.5.1.2.1. Accelerated shelf-life testing (ASLT)

O modelo Accelerated shelf-life testing (ASLT) baseia-se em dados obtidos num periodo de
tempo inferior ao prazo de validade estabelecido para o produto. O ASLT aplica-se a
qualquer processo de degradagao de um alimento que tenha um modelo cinético valido,
sendo os mesmos para qualquer um dos tipos de degradacao (microbioldgico, quimico/
bioguimico e fisico), contudo a maioria dos estudos efectuados com ASLT baseiam-se em
processos de degradacao quimica (Mizrahi, 2000). O principio ASLT consiste em alterar
uma das condi¢gdes de armazenamento para que o processo quimico ou fisico que conduz a
degradacdo do produto seja acelerado, para tal € necessario que exista uma relagdo entre
as condicdes normais de armazenamento e as condi¢gbes aceleradas a que o alimento é
sujeito e que os processos de degradagcdo sejam os mesmos em ambas as situagdes

(Kilcast e Subramaniam, 2000).

1.5.1.2.2. Modelos preditivos

Os modelos preditivos baseiam-se em relagdes matematicas e estatisticas entre variaveis
como os factores intrinsecos, factores exirinsecos e factores implicitos. Os modelos
preditivos sdo muito utilizados para estudar o comportamento microbiano. Estes modelos
sdo baseados em dados experimentais representativos que relacionam as taxas de
alteragdo com as combinagdes dos factores (Kilcast e Subramaniam, 2000).

A utilizacdo destes estudos matematicos pode conduzir a uma reducdo de estudos de
armazenagem, challenge testing, reformulagbes de produtos e modificacbes de processos,

que sao trabalhosos, morosos e dispendiosos (Blackburn, 2000).

1.5.2. Challenge test microbiolégico

O challenge test pode ser aplicado quer a produtos novos quer a produtos ja existentes, de
forma a determinar a seguranca do produto, determinar o potencial de deterioracdo do
produto e avaliagdo da estabilidade de novas formulagdes (Betts, 2006). O challenge test
microbiologico consiste na inoculagdo de microrganismos com relevancia para a seguranga

e qualidade alimentar na superficie do produto alimentar e numa posterior incubagao sob
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condicbes ambientais controladas para avaliar o risco de intoxicagdo/ infecgao alimentar ou
estabelecer a estabilidade do alimento no caso de microrganismos de alteracao (Betts e
Everis, 2000).

O challenge test deve ser utilizado sempre que exista suspeita de presenga de um
microrganismo que coloque em causa a seguranga e/ ou a qualidade alimentar em
concentracdo reduzida num alimento, ou se existir a possibilidade de contaminagao ao longo
da cadeia alimentar (Notermans e int't Veld, 1994 e Betts e Everis, 2000), pois mesmo com
o cumprimento do cddigo de boas praticas e de uma correcta implementagdo do sistema
HACCP (Hazard analysis of critical control points) ndao anula a possibilidade de uma
alimento ser contaminado por microrganismos de alteragdo ou patogénicos diferentes da
flora normal do alimento ao longo da cadeia alimentar (Betts e Everis, 2000).

O challenge test pode ser utilizado para avaliar o efeito da armazenagem no produto final
sob condi¢des de armazenagem variadas e controladas. Este estudo deve simular situagdes
de abuso nas condigbes de armazenagem, as quais podem ocorrer durante a distribuicao ou
durante a manipulagao por parte do consumidor (Betts, 2006).

A escolha dos microrganismos a utilizar no challenge test é muito importante, pois devem
representar uma microflora que possa realmente causar alteragées no produto (Betts, 2006).
As culturas escolhidas, idealmente, devem ser isoladas a partir de fontes alimentares
similares do produto que vai ser estudado, ou devem ter sido cultivadas numa amostra de
produto ou desenvolver-se num meio de cultura com caracteristicas similares (Notermans e
int't Veld, 1994). O numero de microrganismos inoculados deve ser suficientemente elevado
de forma a permitir a sua detecgao facilmente (Betts, 2006).

Antes de iniciar o challeng test é importante definir os critérios de aceitabilidade do produto.
Se o critério em estudo ndo se desenvolver durante o prazo de validade em estudo entéo o
produto pode considerar-se estavel em relagdo as condigdes estudadas, para quando
ocorrem contaminagdes com microrganismos de caracteristicas similares as estudadas. Se
ocorrer algum tipo de alteragdo, mesmo que pequena, relacionadas com a formulagdo do
produto, com as condi¢cdes de processamento, de armazenagem, de distribuicdo ou de
venda entdo os resultados do challenge test nao podem ser considerados de tera de se

rever todo o processo (Betts, 2006).
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2. Enquadramento e objectivos

O centro de abate que colaborou na realizagdo do presente estudo possui um Sistema de
Gestéo da Qualidade implementado de acordo com a norma ISO 22000: 2005 o que permite
cumprir todos os requisitos legais, estabelecidos quer pela legislagdo nacional quer pela
legislagao a nivel Europeu.
Os critérios de higiene estabelecidos no centro de abate estdo definidos de acordo com o
apresentado no Regulamento (CE) n.° 1441/2007 (cf. Secgao 1.2). Contudo este ndo define
critérios microbiolégicos para a carne de coelho fresco, pelo que surgem dificuldades no
planeamento das analises a estabelecer anualmente, bem como na elaboragéo e validagéo
do plano HACCP, por a informagdo ser escassa sobre os perigos microbioldgicos
associados a carne de coelho fresca. Por outro lado, a certificagdo do processo produtivo do
centro de abate exige que os prazos de validade dos seus produtos estejam devidamente
validados. Foi por estas razées que a Administracdo do centro de abate colaborou na
realizacao deste trabalho, de forma a determinar:

» Critérios microbioldgicos para a flora microbiana presente nos coelhos frescos prontos a
embalar: coelho a granel, coelho embalado e coelho embalado em atmosfera
modificada;

» Qual o melhor material para a embalagem sob atmosfera modificada através da
avaliagao de dois filmes com espessuras diferentes;

» De forma directa, o prazo de validade da carne de coelho para cada uma das trés formas
de apresentagdo da carcaga de coelho;

» O comportamento de algumas bactérias patogénicas (St. aureus, E. coli, L. innocua e S.

typhimurium) na carne de coelho fresco, através da realizagdo de um challenge test.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Colheita e embalagem das carcacgas

Os coelhos utilizados neste estudo eram predominantemente da raga branca da Nova
Zelandia com um peso vivo entre 2,25 e 2,50 kg. As carcagas de coelho foram obtidas num
centro de abate de dimensdo média existente na zona centro de Portugal pelo processo
normal de laboragdo do mesmo (figura 8). O centro de abate possui uma estrutura, um

layout e operag¢des de manutencdo e de higiene de acordo com a legislacdo da Unido

Europeia.
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Figura 8 — Diagrama simplificado do processo produtivo.
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As carcacgas utilizadas no ensaio foram preparadas de acordo com o produto que
representavam: coelho a granel, coelho embalado e coelho embalado em atmosfera
modificada. Para todos os tipos de embalamento foram efectuados testes com trés lotes
distintos de carcacas.

O coelho a granel foi colocado em caixas proprias para contacto directo com os alimentos e
foi-lhes colocada uma pelicula plastica e etiqueta. Tanto o coelho embalado como o coelho
embalado em atmosfera modificada foram embalados numa embaladora horizontal SP 100
— H (Belca, Villabona, Espanha). Nos coelhos embalados foram testados dois filmes de alta
barreira: i) com 35 um de espessura, com taxa de transmissdo de oxigénio de 4,5
cm®/m?/dia, a 23 °C e 0% de humidade relativa (Toplex HB 35, Plastopil, Lda., Israel), ii) com
45 um de espessura, com taxa de transmissao de oxigenio de 3,0 cm®m?dia, a 23 °C e 0%
de humidade relativa (Toplex HB 45, Plastopil, Lda., Israel), cujas especificagbes técnicas se
encontram definidas no anexo |. O gas utilizado na embalagem foi Biogon CON 30:30 (Linde
Sogas, Lda., Alenquer, Portugal), composto por 30% O,/ 40 % CO,/ 30% N..

Durante o periodo de ensaio as carcagas foram mantidas numa camara de refrigeragéo
(temperatura entre 0 °C e 4 °C) do centro de abate e transportadas, quando necessario,
para o laboratério de microbiologia do Instituto Superior de Agronomia, numa mala térmica
com cuvetes de gelo de forma a garantir a manutencgéo da cadeia de frio até ao momento da

realizacdo das analises.

3.2. Preparagao da amostra
Os ensaios com as carcacas de coelho foram realizados de acordo com o apresentado na

tabela 6, onde o dia zero corresponde ao dia de abate.

Tabela 6 — Cronograma para a realizagio dos ensaios.

Dia

Amostra

Coelho a Granel

Coelho Embalado

Coelho Embalado em
Atmosfera Modificada

_ Dias de analise | I Dias de refrigeragao

As amostras foram preparadas de acordo com um protocolo adaptado de Rodriguez-Calleja
et al. (2005). As amostras foram retiradas das embalagens de forma asséptica. Cortaram-se

10 g de carne de coelho para um saco BagFilter (Breveté — Franca) estéril que continha 90
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ml de triptona sal (TS) (0,1% w/v). As 10 g de amostra para analise sdo compostas por
cerca de 2 g de perna, 2 g de méo, 2 g de costela, 2 g de rim e 2 g de figado, sendo estes
ultimos dois elementos incluidos na amostra porque ndo sdo retirados aquando a
evisceracgao.

Para a preparagao do diluente triptona sal (TS) foram dissolvidas 1 g de triptona (Oxoid,
LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) e 8,5 g de cloreto de sddio (Panreac Quimica, SA,
Barcelona, Espanha) num litro de agua destilada. O diluente foi autoclavado durante 20
minutos a 121 °C, sendo conservado a temperatura ambiente até a sua utilizacdo. Em

seguida a solugao foi agitada vigorosamente durante 30 segundos no Mastigator (IUL), de

acordo com o representado na figura 9.

Amostra Preparacao da 10g de Amostra 10g de Amostra +
Amostra 90mL Triptona sal

N n o Mastiaator
Suspensdo — mae Agitagdo no

(Diluigdo 10™) Mastigator
Figura 9 — Preparagao da suspensao — mae (diluicao 10'1).
Apos a agitagdo no Mastigator foram efectuadas diluigbes decimais, com o diluente TS de

acordo com o descrito na Norma ISO 6887 — 1 (1999). Cada diluicao foi realizada em

duplicado, como representado na figura 10.
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Suspensio-Mae
(Diluigao 10-1)

Figura 10 — Preparacgao das diluigoes.

3.3. Anadlises quimicas
3.3.1. Determinacgao de pH
A determinagcdo de pH foi realizada numa solugdo homogeneizada de carne (10g de
musculo/ 10mL de agua destilada), de acordo com o descrito por Rodriguez-Calleja et al.
(2005) com um eléctrodo de vidro (Schott pH elektrode blue line) com o potenciometro PHM

92 LAM pH meter (Radiometer, Copenhaga).

3.4. Analises microbiolégicas

3.4.1. Determinagdo de mesofilos e psicrotréficos aerébios

A determinagdo de microrganismos mesodfilos e psicrotroficos aerdbios foi efectuada de
acordo com o descrito em Patsias et al. (2006) e Rodriguez-Calleja et al. (2005), tendo sido
realizada com o meio Plate Count Agar (PCA). Para a preparagdao do meio PCA foram
dissolvidas 20,5 g de meio desidratado (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) num litro de
agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C, permanecendo a
temperatura ambiente. Sempre que foi utilizado era derretido e colocado num banho
termostatizado a 60 °C e distribuido nas placas de Petri apds a colocacéo do inoculo.

A inoculacao foi feita por incorporagao de 1 ml de amostra. As colénias totais de mesofilos e
psicrotréficos foram contadas ao fim de 3 dias a 30 °C + 1 °C e de 14 dias a 4,5 °C + 1 °C,

respectivamente, e os resultados expressos em log UFC/g.

3.4.2. Determinagao de bactérias lacticas
A determinacio de bactérias lacticas foi realizada de acordo com o descrito na norma 1SO
13408 (E) (1998). Tendo sido a contagem efectuada com o meio Man, Rogosa and Sharpe

(MRS). Para a preparagdo do meio MRS foram dissolvidas 55,3 g de meio desidratado
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(Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) com 20 g de agar-agar (Dario Correia, Lisboa,
Portugal) num litro de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C,
permanecendo a temperatura ambiente. Sempre que era utilizado era derretido e colocado
num banho termostatizado a 60 °C e distribuido nas placas de Petri apés a colocagdo do
inoculo.

A inoculagéo foi feita por incorporagao de 1 ml de amostra. As coldnias de bactérias lacticas

foram contadas ao fim de 3 dias a 30 °C + 1 °C e os resultados expressos em log UFC/g.

3.4.3. Determinagao de bolores e leveduras

A determinacao de fungos e leveduras foi realizada de acordo com o descrito na Norma
Portuguesa NP 3277-1 (1987). Tendo sido a contagem realizada com o meio
Chloramphenicol Rose Bengal Agar Base (CRB). Para a preparagao do meio CRB foram
dissolvidas 32 g de meio desidratado (Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) num
litro de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C, findo este
periodo foi colocado num banho termostatizado a 60°C. De seguida foi-lhe adicionado o
suplemento cloranfenicol (100ppm) e distribuido em placas de Petri, deixando-se secar em
camara de fluxo laminar durante 45 minutos, sendo conservado a 4 °C até a sua utilizacao.
A inoculagao foi feita por espalhamento de 0,1 ml de amostra. As coldnias de fungos e
leveduras foram contadas ao fim de 5 dias a 25 °C + 1 °C e os resultados expressos em log
UFC/g.

3.4.4. Determinacgao de Enterobacteriaceae

A determinacao de Enterobacteriaceae foi realizada de acordo com o descrito na norma ISO
21528-2 (2002). Tendo sido a contagem realizada com o meio Violet Red Bile Glucose Agar
(VRBGA). Para a preparacéo do meio VRBGA foram dissolvidas 39,5 g de meio desidratado
(Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) num litro de agua destilada esterilizada, o
meio foi preparado em cada dia de ensaio. No final da fervura o meio era colocado num
banho termostatizado a 60 °C e distribuido nas placas de Petri apds a colocagao do inoculo.
A inoculacgao foi feita por incorporacao de 1 ml de amostra, apds a solidificagdo do meio as
placas eram cobertas com mais uma camada de agar. As colénias de Enterobacteriaceae
foram contadas ao fim de 24 horas a 37 °C + 1 °C e os resultados expressos em log UFC/g.
Para confirmacao das colénias de Enterobacteriaceae foram seleccionadas 5 colonias de
forma aleatéria as quais foram espalhadas em placas de Agar Nutritivo (AN). Para a
preparacdo do meio AN foram dissolvidas 20 g de meio desidratado (Merck, Darmstadt,
Alemanha) num litro de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C,
findo este periodo foi colocado num banho termostatizado a 60°C. De seguida foi distribuido

em placas de Petri, deixando-se secar em camara de fluxo laminar durante 45 minutos,
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sendo conservado a 4 °C até a sua utilizagdo. A confirmagao bioquimica foi realizada com o
teste da oxidase e fermentagao da glucose. O teste da oxidase foi realizado com sticks de
identificagao estéreis (Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra). A fermentagéo da
glucose foi realizada por espalhamento das coldonias em meio Glucose Agar (GA). Para a
preparagdo do meio GA foram dissolvidas 10 g de triptona (Oxoid, LTD., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra), 1,5 g de extracto de levedura (Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire,
Inglaterra), 5 g de cloreto de sddio (Panreac Quimica, SA, Barcelona, Espanha), 10 g de
glucose monohidratada (COPAM, Bobadela, Portugal), 0,015 g de bromocresol purple
(Merck, Darmstadt, Alemanha) e 12 g de agar-agar (Dario Correia, Lisboa, Portugal) num
litro de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C, findo este
periodo foi colocado num banho termostatizado a 60 °C. De seguida foi distribuido em
placas de Petri, deixando-se secar em camara de fluxo laminar durante 45 minutos, sendo
conservado a 4 °C até a sua utilizagao.

As colonias de Enterobacteriaceae foram confirmadas ao fim de 24 horas a 37 °C + 1 °C.

3.4.5. Determinagao de Pseudomonas

A determinacdo de Pseudomonas foi realizada de acordo com o descrito na norma ISO
13720 (E) (1995). Tendo sido a contagem realizada como o meio Pseudomonas Base Agar
(PBA). Para a preparagdo do meio PBA foram dissolvidas 24,2 g de meio desidratado
(Oxoid, LTD., Basingstoke, Hampshire, Inglaterra) num litro de agua destilada. O meio foi
autoclavado durante 20 minutos a 121 °C, findo este periodo foi colocado num banho
termostatizado a 60 °C. De seguida foi-lhe adicionado o suplemento Cetrimide — Fucidin —
Cephalosporina (CFC) (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) e distribuido em placas de
Petri, deixando-se secar em camara de fluxo laminar durante 45 minutos, sendo conservado
a 4 °C até a sua utilizagao.

A inoculagéo foi feita por espalhamento de 0,1 ml de amostra. As colonias de Pseudomonas
foram contadas ao fim de 2 dias a 25 °C + 1 °C e os resultados expressos em log UFC/g.
Para confirmacao das coldnias de Pseudomonas foram seleccionadas 5 colénias de forma
aleatéria as quais foram espalhadas em placas de NA, sendo realizados os testes da

oxidase e fermentagéo da glucose, como referidos anteriormente.

3.5. Determinacgao do prazo de validade

A determinacao da shelf-life da carne de coelho fresco foi feita seguindo o protocolo descrito
em Rodriguez-Calleja et al. (2005). Na auséncia de legislagdo em termos microbianos para
a carne de coelho, os parametros escolhidos foram os mesdfilos aerdbios e enterobactérias,

considerados como indicadores de higiene pelo Regulamento (CE) n.° 1441/2007 que
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estabelece os critérios microbiolégicos aplicaveis aos géneros alimenticios. Para além
destes parametros, foram também utilizadas as contagens de Pseudomonas, bactérias
lacticas, fungos e leveduras e psicrotroficos aerdbios. O tempo de shelf-life foi obtido a partir
da representagédo grafica dos valores das contagens microbianas em fungdo do tempo.
Como os valores referenciados no Regulamento (CE) n.° 1441/2007 apenas se referem a
contagens efectuadas no dia do abate, o tempo de shelf-life correspondeu ao numero de
dias necessario para se atingir o valor das contagens considerado no trabalho desenvolvido
por Rodriguez-Calleja et al. (2005) de 7 log UFC/g.

3.6. Challenge test
Foi efectuado um challenge test na carne de coelho fresco a granel com o objectivo de
estudar o crescimento/ sobrevivéncia de diferentes microrganismos patogénicas ao longo do

tempo (até 8 dias apds o abate), a temperatura de 8 °C + 1 °C.

3.6.1. Colheita de carcacas

As carcagas utilizadas no challenge test foram colocadas em caixas préprias para contacto
directo com os alimentos e foi-lhes colocada uma pelicula plastica e etiqueta. No dia do
abate foram transportadas para o laboratério de microbiologia do Instituto Superior de
Agronomia, numa mala térmica com cuvetes de gelo de forma a garantir a manutencao da
cadeia de frio até ao momento da realizagdo das analises. Durante o periodo de ensaio as
carcagas foram mantidas num frigorifico a temperatura de 8 °C + 1 °C.

Os ensaios com as carcacgas de coelho foram realizados nos dias 0, 2, 4, 6 e 8. No dia 0 os

ensaios foram realizados imediatamente apds a inoculagdo com 0s microrganismos.

3.6.2. Microrganismos e preparag¢ao do inéculo

Os microrganismos utilizados no challenge testing foram Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria innocua (ATCC 33090/ NTC 11288) e
Salmonella typhimurium (ATCC 13028). Estes microrganismos foram riscados em placas de
“Tryptone soya broth” (TSB), onde cresceram durante 24 horas.

Para a preparacao do meio TSB foram dissolvidas 30 g de meio desidratado (Biokar
Diagnostics, Beauvais, Franga), com 6 g de extracto de levedura (Oxoid, LTD., Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) e 18 g de agar-agar (Dario Correia, Lisboa, Portugal) num litro de
agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C, findo este periodo foi
colocado num banho termostatizado a 60 °C. De seguida foi distribuido em placas de Petri,
deixando-se secar em camara de fluxo laminar durante 45 minutos, sendo conservado a 4

°C até a sua utilizagao.
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Ap6s a incubagao dos diferentes microrganismos foram efectuadas suspensdes em triptona
sal com cada um dos microrganismos de forma a obter uma concentracéo inicial de 10%/ ml.
A concentragéo inicial foi confirmada por contagem directa do niumero de células em camara
de contagem para microrganismos, sendo a profundidade de 0,02 mm e a area da

quadricula de 1/ 400 mm?.

3.6.3. Preparagao da amostra

As amostras foram retiradas das embalagens de forma asséptica. Cortaram-se as pernas da
carcagca de coelho para um recipiente para que se procedesse a inoculagdo com os
microrganismos em estudo, sendo mantida uma amostra sem indculo de forma a avaliar a
flora de mesofilos aerdbios presente.

A preparacgéo da suspenséo — mae e das dilui¢des foi realizada de acordo com o descrito no
ponto 3.2 e esquematizado nas figuras 2 e 3, diferindo apenas na quantidade de amostra, 5

g de amostra para 45 ml de TS (0,1 % w/v).

3.6.4. Analises microbioldgicas

3.6.4.1.  Staphylococcus aureus

A contagem de St. aureus foi realizada com o meio Baird-Parker Agar (BPA). Para a
preparagdo do meio BPA foram dissolvidas 58 g de meio desidratado (Biokar Diagnostics,
Beauvais, Franga) em 950 ml de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos
a 121 °C, findo este periodo foi colocado num banho termostatizado a 60°C. De seguida foi-
lhe adicionado o suplemento de ovo (emulséo estéril de gema de ovo com telurito 10 ml da
Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) e distribuido em placas de Petri, deixando-se secar
em camara de fluxo laminar durante 45 minutos, sendo conservado a 4 °C até a sua
utilizagdo. A inoculagao foi feita por espalhamento de 0,1 ml de amostra. As colonias de
Staphylococcus aureus foram contadas ao fim de 24 horas a 37 °C + 1 °C e os resultados

expressos em log UFC/g.

3.6.4.2.  Listeria innocua

A contagem de L. innocua foi realizada com o meio Palcam Agar Base (PAB). Para a
preparagao do meio PAB foram dissolvidas 68,9 g de meio desidratado (Biokar Diagnostics,
Beauvais, Franga) num litro de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a
121 °C, findo este periodo foi colocado num banho termostatizado a 60 °C. De seguida
foram-lhe adicionados 2 ml do suplemento selectivo (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franca)
e distribuido em placas de Petri, deixando-se secar em camara de fluxo laminar durante 45

minutos, sendo conservado a 4 °C até a sua utilizagdo. A inoculacao foi feita por
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espalhamento de 0,1 ml de amostra. As coldnias de L. innocua foram contadas ao fim de 24

horas a 37 °C + 1 °C e os resultados expressos em log UFC/g.

3.6.4.3.  Escherichia coli

A contagem de E. coli foi realizada com o meio Chromocult PTX Agar (PTX). Para a
preparagcao do meio PTX foram dissolvidas 20,45 g de meio desidratado (Merck, Darmstadt,
Alemanha) num litro de agua destilada. O meio foi autoclavado durante 20 minutos a 121 °C,
findo este periodo foi colocado num banho termostatizado a 60°C. De seguida foi distribuido
em placas de Petri, deixando-se secar em camara de fluxo laminar durante 45 minutos,
sendo conservado a 4 °C até a sua utilizagdo. A inoculagao foi feita por espalhamento de 0,1
ml de amostra. As coldnias de E. coli foram contadas ao fim de 24 horas a 44 °C + 1 °C e os

resultados expressos em log UFC/g.

3.6.4.4.  Salmonella typhimurium

A contagem de S. typhimurium foi realizada com o meio Brilliant Green Agar (Edel and
Kampeimacher) (BGA). Para a preparagdo do meio BGA foram dissolvidas 57,3 g de meio
desidratado (Biokar Diagnostics, Beauvais, Franga) num litro de agua destilada esterilizada,
o0 meio foi preparado em cada dia de ensaio. No final da fervura o meio era colocado num
banho termostatizado a 60 °C e distribuido nas placas de Petri apds a colocagao do inoculo.
A inoculacao foi feita por incorporacao de 1 ml de amostra. As colénias de S. typhimurium

foram contadas ao fim de 24 horas a 37 °C + 1 °C e os resultados expressos em log UFC/g.

3.7. Andlises estatisticas

A analise estatistica realizada foi efectuada utilizando o teste Fisher LSD com o0 programa
Statistic 6.0 (Statsoft, Inc., USA). A determinagao dos coeficientes de correlagdo e das taxas
de crescimento foram feitos utilizando o programa OriginPro 8 (Microcal Software, Inc.,
USA). As taxas de crescimento (dia™) foram determinadas a partir do declive da parte linear
das curvas de crescimento usando os valores obtidos na contagem de microrganismos em
log UFC/g. O incremento do crescimento foi determinado como o inverso da taxa de
crescimento, que corresponde ao tempo (em dias) necessario para que as populagdes

microbianas aumentem de 1 ciclo logaritmico.
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4. Resultados e discussao

4.1. Carga microbiana nas carcacas de coelho

A primeira fase do trabalho consistiu em avaliar a carga microbiana da carne fresca de
coelho apds o abate, sendo as carcagas retiradas apds o processo de refrigeragéo (ver
ponto 17 do fluxograma, cf. figura 8). As contagens dos varios indicadores microbiolégicos
determinados sao apresentadas na tabela 7. Os resultados obtidos demonstraram que as
carcacgas laboradas apresentam uma elevada variabilidade inicial, com uma gama de
valores que diferiu de 2 ou mais ciclos logaritmicos para as contagens de mesofilos
aerobios, psicrotroficos aerdbios, Pseudomonas, bolores e leveduras e Enterobacteriaceae.

A excepcao foi a contagem de bactérias lacticas, que variou de 1,5 log CFU/g.

Tabela 7 — Quantificagdo dos indicadores microbiolégicos presentes nas carcacas dos coelhos antes da

embalagem (log UFC/g).

Média I?esvio Gama de valores N.°~de amostras <limite
padrao deteccao/ N.° total de amostras
Mesofilos aerobios 3,62 £ 0,59 2,87 — 4,87 0/ 12
Psicrotroéficos aerobios 3,63 +0,86 2,46 — 5,25 0/ 12
Pseudomonas 2,68 +0,85 1,00 - 3,99 0/ 12
Bactérias lacticas 2,86 £ 0,40 2,21 -3,71 0/ 12
Bolores e leveduras 1,87 £0,97 <1,00 - 3,92 1712
Enterobacteriaceae 1,18 £ 1,35 <1,00- 3,27 6/ 12

De uma forma geral, a quantificagdo dos indicadores microbioldégicos determinada no
presente trabalho é semelhante as contagens microbiolégicas encontradas na bibliografia
consultada. Concretamente, as quantificacbes de Pseudomonas e bactérias lacticas estao
dentro da gama de valores encontrada por Rodriguez-Calleja et al. (2004). Do mesmo
modo, as contagens de bactérias lacticas também estdo de acordo com a gama de valores
encontrados por Rodriguez-Calleja et al. (2005). Enquanto que a quantificagdo de
psicrotréficos aerdbios determinada é inferior aos valores referidos em Rodriguez-Calleja et
al. (2005) e superior ao valor encontrado por Badr (2004), numa amostra de carne de coelho
irradiada com 3,0 kGy. Num trabalho semelhante ao nosso, Berruga et al. (2005) encontrou
menores valores para as contagens de mesoéfilos aerdbios, bactérias lacticas, Pseudomonas
e Enterobacteriaceae, esta diferenca pode dever-se ao facto destes autores terem realizado
a amostragem por zaragatoa a superficie da carcaca.

Tal como se verificou nos trabalhos realizados por Bobbitt (2003), Rodriguez-Calleja et al.

(2004) e Rodriguez-Calleja et al. (2005), os grupos microbianos predominantes foram as
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Pseudomonas e as bactérias lacticas, seguindo-se dos bolores e leveduras. As contagens
de Enterobacteriaceae apresentaram uma elevada variabilidade, ndo tendo sido detectadas
em seis das doze amostras analisadas. Contudo, os valores por nés determinados sao
inferiores aos encontrados por Badr (2004) e Rodriguez-Calleja et al. (2004) e superiores
aos determinados por Berruga et al. (2005) e Rodriguez-Calleja et al. (2005).

Tendo em consideragao o processo de fabrico (cf. figura 8), as contagens microbianas
iniciais estao relacionadas com a contaminacéo inicial dos coelhos e com as condicbes de
manipulacdo durante o processo de abate até ao momento do acondicionamento. Este
factor deve ser tido em conta na avaliagdo do prazo de validade, uma vez que cada ponto
de amostragem analisado ao longo do tempo corresponde a uma carcaga diferente. Assim,
a evolucgao da flora microbiana reflectira, para além das variagdes ocorridas durante o tempo
de incubacgao, a variabilidade das contaminacdes iniciais. A forma de superar esta limitagcao
foi realizar a analise em trés lotes de fornecedores diferentes de coelhos vivos, o que
permitiria minimizar o efeito da variabilidade da contaminacdo inicial nas eventuais
diferengas entre as formas de embalagem testadas. Para confirmar esta hipdtese, os
valores das contagens iniciais (cf. tabela 7) foram agrupados de acordo com o tipo de
embalagem posterior e submetidos a analise estatistica pelo teste Fisher LSD. Os
resultados da analise estatistica, apresentados na tabela 8, permitiram verificar que as
contagens microbianas, considerando as contagens de mesofilos aerdbios, embora sejam
provenientes de diferentes lotes ndo séo significativamente diferentes entre si, isto € como
os valores sdo todos superiores a 0,05 entdo as amostras ndo sao diferentes, com uma
probabilidade de 95%. Desta forma, em termos estatisticos, a utilizacdo de trés lotes
diferentes parece ser suficiente para que a influéncia da variabilidade da contaminagao

inicial seja equivalente para as formas de acondicionamento testadas.

Tabela 8 — Resultados do teste Fisher LSD referentes ao dia zero, com todas as amostras (p <0,05).

cG? ce® CATM 19 CATM 2 ¢ CATM 3

CG 0,323543 0,336582 0,896105 0,804455

CE 0,323543 0,978434 0,265499 0,456211

CATM 1 0,336582 0,978434 0,276845 0,472445

CATM 2 0,896105 0,265499 0,276845 0,7075581
CATM 3 0,804455 0,456211 0,472445 0,7075581

a) CG - Coelho a granel

b)  CE - Coelho embalado

c) CATM 1 - Coelho embalado sob atmosfera modificada com filme de 35 um de espessura
d) CATM 2 — Coelho embalado sob atmosfera modificada com filme de 35 um de espessura

e) CATM 3 — Coelho embalado sob atmosfera modificada com filme de 45 um de espessura
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4.2. Relagao entre os indicadores microbiolégicos

A obtengdo de um elevado numero de resultados analiticos permite observar eventuais
correlagdes entre os varios indicadores. Estas correlagdes permitiram determinar qual sera o
indicador mais adequado para avaliar a qualidade microbiolégica do produto e que pode
servir como medida para determinagao do prazo de validade.

A figura 11 mostra as correlagdes obtidas entre mesdfilos aerdbios e psicrotréficos aerdbios,
mesofilos aerdbios e Pseudomonas, mesdfilos aerdbios e bactérias lacticas, e mesofilos
aerobios e bolores e leveduras, usando os valores das contaminagoes iniciais. Na tabela 9

sdo apresentados os coeficientes de correlagédo e os declives das rectas obtidas.

Outros indicadores

oOfF——7——T—"TF——TF——T7— O e
o 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 8

Mesofilos Aerdbios Mesofilos Aerdbios

Figura 11 — Relagdes entre as contagens dos indicadores microbiolégicos (log UFC/g) determinados em
carcagas de coelhos antes da embalagem (m — Psicrotroficos aerébios; O — Pseudomonas; A — Bactérias
lacticas; A — Bolores e leveduras; % — Enterobacteriaceae). As rectas a ponteado negro traduzem o valor
1 de correlagdo. As restas a vermelho traduzem a correlagio entre os varios indicadores

microbiolégicos.

Tabela 9 — Correlagdes entre os diferentes indicadores microbiolégicos.

Declive r
Meséfilos aerébios x Psicrotroficos aerébios 1,14 £ 0,28 0,789
Meséfilos aerobios x Pseudomonas 0,71 +0,39 0,493
Meséfilos aerobios x Bactérias lacticas 0,39+0,18 0,573
Mesofilos aerébios x Bolores e leveduras 1,02 £ 0,41 0,621
Mesofilos aerébios x Enterobacteriaceae 0,81 0,67 0,356
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Numa primeira observagao, pela proximidade do declive do valor 1, parece ser indiferente
usarmos os indicadores mesdfilos aerdbios ou psicrotroficos aerdbios. Tal consideragéo nao
se aplica a relacdo com bolores e leveduras, com declive 1, porque os valores destas
contagens sdo sempre inferiores aos dos mesofilos aerdbios (cf. anexos Il a VI). Em relagéao
as Pseudomonas, houve duas amostras, em doze, com valores superiores ao dos mesofilos
aerobios. Assim, parece-nos que este indicador ndo sera mais indicado do que os mesofilos
aerobios para avaliarmos a evolugdo do prazo de validade. No caso das
Enterobacteriaceae, a falta de correlagao é evidenciada pela auséncia de contagens em seis
das doze amostras analisadas, pelo que nos parece que, também, ndao € um indicador
adequado para este estudo. No entanto, quando presentes, os valores mais elevados de
Enterobacteriaceae correspondem a valores mais elevados de mesdfilos aerdbios (cf.
anexos Il a VI). Por outro lado, a auséncia deste indicador foi observada em amostras com
elevado numero de mesdfilos aerdbios, 0 que suscita a necessidade de avaliar futuramente
qual o parametro mais adequado como indicador da qualidade higiénica do processamento

de carne coelho.

4.3. Evolugao da flora microbiana ao longo do tempo de incubagao

As amostras de coelho acondicionadas sob diferentes formas foram analisadas ao longo do
tempo, em relagao aos diferentes indicadores microbiolégicos. Os resultados de todas as
analises realizadas estdo apresentados nos anexos I, I, IV, V e VI, respectivamente, em
relacao a: i) carne de coelho fresco a granel (CG), ii) carne de coelho fresco embalado (CE),
iii) carne de coelho fresco embalado sob atmosfera modificada com filme de alta barreira
com 35 um de espessura (CATM 1), iv) carne de coelho fresco embalado sob atmosfera
modificada com filme de alta barreira com 35 um de espessura (CATM 2) e v) carne de
coelho fresco embalado sob atmosfera modificada com filme de alta barreira com 45 um de
espessura (CATM 3).

A titulo ilustrativo sao apresentados, na figura 12, os valores das contagens para o coelho
embalado sob atmosfera modificada com filme de 35 um de espessura (CATM2). Os valores
revelaram uma evolugcdo crescente dos indicadores mesdfilos aerdbios, psicrotroficos
aerobios, Pseudomonas e bactérias lacticas. Os bolores e leveduras mantiveram valores
estaveis e as Enterobacteriaceae apresentam tendéncia para crescer, embora nem sempre
tenham sido detectadas ao longo do tempo. Os resultados revelaram uma elevada
variabilidade das contagens, evidenciada pelos elevados valores obtidos no desvio padrao
da média e pela gama de contagens observada (anexo V). Tal facto ndo é de estranhar
devido a elevada variabilidade verificada nas amostras iniciais, tal como foi referido ponto
41.
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Contagem de viaveis (log UFC/g)
S
|

0 4 8 12 16 18
Tempo de incubagéo (dias)

Figura 12 — Evolugao das contagens microbiolégicas ao longo do tempo de incubacdo das amostras de
coelho embaladas sob atmosfera modificada com filme de alta barreira com 35 pm de espessura (B
Mesofilos aerobios; W Psicrotroficos aerobios; B Bactérias lacticas; Bolores e leveduras; m

Pseudomonas; Enterobacteriaceae).

A analise dos resultados a seguir descrita foi feita com base nas trés principais formas de
embalagem seleccionadas pela empresa com base neste trabalho: i) coelho a granel (CG);
ii) coelho embalado (CE) e iii) coelho embalado sob atmosfera modificada com filme de alta
barreira com 45 um de espessura (CATM3). De facto, os resultados do primeiro ensaio com
o coelho embalado sob atmosfera modificada com filme de 35 um (CATM1) revelaram que
havia deficiéncia no processo de termosselagem das amostras, pelo que os resultados n&o
possuiam significado tecnoldgico. Para o coelho embalado sob atmosfera modificada a
empresa optou pelo filme de alta barreira com 45 um de espessura, sendo também este que
apresenta melhores resultados a nivel de contagens microbiolégicas por comparagao com o
filme de alta barreira com 35 um de espessura, tal como é evidenciado nos anexos V e VI,
respectivamente, pelo que os resultados do CATM2 ndo foram considerados para a
determinagdo do prazo de validade. A evolugdo das contagens nas amostras embaladas
nas outras condi¢cdes seguiu um perfil semelhante ao apresentado na figura 12, excepto em
relagcdo as Enterobacteriaceae, que nao apresentaram acréscimo ao longo do tempo, e dos
bolores e leveduras que mostraram tendéncia para aumentar ligeiramente ao longo do

tempo, mantendo-se sempre abaixo de 5 log UFC/g.
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Com base nestas observagoes, o estudo do prazo de validade foi efectuado com base nas
contagens de mesofilos aerdbios, psicrotroficos aerdbios, bactérias lacticas e Pseudomonas
para o CG, CE e CATM3. A evolugéo destes indicadores ao longo do tempo esta
apresentada na figura 13.

O CG foi o que apresentou aumentos mais rapidos da flora microbiana, em particular dos
psicrotréficos aerdbios, a partir de 3 — 4 dias de incubagdo. Ao fim de 8 dias, apenas este
indicador passou acima de 5 log UFC/g. As Pseudomonas também registaram um
incremento significativo ao fim de 4 dias, mas os valores das contagens nao evoluiram apds
este tempo.

Ainda que o CG tenha apresentado um aumento microbiano mais precoce, os valores
maximos detectados ocorreram nas outras formas de embalagem devido ao maior tempo de
incubacao. De uma forma geral, as amostras embaladas ao ar ou sob atmosfera modificada,
mostraram valores préximos ou acima de 5 log UFC/g de um ou varios indicadores, no fim
do periodo de incubagao, apds uma fase lag de 4 ou mais dias. A excepgao foi a contagem
de Pseudomonas no CATM 3, onde s6 se verificou a existéncia de um aumento significativo

no fim do periodo de incubacao.
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Figura 13 — Evolugao da flora microbiana do coelho a granel (CG) (m), embalado (CE) (O) e embalado sob

atmosfera modificada (CATM3) (A) ao longo do tempo (A — Mesoéfilos aerébios; B — Pseudomonas; C —

Bactérias lacticas; D — Psicrotréficos aerobios).
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4.4. Determinagao das taxas de crescimento e do incremento

O periodo de crescimento exponencial observado na maior parte dos indicadores,
representados na figura 13, permitiu estimar uma taxa de crescimento que traduz o aumento
do logaritmo da populagéo por dia. O valor do incremento foi calculado a partir do inverso da
taxa de crescimento, correspondendo aos dias necessarios para que as contagens
aumentem de um ciclo logaritmico. A fase lag foi determinada como o tempo, em dias, a
partir do qual o crescimento foi exponencial. Na pratica correspondeu ao primeiro dia a partir
do qual se determinou a taxa de crescimento. A tabela 10 mostra os valores determinados
para estes 3 parametros, relativos aos varios indicadores microbioldgicos em fun¢ao do tipo

de embalagem.

Tabela 10 — Fase lag (dias), taxa de crescimento (dias'1) e incremento (dias) dos indicadores microbianos,
mesofilos aerobios, psicrotréficos aerdbios, Pseudomonas, bactérias lacticas e bolores e leveduras, em
fungao do tipo de embalagem.

Coelho a granel Coelho embalado Coelho embalaf;lf: sob atmosfera
modificada
Fase Taxa de Fase Taxa de Fase Taxa de
. Incremento R Incremento . Incremento
lag crescimento (dia) lag crescimento (dia) lag crescimento (dia)
(dias) (dias ™) (dias) (dias ™) (dias) (dias ™)
Mesofilos
2erobios 4 0,19+0,21 53 4 0,20+0,01 5,0 8 0,19+0,01 53
Psicrotroficos
2erobios 4 0,36+0,09 2,8 4 0,21+0,05 4,8 8 0,16+0,02 6,3
Pseudomonas 3-4 0,00 - 4 0,26+0,03 3,9 - 0,00 -
Bactérias
lacticas - 0,00 - 4 0,23+0,01 43 8 0,22+0,01 4,5
Bolores e
leveduras 4 0,15+0,07 6,7 4 0,21+0,04 4,8 - 0,00 -

Os resultados mostraram que ha uma relativa homogeneidade do crescimento/ incremento
das contagens. Os valores mais divergentes corresponderam aos psicrotréficos aerdbios no
CG, que apresenta taxas préoximas do dobro das outras formas de embalagem. No caso das
Pseudomonas no coelho a granel, a seguir a fase lag nao ocorreu crescimento,
provavelmente devido ao facto das carcagas terem diferentes cargas microbianas iniciais.
Como seria de esperar, no coelho embalado sob atmosfera modificada as bactérias lacticas
e as Pseudomonas apresentaram um periodo de laténcia no seu crescimento, evidenciando-
se mesmo que as Pseudomonas nao cresceram excepto no fim do periodo de incubacgao,
estes resultados estdo de acordo com o relatado por Berruga et al. (2005) que indica que as
Pseudomonas apresentaram um periodo de laténcia de cerca de 15 dias.

O resultado mais interessante do nosso trabalho foi a observacdo de que o efeito da

atmosfera modificada é especialmente significativo na fase lag, uma vez que as taxas de
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crescimento de mesofilos aerdbios, psicrotroficos aerdbios e bactérias lacticas sao
semelhantes as obtidas na embalagem sob ar, sendo este dado pouco relatado na
bibliografia consultada. Day (2000) e Walsh (2000) referem que o CO, utilizado na atmosfera
modificada possui um efeito bacteriostastico e fungicida, e que o efeito negativo que existe
entre varias enzimas e reacgdes bioquimicas conduzem a um aumento da fase lag e do
tempo de geragéo. O trabalho elaborado por Berruga et al. (2005) refere que a atmosfera
modificada inibe ou desacelera o crescimento de Pseudomonas e Enterobacteriaceae, nao
especificando em que fase do seu crescimento.

Em relagdo aos bolores e leveduras, como a taxa de crescimento foi inferior ou semelhante

a dos outros indicadores, ndo os consideramos para a avaliagdo do prazo de validade.

4.5. Determinagao do prazo de validade

Em face dos resultados anteriores, para termos os dados analiticos necessarios ao calculo
do prazo de validade, falta assumir um valor maximo admissivel para as contagens
microbianas. Numa primeira aproximagéao retivémos o valor de 7 log UFC/g, por este ser o
valor referido por Berruga et al. (2005) e por Rodriguez-Calleja et al. (2005), a partir do qual
as carcagas comegam a demonstrar alteragées como “softening” e superficie brilhante com
uma ligeira humidade. No entanto, no nosso caso pareceu-nos ser mais correcto tomar o
valor 6 log UFC/g como limite. De facto, nas carcagas por nos analisadas, foram observados
odores e coloragdes estranhas (figura 14a), formag¢ao de uma camada viscosa na superficie
da carcaga (figura 14b), rancificacdo das gorduras (figura 14c) e figado mole e com
coloragao esverdeada (figura 14d), apos 16, 18 e 19 dias de armazenagem em carcagas
embaladas e embaladas sob atmosfera modificada, respectivamente, quando as contagens

se aproximam desse valor.

-

Figura 14 — Alteragbées encontradas nas carcagas analisadas. a) Carcaga com odores e coloragio
estranhos; b) Formagao de uma camada viscosa na superficie da carcaga; c) Rancificagao das gorduras

e d) figado com coloragao esverdeada.
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Em resumo, a determinagdo do prazo de validade tecnoldgico foi feita por tipo de
embalagem, assumindo uma contagem maxima de 6 UFC/g, e uma fase lag e taxa de
crescimento em fungao dos indicadores respectivos (ver tabela 10). Os valores do prazo de
validade, em dias, foram calculados em fungcdo da contaminagao inicial da carcagca e dos
valores médios e maximos de contaminagéo observados nas amostras iniciais (ver tabela 7).
Os valores do prazo de validade para o coelho a granel estdo apresentados na tabela 11.
Neste caso, devido ao curto tempo de incubacgio, apenas se observou crescimento em
relacdo aos mesdfilos aerdbios e psicrotréficos aerdbios. Os valores mais reduzidos foram
determinados para os psicrotroficos aerdbios e podem ser de apenas 4 dias, quando a carga
microbiana é elevada.

Os valores para o coelho embalado sob ar estao listados na tabela 12. Neste caso verificou-
se um tempo de prazo de validade equivalente para os 4 indicadores. Assim, o indicador
limitante, foi aquele que apresentou valores de contaminagdo inicial mais elevados, caso
dos psicrotroficos aerdbios.

Em relagdo ao coelho embalado sob atmosfera modificada, os valores do prazo de validade
dos varios indicadores sdo semelhantes, em especial para contaminagdes superiores a 4 log
UFC/g, pelo que o prazo de validade é determinado pelos valores mais elevados de
contaminagéo inicial. Como os valores iniciais mais elevados correspondem as contagens
de psicrotréficos aerébios, este sera o indicador limitante. Os valores do prazo de validade

para o coelho embalado sob atmosfera modificada estao representados na tabela 13.

Tabela 11 — Determinagdo do prazo de validade em coelho a granel em fungao dos indicadores
microbiolégicos com crescimento observado, mesofilos aerobios e psicrotroficos aerobios,

considerando a fase lag de 4 dias e o incremento de 5,3 e 2,8 dias, respectivamente.

Carga inicial Meséfilos aerébios Psicrotréficos aerébios
(log UFC/ ) Fase lag (dias) Prazo(c(l:li::)aal)i dade Fase lag (dias) Prazo( ;I;:)aal)i dade
2 4 25 4 15
3 4 19 4 12
4 4 14 4 9
5 4 9 4 6
6 4 4 4 4
3,62/3,63"° 4 16 4 10
4,87/ 5,25 ° 4 10 4 6

a) Valores arredondados por excesso

b) Valores médios de contagens de mesdfilos aerdbios e psicrotréficos aerébios, em amostras independentes, respectivamente (tabela
7).

c) Valores mais elevados de contagens de mesofilos aerdbios e psicrotroficos aerébios, em amostras independentes, respectivamente
(tabela 7).
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Tabela 12 — Determinacdo do prazo de validade em coelho embalado em fung¢dao dos indicadores

microbiolégicos com crescimento observado, mesoéfilos aerébios, psicrotréficos aerébios, Pseudomonas

e bactérias lacticas, considerando a fase lag de 4 dias e o incremento de 5, 4,8, 3,9 e 4,3 dias,

respectivamente.

Meséfilos aerobios Psicro't rbc:Jﬁcos Pseudomonas Bactérias lacticas
Carga inicial aeroblos

log UEC/ Prazo de Prazo de Prazo de Prazo de
(log 9 F?ji‘;;a)'g validade F?si:lls?g validade F?jiea;?g validade F?:iea;lg validade
(dias) ? (dias) ? (dias) @ (dias) ¥

2 4 24 4 23 4 19 4 21

3 4 19 4 18 4 15 4 16

4 4 14 4 13 4 1 4 12

5 4 9 4 8 4 8 4 8

6 4 4 4 4 4 4 4 4

3,621 3.63| 268/ 4 15 4 15 4 16 4 17

481 5,280,399 4 9 4 7 4 11 4 13

a) Valores arredondados por excesso

b)  Valores médios de contagens de mesdfilos aerdbios e psicrotréficos aerébios, em amostras independentes, respectivamente (tabela

7).

c) Valores mais elevados de contagens de mesdfilos aerébios e psicrotréficos aerébios, em amostras independentes, respectivamente

(tabela 7).

Tabela 13 — Determinagdo do prazo de validade em coelho embalado sob atmosfera modificada em

funcgao dos indicadores microbiolégicos com crescimento observado, meséfilos aerébios, psicrotréficos

aerdbios e bactérias lacticas, considerando a fase lag de 8 dias e o incremento de 5,3, 6,3 e 4,5 dias,

respectivamente.

Mesofilos aerébios Psicrotréficos aerébios Bactérias lacticas
Carga inicial (log
UFC/ g) Fase la Prazo de Fase la Prazo de Fase la Prazo de
(dias)g validade (dias)g validade (dias)g validade
(dias) ? (dias) ? (dias) @
2 8 29 8 33 8 26
3 8 23 8 26 8 21
4 8 18 8 20 8 17
5 8 13 8 14 8 12
6 8 8 8 8 8 8
3,62/ 3,63/ 2,86 ° 8 20 8 22 8 22
4,87/ 5,25/ 3,71 © 8 14 8 12 8 18

a) Valores arredondados por excesso

b)  Valores médios de contagens de mesdfilos aerdbios e psicrotréficos aerébios, em amostras independentes, respectivamente (tabela

7).

c) Valores mais elevados de contagens de mesdfilos aerébios e psicrotréficos aerdbios, em amostras independentes, respectivamente

(tabela 7).

Sabendo que na empresa sao utilizados como prazos de validade 8, 10 e 12 dias para o

CG, CE e CATM, respectivamente, parece-nos que se esta a trabalhar com uma base pouco
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segura, devido a probabilidade de ocorréncia de elevadas contaminagdes iniciais. Assim, se
os prazos de validade nao forem reduzidos, o desafio da empresa sera controlar os valores
maximos de contaminagéao iniciais em mesdfilos aerdbios ou psicrotréficos aerébios abaixo
de 4 log CFU/g, para o CG e CE, e 5 log UFC/g, para o CATM3.

Uma vez que se se considerar como limite de contaminacgao inicial os 4 log UFC/ g o prazo
de validade para o CG sera de 9 dias, sendo limitado pelo desenvolvimento de psicrotroficos
aerobios, para o CE de 11 dias, sendo o indicador limitante as Pseudomonas e para o
CATM 17 dias sendo este limitado pelo crescimento de bactérias lacticas. Se o limite de
contaminacéo inicial for 5 log UFC/ g o prazo de validade para o CG, CE e CATM serao de
6, 7 e 12 dias, respectivamente.

O valor para o prazo de validade encontrado para o CG esta de acordo com o indicado por
Rodriguez-Calleja et al. (2005), 6,8 dias para uma contaminagao inicial de cerca de 5 log
UFC/g de psicrotréficos aerdbios. O prazo de validade determinado para o CATM esta
dentro dos limites estabalecidos por Berruga et al. (2005), que refere que para todas as

atmosferas analisadas, o prazo de validade das carcagas de coelho varia entre 9 e 18 dias.

4.6. Evolucao do pH

Na determinagdo de pH realizada ao longo do tempo foi possivel verificar que este
apresenta poucas variagdes ao longo do tempo, 6,01+0,06 e 6,36+0,20, valor mais baixo e
mais alto respectivamente. Este valor aproxima-se do valor de pH determinado por
Rodriguez-Calleja et al. (2005), 6,26+0,20, no musculo Biceps femoris. Os valores de pH
encontrados no presente trabalho sao superiores aos determinados por Rodriguez-Calleja et
al. (2004) (5,98) e por Vergara et al. (2005) (5,76+0,01).

4.7. Challenge test

Durante a analise das amostras nao foram detectados patogénicos pelo que néo é possivel
avaliar a sua evolugdo ao longo do tempo. Assim, realizou-se um challenge test para
observar o crescimento de espécies aparentadas com conhecidos patogénicos perigosos.

Os resultados apresentados na figura 15 sado relativos a dois ensaios independentes
realizados com coelho a granel. O challenge test nao foi efectuado nos coelhos embalado e
embalado sob atmosfera modificada por questdes de seguranca alimentar, pois o
embalamento foi efectuado na unidade industrial. Os resultados mostraram a diversidade no
comportamento nas duas amostras analisadas. No entanto, a Unica espécie que cresce de
forma evidente em ambas as amostras é L. innocua. As outras bactérias inoculadas
demonstraram um crescimento praticamente nulo ao longo do tempo de incubagdo. Os

mesofilos aerdbios cresceram a uma taxa média, nos dois testes, de 0,18 dias™, o que esta
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de acordo com o calculado anteriormente (ver tabela 10), embora neste caso ndo tenham

apresentado uma fase lag.
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Figura 15 — Evolugao da viabilidade das bactérias E. coli (e), Salmonella (m), St. aureus (V), Listeria
innocua (A) e meséfilos aerébios (O) apdés inoculagdo em carne de coelho, em duas experiéncias

independentes, incubada em aerobiose a 8 °C.

O efeito da embalagem sob atmosfera modificada na taxa de crescimento tem sido estudado
por varios autores. Hintlian e Hotchkiss (2007) referem que uma atmosfera modificada com
elevada concentracéo de CO, (cerca de 75%) n&o inibe o crescimento de Staphylococcus
aureus, enquanto a presengca de Salmonella é extremamente afectada pela mesma
concentragao de CO,. Phillips (1996) também refere que o crescimento de enterobactérias,
incluindo a Salmonella, é reduzido com o aumento da concentragdo de CO,. Phillips (1996)
referiu que MAP constituido com 3% de O, e 97% de N, possui um efeito quase nulo sobre
a populacéao de E. coli, quando comparadas com o controlo armazenado ao ar. Nissen et al.
(2000), numa analise a carne picada verificou que uma atmosfera modificada constituida por
uma elevada concentragdo de CO, e baixa concentragcao de CO inibe o crescimento de E.
coli. Farber et al. (2003) referiu que a Listeria tem sido reportada como um microrganismos
que praticamente nao é afectado com a utilizagdo de MAP. Os produtos que sao
acondicionados com MAP podem estar organolepticamente aceitaveis, contudo podem
apresentar L. monocytogenes, especialmente se houver uma baixa concentragdo de
bactérias lacticas. Concentragdes entre 10 e 20% de CO, estimulam o crescimento de L.
monocytogenes a superficie de modelos alimentares. Farber et al. (2003) referiu que se
houver um aumento da concentragédo de CO, para niveis proximos de 20% ha um aumento
no crescimento de bactérias lacticas o que ira proporcionar uma inibicdo no crescimento de

microrganismos patogénicos. Nissen et al. (2000) verificou que a Listeria monocytogenes
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demonstrou um crescimento reduzido em todas as formas de acondicionamento: 60% de
CO,/ 40% de N,, elevada concentracdao de CO,/ baixa concentracdo de CO e elevada
concentragao de O,. Este facto foi também descrito por Fraqueza et al. (2006), num ensaio
realizado com carne de peru, onde ndo ocorreu crescimento de L. monocytogenes em
qualquer uma das embalagens MAP constituidas por 0,5%C0/ 49,5% N,/ 50% CO,, 50% N,/
50% CO, e 50% Ar/ 50% CO,, quando a carne foi armazenada a temperaturas de 7 e 0 °C.

Em face destes resultados ndo €& de supor que 0s microrganismos cresceriam mais
rapidamente sob atmosfera modificada, pelos que os nossos resultados deixam concluir
que, eventualmente, o Unico patogénico com capacidade para crescer em carne de coelho

refrigerada sejam membros do género Listeria.

4.8. Aplicagao industrial dos estudos do prazo de validade

4.8.1. Determinacgao de especificagoes industriais

A tabela 14 mostra o nivel inicial de contaminacdes determinadas ao longo do ano de 2008,
na empresa em estudo. Quando se considerou o limite de 6 log UFC/g para determinar o
prazo de validade verificou-se que contaminacgdes iniciais de mesofilos aerdbios superiores
a 5 log UFC/g ndo séao confortaveis para o coelho a granel e embalado sob ar. Assim, as
carcagas que apresentassem este nivel de contaminag&o inicial deveriam ser destinadas

para embalagem sob atmosfera modificada, se fosse possivel ter resultados em tempo util.

Tabela 14 — Nivel inicial de contaminagdes iniciais, expressas em log UFC/g, determinadas no decorrer
do ano 2008, e respectiva previsao do prazo de validade (em dias) atendendo a contaminagao inicial de

mesofilos a 30 °C (analises realizadas por laboratério independente).

Contaminagio (UFCIg) Prazo de x]aé:;c::]ci)edp;%v::;vﬂ':pgr; um nivel

Mesofilos a ) Bactérias Escherichia coli | Staphylococcus aureus Coelho a Coelho Coelho embalafj? sob

30°C coliformes a 30 °C granel embalado atmosfera modificada
5,18 2,32 1,48 <2,00 8 8 12
4,53 2,61 <1,00 <2,00 11 11 15
3,83 2,11 <1,00 <2,00 15 14 19
4,67 <1,00 <1,00 <2,00 11 10 15
7,04 4,96 4,83 4,32 . . .
5,77 4,18 4,08 <2,00 5 5 9
4,38 <1,00 2,36 <2,00 12 12 16
4,99 2,84 2,79 <2,00 9 9 13
4,97 4,49 3,91 4,04 9 9 13
3,67 <1,00 <1,00 <2,00 6 15 20
4,04 <1,00 <1,00 <2,00 4 13 18
5,30 <1,00 <1,00 <2,00 7 7 11
5,32 <1,00 1,00 1,00 7 7 11
5,86 4,91 4,56 1,00 4 4 8
2,86 1,18 <1,00 1,00 20 19 24
5,30 <1,00 <1,00 1,00 7 7 11
4,04 <1,00 <1,00 1,00 14 13 18
3,67 <1,00 <1,00 1,00 16 15 20
3,74 <1,00 <1,00 <2,00 15 15 20
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Assumindo uma especificagdo industrial de 4 log UFC/g, apenas 5 em 19 lotes seriam
aceites. Se o valor fosse de 5 log UFC/g, seriam aceites 12 em 19 lotes, 0 que pensamos
ser ainda um valor baixo de aceitagdo. Assim, parece-nos que o mais correcto a curto prazo

sera reduzir o prazo de validade, em especial dos coelhos a granel ou embalados sob ar.

4.8.2. Verificagao do nivel de contaminagao apés o prazo de validade

Na parte final deste trabalho, foram realizadas analises ao produto apés o final do prazo de
validade para verificar se foram ultrapassados os valores estabelecidos como limite (6 log
UFC/g). Na tabela 15 sao apresentados os resultados de analises efectuadas pela empresa

de auditoria, nos varios tipos de embalagem e para varias partes do coelho.

Tabela 15 — Resultados analiticos (em log UFC/g) no final do prazo de validade previsto para o coelho a
granel, coelho embalado e coelho embalado sob atmosfera modificada.

Tipo de embalamento Ponto de amostragem Meséfilos a 30 °C | Enterobacteriaceae

Figado 5,11 2,28

Ombro 6,26 1,60

Coelho a granel com 7 dias

Coxas 7,23 2,49

Costela 6,36 2,60

Figado 5,38 2,78

Coelho embalado com 11 dias Ombro 5,99 <1,00
Coxas 5,04 <1,00

Figado 4,28 <1,00

Coelho e_m_balado sob atn_losfera Ombro 4.92 <1,00

modificada com 14 dias

Coxas 5,62 2,34

Os resultados da tabela 15 mostram que analisando varias partes da carcaca de coelho
verifica-se que apenas no CG houve pontos a excederem os 6 e 7 log UFC/g, sendo o valor
mais elevado nas coxas da carcaga (7,23 log UFC/ g). Tal facto estda de acordo com as
nossas previsdes anteriores, pois o coelho a granel foi o produto onde o prazo de validade
utilizado pela empresa nos parecia menos seguro. A analise dos restantes coelhos apods o
fim do prazo de validade revelaram valores acima de 7 log UFC/g e as carcagas ja

demonstravam sinais de deterioragéo.
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Tabela 16 — Resultados analiticos (em log UFC/g) no final do prazo de validade previsto para o coelho a
granel, coelho embalado e coelho embalado sob atmosfera modificada, com os valores médios e

respectivos desvios padrao para os resultados analiticos (em log UFC/g), com 3 amostras diferentes.

Valor médio e desvio padrao de contagens

Dias de refrigeragdo para mesofilos a 30 °C

Coelho a granel com 7 dias 7,67 £0,48
Coelho embalado com 11 dias 6,9010,72
Coelho embalado sob atmosfera modificada com 14 dias 7,15£0,19

Os resultados expressos na tabela 16 revelam que as amostras analisadas nao cumprem
com os requisitos dos 6 log UFC/ g como limite de aceitabilidade. Estes dados podem ser
explicados por valores elevados de contaminagdo inicial ou abuso na temperatura de
armazenagem. Em face das nossas observagdes anteriores, pensamos que estes
resultados corroboram uma vez mais a necessidade de reduzir os prazos de validade
industriais enquanto ndo se processarem coelhos com teores mais reduzidos de

contaminacéo inicial.

4.9. Caracterizagao taxonémica

49.1. Leveduras

Foram efectuados testes de identificagdo das leveduras que eram predominantes no
decorrer do ensaio. Para identificacdo das leveduras estas foram seleccionadas, isoladas e
analisadas pelo método PCR-RFLP da regiao 5,8S-ITS do rRNA das leveduras. Os perfis
observados conduziram a leveduras da espécie Cryptococcus laurentii e Yarrowia lipolitica,
tendo esta espécie sido confirmada por um teste expedito de crescimento a 37 °C. Das
colénias que ndo foi possivel identificar através do método PCR-RFLP foi efectuada uma
sequenciacao da regiao D1D2 do gene 26S do rRNA das leveduras tendo identificado as
leveduras MC7 — Mrakia frigida e MCC — Sporobolomyces roseus. A identificacao das
leveduras foi um trabalho externo, efectuado no laboratério de microbiologia do Instituto

Superior de Agronomia de acordo com os protocolos publicados.

4.9.2. Bactérias

No decorrer do trabalho foram realizados testes de confirmagao de varias colénias de
Pseudomonas e Enterobacteriaceae, tendo estes testes sido efectuados de acordo as
normas ISO 13720 (E) (1995) e ISO 21528-2 (2002), respectivamente. Das coldnias
analisadas verificou-se que as colénias que se desenvolveram eram pertencentes aos

grupos microbiolégicos em estudo.
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Foram ainda feitas alguns testes bioquimicos de bactérias que se desenvolveram no meio
CRB, utilizado para leveduras.

Para a identificacdo rapida das bactérias foram efectuados testes que caracterizam a sua
forma, a coloragao Gram, o teste da oxidase, o teste da catalase e fermentagéo da glucose,
no meio GA. Os resultados obtidos para estes testes sdo apresentados na tabela 14.

Tabela 17 — Resultados da identificagao rapida de colénias de bactérias.

Colénia Forma Coloragado Gram Teste oxidase | Teste catalase | Fermentag&o glucose
1 Bastonetes = - + o
2 Bastonetes - - + +
3 Bastonetes = - + +
4 Bastonetes - - + +
4A Bastonetes - 5 + +
5 Bastonetes - - + +
6 Bastonetes = - + "

Por analise da tabela 17 verifica-se que as bactérias isoladas apresentam caracteristicas
semelhantes entre si. Para identificar o género a que pertencem recorreu-se a uma tabela
que se encontra no anexo VI, baseada no Cown and Steel’s Manual for the Identification of
medical Bactéria, tendo-se verificado que todas as bactérias presentes a identificagcao

pertencem ao género Enterobacteriaceae (Klebsiella, Shigella, Salmonella, Escherichia).
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5. Conclusoes

A realizagdo deste trabalho surgiu no ambito da necessidade de um centro de abate de
coelhos estabelecer os parametros para controlo das condigdes higiénicas e os limites para
a shelf-life dos diferentes produtos produzidos: coelho a granel, coelho embalado e coelho
embalado sob atmosfera modificada. Para tal, e como nao existe legislacdo especifica para
a carne de coelho fresco, foi necessario determinar qual a flora microbiana predominante
neste tipo de produto. Dos indicadores microbiolégicos analisados, mesdfilos aerébios,
psicrotréficos aerdbios, Pseudomonas, bactérias lacticas, bolores e leveduras e
Enterobacteriaceae, verificou-se uma grande variabilidade nas contagens das
contaminagdes iniciais. A gama de valores das contagens microbianas diferiu de 2 ou mais
ciclos logaritmicos para todos os indicadores com excepg¢do das bactérias lacticas, que
variaram 1,5 log UFC/g. A variabilidade nas contagens iniciais estd relacionada com a
contaminacgao inicial dos coelhos vivos e com as condicbes de manipulagdo durante o
processo de abate até ao momento de acondicionamento. Com estas analises foi possivel
verificar que os grupos microbianos predominantes foram as Pseudomonas e as bactérias
lacticas, seguindo-se dos bolores e leveduras. Estes resultados estdao de acordo com os
trabalhos realizados por Bobbitt (2003), Rodriguez-Calleja et al. (2004, 2005).

De uma forma geral, houve uma evolugéo crescente dos indicadores mesofilos aerdbios,
psicrotréficos aerdbios, Pseudomonas e bactérias lacticas, com o tempo de incubagéo. Os
bolores e leveduras apresentaram valores relativamente estaveis ao longo do tempo. As
Enterobacteriaceae apresentaram tendéncia para crescer, embora nem sempre tenham sido
detectadas durante o tempo que duraram os ensaios.

Para além do estudo da evolugdo da flora microbiana ao longo do tempo nas diferentes
formas de embalamento, foi ainda efectuado um estudo para avaliar qual o filme que
apresentava melhores caracteristicas para o coelho embalado sob atmosfera modificada,
tendo-se verificado que o que conduziu a melhores resultados foi o filme de 45 uym de
espessura.

Com base nos crescimentos observados dos varios indicadores microbiolégicos, com
excepgao das Enterobacteriaceae, foi possivel determinar a fase lag, a taxa e o incremento
de crescimento para cada indicador e por cada tipo de embalamento. A fase lag foi, em
média, de 4 dias no coelho a granel e no coelho embalado e de 8 dias no coelho embalado
sob atmosfera modificada. As taxas e os incrementos de crescimento apresentaram uma
relativa homogeneidade, tendo os valores mais divergentes correspondido aos psicrotréficos
aerobios no coelho a granel, que apresentaram taxas proximas do dobro das outras formas

de embalagem.
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Para determinar a shelf-life dos trés tipos de embalamento utilizou-se como valor admissivel
um limite de 6 log UFC/g, que foi o valor que nos pareceu como mais correcto devido as
alteragdes que ocorreram nas carcagas. Tal como era esperado, verificou-se que uma
elevada contaminacéo inicial das carcacgas de coelho reduz muito a shelf-life do produto. Se
a contaminacgéo inicial for 4 log UFC/g a shelf-life para o coelho a granel, coelho embalado e
coelho embalado sob atmosfera modificada sera de, respectivamente, 9, 11 e 17 dias. Mas
se o valor da contaminagao inicial for 5 log UFC/g a shelf-life passara para 6, 7 € 12, para o
coelho a granel, coelho embalado e coelho embalado sob atmosfera modificada,
respectivamente. Os indicadores limitantes foram, para o coelho a granel, psicrotréficos
aerobios, para o coelho embalado, as Pseudomonas, e para o coelho embalado sob
atmosfera modificada, as bactérias lacticas.

Com a realizacédo deste trabalho foi possivel verificar que o efeito do embalamento sob
atmosfera modificada que permitiu prolongar a shelf-life se deveu ao aumento da fase lag de
alguns microrganismos de deterioragéo, estando este dado de acordo com dados descritos
na bibliografia consultada em Day (2000) e Walsh (2000).

Atendendo aos resultados obtidos, e por analises efectuadas ao produto no final do prazo de
validade por uma empresa independente, verificou-se que € necessario que a empresa
reduza os prazos de validade praticados, ou, querendo manter estes valores tem de garantir
matéria-prima menos contaminada e procedimentos internos mais rigorosos, de forma a que
as contaminagoes iniciais nao ultrapassem 4 log UFC/g.

Na determinagédo de pH realizada ao longo do tempo foi possivel verificar que este
apresentava poucas variagdes ao longo do tempo, entre 6,01+0,06 e 6,36+0,20, o qual se
aproxima do valor de pH determinado por Rodriguez-Calleja et al. (2005) (6,26+0,20) mas
superior ao valor de pH determinado por Rodriguez-Calleja et al. (2004) (5,98) e por Vergara
et al. (2005) (5,76+0,01).

No challenge test verificou-se que dos microrganismos inoculados na carne de coelho
fresco, E. coli, Salmonella, St. aureus e Listeria innocua, a Unica espécie com capacidade
para crescer em carne de coelho refrigerada foi esta ultima. Assim, € de supor que o
patogénico mais problematico para este tipo de produtos pertenca ao género Listeria. Estes
resultados também evidenciam a necessidade de evitar abusos de temperatura na cadeia

de frio, que permitiriam o crescimento das outras espécies de microrganismos patogénicos.
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5.1. Trabalhos futuros

Em termos industriais este trabalho permitiu perceber quais as melhorias a propor a nivel
pratico. O centro de abate de coelhos devera seleccionar fornecedores de coelho vivo de
melhor qualidade higiossanitaria de forma a baixar as contaminagdes iniciais das carcagas
de coelho fresco. Apds a recepgado da matéria-prima sera preciso rever com mais rigor o
processamento dos coelhos, de forma a minimizar os aumentos das cargas microbianas
antes da refrigeragdo, bem como assegurar a cadeia de frio até a entrega do produto no
cliente.

Na empresa pode ainda ser testado a aplicagdo de um duche com ozono ou hipoclorito de
sodio, na pele dos coelhos de forma a reduzir a flora microbiana ai presente e que
posteriormente ira contaminar a carcaga devido manuseamento que ocorre no centro de
abate.

De forma a controlar o desenvolvimento microbiano poder-se-iam desenvolver estudos em
métodos alternativos, de entre eles, estudar o efeito da irradiagdo em carne de coelho
refrigerada e também a aplicacao de acidos fracos no momento da lavagem das carcacas,
nomeadamente acido acético ou acido lactico, pois seriam boas alternativas para controlar o
desenvolvimento microbiano, contudo estes dois métodos ainda nao podem ser aplicados
em Portugal devido as regulamentagdes europeias. Assim, e com base nos métodos que
existem que podem ser aplicados em carne fresca seria interessante estudar, para as
condigbes de fabrico testadas, outras concentragbes gasosas, nomeadamente com misturas
gasosas mais ricas em CO,, uma vez que estas permitem obter shelf-life mais longos na
carne de coelho refrigerada, tal como foi descrito por Berruga et al. (2005).

Numa perspectiva de aplicacdo de métodos rapidos de controlo analitico, seria interessante
estudar a aplicacdo de métodos rapidos que permitissem decidir sobre o destino a dar as
carcagas em fungao das cargas iniciais de microrganismos.

Para além dos critérios microbiolégicos existem outros factores que determinam a shelf-life
dos produtos, como as alteragbes fisico-quimicas que ocorrem durante o tempo de
armazenagem do produto. De forma a garantir um produto seguro e com qualidade
alimentar, seria bastante proveitoso efectuar analises sensoriais de uma forma sistematica,
para que se pudessem relacionar com as alteragdes causadas pelos microrganismos e
pelos agentes fisico-quimicos e definir mais rigorosamente os prazos de validade dos

produtos.
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Anexos

ANEXOS

Anexo | — Caracteristicas técnicas dos filmes utilizados nos ensaios
— Toplex HB 35 e Toplex HB 45

Valores
Propriedades Unidades ASTM
Toplex HB 35 | Toplex HB 45

Espessura u 35 45
Rendimento (yield) m?/ kg 25,5 20,5

MD N/ mm? D-882 75 60
Forca de tensao

™D N/ mm? 75 60

MD N 65 67,5
Carga de tensao

TD N 65 67,5

MD % D-882 79 100
Elongacao

TD % 70 90
Impacto F 50 g D-1709 400 400
Energia de perfuracéo N/ mm Método Plastopil 180 140
Haze (névoa) % D-1003 7 6
Clarity % D-1746 90 95
C.O.F. In-in D-1894 >1 >1
Estatico-Dinanico Out-out
Taxa de transmissao
de oxigénio, 23 °C, cm® m? dia D-3985 45 3
ambiente seco
Taxa de transmisséo
de vapor de agua, 38 a/ m? dia E-96 12 12
°C, 90% HR
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Estudo do prazo de validade em carne fresca de coelho Anexos

Anexo VII — Identificagcdao de bactérias pelas suas caracteristicas

morfolégicas e reacgoes fisico-quimicas.

22 | 22 | g3 | ¢8| 8 | 2 [85| 8 | 8 | 2 | 8| 8 | & | % | % |ag
S S = £ @ @ @ = @ @ @ @ @ @ @ @ =

anaerobio - - - + +

bonsidna N

Fermentacdo da

glucose (4cido ou - + + + + - - +/- + - - - + + + R

&cido+gas)

Micrococcus

Staphylococcus X

Streptococcus X

Lactococcus X

Enterococcus X

Leuconostoc X

Pediococcus X X

Aerococcus X

Lactobacillus X

Kurthia X

Arthrobacter X

Clostridium X

Bacillus X X

Alcaligenes X

Pseudomonas X

Klebsiella X

Shigella X

Salmonella X

Escherichia X

Outros géneros X

entéricos

Aeromonas

Chromobacterium

Neisseria X
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