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Resumo

A morcela de arroz é obtida através de diversos processos de fabrico e submetida a

manipulagdes, sendo assim susceptivel de contaminag¢do microbiana.

As analises microbioldgicas realizadas no presente trabalho visaram contribuir para o estudo
da microbiota ao longo do prazo de validade (44 dias) da morcela de arroz. Foi
transversalmente estudada a influéncia na conservacdo do produto de diferentes tecnologias
de embalagem: atmosfera modificada (80%CO,/20%N,) e vacuo, e sem tecologia de

embalagem especifica.

Os paradmetros microbiolégicos determinados foram: microrganismos totais a 30°C,
psicrotréficos, bactérias acido-lacticas, bolores e leveduras, Clostridium perfringens, Bacillus
cereus e Enterobacteriaceae. Em cada um dos dois lotes estudados prepararam-se trés
amostras de cada atmosfera. A amostragem decorreu nos dias 1,8,15,22,30 e 44 de

armazenamento do lote.

Nas enterobactérias obtiveram-se valores superiores ao limite maximo estabelecido para
produtos carneos tratados termicamente (10” ufc/g). Os microrganismos totais foram isolados

em maiores concentracdes (107 ufc/g).

Os resultados obtidos ndo permitiram sugerir qual o tipo de embalagem que melhor contribuiu
para a conservacao da morcela de arroz em termos de qualidade microbioldgica, visto que ndo

existiu uma atmosfera em que todos os microrganismos estudados cresceram menos.

Palavras-chave: morcela de arroz, atmosferas de conservagao, bactérias, bolores e leveduras,

indicadores de higiene.
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Abstract

The rice blood sausage is obtained through various manufacturing processes and subject to

manipulation and is therefore liable to microbial contamination.

Microbiological tests performed in this study aimed to contribute to the study of the
microbiota along the expiry date (44 days) of rice blood sausage. It was studied the influence
across the conservation of the product in different packaging technologies: modified

atmosphere (80% C0O,/20% N,) and vacuum, and without specific packaging technology.

The microbiological parameters determined were: total microorganisms at 30°C,
psychrotrophic, lactic acid bacteria, molds and yeasts, Clostridium perfringens, Bacillus cereus
and Enterobacteriaceae. In each of the two studied batches were prepared three samples of

each atmosphere. Sampling took place on days 1, 8, 15, 22, 30 and 44 of the storage lot.

In enterobacteria the values obtained were above the ceiling for heat-treated meat products

(102 cfu/g). The total microorganisms were isolated in higher concentrations (10’cfu/g).

The results failed to suggest what the best atmosphere that contributes to the quality and
safety of rice blood sausage, because there was an atmosphere in which all organisms studied

grew less.

Keywords: Rice blood sausage, atmospheres conservation, bacteria, molds and yeasts, hygiene

indicator.
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Extended Abstract

The rice blood sausage is obtained through various manufacturing processes and subject to
manipulation and is therefore liable to microbial contamination. The rice blood sausage is a
cooked meat product which main ingredient is blood. This product has a great economic
importance to the small domestic producers and for various industries. The thermal treatment

undergone by the product studied was just cooking.

The blood sausage to have a high water activity and neutral pH, facilitate the growth of
microorganisms. Therefore, are applied various methods of conservation, such as packaging

technology in order to inhibit microbial growth and increase the lifetime of the product.

Microbiological tests performed in this study aimed to contribute to the study of the
microbiota along the expiry date (44 days) of rice blood sausage. It was studied the influence
across the conservation of the product in different packaging technologies: modified

atmosphere (80% CO,/20% N,) and vacuum, and without specific packaging technology.

The microbiological parameters determined were: total microorganisms at 30°C,
psychrotrophic, lactic acid bacteria, molds and yeasts, Bacillus cereus, Clostridium perfringens
and Enterobacteriaceae. In each of the two studied batches were prepared three samples of

each atmosphere. Sampling took place on days 1, 8, 15, 22, 30 and 44 of the storage lot.

The presence of total microorganisms at 30°C and psychrotrophic can affect the sanitary

conditions of meat products, as well as molds and yeasts.

Lactic acid bacterias being lactic acid producers allow increasing the shelf life of the product.

On the other hand, may alter its organoleptic characteristics.

Clostridium perfringens and Bacillus cereus are pathogenic bacteria produce toxins that can

cause food poisoning, even if the microorganisms have been eliminated.

Some bacterias from the family Enterobacteriaceae, such as Escherichia coli, are hygiene

indicators, responsible for changes in food products.

In enterobacteria the values obtained were above the ceiling for heat-treated meat products

(10” cfu/g). The total microorganisms were isolated in higher concentrations (10’cfu/g).

\
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The results failed to suggest what the best atmosphere that contributes to the quality and
safety of rice blood sausage, because there was an atmosphere in which all organisms studied

grew less.

VI
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1. Introducao

A carne é um alimento indespensdvel na alimentacdo do Homem devido a sua fonte de proteina
necessaria para um bom funcionamento do organismo. Contudo, os habitos das populacdes
mudaram e as pessoas jd ndo procuram apenas carne fresca, mas também querem variar a sua

alimentacao diaria, sendo os produtos carneos conservados uma éptima opgao (Rojas, 2003).

A carne, devido ao seu elevado valor nutricional, torna-se muito sensivel ao desenvolvimento de
microrganismos deteriorantes. Além disso, a sua actividade de agua elevada e o pH favoravel,
facilitam o crescimento dos mesmos. A reducdo ou eliminacdo da actividade microbiana permite

aumentar o tempo de vida util da carne.

De acordo com Vandendriessche (2008), os processos tradicionais para a conservacdo da carne sdo a

secagem, a salga e a fermentacdo.

Na salsicharia tradicional portuguesa, os produtos com maior destaque sdo os enchidos de carne
(chourigos, linguicas e salpicOes), os enchidos de sangue (morcelas e chourigas), os ensacados de

carne (paio e painhos) e os presuntos curados (Esteves, 2005).

Portugal é um pais de muitas tradicGes alimentares, estando os enchidos incluidos nelas. Podem ser

produzidos de forma doméstica ou industrial.

As morcelas sdo produtos muito tradicionais, que podem ser encontrados em toda a Europa com
composicdo ligeiramente diferente. Este produto é um tipo de enchido que pertence ao grupo de
produtos cdrneos cozidos. E caracterizada pela sua diversidade em ingredientes tipicos. Sofre um

processo de cozedura, eliminando grande parte dos microrganismos indesejaveis ao produto.

A contaminag¢do da carne ocorre através do seu contacto com a pele, com os pélo, com as patas, com
o conteudo gastrointestinal, com os equipamentos, com as maos e a roupa dos operadores, com a
agua utilizada para lavagem das carcagas e com o ar dos locais de abate e de armazenamento, entre
outros. Em todas os processos de abate, armazenamento e distribuicdo pode ocorrer contaminagdes.
Por isso, é necessario seguir, rigorosamente, as regras de higiene gerais e especificas, em todo o

processo de fabrico (Roga, s.d.; Regulamento (CE) n.2 853/2004).

Os microrganismos patogénicos associados a carne e produtos carneos sdo, entre outros: Bacillus

cereus, Campylobacter jejuni, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Escherichia coli
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0157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella, Staphylococcus aureus e Yersinia enterocolitica (Silva,

2003).

Além dos microrganismos patogénicos, também existe microrganismos deteriorantes, que provocam,
como o nome indica, deterioracdo na carne e nos produtos cdrneos. Essas deterioracdes estao
relacionadas com a atmosfera que envolve os produtos cdrneos, bem como com a temperatura de
conservacdo e pH. As principais deterioragGes sao provocadas por bactérias, bolores e leveduras
(Feitosa, 1999; Saraiva, 2008). De acordo com Saraiva (2008), varios trabalhos realizados no ambito
da microbiologia da carne demonstraram que os microrganismos deteriorantes representam apenas
uma fracgdo da microbiota inicial e que, por diversas condicdes de armazenamento especificas, se

convertem nos predominantes.

Segundo Saraiva (2008), a microbiota inicial da carne é muito diversificada e encontra-se constituida
na sua maioria por mesoéfilos aerdbios totais, nomeadamente, Pseudomonas spp., bactérias acido-
lacticas (BAL), Brochothrix thermosphacta, Flavobacterium spp., bactérias da familia

Enterobacteriaceae, micrococos e estafilococos.

De acordo com Mota et al. (2009), a vida util dos alimentos embalados depende das propriedades
dos alimentos, tais como: a actividade de d4gua, o pH, a susceptibilidade as enzimas ou
microrganismos, sensibilidade ao oxigénio, a luz, ao didxido de carbono e a humidade. Além disso,
depende das caracteristicas de embalagem. Segundo o mesmo autor, a embalagem é definida como
o método de protecgdo, conservagdao do produto e meio para proporcionar ao consumidor as

informacGes acerca do prdprio produto.

O tempo de vida util/prazo de validade de um produto alimentar depende ndo sé da natureza do
proprio alimento mas também da contaminagdo inicial que este apresenta. Quanto menor a
contaminacdo inicial no alimento maior sera o seu tempo de vida Gtil/prazo de validade em idénticas
condicbes de conservagdo. O proprio animal contribui de forma importante para a presenca de
microrganismos tanto patogénicos como promotores de alteragdes do produto cdrneo. A
contaminagao posterior da carne e do produto cdrneo cozido pode resultar da manipulagao a que é
sujeito este produto. Segundo Allen & Foster (1960), as contaminag¢des dos produtos carneos podem
ser provocadas com a utilizacdo de substdncias no processamento tecnoldgico e/ou na sua
conservagao, com produtos quimicos que surgem com as migra¢oes de material da embalagem.

A qualidade do produto pode estar em causa sempre que se desenvolvam microrganismos que
comprometam o sabor, o cheiro, a consisténcia e o aspecto do produto. Para prolongar o tempo de

conservacdo dos alimentos é fundamental alterar a composicdo do meio ambiente, pois esta tem

2
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influéncia na inibicdo do desenvolvimento da microbiota, e consequentemente, proporciona ao
consumidor produtos de boa qualidade, com redugao das concentracGes de conservantes quimicos e
baixa intensidade de tratamentos térmicos.

A presenca de microrganismos totais a 30°C e psicotréficos pode afectar as condigBes sanitérias dos

produtos carneos, bem como os bolores e leveduras.

As bactérias lacticas sdo produtoras de acido lactico, o que permite aumentar o periodo de vida util
do produto. Podem também afectar a qualidade do produto devido a sua capacidade de alterar as

suas caracteristicas organolépticas.

Clostridium perfringens e Bacillus cereus sao bactérias patogénicas responsdveis por Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA). A proliferacdo e/ou producdo de toxinas por microrganismos
patogénicos podem provocar intoxicacdes alimentares, mesmo que os microrganismos que lhes

deram origem tenham sido eliminados (Baptista & Antunes, 2005; Oliveira et al., 2010).

Algumas bactérias da familia Enterobacteriacea sdo indicadoras de higiene, como por exemplo,
Escherichia coli, responsaveis pelas alteracdes dos produtos alimentares. A microbiota dos enchidos
tem, por isso, influéncia na decomposicdo, afectando assim negativamente a qualidade deste tipo de

produtos.

As industrias de carne, cada vez mais recorrem as tecnologia de embalagem a vacuo e embalagem
em atmosfera modificada, pois estas permitem aumentar o tempo de vida util dos produtos carneos,

com a inibi¢do/reducdo do crescimento microbiano.

E por isso importante estudar a microbiota ao longo do prazo de validade (44 dias) da morcela de
arroz, através da aplicacgdo de duas tecnologias de embalagem: embalagem em atmosfera
modificada (EAM) (80%C0O,/20%N,) e em vacuo (EV), e sem tecnologia de embalagem especifica.
Com este estudo pertendeu-se saber qual a influéncia das tecnologias de embalagem no prazo de
validade da morcela de arroz, e consequentemente, identificar qual o tipo de embalagem mais eficaz

para a conservacdo deste produto carneo cozido.
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2. Revisao bibliografica
2.1. Conservagao da carne

A origem do processamento da carne, para Souza (2003), surgiu quando o Homem considerou o sal

com agente conservante.

Segundo o mesmo autor, os povos da Asia Menor moiam carnes desidratadas e faziam enchidos,
com adicdao de condimentos. Este feito foi descoberto, mais tarde, pelos chineses, e deste modo

foram produzidos diversos tipos de enchidos 2000 anos antes da Era Crista.

Segundo Vandendriessche (2008), produtos cadrneos ou carnes processadas sdo o resultado da
necessidade de preservar a carne desde os tempos antigos. A tecnologia de conservagdo da carne é
conhecida desde a Idade Antiga. O objectivo da conservacao da carne, seria o seu aproveitamento e
qguando a carne ca¢ada nao era consumida de imediato. O que permitiu ao exército grego conquistar
a maior parte da Europa Ocidental, Oriente Médio e costa de Africa foi a tecnologia de conservagdo

da carne.

Nos paises da Europa do Norte e Centro, o processo de conservacdo mais importante foi o
decréscimo do pH, de 5,6-5,8 para 4,6-4,9, nos produtos fermentados. Nos paises mediterranicos, o
processo foi a reducdo da actividade de 4gua (aw). A tecnologia de conservacdo da carne pelo
abaixamento de ambos os parametros (pH e aw) é considerada a mais antiga. A reducdo da aw pode

ser obtida pela salga e/ou fumagem (Vandendriessche, 2008).

Em termos microbioldgicos, o processamento de alimentos tem como principal objectivo diminuir ou
eliminar a populagdo microbiana nos alimentos. A pasteurizagdo e a esterilizacdo de alimentos tem
essa finalidade, contudo o processamento através da fermentagdo nao tem como fungao eliminar
microrganismos presentes nos alimentos. No processo fermentativo, esta incluido a adi¢do de
microrganismos benéficos, na forma de uma cultura “starter”, ao produto a ser fermentado, em que
ocorre a multiplicacdo dessa cultura, sendo esta presente no produto final. O pds-processamento
pode aumentar a diversidade da populagdo microbiana de varios alimentos pois o ser humano
manipula-os depois destes serem processados. Portanto, os alimentos que se ingere variam de
produtos praticamente estéreis (enlatados) aos produtos que contém milhGes de células microbianas

vivas, tais como queijo, enchidos e iogurte (Yousef & Carlstrom, 2003).
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2.2. Produtos carneos

Os produtos carneos que, de acordo com o Regulamento (CE) n.2 853/2004, pertencem ao grupo dos
preparados a base de carne. Este grupo é constituido pela “carne fresca, incluindo carne que tenha
sido reduzida a fragmentos, a que foram adicionados outros géneros alimenticios, condimentos ou
aditivos ou que foi submetida a um processamento insuficiente para alterar a estrutura das suas

fibras musculares e eliminar assim as caracteristicas de carne fresca.”

Segundo o Decreto Lei n.2 290 de 20 de Setembro de 1990, os produtos carneos sdo “os produtos a
base de carne, fabricados a partir de carnes ou com carne que tenham sofrido um tratamento tal que

a superficie de corte a vista, permita verificar o desaparecimento das caracteristicas da carne fresca.”
A producdo de produtos carneos (enchidos) era antigamente considerada uma arte (Souza, 2003).
A qualidade dos produtos carneos deve-se a matéria-prima e aos processos de fabrico tradicionais.

Os produtos portugueses sdo produtos Unicos que tém origem na regido que lhes da o nome, de tal
forma a qualidade do produto é demonstrada pela influéncia das racas animais, solo, vegetacao,

clima e tecnologia de fabrico (Silva, 2003).

Segundo Vandendriessche, os produtos cdrneos podem ser classificados em quatro categorias

(Quadro 2.1).

Quadro 2.1:Classificacdo de produtos carneos (Adaptado de: Vandendriessche, 2008)

Musculo Inteiro Carne picada
Com tratamento térmico I- Filambre cozido II- enchido cozido (ex: morcela)
Sem tratamento térmico [lI- Presunto Curado IV-Salsicha fermentada

Nos produtos cérneos sujeitos a tratamento térmico, de temperatura superior a 50°C, ocorre uma
desnaturacdo de proteinas miofibrilhares, devido a ac¢do do calor, ao contrario dos produtos

cadrneos sem tratamento térmico, em que a temperatura é inferior a 50°C (Vandendriessche, 2008).
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2.2.1. Morcela de arroz

A morcela de arroz é um enchido de sangue cozido, elaborado com carne magra picada, arroz, cebola
piacada e especiarias, como pimenta, salsa e/ou horteld. O enchimento é feito em invélucro natural
(estdbmago de porco, bexiga de porco ou tripa de porco ou de bovino fresca salgada), atado com fio
de algoddo. Sofre um processo de cozedura, que dura cerca de uma hora em caldo mouro com: dgua,

cebolas inteiras, sal, alho, salsa e louro (adaptado de: Silva, 2003).

2.3. Importancia dos microrganismos nos alimentos

Os microrganismos que requerem maior atengdo podem provocar alteragdes nos alimentos e na
salude do consumidor. Contudo, tém também um papel determinante na producdo de certos
alimentos. Deste modo, esses microrganismos sdo considerados contaminantes ou Uteis (Gava et al.,

2008). O Quadro 2.2 apresenta exemplos de microrganismos contaminantes.

Quadro 2.2: Microrganismos contaminantes de alimentos (Adaptado de Gava et al.,2008)

Contaminantes Efeito ou Fungao Exemplos
Deteriorantes Alteram as caracteristicas Pseudomonas, enterobactérias,
organolépticas dos Flavobacterium, bactérias acido-
alimentos lacticas,Bacillus, Clostridium, bolores e
leveduras
Patogénicos Doengas no homem Bacillus cereus, Clostridium botulinum

(produz toxina botulinica); Clostridium
perfringens; Listeria monocytogenes;
Salmonella spp.; Staphylococcus aureus
(produz toxina estafilocdcica); Aspergillus

flavus (produz aflotoxina).

Indicadores Usados para avaliar Bactérias do grupo coliforme; coliformes
condicdes higiénico- de origem fecal (Escherichia coli); bolores e
sanitdrias ou de leveduras.

processamento de um

alimento
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Os microrganismos Uteis, isto é, benéficos para os alimentos, sdo utilizados nos processos de
producdo de determinados alimentos, como é o caso da utilizacdo de leveduras no pao e cerveja, e
das bactérias acido-lacticas, que sdo utilizadas em diversos alimentos, tais como o queijo, iogurtes,

enchidos, entre outros (Gava et al.,2008).

A deterioracdao de alimentos envolve qualquer mudanca que torna o alimento inaceitdvel para
consumo humano. Pode ocorrer devido a uma série de factores: insectos; danos fisicos; actividade de
enzimas existentes em tecidos animais e vegetais; actividade metabdlica de bactérias, bolores e

leveduras (Forsythe, 2000).

2.3.1. Microrganismos totais a 30°C

Os microrganismos totais a 30°C s30 um conjunto diverso de bactérias e fungos que se podem
encontrar dispersos em diferentes meios como: o solo, a dgua, o ar, a pele, o intestino e cavidades

nasais, entre outros (Calixto, 2009).

Este grupo inclui normalmente bactérias com temperaturas favoraveis de crescimento no intervalo
de 15/20°C a 40/45°C. Estes microrganismos tém crescimento dptimo a temperatura de 30°C. O
grupo é considerado predominante em relacdo a contaminacao das carcacgas, sendo por esse motivo
considerados como indicadores de qualidade sanitaria. Incluidos nesse grupo estdo algumas

bactérias Gram-positivas como: Mycrococcus , Staphylococcus e Coriniformes (Calixto, 2009).

O numero de microrganismos totais é o indicador de qualidade sanitaria/higiénica de um alimento e
o seu grau de salubridade. As contagens elevadas sdo sugestivas: em géneros alimenticios pereciveis,
de incorrecto processo de armazenamento e incumprimentos relativamente ao bindmio
tempo/temperatura; em géneros alimenticios ndo pereciveis, de uso de matéria-prima contaminada

ou processamento incorrecto (Calixto, 2009).

Segundo o Regulamento (CE) N2 1441/2007, os limites microbiolégicos minimos e maximos de

microrganismos aerdbios em carnes picadas é de 5x 10° ufc/g e 5x10° ufc/g, respectivamente.

2.3.2. Psicrotroficos

Downes & Ito (2001) definiram a palavra "psicrotréficos” como microrganismos que crescem a baixas
temperaturas, mas com temperaturas optimas, superiores a 20°C. Psicrotréficos sdo definidos como

7
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microrganismos que crescem visivelmente a 7 °C+1°C entre de 7 a 10 dias, independentemente da

sua temperatura éptima de crescimento. Considera-se os psicrotroficos um subgrupo dos meséfilos.

As bactérias psicrotroficas sdao deteriorantes devido, principalmente, a producdo de proteases,
lipases e fosfolipases, que hidrolisam a proteina e a gordura dos produtos carneos cozidos. A maioria
das bactérias psicrotréficas ndo sobrevive a pasteurizacdo, no entanto, muitas das suas enzimas

hidroliticas sdo termorresistentes (Arcuri et al., 2008).

Do ponto de vista pratico, os microrganismos mais comuns presentes em alimentos refrigerados e
responsaveis pela deterioracdo dos alimentos sdo os psicrotroficos e psicréfilos (Downes & Ito 2001).
De acordo com Sivasankar (2004), as bactérias psicrotrdficas podem deteriorar os alimentos, como
carnes, peixes, aves, ovos, entre outros. Segundo Perez (2003), dos microrganismos patogénicos
psicrotréficos, destacam-se: Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Yersinia enterolitica ,
Aeromonas sp, que ao serem capazes de crescer a temperaturas inferiores a 7°C podem provocar
doencas ao consumidor. Por isso, deve-se usar conservantes, como cloreto de sédio, nitrito de sédio,
lactato de sédio, para controlar o crescimento e desenvolvimento de agentes patogénicos (Perez,

2003).

As bactérias psicrotréficas podem ter a forma de bastonetes ou cocos, esporuladas ou ndo
esporuladas, Gram-negativas ou Gram-positivas e aerébias. Os géneros de bactérias Gram-negativas
mais comuns sdo: Pseudomonas, Flavobacterium e Alcaligenes. No que diz respeito aos géneros de
bactérias Gram-positivas, podem-se destacar: Corynebacterium, Arthrobacter, Bacillus, Clostridium,

Microbacterium e Streptococcus (Downes & Ito, 2001; Arcuri et al., 2008).

Uma das principais bactérias encontradas em alimentos embalados a vacuo ou sob atmosfera

modificada sdo as bactérias psicrotréficas (Downes & Ito, 2001).

2.3.3. Bactérias acido-lacticas

Segundo Révillion (s.d.); Felipe (2008); Saraiva (2008); Almeida (2009), as bactérias acido-lacticas
(BAL) sdo produtoras de acido lactico, sendo este o principal produto final de fermentagdo. As BAL
sdo caracterizadas como sendo Gram-positivas; anaerdbias facultativas, mas toleram pequenas
qguantidades de oxigénio, designando-se por microaerdfilas; geralmente catalase negativas; ndo
esporuladas, em forma de cocos, cocobacilos ou bacilos, e geralmente imdveis. Existem subgrupos

com estirpes heterofermentativas que produzem, para além de acido lactico, grandes quantidades
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de didxido de carbono e acido acético ou etanol. De acordo com Beasley (2004), tais compostos
organicos sdo responsaveis pelo aroma e sabor caracteristicos dos produtos fermentados. Também
podem ser homofermentativas, em que o produto final é quase exclusivamente acido lactico. A
maioria deste grupo de bactérias é destruida a temperatura de 70°C mas algumas sdo destruidas a

80°C (Révillion, s.d.).

De acordo com Bastos (2009), as BAL sdo bactérias meséfilas, podendo crescer a temperaturas
inferiores a 5°C e superiores a 45°C. Isto indica que durante a refrigeracdo, as BAL podem-se
desenvolver, tendo origem na matéria-prima. A maioria das BAL crescem em meios acidos, com um
intervalo de pH, entre 4,0 e 4,5, e as restantes podem crescer em meio de pH inferior a 3,2 ou
superior a 9,6. Segundo Gongalves (2009), a tolerancia a acidez é uma caracteristica variavel entre

estirpes.

As BAL constituem, possivelmente, o grupo mais numeroso de bactérias relacionadas com os seres
humanos, estando associadas as superficies das mucosas, nomeadamente nos tractos

gastrointestinal, respiratério e genital do Homem e de outros animais (Gongalves, 2009).

Genericamente, ndo sdo patogénicas e sdo produtoras de substdncias antimicrobianas,
designadamente acidos organicos, peréxido de hidrogénio e bacteriocinas (Saraiva, 2008; Goncalves,

2009).

As BAL sdo consideradas um grupo importante de bactérias probioticas (Beasley, 2004). O termo
probidtico, segundo Fuller (1989), é definido como um suplemento alimentar baseado em
organismos vivos e vitais, contribuindo beneficamente sobre o organismo animal e melhoramento do

equilibrio microbiano intestinal.

Segundo Perez (2003); Neto et al. (2005); Bastos (2009), o grupo das BAL é composto por 15 géneros:
Carnobacterium, Enterococcus, Pediococcus, Lactococcus, Bifidobacterium, Atopobium, Aerococcus,
Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Paralactobacillus, Streptococcus,

Tetragenococcus, Vagococcus, Weisella.

As BAL s3do consideradas as principais bactérias responsaveis pelos processos de alteracdo de
produtos carneos. Lactobacillus curvatus é a principal espécie que altera os produtos carneos
embalados em atmosfera anaerdbia. Também se pode destacar lactobacilos heterofermentativos e
Leuconostoc como sendo responsaveis pelas alteracdes encontradas em produtos carneos cozidos
embaladados a vacuo (Perez, 2003). As BAL ao representarem uma pequena fraccdo da microbiota

contaminante inicial, ndo possuem elevado potencial deteriorativo, e o seu desenvolvimento pode

9
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ser inibido pela refrigeracdo. As BAL podem causar deterioracgdo num alimento apenas se o
desenvolvimento de outras bactérias deteriorativas estiver inibido (Saraiva, 2008). Segundo o mesmo
autor, a deterioracdo deste grupo de bactérias resulta na formacgdo de viscosidade superficial e de

CO,, diminuindo o pH e desenvolvendo odores desagradaveis.

2.3.4. Bolores e Leveduras

Os bolores sdao fungos multicelulares, filamentosos, que formam filamentos designados por hifas,
que estdo distribuidos amplamente pela natureza e podem ser encontrados no solo, em animais, no
ar e na agua. As hifas formam os micélios, que sdo responsdveis pela fixacdo do fungo ao alimento e
pela sua reproducdo, incluindo a producdo de esporos, quer sexuada quer assexuadamente. Além
dessas fungdes, os micélios também sdo responsaveis pela coloracdo (em conjunto com os esporos) e
pelo aspecto caracteristico das coldnias: semelhante ao algodao, secas, humidas, compactas,

gelatinosas (Gava et al., 2008).

Estes microrganismos reproduzem-se a temperatura ambiente e conseguem sobreviver a
temperatura de refrigeracdao (Pereira et al, 2009). No geral, ndo se adaptam a temperaturas
elevadas e conseguem se desenvolver em ambientes com escassez de dgua. Os bolores sdo, na sua
maioria, aerdbios, e adaptam-se facilmente a ambientes acidos. Geralmente desenvolvem-se sem
dificuldade nos vegetais, sendo responsdveis por diversas doencgas de frutos (Gava et al.,2008). A
maioria dos bolores é deteriorante. Outros produzem substancias denominadas micotoxinas, que
podem provocar doencgas cancerigenas e mutacgoes genéticas, entre outros problemas (Pereira et al.,
2009). As micotoxinas podem ser um perigo de consumo directo ou indirecto, através de ingestdo de
alimentos contaminados por fungos ou por ingestdo de produtos de animais alimentados com
produtos contaminados por fungos dos géneros Aspergillus, Penicillium e Fusarium, entre outros,
respectivamente (Nunes et al, 2005). Podem-se destacar os seguintes fungos produtores de
micotoxinas: Aspergillus flavus, A. parasiticus (aflatoxina em amendoim, castanha do Brasil e milho);
Aspergillus clavatus (patulina em frutas); Penicillium citrinum (citrinina no arroz); Penicillium
expansum (Patulina em frutas, pdes e enchidos). Sendo a maior parte das micotoxinas termoestavéis,

nao sao totalmente eliminadas no processo industrial (Gava et al., 2008).

As leveduras sdo fungos unicelulares, vulgarmente conhecidos como fermentos. Estdo distribuidas na
agua, solo, ar, plantas e animais. Nao necessitam de tanta humidade como as bactérias, mas

necessitam mais do que os bolores (Gava et al., 2008). As leveduras conseguem se desenvolver a
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temperaturas de refrigeracdo, tal como os bolores (Pereira et al.,2009). Contudo, no geral, preferem

temperaturas entre 20-30°C para o seu desenvolvimento (Gava et al., 2008).

As leveduras podem ser fermentativas (desenvolvimento na presenca ou auséncia de oxigénio) ou
oxidativas (desenvolvimento apenas na presenca de oxigénio). O seu desenvolvimento pode ser
favorecido em meios com pH acido (Gava et al., 2008), podendo ser capazes de crescer com

concentracdes de 100% de CO, (Saraiva, 2008).

Relativamente a sua multiplicacdo, as leveduras requerem menos tempo que os bolores e que as

bactérias (Gava et al., 2008).

Estes microrganismos podem ser encontrados, sobretudo, em frutas e hortalicas. Algumas espécies

podem provocar o aparecimento de doencas no Homem (Gava et al., 2008).

Segundo Almeida (2009), os bolores e as leveduras (B/L) sdo menos sensiveis a diminui¢gdes de
actividade da agua, sendo por isso conhecidos como os microrganismos dominante em determinados
alimentos que apresentem esta caracteristica — xerofilia. Segundo o mesmo autor, as leveduras
resistem a baixa actividade da dgua tanto na presenca de sais como de acgucares. As leveduras
contaminantes de alimentos pertencem predominantemente ao género Zygossacharomyces, D.
hansenii, Candida parapsilosis e Pichia membranaefaciens. As mesmas s3o espécies também
resistentes a elevados teores de sacarose e de NaCl. Em relacdo ao pH, os bolores e leveduras sdo, de
um modo geral, mais resistentes que a maioria das bactérias a valores baixos de pH, com

predominancia na microbiota tipico de alimentos com pH acido.

Nos fungos, as temperaturas necessarias para a destruicdo das células vegetativas e esporos, sdo 50

ou 60°C, respectivamente (Pampulha & Oliveira, 2004).

2.3.5. Bacillus cereus

B. cereus é a espécie de modelo do "grupo de Bacillus cereus", também conhecida como Bacillus
cereus sensu lato, constituida por cinco outras espécies relacionadas: Bacillus anthracis, Bacillus
thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, e Bacillus weihenstephanensis (Senesi &

Ghelardi, 2010).

O género Bacillus (familia Bacillaceae) é uma bactéria Gram-positiva, aerdbia facultativa, formadora

de esporos, que pode contaminar alimentos cozinhados, cenoura, carne, produtos lacteos, arroz,
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molhos e sopas (Friedman et al., 2006). Pode estar presente em produtos carneos condimentados

porque as especiarias sdo de facil contaminagdo por esta bactéria (Anderson & Pascual, 2000).

Esta bactéria estd amplamente distribuida na natureza. No solo os esporos persistem sob condicdes

adversas (Anderson & Pascual, 2000).

Devido a sua capacidade de formar esporos, B. cereus pode sobreviver a uma ampla gama de
condicbes de stress (Senesi & Ghelardi, 2010). Os esporos sdo mais resistentes que as células
vegetativas a vdrios factores, como a temperaturas elevadas, estando sob a forma latente enquanto

0 meio nao tiver as condi¢gdes necessarias para a multiplicacdo das células vegetativas.

B. cereus representa um dos patoégenos importantes na restauracdo colectiva, porque a sua
eliminacdo ndo é garantida por meio de processos de pasteurizacdo e saneamento (Senesi &

Ghelardi, 2010).

De acordo com ICMSF (1996), os esporos resistem a todos os processos de fabrico dos alimentos e,
por outro lado, B.cereus esta presente na maioria das matérias-primas necessarias para a fabricacao

de produtos alimentares.

E fundamental ter-se conhecimento das temperaturas, pH e actividade de dgua (aw) de crescimento
de Bacillus cereus, por forma a tomar medidas preventivas e de controlo. No Quadro 2.3 encontram-

se discutidas os valores para os parametros acima mencionados.

Quadro 2.3: Condig¢des de crescimento de Bacillus cereus, na forma vegetativa, associadas a carne e produtos carneos e
medidas preventivas (Adaptado de: Silva, 2003)

Temperatura (°C) pH aw Medidas preventivas e de
controlo
10-48 4,9-9,3 0,91 Condigdes apropriadas de

aquecimento/arrefecimento

Em condigdes normais e quando o seu numero é limitado, nao é considerada patogénica. No entanto,
pode ser prejudicial ao Homem, se o alimento estiver consideravelmente contaminado (valores
proximos e acima de 10° ufc/g); se as condicdes de temperatura de conservagdo do alimento forem
adequadas para o desenvolvimento do microrganismo, ou seja, temperaturas compreendidas entre
10 e 48°C; se o tratamento térmico que se dd a um determinado alimento ndo for suficiente para
destruir os esporos (Anderson & Pascual, 2000; Silva, 2003). Os esporos bacterianos sdo inactivados,
geralmente, a temperaturas acima dos 100°C, enquanto que a maior parte das células vegtativas
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bacterianas sdo destruidas a temperaturas de 60-70°C durante 10 minutos(Pampulha & Oliveira,

2004).

Esta bactéria é responsdvel por intoxicacdes alimentares, caracterizada por uma diarréia e
desconforto abdominal ou nauseas e vomitos (Senesi & Ghelardi, 2010) devido a produgdo de dois
tipos de toxina - diarréica e emética. E durante a fase exponencial de multiplicagdo da bactéria no

alimento que sdo produzidas as toxinas (Almeida et al., 2011).

O sindrome diarreico assemelha-se a toxinfec¢do alimentar causada por Clostridium perfringens, mas
ha diferencgas entre eles: B. cereus esporula facilmente em alimentos e esta envolvido em incidentes
de intoxicacdo alimentar mais frequentemente do que Clostridium perfringens. Os sintomas do
sindrome diarreico duram 8 a 16 horas. A toxina diarreica é produzida no intestino delgado do
hospedeiro e inactivada pela tripsina e pronase, bem como a exposicdes de 30 minutos a

temperaturas de 56°C (Anderson & Pascual, 2000; Almeida et al., 2011; Tobar, 2011).

Relativamente ao sindrome emética, este ocorre apds a ingestdo da toxina formada no alimento.
Tem caracteristicas semelhantes as intoxicagdes causadas pela enterotoxina estafilocécica. Os
sintomas duram entre 1 a 6 horas e sdo causados por uma enterotoxina estdvel originada durante o
crescimento de estirpes de B. cereus enterotoxigénicas no alimento. A toxina resiste a altas
temperaturas, 120°C durante 90 minutos, a exposic3o a tripsina, & pepsina e a pH extremos. Resiste

dois meses a temperaturas de armazenamento de 4°C (Anderson & Pascual, 2000; Martinelli, 2007).

O alimento responsdvel por esta doenca nos Estados Unidos é o arroz cozido (Martinelli, 2007).
Bacillus cereus esta presente no arroz cru, e como 0s seus esporos sdo termoresistentes, ha uma
grande possibilidade de eles resistirem a cocgdo, levando a producdo da toxina quando o arroz é

mantido a temperatura ambiente depois do processo de cocgdo (Martinelli, 2007).

O bindmio tempo/temperatura elevados provoca a activagdo dos esporos e consequentemente o
desenvolvimento vegetativo e produgdo de toxinas. Os alimentos devem ser imediatamente
refrigerados ou mantidos acima de 60°C para impedir o crescimento das células (ECOLAB, 2011).

Além disso sdo necessarios cuidados de higiene na manipula¢do dos alimentos.
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2.3.6. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens é uma bactéria em forma de bacilo, anaerébia Gram-positiva, imdvel e

formadora de esporos (Juneja et al., 2010).

De acordo com Juneja & Thippareddi (2004), os esporos de C. perfringens estdo amplamente
distribuidos no solo e na dgua e, muitas vezes contaminam a carne crua e aves durante as operacdes
de abate. Os surtos causados por Clostridium perfringens surgem principalmente devido ao consumo
de alimentos manipulados de forma incorrecta depois do processo de cozedura. Os esporos desta
bactéria, presentes em matérias—primas utilizadas na preparacdo de produtos cdrneos, podem

sobreviver a temperaturas elevedas durante os processos utilizados na industria de carne.

Esta bactéria é encontrada em produtos de origem vegetal, em outras matérias-primas e alimentos
processados. A bactéria é encontrada frequentemente em carnes, geralmente por contaminagdo
fecal de carcacas; contaminacdo de outros ingredientes, tais como especiarias; ou contaminac¢do pds-
processamento (Juneja & Thippareddi, 2004). Segundo Juneja & Sofos (2010) cerca de 50% de carne
crua ou congelada contém Clostridium perfringens. Através de diferentes pesquisas sobre a
incidéncia de C. perfringens em alimentos crus e processados, detectaram-se niveis de incidéncia de

30 a 80% (Juneja & Sofos, 2010).

O intervalo de temperatura dptimo de crescimento para o organismo é de 43-45°C, embora o
crescimento possa ocorrer entre 15-50°C (Juneja & Sofos, 2010). A temperatura é o factor mais
importante para o controlo desta bactéria, no entanto ha outros factores, como o pH e aw, que
controlam o seu crescimento. No Quadro 2.4 estdo representados os valores de pH e aw favoraveis

ao desenvolvimento desta bactéria.

Quadro 2.4: CondicGes de crescimento de Clostridium perfringens associadas a carne e produtos carneos e medidas
preventivas (Adaptado de: Silva, 2003)

pH aw Medidas preventivas e de controlo
Condigdes apropriadas de
5,5-8,0 0,95 aguecimento/arrefecimento e de cozedura

(tempo/temperatura)
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2.3.7. Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae é uma familia heterogénea de bactérias Gram-negativas, que podem fazer parte
da microbiota intestinal normal de humanos e animais, mas também do solo, agua e vegetacdo e
ainda outros que podem estar associados em varios processos patogénicos. Podem ser mdveis com
flagelos peritricos ou iméveis; tém distribuicdo ubiquitaria; ndo formam esporos; sdo aerdbias ou
anaerdbias facultativas; podem crescer em diversos meios ndo selectivos (p. e. agar sangue) e
selectivos (p. e. agar Mac-Conkey); fermentam a glucose; algumas fermentam a lactose; reduzem os
nitratos a nitritos; sdo oxidase negativas e catalase positivas. A auséncia de actividade citocromo-
oxidase é uma caracteristica importante que permite distinguir as enterobactérias de outros bacilos

Gram-negativos (Murray et al., 2005).

Os géneros mais comuns sdo: Enterobacter, Klebsiella, Citrobacter, Serratia, Proteus, Providencia,
Morganella, Edwardsiella, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Yersinia, Hafnia, Erwinia (Corry et al.,

2003).

Nenhuma familia de microrganismos foi tdo importante para os cientistas estudarem como a familia

das Enterobacteriaceae (Janda & Abbott, 2006).

Este grupo de bactérias engloba muitos géneros de origem nao fecal e, deste modo, a contagem de
enterobactérias é usada mais regularmente como indicador da qualidade higieno-sanitaria dos

alimentos do que como indicador de contaminagdo fecal (Castro, 2008).

Escherichia coli. é uma das bactérias mais importantes da familia Enterobacteriaceae, que pertence a
microbiota intestinal dos mamiferos e que poderd ser a maior causadora de infecgdes intestinais

(Janda & Abbott, 2006).

Os géneros Salmonella e Shigella sdao bactérias coliformes, patogénicas de origem instestinal,
responsaveis por infec¢Oes intestinais como: desinteria bacteriana, febre tifdide e algumas
toxinfecgdes alimentares. Outros géneros relacionados ao grupo das bactérias coliformes, mas de
ecologia diferente sdo: Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Proteus e Erwinia (Yokoya et al.,
(s.d.); Cunha (2006)). Segundo Cunha (2006), as trés primeiras, ,além de serem encontrados nas fezes,
também estdo presentes na vegetacdo, no solo e na agua. Para Yokoya et al. (s.d.), as bactérias
Enterobacter, Serratia, Proteus tém origem no solo e na agua, enquanto que a Erwinia é uma

bactéria patogénica das plantas (Yokoya et al., s.d.).
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As bactérias da familia Enterobacteriaceae sao indicadoras de higiene e sdo rapidamente inactivadas
pelos desinfectantes usuais. A presenga ou auséncia de elevadas contagens destas bactérias nao
permite confirmar a presencga ou auséncia de microrganismos patogénicos entéricos. As contagens
elevadas de Enterobacteriaceae nos alimentos indicam elaboracdo pouco higiénica, contaminagao

numa fase posterior a elaboragdo ou ambas as situagées (Castro, 2008).

A maior aplicacdo de Enterobacteriaceae e de outros microrganismos indicadores consiste na
avaliacdo da qualidade global de um alimento e das condi¢des de higiene durante o seu

processamento (Castro, 2008).

Do conjunto de bactérias contaminantes ha ainda a realcar o papel das bactérias Gram-negativas
como principais responsaveis pela decomposicdo das carnes. De entre estas sdo de salientar as

Pseudomonas, Acinetobacter, Moraxella e Achromobacter (Calixto, 2009).

2.4. Factores que influenciam a microbiota em alimentos

Além dos factores que influenciam a microbiota em alimentos, os préprios microrganismos podem
interferir entre si. De entre diferentes microrganismos, como as bactérias, bolores e leveduras, um
deles predominard e provocara uma alteracdo no alimento. Se as condi¢des forem favoraveis para
todos, as bactérias crescem mais rapidamente que as leveduras e estas mais que os bolores. As
leveduras s6 se destacardo das bactérias quando estdo em maior nimero, ou se as condi¢des ndo
permitirem o crescimento bacteriano. Contudo, podera existir ajuda mutua entre os diferentes
microrganismos ou podera crescer simultaneamente sem favorecimento ou inibicdo entre si. Além
disso, ainda existe outra situacdo em que um determinado microrganismo pode oferecer boas
condicOes para o desenvolvimento de outro, através de fermentacdes e decomposicdo dos alimentos

(Gava et al., 2008).

2.4.1. pH

O pH é um pardmetro usado para verificar se um alimento é acido ou ndo. E um factor que influencia
a actividade microbiana pois um meio acido (pH baixo) pode inibir o crescimento de microrganismos,

e isso é possivel através da adi¢do de acidos fracos ou através da fermentagao lactica.
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Como a morcela tem um pH quase neutro (Silva, 2003), promove mais facilmente a actividade e o

crescimento de diversos microrganismos, do que um produto com um pH &cido.

Segundo Baptista & Venancio (2003), as bactérias desenvolvem-se mais facilmente em ambientes

com pH neutro, sendo que a maior parte delas suportam ambientes com pH entre 4,5 a 9,0.

Os fungos, conseguem desenvolver-se em ambientes com pH entre 2,5 a 9,5 (Baptista & Venancio,

2003).

Os valores de pH de diferentes enchidos estdo representados no Quadro 2.5.

Quadro 2.5: Valores médios ou intervalos de valores de pH de enchidos(Adaptado de:Silva, 2003)

Produto pH
Enchidos fumados >4,5
Chourigo cru 4.9-5,2
Morcela 6,2-7,0

Deste modo, ao se comparar o pH da morcela com o pH em que os microrganismos se conseguem
desenvolver, pode-se afirmar que tanto as bactérias como os fungos tém a capacidade de se

desenvolver nesse produto.

2.4.2. Actividade da agua (aw)

A actividade da 3gua de um alimento é um factor que influencia o desenvolvimento dos
microrganismos, pois quanto maior for a actividade da dgua mais facilmente os microrganismos se
desenvolvem, menor sera a estabilidade do produto e, consequentemente, menor é o tempo de

conservacao do mesmo.

As bactérias desenvolvem-se facilmente em ambientes com uma actividade de agua elevada

(Baptista & Venancio, 2003).

Ambientes com aw<0,60, os esporos dos fungos ndo conseguem germinar. No entanto, conseguem-
se manter e assim que a aw aumente, os fungos retomam o seu crescimento. Além disso, também
conseguem se desenvolver em alimentos com aw>0,70 e, alguns estdao aptos a se desenvolverem em

alimentos com uma actividade de dgua que as bactérias ndo resistem (Baptista & Venancio, 2003).
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O Quadro 2.6 apresenta os valores médios ou intervalos de valores de pH e aw de dois tipos de

enchidos.

Quadro 2.6:Valores médios ou intervalos de valores de aw de enchidos(Adaptado de Silva, 2003)

Produto aw
Enchidos fumados <0,90
Morcela 0,96-0,98

No Quadro 2.6 observa-se que a morcela é o produto que apresenta valores de aw superiores aos
enchidos fumados, permitindo que os microrganismos se desenvolvam mais rapidamente, tendo,
portanto, um menor poder de conservacdo. Assim sendo, é necessario assegurar a sua conservacao,

através de factores que serdo mencionados posteriormente.

A morcela ao ter um intervalo de aw entre 0,96-0,98, podera favorecer o crescimento de bactérias
Gram-positivas (Bacillaceae, Lactobacillaceae, Microccocaceae) se o pH e conservantes ndo

interferirem no crescimento (Gava et al., 2008).

2.4.3. Temperatura

A temperatura é dos factores que mais afecta a actividade e o desenvolvimento microbiano, pois
esta influencia a actividade das enzimas microbianas e de enzimas dos tecidos. As enzimas presentes
nos alimentos continuam a sua actividade durante o armazenamento e a sua actividade é tanto
menor quanto menor for a temperatura de armazenamento. No geral, as temperaturas de
refrigeracdo, os microrganismos tém dificuldade de se desenvolver, o que dimui fortemente a
producdo de toxinas, levando a um aumento da conservagdo dos produtos e a uma preservagao das
caracteristicas organolépticas e nutricionais do alimento. Contudo, a refrigeracdo ndo permite
destruir os microrganismos, ao contrario de temperaturas elevadas, o que leva ao seu
desenvolvimento quando a temperatura lhes é favoravel. Além disso, ndo permite eliminar a ac¢do

nociva de algumas toxinas. (Gava et al., 2008)

O processo de refrigeracdo reduz o crescimento da maior parte dos agentes patogénicos, mas os

microrganismos com temperaturas éptimas baixas continuam a desenvolver-se.
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A temperatura de refrigeracdo utilizada para uma conservacdo adequada varia com o tipo de
produto e com tempo em que o mesmo fica armazenado. Segundo ARESP (s.d.), as temperaturas de

refrigeracdo devem, no geral, oscilar entre 1 e 4°C.

A utilizacdo de elevadas temperaturas é considerado um dos métodos mais eficazes na destruicao
dos microrganismos. E comum a utilizacdo de calor hiimido ou calor seco, no entanto, o calor humido
destrdi as células mais rapidamente a temperaturas mais baixas. O método de esterilizacdo elimina
0s microrganismos patogénicos e deteriorantes, durante 15 minutos a 121°C, por ac¢do de calor
himido. Por outro lado, no uso de calor seco é necessario uma temperatura de 160-180°C durante

1,5 - 3 horas (Pampulha & Oliveira, 2004).

Segundo as diferentes temperaturas Optimas, maximas e minimas de crescimento, os
microrganismos podem ser classificados como: mesdfilos, terméfilos, psicrofilos e psicrotréficos. No

Quadro 2.7 estdo presentes as temperaturas relativas a cada um destes microrganismos.

Quadro 2.7:Classificagdo dos microrganismos segundo diferentes temperaturas(°C) (Gava et al., 2008)

Temperatura(°C)
Grupo Minima Optima Maxima
Mesofilos 5-15 30-45 35-47
Termofilos 40— 45 55-75 60-90
Psicrofilos -5-+5 12 -15 15-20
Psicrotroficos -5—-+5 25-30 30-35

2.4.4. Disponibilidade de oxigénio

O poder oxidante ou redutor do alimento influencia no crescimentos de microrganismos,

determinando quais os microrganismos que se podem desenvolver (Gava, 1984).

Como ja foi mencionado anteriormente, os microrganismos podem ser classificados conforme o
aproveitamento de oxigénio livre. Podem ser aerdbios, anaerdbios e facultativos. Os microrganismos
aerébios sdo os que necessitam de oxigénio para o seu desenvolvimento; os microrganismos
anaerdbios sdo os que se desenvolvem na auséncia de oxigénio; os microrganismos facultativos sao

os que podem crescer na auséncia ou presenca de oxigénio (Gava, 1984).

Os microrganismos aerdbios tém a capacidade de oxidar a glucose para CO, e H,0, devido ao seu

sistema enzimdtico, sendo o oxigénio o receptor final de electrdes (Gava, 1984).
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Ao microrganismos anaerdbios, ao contrario dos anteriores, ndo possuem um sistema enzimatico
necessario para obterem energia. Deste modo, do acido pirlvico podem-se formar acido lactico,

alcool, entre outros., obtendo assim energia (Gava, 1984).

As bactérias podem ser aerdbias, anaerdbias e facultativas, enquanto que os bolores sao

estritamente aerdbios e as leveduras sdo aerdbias e anaerdbias facultativas (Gava, 1984).

2.4.5. Matéria — prima e especiarias

O proprio alimento tem caracteristicas fundamentais no desenvolvimento das bactérias, pois além de
Ihes fornecer energia, é importante para a estrutura das bactérias. Existem elementos quimicos
essenciais ao metabolismo bacteriano. Esses elementos sdo: carbono, hidrogénio, oxigénio, azoto,
enxofre, fosforo, ferro, potdssio, magnésio e cdlcio, além de outro necesdrio em menores

quantidades (Hayes, 1992).

Os carboidratos e os aminodcidos sdo elementos organicos utilizados pelas bactérias. Existem trés
nutrientes fundamentais para o desenvolvimento das bactérias, tais como: aminoacidos, para a
sintese das proteinas; purinas e pirimidinas, para a sintese de DNA e RNA; vitaminas, para a sintese

de enzimas (Hayes, 1992).

A carne constitui a matéria-prima principal da maioria dos produtos carneos transformados. E
essencialmente de origem suina, excepto as alheiras onde sdo introduzidas carnes de caca e brancas,
como de aves. No geral, a sua composi¢do quimica contém 75% de 4gua, 18% de proteinas, 3.5% de

substancias ndo proteicas soluveis e 3% de gordura (Silva,2003).

O produtor deverd assegurar que a matéria - prima tem boas condi¢ées de salubridade, como o
transporte e armazenagem, em que a temperatura ndo devera exceder os 4°C. A seguranga dos

produtos passa pelo controlo de qualidade da matéria-prima (Silva, 2003).

De acordo com Matos (2010), as matérias-primas carneas sdo o sangue e os “trimmings” (pedacos de
carne que resultam de operagGes de preparacao), onde estdo incluidos as visceras — bago, pulmao,

lingua, figado, entre outros; pele; toucinho. A matéria-prima auxiliar é o arroz.

As especiarias adicionadas, que também podem ser consideradas de matérias-primas auxiliares,
juntamente com o arroz, sao sobretudo o cominho, o cravinho, a noz-moscada e o vinho tinto

(Matos, 2010). Mas também podem fazer parte o alho, o sal, a pimenta, salsa e/ou horteld, entre
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outros. As especiarias e ervas s3o responsaveis pelas caracteristicas organolépticas desejaveis e
apreciaveis, contribuindo para a tipicidade dos produtos. Além disso, sdo fundamentais para a
inibicdo da actividade dos microrganismos patogénicos e de degradacdo. A adicdo de sal em
guantidades muito elevadas ou muito baixas poderd provocar o crescimento de bactérias acido-
lacticas indesejaveis, interferindo negativamente nas caracterisitcas finais do produto (Almeida,
2009). O alho, em particular, possui uma substancia, a alicina, capaz de inibir o crescimento de
algumas bactérias deterioradoras. Por outro lado, podem favorecer o crescimento de bactérias

acido- lacticas promovendo a fermentacdo lactica (Silva, 2003).

A ac¢do dos agentes antimicrobianos é, sobretudo, exercida ao nivel da membrana celular da
bactéria, provocando danos estruturais e funcionais. As substancias activas das plantas permitem
alterar a estrutura fosfolipidica da membrana celular, inibindo a actividade enzimatica, que por sua
vez prejudica o material genético da bactéria e forma compostos tdxicos, como por exemplo, o

peréxido de hidrogénio (Andnimo, 2010).

No Quadro 2.8 estdo mencionados diversas especiarias e ervas que exercemefeitos inibitérios sobre

determinados microrganismos.
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2010)

Especiarias/ervas Microrganismos
Alho Salmonella  typhymurium, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Bacillus

subtilis,  Aspergillus  (micotoxina), Candida

albicans

Pimenta Aspergillus (micotoxina)

Cebola Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus

Cravinho Aspergillus (micotoxina)

Oregaos Aspergillus, Salmonella spp., Vibrio
parahaemolyticus

Salva Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Vibrio
parahaemolyticus

Cominho Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Clostridium
botulinium, Listeria monocytogenes,

Pseudomonas fluorescens, Salmonella enteritidis,
Staphylococcus aureus
Coentros, Oregdos e Bactérias Gram positivas e Gram negativas,

Salsa incluindo Listeria monocytogenes

2.4.6. Cozedura

A cozedura é um tratamento térmico que pode permitir em muitos casos eliminar os microrganismos
indesejaveis. Contudo, para ndo alterar as caracteristicas nutricionais e organolépticas do produto

deve-se controlar o bindmio tempo/temperatura.

As temperaturas de cozedura ndao sdo suficientes para a destruicdo de esporos de alguns

microrganismos.

Este processo contribui para alterar fisicamente os ingredientes, com a mudanca de cor e

modificagOes quimicas (Almeida, 2009).
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De acordo com Matos (2010), neste processo, a temperatura no centro térmico do produto deve

atingir os 90°C. A fervura faz com que o oxigénio dissolvido se liberte.

2.4.7. Embalagens alimentares

Para retardar os processos de deterioracdo dos produtos carneos utilizam-se vdrios métodos,
baseados maioritariamente na aplicacao de baixas temperaturas, as quais se podem ainda associar a
modificacdo da atmosfera. Assim, a conservagdo dos produtos carneos pode ser feita numa camara
de refrigeracdo a +4°C em que o produto alimentar pode ser embalado em atmosfera modificada

(EAM), sob vacuo, com auséncia de embalagem especifica (granel), entre outros.

A embalagem de produtos alimentares tem como uma das func¢des, conservar o produto ao longo do
seu periodo de vida-util, de forma a prolongd-lo. Deste modo, deve manter as caracteristicas fisicas,
guimicas, microbioldgicas e sensoriais dos produtos alimentares. A barreira a gases, ao vapor de dgua
e a luz sdo pontos determinantes e essenciais para que o produto tenha um periodo de vida-util

prolongado (Pocas & Moreira, 2003).

Existem diversos tipos de embalagem, e uma das diferencas entre elas é a sua composicdao em gases,

que é escolhida consoante o produto que se pretende conservar.

2.4.7.1. Embalagem em atmosfera modificada (EAM)

Neste tipo de tecnologia de embalagem expulsa-se o ar que estd no interior da embalagem e
introduz-se uma mistura de gases: didéxido de carbono (CO,), oxigénio (O,), azoto (N,) ou uma

combinacdo de dois gases (Toldrd, 2010).

Segundo Mota et al. (2009), o objectivo do método de embalagem em atmosfera modificada é
reduzir o O, e aumentar o CO,, relativamente ao ar, sendo este composto por 78% de azoto e 21% de
oxigénio, 0,035% de didxido de carbono, outros gases em menor quantidade e vapor de agua. A
alteracdo dos teores de O, e CO, dentro dos limites especificados mantém a qualidade original do

produto e prolonga o seu prazo de validade.

O O, tem como principal funcdo manter a cor habitual do produto; o CO, tem uma acgdo
bacteriostatica, aumentando o periodo de vida util do produto; o N,, é um gas inerte, ndo tendo

efeito directo nos microrganismos e nos produtos, por isso é usado como substituinte do oxigénio,
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inibindo assim a oxidagdo das gordura. Além disso, permite manter a forma da embalagem, pois é
um gas pouco soltivel em 4gua e evita o colapso quando o CO, é dissolvido no alimento (Perez, 2003;
Oliveira, 2010; Toldrd, 2010). A composicao deste tipo de embalagem pode variar consoante o tipo

de produto (Lund et al., 2000).

Existem microrganismos mais e menos sensiveis em relagdo ao efeito inibitério do CO,. Os
microrganismos especialmente sensiveis a ac¢dao do CO, sdo as bactérias aerdbias psicrotroéficas,
como Pseudomonas sp., Micrococcus sp., Bacillus sp.,entre outros e os bolores. Os microrganismos
menos sensiveis a accdo do CO, sdo as BAL, as bactérias da familia Enterobacteriaceae, Brochothrix

thermosphacta e as leveduras (Perez, 2003).

A composicdo deste tipo de atmosfera pode variar consoante o tipo de produto. As composicdes da
embalagem modificada que se costumam utilizar sdo de 50%CO,/50%N,, 70%CO,/30%N, ou
80%C0,/20%N, (composicdo da embalagem utilizada no caso em estudo). A temperaturas entre 0-
2°C, o CO, permite manter o produto inalterado durante um prazo de validade de 14 dias
(Montebello & Araujo, 2006) Também reduz e muitas vezes elimina a necessidade de utilizacdo de

conservantes quimicos, proporcionando ao consumidor produtos mais "naturais" e "sauddaveis".

A eliminac¢do do oxigénio em algumas formas de EAM, leva a alteracdo da microbiota de deterioracao,
impedindo o crescimento de aerdbios estritos e retardando o crescimento de anaerdbios facultativos

(Lund et al., 2000).

O controlo da temperatura é essencial para a eficacia de EAM, pois a fungdo do CO, é bem sucedida

guando a temperatura é baixa (Lund et al., 2000).

Lopes et al. (2004) concluiram que, sob o ponto de vista microbiolédgico, as embalagens enriquecidas

com CO, demonstraram ser o melhor método de conservacao.

O CO, é batante eficaz contra as bactérias Gram-negativas, ao contrario das bactérias Gram-positivas

em que o seu efeito é menor (Santos et al., 2005).

A utilizacdo de EAM para a conservagdo dos alimentos aumenta substancialmente o tempo de vida
atil do produto alimentar, juntamente com a refrigeragdo. Isto pode ser devido ao efeito
bacteriostatico do diéxido de carbono sobre os microrganismos existentes na fase aquosa dos
alimentos (Pestana, 2007). Segundo Perez (2003), a tecnologia de embalagem em atmosfera

modificada melhora a qualidade do produto final.
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Esta tecnologia tem sido bem sucedida, pois favorece a qualidade e frescura do produto mais tempo

antes de este ser comercializado (Gava et al., 2008).

Contudo, para a utilizacdo de EAM, é necessdrio equipamento especializado, de elevado custo e
operadores qualificados. Devido a esses factores os produtos embalados sob atmosfera modificada
serdo mais caros para os consumidores. Outra desvantagem deste tipo de embalagem é o seu

volume (Han, 2005).

2.4.7.2. Embalagem a vacuo

A tecnologia de embalagem a vacuo pode ser considerada um tipo de embalagem em atmosfera
modificada (Perez, 2003) e tem sido cada vez mais utilizada nos ultimos anos, dado que garante o

aumento do tempo de vida util do alimento, bem como a sua qualidade (Man & Jones, 2000).

Esta tecnologia surgiu sobretudo para que os alimentos prontos-a-comer mantenham a sua

qualidade por muito mais tempo (Man & Jones, 2000).

E 0 método de embalagem mais utilizado para o armazenamento e distribuicdo de grandes pecas de
carne. Ndo é adequado para produtos moles pois faz com que o produto sofra uma deformacdo

irreversivel (Paine & Paine, 1992).

A EV exige materiais adequados para a conservag¢ao de produtos alimentares, sendo por isso
conhecida pela sua resisténcia a gases e ao vapor de agua e pela sua resisténcia mecanica (Paine &

Paine, 1992).

A embalagem é um filme de baixa permeabilidade ao oxigénio. As condi¢Ges de vacuo sdo correctas
quando o nivel de oxigénio é reduzido para menos de 1%. As propriedades de barreira do filme
utilizado restringe a entrada de oxigénio (Blakistone, 1999). A quantidade residual que fica no
interior da embalagem é rapidamente consumido devido a actividade microbiana e a respiragao
muscular. O oxigénio residual é transformado entdo em CO,, com a formagdo entre 10-30% do teor

em CO, (Perez, 2003).

De acordo com Mota et al. (2009), a embalagem a vacuo evita o contacto do produto com o exterior,

sobretudo com o oxigénio, que favorece o crescimento de microrganismos aerébios deteriorantes.
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A remocdo de oxigénio na tecnologia de embalagem a vacuo favorece o crescimento de bactérias
acido-l4cticas, evitando a oxidagdo e permitindo o prolongamento do tempo de vida util do produto

(Toldra, 2010).

A embalagem em vacuo (EV) prolonga a vida util de carnes refrigeradas, mantendo o interior da
embalagem deficiente em O,. EV tem um efeito conservante pelo desenvolvimento de um ambiente

anaerdbio no interior da embalagem (Toldra, 2010).

A tecnologia de EV, além de remover o oxigénio do interior da embalagem, pode atrasar as reac¢oes

oxidativas e o crescimento de microrganismos aerdbios (Han, 2005).

3. Objectivos

Este trabalho teve como objectivo estudar a microbiota da morcela de arroz ao longo do seu prazo
de validade (44 dias), com aplicagdo de duas tecnologias de embalagem: vacuo e EAM (80% CO,/20%
N,,), e sem tecnologia de embalagem especifica (granel). E consequentemente, identificar qual a
atmosfera com maior poder de conservacgdo, sob o ponto de vista microbioldgico, ao longo do prazo

de validade da morcela de arroz.

4. Material e métodos

4.1. Equipamento de Laboratério

O equipamento de laboratério, descrito a seguir, encontra-se instalado no Laboratério de

Microbiologia da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, da Universidade do Algarve.

e Autoclave eléctrica (P-SELECTA, AUTESTER-E);

e Estufa para esterilizagdo (Venticell, MMM-Medcenter);
e Estufa de incubacdo (incucell, MMM-Mendcenter);

e “Stomacker” (IUL — Instruments, MASTICATOR).;

e Frigorificos (White-Westinghouse);

e (Camara de fluxo laminar (KOJAIR®, Finland);

e Microscépio (Leica ATC 2000).

26



Estudo da Microbiota de um Produto Cdrneo Cozido.
Aplicagdo de Duas Tecnologias de Embalagem: Vdcuo e Atmosfera Modificada

4.2. Meios de Cultura

Os meios de cultura (sdélidos, liquidos ou semi-sélidos), contém todos os nutrientes necessarios para
o crescimento de microrganismos e sao utilizados para cultivar e manter os microrganismos vidveis

no laboratdrio, sob a forma de culturas puras.

Os meios de cultura dividem-se em meios sdlidos e liquidos, com agar e sem agar, respectivamente.
Ambos os meios sdo preparados com agua desionizada, aquecidos até a dissolugao e fusdo dos seus
componentes e posteriormente esterilizados por autoclavagem, consoante indicacdo do fabricante

(Abelho, 2010).
Os meios podem classificar-se em:

Selectivos — meios sélidos, que favorecem o crescimento de grupos de bactérias de interesse,

impedindo o crescimento de outras bactérias (Henriques, 2010).

Diferenciais — meios solidos, que sdo elaborados com o objectivo de distinguir colénias de bactérias
de interesse, que crescem no mesmo meio de cultura de outras bactérias com caracterisiticas

diferentes (Nascimento, 2009).

Indicadores — meios liquidos, que servem para manifestar uma caracteristica bioquimica, mas nao

para diferenciar as coldnias (Henriques, 2010).
Os meios de cultura preparados neste trabalho foram sélidos, diferenciais e selectivos.

A contagem de microrganismos totais a 30°C foi feita através da utilizacdo do meio de cultura PCA-
Plate Count Agar, Merck, Germany. Este meio de cultura é ndo-selectivo de forma a ndo ocorrer
qualgquer tipo de inibicdo do crescimento de microrganismos, isto é, de forma a permitir o
desenvolvimento de todos os microrganismos vidveis capazes de se multiplicarem nas condi¢cdes de
ensaio. Este meio apresenta substancias nutritivas, factores de crescimento e fontes de energia que
favorecem o crescimento da maior parte dos microrganismos, incluindo bactérias, bolores e

leveduras (Figura 4.1)
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Figura 4.1:Colénias tipicas de microrganimos totais a 30°C

A contagem de microrganismos psicrotréficos foi realizada através da utilizacdo meio de cultura PCA-

Plate Count Agar, Merck, Germany (Figura 4.2).

Figura 4.2:Coldnias tipicas de microrganismos psicrotroficos

A contagem de bactérias acido-lacticas foi feita através da utilizagdo do meio MRS-Man, Rogosa and
Sharpe, Merck, Germany. MRS foi projectado para estimular o crescimento das bactérias acido-
lacticas, que inclui espécies dos seguintes géneros: Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus e
Leuconostoc. O acetato de sédio, o sulfato de magnésio e o sulfato de manganés actuam como
inibidores dos principais grupos microbianos. Estas substancias podem ser utilizadas em diferentes
concentragdes e combinagdes, mas, inevitavelmente, um compromisso tem que ser alcangado entre
selectividade e produtividade do organismo(s) procurado(s). Na Figura 4.3 estdo apresentadas

coldnias tipicas das bactérias acido-lacticas.

Figura 4.3:Coldnias tipicas de bactérias acido-lacticas
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O meio de cultura utilizado para a contagem e pesquisa de bolores e leveduras foi o meio RBC-Rose-
Bengal Chloramphenicol Agar, Merck, Germany. Trata-se de um meio selectivo para a enumeragao
de bolores e leveduras a partir de uma ampla variedade de géneros alimenticios. RBC também
controla o tamanho das coldnias de fungos, como Neurospora e Rhizopus spp. A Figura 4.4 apresenta

coldnias tipicas de bolores e leveduras.

Figura 4.4:Colodnias tipicas de bolores e leveduras.

Fonte: www.frilabo.pt

O meio de cultura utilizado para a contagem e pesquisa de Bacillus cereus fol o M.Y.P. Agar -
Mannitol Egg Yolk Polymyxin Agar, Oxoid, UK. O meio de cultura M.Y.P. Agar é um meio selectivo
devido a adicdo de Polimixina B, que utiliza o extracto de carne e de peptona de caseina para
favorecer o crescimento deste microrganismo. O sistema de diferenciagdo de coldnias deste meio
baseia-se na capacidade que a maioria destas estirpes apresentam em produzirem fosfolipase C e
ndao utilizarem o manitol. Este meio inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas
(www.oxoid.com). As coldnias tipicas de Bacillus cereus sdo de cor rosa avermelhado, com um halo a

volta da coldnia. A Figura 4.5 apresenta uma coldnia tipica de Bacillus cereus.

Figura 4.5:Coldnia tipica de Bacillus cereus

O meio de cultura T.S.C. Agar - Tryptone Sulfite Cycloserine Agar, Oxoid, UK foi utilizado na contagem
de C. perfringens. A presenga de sulfito de sédio neste meio selectivo permite aos microrganismos
redutores de sulfito, reduzi-lo a sulfureto, que ao reagir com citrato de ferro forma sulfureto de ferro,
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levando ao desenvolvimento de coldnias negras. Este meio contém D-Cicloserina, que tem efeito

inibidor de crescimento(Lacaz - Ruiz, 2008).

Além do meio T.S.C., também se utilizou agar para criar condi¢des de anaerobiose, através de uma
camada colocada apds inoculagdo do meio T.S.C. O agar é um polissacarido complexo produzido a
partir de vdrios géneros de algas vermelhas, e tem varias propriedades que o tornam um agente
solidificante ideal: fica transparente no ponto de ebulicdo da dgua; ndo é um nutriente para a maior
parte dos microrganismos ; alguns microrganismos degradam o agar de forma enzimatica, sendo
uma caracteristica importante para o diagnéstico diferencial dos microrganismos (Lacaz - Ruiz, 2008).

Na Figura 4.6 estao representadas coldnias tipicas de Clostridium perfringens.
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Figura 4.6:Colonias tipicas de Clostridium perfringens

Fonte: http://www.rapidmicrobiology.com/news/995h27.php

Para a contagem de Enterobacteriaceae utilizou-se o meio de cultura sélido VRBD agar- Violet Red
Bile D-Glucose Agar, Merck, Germany. A presenca no meio de sais biliares e cristal violeta inibe as
bactérias Gram-positivas e algumas bactérias Gram-negativas (Garcia-Rodriguez & Picazo, 1999). A
fermentagdo da glucose é detectada pela viragem do indicador de pH, de vermelho neutro para rosa

intenso (Figura 4.7).

Além da utilizagdo do meio VRBD, também se utilizou o meio Agar, que cobriu o inéculo, com o

objectivo de tornar o meio anaerdbio.
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Figura 4.7:Coldnias tipicas de Enterobacteriaceae

4.3. Reagentes

As pastilhas de Ringer (Oxoid, UK) permitem preparar uma solugdo osmoticamente controlada a ser

usada em suspensdes e diluicGes de amostras de alimentos para contagens microbianas.

Foram necessdrios reagentes para as analises bioquimicas. Para a coloracdo de Gram foram
utilizados a safranina, soluto de lugol, alcool (96%) e cristal violeta. Para a prova da catalase recorreu-
se a dgua oxigenada a 3%. Para a identificagdo bacteriana através do sistema API 20E, utilizou-se os

reagentes VP 1 e 2, reagente do Indole, conforme recomendado pelo fabricante (BioMerieux, France).

4.4. Analises Microbiologicas

Numa andlise microbioldgica a alimentos é essencial que ndo ocorra contaminagdo das amostras por
microrganismos presentes no ambiente. Além disso, é importante assegurar que as regras gerais
utilizadas na execucdo destes ensaios sejam o mais idéntico possivel em todos os laboratodrios,
ajudando assim a obter resultados compardveis. Deste modo foram respeitadas as regras de Boas

Praticas de Laboratorio.

A analise microbiolégica das amostras foi realizada em dois lotes. Cada um dos lotes sofreu um
processo de amostragem com a duracao de 44 dias, o que corresponde ao prazo de validade da
morcela de arroz. Para cada dia de amostragem, foram analisadas trés amostras para cada tipo de
atmosfera, excepto no dia 1, em que se analisaram trés amostras apenas para a situagao a granel.

Foram analisadas 48 amostras de morcela de arroz por cada lote estudado.
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4.4.1. Preparagao das amostras

Vinte e cinco gramas de cada morcela foram retiradas em trés zonas (pontas e meio) e suspenderam-
se em 225 ml de soluto Ringer (Merck). A suspensao obtida foi homogeneizada no “Stomacker” (IUL

— Instruments, MASTICATOR) durante 90 segundos.

4.4.2. Preparacao de diluigoes

Partindo da supens3o m3e - diluicdo 107, retirou-se 1 ml e adicionou-se ao 12 tubo que continha 9ml
de Solucdo de Ringer (SR) e homogeneizou-se no agitador de tubos (“Vortex” —Gravimeta, Yellowline
TTS). O 12 tubo tem uma diluicdo de 10 Partiu-se do 12 tubo e repetiu-se 0 mesmo procedimento

até se obter a diluicdo que se pretende para cada microrganismo.

4.4.3. Contagem de microrganismos totais a 30°C e psicrotréficos

As técnicas e métodos para as contagens de microrganismos totais a 30°C e psicrotréficos foram

realizados segundo as NP-4405:2002 e NP-2307:1987, respectivamente.

A técnica de inoculacdo utilizada para a contagem de microrganismos totais a 30°C e psicrotréficos
foi a de incorporacdo simples. Retirou-se 1ml da suspensdo-m3e (diluigio 10™) e distribuiu-se nas
placas de Petri esterilizadas e identificadas como a diluigio 10™. No caso de uma diluicdo 107
retirou-se 1 ml do tubo, que continha 9 ml de solucdo de Ringer e 1ml da amostra diluida (107) e
adicionou-se a placa identificada com a diluicdo 10. Fez-se 0 mesmo procedimento para as diluicdes
seguintes, sendo que cada dilui¢do foi realizada em triplicado. Apds essa adicao, juntou-se 15-17ml
de meio PCA (Merck, Germany) ao indculo. No final, agitou-se: cinco circulos no sentido dos
ponteiros do reldgio, outros cinco em sentido contrario e movimentos rectilineos segundo duas
direc¢les cruzadas, cinco vezes cada. As placas preparadas para a contagem de microrganismos
totais a 30°C foram invertidas e incubadas a 30 + 1°C, durante 72 horas. Em rela¢3o as placas para a
contagem de psicrotréficos, foram invertidas e incubadas a 6,5°C, durante 10 dias. Apds o periodo de
incubacao, seleccionou-se as placas de acordo com as regras da norma NP-4405:2002, relativa aos
microrganismos totais a 30°C e NP-2307:1987, relativa aos psicrotréficos. No processo de contagem
em placa foram consideradas todas as coldnias presentes, independentemente da sua morfologia. O
numero total de microrganismos obteve-se multiplicando o nimero de coldnias pelo factor de
diluicdo.
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4.4.4. Contagem de bactérias acido-lacticas

As regras gerais para a contagem de bactérias acido-lacticas (BAL) foram cumpridas de acordo com a

norma ISO 15214:1998.

O espalhamento a superficie foi a técnica de inoculacdo utilizada para a contagem de BAL. Retirou-se
100 pl directamente do saco no qual estava a suspensdo-mie (10™) e colocou-se sobre o meio MRS
sélido (Merck, Germany). Para a inoculago da diluigio 107, retirou-se 100 pl do tubo que continha a
diluigdo 107 e adicionou-se ao meio sélido. De seguida, fez-se um espalhamento & superficie, de
forma circular, com esferas estéreis em todas as placas previamente identificadas. Fez-se triplicados
para cada diluicdo. As placas foram arrefecidas em superficie fria e de seguida invertidas e incubadas
durante 2-3 dias a 30°C. Depois do periodo de incubacdo, as unidades formadoras de coldnias por
placa foram contadas de acordo com a norma I1SO 15214:1998. O numero total de bactérias obtém-
se multiplicando o nimero de coldnias pelo factor de diluicdo e por 10, pois o inéculo foi de 100 pl da

suspensao inicial.

4.4.5. Contagem de bolores e leveduras

As técnicas e métodos para a contagem de bolores e leveduras foram seguidas através da NP 3277-

2:1987

O espalhamento a superficie foi a técnica de inoculagdo utilizada para a contagem de bolores e
leveduras. Retirou-se 100 ul directamente do saco no qual estava a suspensdo-mie (10™") e colocou-
se sobre o meio solido CRB (Merck, Germany), preparado previamente. Os testes foram realizados
em triplicado. De seguida, fez-se um espalhamento a superficie, de forma circular, com esferas
estéreis em todas as placas previamente identificadas. Os meios inoculados foram arrefecidos em
superficie fria e de seguida invertidos e incubados durante 72+ 2 horas a 37+ 1 °C. Depois do periodo
de incubagdo, foram seleccionadas as placas de Petri segundo a NP3277-2:1987. O numero total de
microrganismos obteve-se multiplicando o nimero de coldnias pelo factor de diluigdo e por 10, pois

foram inoculados 100 ul da suspensao inicial.
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4.4.6. Contagem de Baccilus cereus
Para a contagem de Bacillus cereus cumpriu-se as regras da norma I1SO 7932:2004.

A técnica de inoculacdo foi a de espalhamento a superficie. Retirou-se 100 pl directamente do saco
em que continha a suspens3o-mae (10™) e colocou-se sobre o meio sélido M.Y.P (Oxoid, UK). Fez-se
o0 mesmo procedimento para as trés placas de Petri com meio de cultura. De seguida, fez-se um
espalhamento a superficie, de forma circular, com esferas estéreis em todas as placas previamente
identificadas. Apds a inoculacdo do meio de cultura, as placas foram invertidas e incubadas durante
48 horas a 30+1 °C. Depois do periodo de incubacio, foram seleccionadas as placas de acordo com a
norma ISO 7932:2004. O numero total de bactérias obteve-se multiplicando o nimero de colénias

pelo factor de diluicdo e por 10, pois foram inoculados 100 pl da suspensao inicial.

4.4.7. Contagem de Clostridium perfringens

Segundo a NP-4395: 2002, a técnica recomendada de inoculacdo relativamente a pesquisa de
Clostridium perfringens é a incorporacdo em dupla camada. Contudo, como o meio TSC-agar (Oxoid,
UK) ja veio preparado, utilizou-se a técnica de espalhamento a superficie, como foi explicado
anteriormente, e de seguida adicionou-se agar para tornar a cultura anaerdbia. De acordo com a
mesma norma, as placas inoculadas foram invertidas e incubadas durante 24 horas a 37+1°C. Depois

desse periodo, foram seleccionadas as placas contaveis.

4.4.8. Contagem de Enterobacteriaceae

A técnica utilizada para a contagem de enterobactérias foi a incorporagdo em dupla camada, de
acordo com a NP-4137:1991. E uma inoculagdo semelhante & da incorporagdo simples, diferindo
apenas na adiccdo de Agar ao meio VRBD solidificado (Merck, Germany) ja contendo o indculo.
Preparou-se, no maximo, triplicados com a diluicdo 10” Segundo a mesma norma, apds a inoculacdo
do meio de cultura, as placas inoculadas foram invertidas e incubadas a 37+1°C durante 24 horas
Depois desse periodo, foram seleccionadas as placas contaveis. O nimero total de bactérias obteve-
se multiplicando o ndmero de coldnias pelo factor de diluicdo. A confirmacdo bioquimica foi
efectuada recorrendo as galerias miniaturizadas APl 20E (bioMérieux), interpretadas segundo o

descrito pelo fabricante.
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4.4.9. Quadro-Resumo de técnicas e métodos para a contagem de

microrganismos

Quadro 4.1: Quadro-Resumo de técnicas e métodos para isolamento e contagem de microrganismos

A Mei e L.
Parametros eto Dilui¢cGes Técnica Temp./Tempo L
. . i . - . Referéncias
microbioldgicos estudadas inoculagao de Incubagao
culura
Microrg. totais PCA 10107 a 30+1°C/72h NP-4405:2002
Psicrotréficos PCA 10%-107 a 6,5°C/10d NP-2307:1987
Bact.cido- oo 151402 b 30°C/2-3d SO 15214:1998
lacticas
Bolores e 1 37°C+1°C )
Leveduras CRB 10 b /7242h NP 3277-2:1987
Bacillus cereus MYP 10™ b 302C+1°C/48h ISO 7932:2004
ClOStf'd'"m TSC- 10™ b 37°C+1/24h NP-4395:2002
perfringens Agar
Entero VRBD 10*-10° c 37°C+1/24h NP-4137:1991

a-incorporagdo simples; b-espalhamento a superficie; c-incorporagdo em camada dupla.

4.5. Analises bioquimicas de bactérias

Depois da contagem de bactérias, recorreu-se a varias analises bioquimicas para confirmar o tipo de

bactéria que se observou. A seguir serdo descritas as analises bioquimicas que se recorreu.

4.5.1. Coloragdo de Gram

A coloracdo de Gram é utilizada para a identificacdo/diferenciacdo de bactérias Gram-positivas e
bactérias Gram-negativas. As células de bactérias Gram-negativas, que sdo coradas com
determinados corantes basicos, podem ser facilmente descoradas com solventes organicos (etanol,
acetona), enquanto que células das espécies Gram-positivas resistem a esta descoloragdo. A
capacidade das células reterem ou perderem o corante demonstra diferencas na estrutura
fundamental da parede celular, pelo que a resposta a coloragdo de Gram é uma caracteristica
taxondmica importante, usada numa fase inicial da identificagdo das bactérias (Abelho, 2010). As
bactérias Gram-positivas distinguem-se das Gram-negativas microscopicamente pela diferenca de

cor, sendo as primeiras roxas e as segundas rosa.
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A coloragdo de Gram foi aplicada na confirmacdo de bactérias lacticas, Bacillus cereus e
Enterobacteriaceae, sendo identificado o género da ultima através do sistema API 20E, referido de

seguida.

4.5.2. Prova da catalase

Esta prova tem como objectivo detectar a producdo de catalase em bactérias, e consequentemente

diferenciar estafilococos de estreptococos.

Algumas bactérias contém flavoproteinas com capacidade de reduzir o O,, dando origem ao perdxido
de hidrogénio ou superdxido. As bactérias terdo de se proteger destas substancias pois estas sdo
bastante tdxicas, constituindo poderosos agentes oxidantes. Deste modo, as bactérias tém enzimas

gue as protegem contra estas substancias (Pampulha & Oliveira, 2004).

Na prova da catalase repica-se uma coldnia e coloca-se numa lamina. De seguida adiciona-se uma
gota de H,0, (perdxido de hidrogénio) sobre a coldnia. Se a catalase estiver presente observa-se a
formacdo de bolhas, ou seja, libertacdo de O,. A auséncia de formagdo de bolhas revela um teste

catalase negativa (Pampulha & Oliveira, 2004).

4.5.3. Sistema API 20E

O API 20E é um sistema estandardizado e comercializado (bioMérieux, France) para a identificacdo
dos membros da familia Enterobacteriaceae e outras bactérias Gram negativas, sendo uma versado
em miniatura dos procedimentos bioquimicos convencionais. O sistema é constituido por uma
galeria que contém vinte cdmaras , sendo cada uma constituida por um microtubo e uma cupula,

onde se realizam simultaneamente vinte e trés testes bioquimicos estandardizados.

As galerias sdo incubadas 18-24h a 35-37°C. Apds esse tempo de incubagdo, a leitura dos testes
bioquimicos da galeria é feita através da observac¢do da alteragao de cor. O resultado é representado
por um numero de perfil com sete digitos. Para a identificagdo de bactérias recorre-se a tabelas ou

sistemas automatizados, fornecidos pela casa comercial (Quinn, 1994; Pampulha & Oliveira, 2004).
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4.6. Anadlise estatistica

Os resultados obtidos no presente trabalho foram submetidos a andlise estatistica, tendo-se
calculado a média, o coeficiente de correlacdo e a significancia através do teste T de Student.
Procedeu-se a um estudo comparativo, com a utilizacdo de médias das amostras representadas em
qguadros e graficos. Para a realizacdo da analise estatistica descritiva e realizacdo dos graficos utilizou-

se o0 programa Microsoft Excel 2010 e o programa SPSS Statistics, versao 18.

5. Resultados e Discussao

Nos pontos a seguir apresentam-se os resultados obtidos nas diversas andlises microbiolégicas

efectuadas neste estudo.

Em ambos os lotes utilizou-se amostras independentes em cada dia de amostragem. Deste modo,
ndo se pode analisar a variacdo ao longo do tempo por ndo se tratar de uma monitoriacdo da mesma

amostra.

Considerando que no inico da amostragem sdé estavam disponiveis amostras a granel, as
concentracdes microbianas obtidas para a amostra do dia 1 foram consideradas os valores iniciais

para as outras atmosferas.

5.1. Parametros microbioldgicos

5.1.1. Contagem de microrganismos totais a 30°C

Através dos resultados obtidos, foram construidos os graficos do lotel e do lote2, relativos as
concentracdes de microrganismos totais a 30°C (MT) em amostras recolhidas ao longo do

tempo.(Figura 5.1).
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Figura 5.1:Microrganismos totais a 30°C na morcela de arroz em diferentes atmosferas (granel(G), vacuo (EV), atmosfera
modificada (EAM))
1-lotel;2-lote2

Analisando os graficos referentes a concentracdo de microrganismos totais a 30°C (Figura 5.1)
observou-se que os dois lotes apresentaram diferentes resultados relativos as amostras de diferentes
atmosferas estudadas. No lotel, registou-se concentragdes semelhantes nas amostras de diferentes
atmosferas (dias 8,15,22), sendo que as amostras do dia 44 apresentaram uma maior concentragdo
de MT. No lote2, ndo se registou concentracbes semelhantes entre as amostras de diferentes
atmosferas. Quando comparado o primeiro dia em que houve isolamento com o ultimo dia de
amostragem constatou-se que as amostras de diferentes atmosferas do lotel registaram aumentos

superiores em relagdo as amostras do lote2.

De seguida serdao apresentados as concentragdes mdaximas e minimas dos microrganismos totais a

30°C relativas as diferentes atmosferas. (Quadro 5.1).

Quadro 5.1: Concentra¢des maximas e minimas dos microrganismos totais a 30°C nas diferentes atmosferas estudadas.

Atmosferas Microrganismos totais a 30°C (log ufc/g)
Lotel Lote2
maxima minima maxima minima
Granel 6,71 2,22 6,71 3,39
Vacuo 7,48 2,22 6,46 3,39
Atmosfera modificada 7,47 2,22 6,85 3,39
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Perante as concentragées mdximas e minimas de MT em diferentes atmosferas, ndo foi possivel

afirmar qual a atmosfera em que os MT apresentaram uma maior concentragio.

Através dos resultados representados nos graficos da Figura 5.1, determinou-se as correlacdes entre

as trés atmosferas, bem como a sua significancia. No Quadro 5.2 estdo apresentados esses valores.

Quadro 5.2: Valores de correlagdo de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para microrganismos
totais (MT) em diferentes tipos de atmosfera

MT-1 Granel Vacuo Atm_oisfera MT-2 Granel Vacuo Atm??fera
modificada modificada
Granel 1,00 0,93** 0,90%** Granel 1,00 0,75** 0,66**
Vacuo 0,93 1,00 0,97** Vacuo 0,86 1,00 0,88**
Atmosfera g g4 0,99 1,00  Atmosfera g7 0,78 1,00
modificada modificada

Nota: P =Probabilidade; P>0,05(**)

De acordo com os valores registados no Quadro 5.2, pode-se afirmar que todas as atmosferas
estudadas apresentaram uma boa correlagdo entre si, principalmente no lotel. Por outro lado,

verificou-se que todas as atmosferas ndo sdo significativamente diferentes (P>0,05).

No estudo de Santos et al. (2005), verificou-se que as concentracdes de microrganismos totais a 30°C
nas amostras a vacuo e a granel foram mais proximos entre si relativamente as concentragcbes da
amostra embalada em atmosfera modificada, embora também nao difiram sigificativamente entre si

(P>0,05).

Para se entender a influéncia das atmosferas estudadas no crescimento dos microrganismos totais a
30°C, comparou-se a média dos valores obtidos nos diferentes dias de amostragem com o primeiro
dia em que houve isolamento deste grupo de microrganismos. No Quadro 5.3 estao apresentados os

resultados obtidos.

Quadro 5.3: Incremento dos microrganismos totais a 30°C nas diferentes atmosferas estudadas.

Param.microb. ufc/g /Atmosfera/ Lote
Lotel Lote2
Granel Vacuo Atmosfera Granel Vacuo Atmosfera
modificada modificada
Microrg.totais  1,10x10°  6,01x10°  5,88x10°  1,89x10°  1,00x10° 1,88x10°

Os resultados obtidos, relativos aos dois lotes, ndo permitem afirmar qual o tipo de atmosfera em

que o crescimento dos microrganismos totais a 30°C foi menor. No entanto, se se analisar os lotes
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em separado pode-se verificar que na amostra a granel, do lotel, registou-se um menor crescimento
de microrganismos totais a 30°C. Este resultado pode ser justificado pela desidratacdo observada nas
amostras a granel, ao longo do tempo de armazenamento. Como os microrganismos totais a 30°C
sdo um grupo heterogénio, poderdo existir determinadas espécies sensiveis a diminuicdo da

actividade de agua. No lote 2, a amostra a vacuo foi a que obteve menor crescimento.

O isolamento de microrganismos totais a 30°C nas amostras embaladas em diferentes atmosferas,
estd relacionado com as condi¢cdes de higiene ao longo do processo de fabrico, bem como ao
bindmio tempo/temperatura em que o produto esteve armazenado. De acordo com Baptista &
Venancio (2003), as bactérias desenvolvem-se mais facilmente em ambientes com pH neutro, sendo

gue a maior parte delas suportam ambientes com pH entre 4,5 a 9,0.

Dado que ndo foram encontrados, no presente trabalho, limites microbioldgicos relativos a morcela
de arroz na literatura consultada, serdo aqui comparados os valores obtidos com os limites dos
microrganismos aerdbios (5x10° ufc/g a 5x10° ufc/g) referentes a carnes picadas (Regulamento (CE)
N2 1441/2007). Verificou-se que todas as amostras do lotel apresentaram concentraces de MT fora
dos limites seleccionados. Por outro lado, no lote2, as amostras a granel (dias 15,22 e 30), as
amostras a vacuo (dias 22,30 e 44) e na amostra em atmosfera modificada do dia 44 obtiveram-se

concentracoes de MT dentro dos limites considerados.

5.1.2. Contagem de psicrotréficos

A partir dos resultados obtidos, foram elaborados graficos do lotel e do lote2, relativos as

concentragdes de psicrotréficos em amostras recolhidas ao longo do tempo(Figura 5.2).
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Figura 5.2: Microrganismos psicrotréficos na morcela de arroz em diferentes atmosferas (granel(G), vacuo (EV),
atmosfera modificada (EAM))
1-lotel;2-lote2

N

Analisando os graficos referentes a concentragdo de microrganismos psicrotroficos (Figura 5.2)

registou-se que as trés atmosferas estudadas apresentaram resultados diferentes nos dois lotes.

No lotel, as concentracbes de psicrotroficos das amostra relativas as trés atmosferas foram mais

préximas entre si que no lote2. Em ambos os lotes n3o se registou concentragdes > 107 ufc/g.

Quando comparado o primeiro dia em que houve isolamento de psicrotréficos com o ultimo dia de
amostragem constatou-se que na amostra a granel do lotel o aumento foi inferior em relagdo a
amostra a granel do lote2. Relativamente a amostra a vacuo, houve um aumento semelhante em
ambos os lotes e quanto a amostra em atmosfera modificada do lote2 registou-se um aumento

superior em relagcdo a amostra em atmosfera modificada do lotel.

De seguida serdo apresentados as concentracbes maximas e minimas dos microrganismos

psicrotroficos relativas as diferentes atmosferas (Quadro 5.4).
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Quadro 5.4: Concentragées maximas e minimas dos psicrotréficos nas diferentes atmosferas estudadas.

Atmosferas Psicrotroficos (log ufc/g)
Lotel Lote2
maxima minima maxima minima
Granel 5,36 2,68 6,91 2,80
Vacuo 4,48 2,68 6,88 2,80
Atmosfera modificada 5,96 2,68 6,50 2,80

Através dos resultados obtidos no Quadro 5.4, nao é possivel afirmar qual a atmosfera em que os

psicrotréficos obtiveram maior concentragao.

Através dos resultados representados nos graficos da Figura 5.2, determinou-se as correlages entre

as trés atmosferas e a sua significancia. Esses valores estdo mencionados no Quadro 5.5

Quadro 5.5:Valores de correlagao de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) dos psicrotroéficos (Psic)
para os diferentes tipos de atmosfera (lotel e lote2)

Psic-1 Granel Vacuo Atm.o.sfera Psic-2 Granel Vacuo Atmf):sfera
modificada modificada
Granel 1,00 0,71%** 0,71%** Granel 1,00 0,60** 0,27**
Vacuo 0,83 1,00 0,93** Vacuo 0,90 1,00 0,62**
Atmosfera g3 0,93 1,00  Atmosfera 74 0,86 1,00
modificada modificada

Nota: P =Probabilidade; P>0,05(**)

De acordo com os valores registados no Quadro 5.5, pode-se afirmar que os microrganismos
psicrotréficos em todas as atmosferas estudadas apresentam uma boa correlagdo entre si. Por outro
lado, verificou-se que em todas as atmosferas, as contagens ndo foram significativamente diferentes

(P>0,05).

Para se entender a influéncia das atmosferas estudadas no crescimento dos microrganismos
psicrotréficos, comparou-se a média dos valores obtidos nos diferentes dias de amostragem com o
primeiro dia em que se observou crescimento deste grupo de microrganismos. No Quadro 5.6 estdo

apresentados os resultados obtidos.
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Quadro 5.6:Incremento dos psicrotréficos nas diferentes atmosferas estudadas.

Param.microb ufc/g /Atmosfera/Lote
Lotel Lote2
Granel Vacuo Atmosfera Granel Vacuo Atmosfera
modificada modificada

Psicrotréficos  6,39x10"  6,04x10°  6,44x10°  2,71x10°  2,68x10° 8,03x10°

Ao se comparar os resultados obtidos nas diferentes atmosferas, em ambos os lotes, ndo é possivel
verificar qual o tipo de atmosfera em que o crescimento dos microrganismos psicrotroficos € menor.
Mas se se analisar os lotes em separado, pode-se verificar que na amostra a granel obteve-se menor
crescimento no lotel e maior crescimento no lote2. Os diferentes resultados podem ser justificados

pelo facto dos lotes e das amostras serem independentes entre si.

Comparando estes resultados com os do estudo de Perez (2003) relativamente ao fiambre cozido
embalado a vacuo, pode-se verificar que o fiambre, armazenado a temperaturas compreendidas
entre 2,3-6,5 °C, obteve concentracdes de psicrotréficos entre 7,00-8,00 log ufc/g, ao fim de 35 dias
de armazenamento, enquanto que a morcela analisada no presente estudo, obteve valores <7,00 log

ufc/g, em ambos os lotes,ao fim de 44 dias de armazenamento a +4°C.

A concentragdo de microrganismos psicrotréficos no produto carneo estudado, esta relacionado com
as condicbes de higiene ao longo do processo de fabrico e com o bindmio tempo/temperatura de

armazenamento do mesmo.

Ao se comparar os valores obtidos com os limites microbiolégicos (5x 10° ufc/g e 5x10° ufc/g) dos
microrganismos aerdbios referentes a carnes picadas (Regulamento (CE) N2 1441/2007), observa-se
gue apenas a amostra em atmosfera modificada do dia 44 obteve concentra¢Ges de microrganismos
aerdbios pertecentes ao grupo dos psicrotréficos dentro dos limites estabelecidos. No lote2, verifica-
se que as amostras a granel dos dias 22 e 30, a amostra a vacuo do dia 22 e as amostras em

atmosfera modificada dos dias 30 e 44 obtiveram concentragGes dentro dos limites estabelecidos.

5.1.3. Contagem de bactérias acido-lacticas

Através dos resultados obtidos, foram construidos graficos do lotel e do lote2, relativos as
concentracdes de bactérias acido-lacticas (BAL) em amostras recolhidas ao longo do tempo (Figura

5.3).
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Figura 5.3: Bactérias acido-lacticas na morcela de arroz em diferentes atmosferas (granel(G), vacuo (EV), atmosfera
modificada (EAM))
1-lotel;2-lote2

Analisando os graficos da Figura 5.3, verificou-se que ndo foi possivel isolar coldnias relativas a
bactérias acido-lacticas em amostra a granel do dia 1 (lotel) e em amostras a granel dos dias 1 e 8
(lote2). Este resultado podera ser explicado pela baixa concentragdo de BAL no inicio do processo de
armazenamento (dial). Tratando-se de um alimento sdélido, a amostra mais concentrada
corresponde a uma diluicdo de 1/10. Por outro lado, as BAL também n3o foram isoladas no ultimo
dia de amostragem do lote2. Este resultado é aceitavel considerando que as amostras estudadas sdo
independentes. Caso se tivesse analisado a mesma amostra em todos os dias de amostragem,
provavelmente as BAL mostrariam uma tendéncia crescente ao longo do tempo de armazenamento,

sendo a amostra em atmosfera modificada um ambiente propicio ao crescimento das mesmas.

Este grupo de bactérias foi isolado nas amostras a granel pois, apesar de serem anaerdbias

facultativas, toleram pequenas quantidades de oxigénio (Felipe, 2008).

No lotel, obteve-se concentracbes superiores ao lote2. De seguida serdo apresentados as
concentragdes maximas e minimas de bactérias acido-lacticas nas diferentes atmosferas (Quadro

5.7).
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Quadro 5.7: Concentragées maximas e minimas das bactérias acido-lacticas nas diferentes atmosferas estudadas.

Atmosferas Bactérias acido-lacticas (log ufc/g)
Lotel Lote2
maxima minima maxima minima
Granel 5,61 3,58 4,77 3,60
Vacuo 6,26 4,08 5,09 3,51
Atmosfera modificada 6,30 4,23 6,17 3,51

De acordo com os resultados do Quadro 5.7, foi possivel verificar que as bactérias acido-lacticas
apresentaram maior concentragdo nas amostras em atmosfera modificada, em ambos os lotes. Este
resultado pode ser justificado pelo facto das BAL serem um dos microrganismos menos sensiveis a

acgdo do CO, (Perez, 2003).

Apesar de se observar isolamentos de BAL nas amostras a granel, as concentracdes de BAL sdo
menores em relacdo as amostras embaladas a vdcuo e em atmosfera modificada pois apenas toleram

pequenas quantidade de oxigénio (Saraiva, 2008).

Através dos resultados obtidos, determinou-se as correlacGes entre as trés atmosferas e a sua

significancia. Esses valores estdo mencionados no Quadro 5.8.

Quadro 5.8:Valores de correlagdao de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) das bactérias acido-
lacticas (BAL) para os diferentes tipos de atmosfera (lotel e lote2)

BAL-1 Granel Vacuo Atm.o.sfera BAL-2 Granel Vacuo Atm.o.sfera
modificada modificada
Granel 1,00 0,22** 0,30%** Granel 1,00 0,21** 0,92%**
Vacuo 0,90 1,00 0,82** Vacuo 0,21 1,00 0,28**
Atmosfera 0,99 0,95 1,00 Atmosfera 0,92 0,28 1,00
modificada modificada

Nota: P =Probabilidade; P >0,05(**)

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 5.8, verifica-se que a correlacdo entre as
diferentes atmosferas foi melhor no lotel que no lote2. Em ambos os lotes ndo houve diferencas

significativas (P>0,05).

Para se verificar qual o tipo de atmosfera em que o crescimento das BAL foi menor, comparou-se a
média dos valores obtidos nos diferentes dias de amostragem com o primeiro dia em que se
observou crescimento deste grupo bactérias. No Quadro 5.9 estdo mencionados os resultados

obtidos.
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Quadro 5.9:Incremento das bactérias acido-lacticas nas diferentes atmosferas estudadas

Param.microb. ufc/g/Atmosfera/Lote
Lotel Lote2
Granel Vacuo Atmosfera Granel Vacuo Atmosfera
modificada modificada
Bact.acido- 1,16x10°  5,59x10° 5,39x10° 2,14x10*  2,45x10° 4,01x10"
lacticas

Através dos diferentes resultados obtidos nos dois lotes (Quadro 5.9), ndo se pode afirmar qual o
tipo de atmosfera em que o crescimento das BAL é menor. No lotel, o crescimento das BAL foi
menor na amostra a granel ao longo do tempo de armazenamento, enquanto que no lote2, o
crescimento das BAL foi menor na amostra mantida a vacuo durante 44 dias de conservacgdo. Estes
resultados vdo de encontro a afirmacdo de Almeida (2009), em que os valores das contagens de

bactérias acido-lacticas podem ser bastante varidveis.

Segundo Santos et al. (2005), as bactérias acido-lacticas contribuem activamente na deterioracdo da
morcela de Burgos, sendo consideradas como o principal grupo microbiano deteriorante, ocorrendo
principalmente no produto embalado a vdcuo e em atmosfera modificada.No entanto, segundo

Saraiva (2008), podem inibir o crescimento dos seus competidores.

5.1.4. Contagem de bolores e leveduras

Conforme os resultados obtidos, foi elaborado apenas um grafico (Figura 5.4 ) correspondente ao
lotel, pois apesar de bolores e leveduras terem sido isolados nas amostras a granel, em ambos os
lotes, apenas no lotel foram obtidas concentracbes dentro do intervalo éptimo de contagem (NP

3277-2:1987)
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Figura 5.4: Bolores e leveduras na morcela de arroz a granel (G)
1-lotel

Através dos resultados apresentados na Figura 5.4, pode-se verificar que as amostras a granel foram
as que favoreceram o crescimento de bolores e leveduras. Este resultado pode ser justificado pelo
facto deste grupo de microrganismos estar integrado e encontrar-se em concentracdes muito baixas

no inicio da amostragem

No estudo de Santos et al. (2005), bolores e leveduras foram isolados no produto a vacuo e a granel,
sendo que no produto a granel obtiveram concentra¢des 7,00 log ufc/g e no produto a vacuo
apresentaram concentracdes 3,00 log ufc/g. No produto a granel, analisado no presente estudo , foi
registado concentrag8es < 3,50 log ufc/g, Através destes resultados, pode-se afirmar que a morcela
de arroz analisada no presente estudo obteve concentragdes de bolores e leveduras inferiores ao

produto estudado por Santos et al. (2005).

Tratando-se de microrganismos que se encontram no ambiente sob a forma de esporos, o seu
isolamento pode ser devido a falta de condi¢des de higiene ao longo do processamento do produto
carneo cozido. Além disso, os bolores sdo estritamente aerdbios e as leveduras sdo aerdbias e
anaerdbias facultativas (Gava, 1984; Gava et al., 2008). O isolamento de bolores e leveduras na
morcela de arroz pode ser também devido ao facto destes grupo microbiano conseguir desenvolver-
se em ambientes com pH entre 2,5 a 9,5 (Baptista & Venancio, 2003), estando os valores de pH da

morcela de arroz incluidos nesse intervalo. (Silva, 2003).
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5.1.5. Contagem de Bacillus cereus

Segundo os resultados obtidos, bactérias da espécie Bacillus cereus foram apenas detectadas no

lote2. (Figura 5.5).
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Figura 5.5:Bacillus cereus na morcela de arroz a granel (G) e em atmosfera modificada (EAM)

2-lote2

Através dos resultados representados na Figura 5.5, é possivel verificar que Bacillus cereus foi isolado
na amostra a granel e na amostra em atmosfera modificada. E de mencionar que no dia 44 houve
isolamento de B. cereus, <2,18 log ufc/g, que de acordo com a ISO 7932:2004, n3o foi contabilizado
por estar abaixo do intervalo éptimo de contagem. Na amostra a granel obteve-se concentracées de

B. cereus préximas de 10* ufc/g.

O isolamento de Bacillus cereus nas amostras a granel e em atmosfera modificada, podera ser devido,
principalmente, a sua presenga, sob a forma de esporos, no arroz cru (Anderson & Pascual, 2000;
Martinelli, 2007). Segundo ICMSF (1996), os cereais sdo os produtos alimentares utilizados na
maioria dos estudos em que a espécie B.cereus incide. Como o produto em estudo é submetido
apenas a uma pasteurizacdo, podera o bindmio tempo/temperatura n3o ser suficiente para inactivar
os esporos de Bacillus cereus, visto que apenas sdo destruidos a temperaturas superiores a 100°C
(Pampulha & Oliveira, 2004). Além disso, a ndo lavagem do arroz antes da sua cozedura também
podera aumentar a probabilidade de isolamento dos esporos.. Qutro aspecto importante sdo as

condicbes de aquecimento/arrefecimento (Silva, 2003).

O crescimento de B. cereus foi maior na amostra a granel pois trata-se de uma bactérias aerébia
facultativa. A atmosfera constituida por O,, além de ser responsavel pela rancificagdo do produto, é

também um factor que contribui para o crescimento de bactérias patogénicas.
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Em ambas as atmosferas, obtiveram-se concentragdes >10° ufc/g. Estas concentra¢des n3o
ultrapassaram os valores considerados como passiveis de provocar doenga no Homem, por Anderson
& Pascual (2000). Estes autores consideram que o alimento sé podera constituir um risco para o

consumidor quando Bacillus cereus atingir valores préximos e acima de 10° ufc/g.

5.1.6. Contagem de Clostridium perfringens

Nas andlises microrbioldgicas realizadas em amostras de morcela de arroz, ndo se observou a

presenca de Clostridium perfringens em nenhuma amostra analisada.

5.1.7. Contagem de Enterobacteriaceae

Neste estudo efectuou-se a contagem de Enterobacteriaceae bem como a identificagdo da bactéria

do género Serratia, através da galeria do sistema API 20E.

Conforme os resultados obtidos, foram elaborados graficos do lotel e do lote2, relativos as

diferentes concentragdes de Enterobacteriaceae ao longo do tempo de armazenamento (Figura 5.6).
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Figura 5.6:Enterobacteriaceae em morcela de arroz em diferentes atmosferas (granel (G); vacuo(EV); atmosfera
modificada
1-lotel; 2-lote2

Através dos resultados apresentados nos graficos da Figura 5.6, observou-se, no geral, que as

enterobactérias obtiveram maiores concentra¢des nas amostra do lote2 que nas amostra do lotel.
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Também se observou que ndo houve isolamento de enterobactérias nos dias 1 e 8, em ambos os
lotes, que ja foi justificado no ponto 5.1.3. O isolamento deste grupo de bactérias ocorreu em menos

dias de amostragem nas amostra em atmosfera modificada que nas restantes.

De seguida serdo apresentados as concentragdes maximas e minimas de Enterobacteriaceae relativas

as diferentes atmosferas. (Quadro 5.10).

Quadro 5.10: Concentragdes maximas e minimas de Enterobacteriaceae nas diferentes atmosferas estudadas.

Atmosferas Enterobacteriaceae (log ufc/g)
Lotel Lote2
maxima minima maxima minima
Granel 3,84 2,40 4,06 3,05
Vacuo 3,83 2,83 4,24 2,34
Atmosfera modificada 3,35 2,18 4,46 2,18

Conforme os resultados obtidos no Quadro 5.10, ndo é possivel afirmar qual o tipo de atmosfera em

gue as enterobactérias obtém maiores concentragées.

Através dos resultados obtidos, determinou-se as correlagbes entre as trés atmosferas e a sua

significancia. Esses valores estdo mencionados no Quadro 5.11.

Quadro 5.11:Valores de correlagio de Pearson (diagonal inferior) e significincia (diagonal superior) de
Enterobacteriaceae (Ent) para os diferentes tipos de atmosfera (lotel e lote2)

Ent-1 Granel Vacuo Atmf):sfera Ent-2 Granel Vacuo Atmf):c)fera
modificada modificada
Granel 1,00 0,76** 0,41** Granel 1,00 0,95** 0,20**
Vacuo 0,97 1,00 0,28** Vacuo 0,63 1,00 0,20**
Atmosfera g g) 0,77 1,00 Atmosfera o5 0,34 1,00
modificada modificada

Nota: P =Probabilidade; P >0,05(**)

De acordo com os resutados registados no Quadro 5.11, observa-se que no lotel obteve-se melhores
correlacBes entre os trés tipos de atmosfera que no lote2, no qual ndo se obteve uma boa correlagédo
entre a amostra a granel e a amostra em atmosfera modificada. Em ambos os lotes, ndo se

registaram diferencas significativas (P>0,05).

Em todas as atmosferas, as concentragBes das enterobactérias foram > 2,00 log ufc/g, o que significa

que ultrapassaram o limite microbiolégico para produtos carneos cozidos, sugerido por Anderson &
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Pascual (2000). Ao se comparar os resultados obtidos nos estudo sobre a caracterizagdo
microbioldgica da alheira (Ferreira et al., 2006; Ferreira et al., 2007) verifica-se que na alheira se
obteve concentragdes de enterobactérias superiores (> 7,5 log ufc/g) aos obtidos na morcela de

arroz analisada no presente estudo.

Para se entender a influéncia das atmosferas estudadas no crescimento de Enterobacteriaceae,
comparou-se a média dos valores obtidos nos diferentes dias de amostragem com o primeiro dia em

gue as enterobactérias foram isoladas. Os resultados obtidos estdo apresentados no Quadro 5.12.

Quadro 5.12: Incremento de Enterobacteriaceae nas diferentes atmosferas estudadas.

Param.microb. ufc/g/Atmosfera/Lote
Lotel Lote2
Granel Vacuo Atmosfera  Granel Vacuo Atmosfera
modificada modificada

Enterobacteriaceae  3,30x10°  1,36x10°  7,33x10°  4,66x10° 8,99x10°  -2,74x10"

Através dos resultados apresentados no Quadro 5.12, pode-se afirmar que a embalagem em
atmosfera modificada foi aquela onde se registou menor crescimento (lotel) e um decréscimo de

Enterobacteriaceae (lote2).

As maiores concentragdes de enterobactérias foram observadas na amostra a vdcuo e na amostra a
granel. A maior redugao observada nas amostra embalada em atmosfera modificada, podera ser

devido ao facto deste grupo ser aerdbio e anaerdbio facultativo (Murray et al., 2005).

Segundo Felipe (2008), a maior parte destas bactérias, patogénicas ou ndo, causam deterioracdo em
carnes refrigeradas embaladas a vacuo, por serem meséfilos com caracteristicas psicrotroficas e

anaerobios facultativos.

O isolamento de Enterobacteriaceae no produto carneo cozido estudado, deve-se a falta de higiene
durante a sua manipulacdo apds o tratamento térmico, pois o processo de pasteurizagdo é suficiente
para eliminar este tipo de bactérias prejudiciais ao consumidor. Pode ocorrer contaminagdo cruzada
que, segundo Silva (2003), os condimentos e aditivos podem estar contaminados devido ao
incorrecto acondicionamento durante o transporte, ao contacto com produtos contaminados ou
devido ao local himido de armazenamento. No entanto, considerando o tratamento térmico sofrido
pela morcela de arroz, esses microrganismos contaminantes seriam destruidos por accdo da

temperatura elevada. Segundo Saraiva (2008), como as enterobactérias sdo ubiquitarlas, podem ser
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encontradas no pélo e tracto digestivo do animal, sendo por isso indicadoras de possivel

contaminacao fecal, processamento inadequado ou contaminacdo apds o processamento.

Quanto as bactérias aerdbias pertecentes a familia Enterobacteriaceae, ndao se observou
concentragdes dentros dos limites microbioldgicos (5x10° ufc/g a 5x10° ufc/g) estabelecidos para

carnes picadas (Regulamento (CE) N2 1441/2007).

5.2. Analise comparativa entre os parametros microbioldgicos e as

atmosferas estudadas

De seguida ird comparar-se as concentracdes dos diferentes microrganismos estudados em cada

atmosfera.

5.2.1. Produto embalado em atmosfera modificada
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Figura 5.7:Microrganismos totais (MT); bactérias acido-lacticas (BAL); psicrotroficos (Psic); Enterobacteriaceae (Ent);
Bacillus cereus (B.c.) na morcela de arroz em atmosfera modificada.
1-lotel; 2-lote2

Através dos resultados apresentados na Figura 5.7, observa-se que as bactérias acido-lacticas
predominaram sobre os restantes microrganismos, no lotel, excepto no ultimo dia de amostragem,

em que os microrganismos totais a 30°C foram os predominantes. No lote2, os microrganismos totais
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que crescem a 30°C predominaram em mais dias de amostragem. As enterobactérias e B. cereus
foram as bactérias que ao longo do periodo de armazenamento, se observaram as menores

concentragoes.

Quadro 5.13:Valores de correlagdo de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para os parametros
microbioldgicos do lotel no produto embalado em atmosfera modificada(EAM-1)

EAM-1 Microrg. totais Psicrotréficos  Bact. cido-lacticas Entero
Microrg. totais 1,00 0,41** 0,86** 0,01*
Psicrotréficos 0,98 1,00 0, 14 0,02*
Bact. acido lacticas 0,97 0,93 1,00 0,00
Entero 0,51 0,49 0,64 1,00

Nota: P =Probabilidade; P <0,05(*); P >0,05(**)

De acordo com os resultados apresentados no Quadro 5.13, verificou-se que nas amostras em
atmosfera modificada, os microrganismos estudados apresentaram uma boa correlacdo entre

microrganismos estudados.

Verificou-se que as enterobactérias diferiram significativamente dos restantes microrganismos

(P<0,05).

Quadro 5.14:Valores de correlagdo de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para os parametros
microbioldgicos do lote2 no produto embalado em atmosfera modificada(EAM-2)

Microrg. Bact. acido-
EAM-2 Psicrotréficos Entero B.cereus
totais lacticas

Microrg. totais 1,00 0,96** 0,54** 0,17** 0,07**
Psicrotréficos 0,91 1,00 0,36** 0,12** 0,04*
Bact. acido-lacticas -0,38 -0,23 1,00 0,04* 0,02*

Entero 0,51 0,44 0,13 1,00 0,60**
B. cereus -0,16 -0,36 0,52 0,67 1,00

Nota: P =Probabilidade; P <0,05(*); P >0,05(**)

Através dos resultados apresentados no Quadro 5.14, verificou-se que houve correlagdes negativas
entre as bactérias acido lacticas e os microrganismos totais e psicrotréficos, bem como B. cereus e os
microrganismos totais e psicrotréficos. Também se observou que as concentragdes entre bactérias-
lacticas e as enterobactérias sdo significativamente diferentes (P<0,05). Deve-se ao facto de as BAL
inibirem o crescimento das bactérias pertencentes a familia Enterobacteriacaeae pois, de acordo
com Saraiva (2008); Gongalves (2009), o principal mecanismo em que as BAL podem inibir o
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crescimento dos seus competidores resulta da formacdo de 4cido lactico, acido acético, peréxido de

hidrogénio e bacteriocinas.

A inexisténcia de diferencas significativas entre os microrganismos totais a 30°C, psicrotréficos e BAL
deve-se ao facto das BAL fazerem parte do grupo dos MT (ISO 15214, 1998) e psicotroficos serem

considerados um subgrupo dos MT (Downes & Ito, 2001).

5.2.2. Produto embalado a vacuo
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Figura 5.8: Microrganismos totais (MT); bactérias acido-lacticas (BAL); psicrotréficos (Psic); Enterobacteriaceae (Ent);
Bacillus cereus (B.c.) na morcela de arroz a vacuo.
1-lotel; 2-lote2

As concentragdes dos microrganismos estudados foram diferentes nos dois lotes. Enquanto que no
lotel, nas bactérias acido-lacticas, comparativamente com os restantes microrganismos, obtiveram-
se maiores concentragbes em todos os dias de armazenamento, excepto no ultimo, no lote2, os
microrganismos totais a 30°C e os psicrotréficos apresentaram maiores concentra¢des nos trés
ultimos dias de amostragem. As enterobactérias foram o grupo em que se obteve menores

concentragdes, em ambos os lotes.
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Quadro 5.15:Valores de correlagdo de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para os parametros
microbioldgicos do lotel no produto a vacuo (EV-1)

Bact. acido-
EV-1 Microrg. totais Psicrotroficos Entero
lacticas
Microrg. o *k *k
1,00 0,49 0,71 0,07
totais
Psicrotréficos 0,94 1,00 0,22** o, 19*’k
Bact. acido- ¥
0,88 0,86 1,00 0,03
lacticas
Entero 0,49 0,60 0,75 1,00

Nota: P =Probabilidade; P <0,05(*); P >0,05(**)

No Quadro 5.15, verifica-se que todos os microrganismos tiveram boas correlagées entre si. Ndo
houve diferencas significativas entre os microrganismos estudados, excepto entre as bactérias acido-

lacticas e as enterobactérias.

Quadro 5.16:Valores de correlagao de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para os parametros
microbioldgicos do lote2 no produto a vacuo (EV-2)

Bact. acido-
EV-2 Microrg. totais Psicrotroficos Entero
lacticas
Microrg. totais 1,00 0,83 0,15 0,02*
Psicrotréficos 0,94 1,00 0,46 0,12
Bact. acido-
0,53 0,63 1,00 0,04*
lacticas

Entero 0,22 0,00 0,51 1,00

Nota: P =Probabilidade; P <0,05(*); P >0,05(**)

No lote2 verificou-se que as enterobactérias diferiram significativamente dos microrganismos totais
a 30°C e das bactérias acido-lacticas (P<0,05), igualmente identificado no estudo de Santos et al.
(2005) para o produto a vacuo. Este resultado podera ser atribuido ao efeito inibitério de produtos
da actividade das bactérias 4acido-lacticas nas enterobactérias (Saraiva, 2008). Outro aspecto
relevante é o facto das bactérias acido-lacticas integrarem-se no grupo dos microrganismos que
crescem a 30°C (ISO 15214:1998). Segundo Felipe (2008), a deterioracdo do produto carneo
embalado a vacuo aumenta quando ha interac¢do metabdlica entre as BAL e as enterobactérias, o

que prejudica a qualidade do produto.
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Pode-se observar que em ambos os lotes os microrganismos totais a 30°C, as bactérias dcido-lacticas
e os psicrotroficos ndo diferiram entre si (P>0,05). Santos et al. (2005), também obtiveram os

mesmos resultados no produto a vacuo.

5.2.3. Produto a granel
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Figura 5.9: Microrganismos totais (MT); bactérias acido-lacticas (BAL); psicrotréficos (Psic); Enterobacteriaceae (Ent);
bolores e leveduras (B/L); Bacillus cereus (B.c.) na morcela de arroz a granel.
1-lotel; 2-lote2

Ao se analisar os graficos representados na Figura 5.9, e os anteriores, observou-se que, unicamente,
nas amostras a granel foram isolados bolores e leveduras. Bacillus cereus foram apenas detectados
em amostras embaladas em atmosfera modificada e a granel no lote2 (Figura 5.7 e Figura 5.9).
Observou-se que o numero de isolamentos de bolores e leveduras e Bacillus cereus foram em menor
numero que os restantes microrganismos. No entanto, estes microrganismos apareceram sobretudo
nesta atmosfera, possivelmente devido a facilidade em se desenvolverem em ambientes aerdbios,
dado que Bacillus cereus é uma bactéria aerdbia facultativa (Friedman et al., 2006). Por outro lado, a
maioria dos bolores sdo aerébios e as leveduras podem ser microrganismos fermentativos, que se
desenvolvem na presenca ou auséncia de oxigénio, ou oxidativos, desenvolvendo-se apenas na

presenga de oxigénio (Gava et al.,2008).

O facto das bactérias acido-lacticas baixarem o pH do meio, pode justificar o crescimento de bolores
e leveduras, apenas nos ultimos dias de amostragem, visto que estes microrganismos tém a
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capacidade de se adaptarem a ambientes acidos. Os bolores e leveduras conseguem resistir melhor

gue a maioria das bactérias a valores baixos de pH (Gava et al., 2008; Almeida,2009).

Quadro 5.17:Valores de correlagdo de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para os parametros
microbioldgicos do lotel no produto a granel (G-1)

Microrg. Bact. acido-
G-1 Psicrotroficos Entero Bol. e Lev
totais lacticas

microrg. Totais 1,00 0,87 0,84 0,04 0,02
Psicrotréficos 0,91 1,00 0,58 0,02 0,01
bact. scido-lacticas 0,83 0,97 1,00 0,02 0,01
Entero 0,87 0,89 0,68 1,00 0,70

Bol. e Lev 0,83 0,73 0,57 0,78 1,00

Nota: P =Probabilidade; P <0,05(*); P>0,05(**)

Nas amostras a granel do lotel, observou-se uma boa correlacdo entre os microrganismos
mencionados no Quadro 5.17. As enterobactérias diferiram singificativamente dos microrganismos
totais a 30°C, dos psicrotréficos e das bactérias acido-lacticas (P< 0,05). Este resultado poderd ser
devido ao facto das bactérias acido-lacticas formarem acidos organicos e bacteriocinas (Saraiva, 2008;
Gonsalvez, 2009), podendo inibir o crescimento dos seus competidores pela redugdo do pH. Por
outro lado, as BAL estdo incluidas no grupos dos microrganismos que crescem a 30°C (ISO
15214:1998), que por sua vez podem ser constituidos por microrganimos psicrotréficos (Downes &
Ito, 2001). Igualmente as enterobactérias, os bolores e leveduras também diferem significativamente

dos trés grupos de microrganismos (P< 0,05).

Quadro 5.18:Valores de correlagdao de Pearson (diagonal inferior) e significancia (diagonal superior) para os parametros
microbioldgicos do lote2 no produto a granel (G-2)

Microrg. Bact. acido-
G-2 Psicrotroficos Entero B.cereus
totais lacticas

Microrg. totais 1,00 0,99 0,04 0,02 0,00
Psicrotréficos 0,96 1,00 0,04 002" 0,00
Bact. &cido-lacticas 0,97 0,90 1,00 092 022
Entero 0,60 0,70 0,68 1,00 0,13
B.cereus 0,36 0,19 0,52 0,49 1,00

Nota: P =Probabilidade; P < 0,05(*); P> 0,05(**)
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No lote2, as correlagdes entre os microrganismos estudados também foi boa. Ao contrario das outras
atmosferas, nesta atmosfera registaram-se diferencas significativas entre os microrganismos totais a
30°C e as bactérias acido-lacticas (P<0,05). Este resultado poderd ser devido ao facto das bactérias
acido-lacticas tolerarem pequenas quantidades de oxigénio, e por isso terem crescido em menor

nimero que os microrganismos totais a 30°C.

A n3o existéncia de diferencas significativas entre os microrganismos totais a 30°C e os psicrotroficos
também foi constatado no estudo de Santos et al. (2005), tendo sido obtido valores préximos e

iguais ao longo do tempo de armazenamento.

B. cereus diferiu significativamente dos microrganismos totais a 30°C e dos psicrotréficos, o que

podera ser justificado pelo crescimento de B. cereus em apenas dois dias de amostragem.

Apesar do numero insuficiente de amostras para efectuar testes estatisticos paramétricos foi feito
uma andlise de varidncia cujos resultados correspondem as médias dos diferentes dias de

amostragem(Figura 5.10).
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Figura 5.10: Graficos perfil de resposta referentes aos microrganismos a diferentes atmosferas.

Pode-se observar que os lotes sdo visivelmente diferentes. No lotel, a amostra em que se obteve
menor concentracdao de BAL foi a amostra a granel, sendo que no lote 2, a amostra a vacuo foi a que
obteve menor concentracdo de BAL. Na amostra em atmosfera modificada do lotel, obteve-se
menor concentracdo de enterobactérias, enquanto que no lote 2, existiu pouca diferencga entre as

concentragdes de enterobactérias entre as trés atmosferas. No entanto a amostra considerada com
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menor concentra¢do deste grupo de bactérias foi a amostraa granel. Quanto aos microganismos
totais a 30°C, a amostra a granel do lote 1 foi aguela em que se obteve menor concentracdo e a
amostra em atmosfera modificada do lote2 foi a que se obteve menor concentragdo. Na amostra a
vacuo do lotel foi a que obteve menor concentracao de psicrotréficos e na amostra em atmosfera

modificada do lote2 foi onde se obteve menor concentragao.

Nas amostras a vacuo e em atmosfera modificada, em ambos os lotes, obteve-se concentragdes mais
proximas entre si que em relagdo a amostra a granel. No lotel, nas amostras a granel, vacuo e em
atmosfera modificada observou-se que as concentracdes relativas aos microrganismos totais a 30°C e
aos psicotroficos foram mais proximas que no lote2. Verificou-se que nas amostras a granel, vacuo e
em atmosfera modificada, do lote2, obtiveram-se concentra¢des iguais de enterobactérias, ao

contrdrio do que foi observado no lotel.

Em ambos os lotes, as concentracdes de enterobactérias foram menores relativamente aos restantes

microrganismos, cuja explicacdo ja foi dada nos pontos 5.2.1.,5.2.2. e 5.2.3.

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo sugerem a existéncia de uma atmosfera onde se

consiga obter uma menor concentracdo dos microrganismos estudados.
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6. Conclusoes

Os resultados do estudo da microbiota de um produto cdrneo cozido, com a aplicacdao de duas
tecnologias de embalagem: atmosfera a vacuo e atmosfera modificada (80%CO, e 20%N,) , e sem
tecnologia de embalagem especifica, permitiram constatar que, apesar da tecnologia de embalagem
a vacuo ter um efeito conservante por desenvolver um ambiente anaerdbio no interior da
embalagem, evitando o crescimento de microrganismos aerdbios deteriorantes, foi neste tipo de

embalagem que se detectou a presenca de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

A elevada concentracdo de psicrotréficos no produto a vacuo, poderd contribuir para a sua

deterioracdo.

A presenca de diversos microrganismos no produto a granel, sobretudo Bacillus cereus, bolores e
leveduras e bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, permite concluir que o meio
aerébio facilita o crescimento de microrganismos deteriorantes e patogénicos, limitando o prazo de

validade do produto.

Através do decréscimo de Enterobacteriaceae no produto embalado em atmosfera modificada do
lote2, podera concluir-se que a tecnologia de embalagem em atmosfera modificada foi a mais eficaz

na inibicdo de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae.

Neste estudo ndo se detectou a presenca de Clostridium perfringens que, geralmente, estd
relacionada com a contaminacdo fecal de carcagas; contaminacdo por outros ingredientes, tais como

especiarias; ou contaminag¢do pds-processamento.

A predominancia de microrganismos totais a 30°C, onde se incluem as bactérias acido-lacticas, e
alguns psicrotroéficos, nos trés tipos de atmosfera podera ser atribuido a sua presenga na microbiota
inicial da carne. Tratando-se a morcela de arroz de um produto processado termicamente, é de
esperar que os microrganismos mencionados na frase anterior sejam destruidos. Assim, a presenca
destes microrganismos nas amostras estudadas poderd ser atribuida a manipulacdo pds-
processamento deficiente e a contaminacdo ambiental. Para além disso, também poderd ser
atribuida as condi¢Ges incorrectas de armazenamento e ao incumprimento relativo ao bindmio

tempo/temperatura.

Assim os resultados obtidos neste estudo, sugerem deficiéncia no fabrico e manipulagdo que

carecem de correc¢do. O isolamento dos microrganismos estudados, excepto Clostridium perfringens,
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também deve-se ao facto da morcela de arroz ter um pH neutro e uma actividade da agua elevada,

sendo favorecido o crescimento de fungos e bactérias.

O escasso numero de amostras estudadas nao permitiu identificar o tipo de atmosfera que mais
contribui para a conservacdo e qualidade do produto carneo cozido durante o seu periodo de vida

atil.

7. Propostas de trabalho futuro

No processo de amostragem do presente trabalho foi assumido que as diferentes morcelas eram

representativas do lote a estudar.

Como trabalho futuro poderia alterar-se o processo de amostragem assim deveria aplicar-se um
processo que permitisse a monitorizacdo da amostra ao longo do periodo de conservacdo a
diferentes atmosferas. Também se poderia realizar andlises microbiolégicas a morcela de arroz sem

invélucro (tripa) com o objectivo de identificar qual a origem da contaminag¢do microbiana.
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