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Micology analysis of chicken sausages under modified atmospheres
packaging conditions

Licia Cristina Miranda Malavota,* Carlos A. Conte-Junior,** Beatriz T. Macedo,* Marcia M. Lopes,* Valéria G. de Souza,*
Jussara Schwind Pedroso Stussi,*** Henrique Silva Pardi,*** Sérgio Borges Mano,****

Resumo

O presente estudo teve como objetivo analisar o crescimento de bolores e leveduras em lingtica frescal de frango, de modo
a ponderar possiveis riscos a salde humana, e ainda avaliar o efeito das embalagens em atmosferas modificadas (EAM)
neste produto, a fim de elucidar formas viaveis e eficazes de conservagéo deste tipo de alimento. As amostras de linguica de
frango (60 unidades de 10,0 x 1,5cm), produzidas em laboratério, com formulac&o tradicional, foram embaladas em bolsas
plasticas esterilizadas, com aproximadamente 1,5L das seguintes atmosferas: ar (100%), N, (100%), CO, (20, 40 e 80%,
complementados com N,) e CO, (100%) e mantidas em temperatura de refrigeracdo (4+1°C). Durante 19 dias de
armazenamento, realizou-se um acompanhamento periédico determinando o pH, as contagens de bactérias heterotréficas
aerobias mesdfilas (BHAM) e as contagens totais de bolores e leveduras. Para a determinacéo dos parametros do crescimento
fungico, foi utilizada a equacédo de Baranyi. As menores contagens foram obtidas nas linglicas embaladas nas atmosferas
contendo as maiores concentra¢es de CO, testadas (100% CO,, 80/20 CO,/N, e 40/60 CO,/N,) durante os 19 dias de durag&o
do experimento, enquanto que as maiores concentragdes encontradas tanto de BHAM quanto de bolores e leveduras foram
nas amostras embaladas em ar, 100% N, ou 20/80 CO,/N,. A partir dos resultados comprova-se que a EAM inibe o crescimento
de bactérias e fungos.

Palavras-chave: linglica de frango, bolores e leveduras, embalagem em atmosfera modificada, prazo de vida comercial,
embutidos.

Abstract

The objective of the present research was to analyzer the mould and the yeast growth on chicken sausage, so that to examine
possible risks to the human health and evaluate the effects of modified atmosphere packaging (MAP) in this product, in order to
elucidate practicables and potent ways for conservation of this food. Samples of chicken sausages (60 unities), measuring 10.0
cm in total width and 1.5cm in total length, were produced through traditional formularization at laboratory and were packed into
sterile plastic bags, containing nearly 1.5L oh the following atmospheres: air (100%), N, (100%), CO, (20, 40 and 80%, fulfilled
with N,) and CO, (100%) and maintained at refrigeration (4+1°C). During nineteen days of the storage, a periodic monitoring
was realized to establish the pH, to total aerobic mesophylls count and the mould and yeast total count. For the parameters
determination of fungal growth was utilized by Baranyi’'s equation. The less fungal quantitys were attained for sausages
packaged at atmospheres with the greater tested CO, concentration (100% CO,, 80/20 CO,/N, and 40/60 CO,/N,) during 19
days of research, while the greater mesophylls bacteria counts and mould and yeast concentrations opposed, both one and the
other, were on samples packaging at air, 100% N, and 20/80 CO,/N,. Results confyrm that MAP inhibits the fungal and bacteria
growth.

Keywords: chicken sausage, moulds and yeasts, modified atmospheres packaging, shelf life, inlaids.

Introducéo produtos, subprodutos e derivados, possuir precos mais
3 . _ baixos no mercado, comparados com as demais carnes, e
A carne de ave € considerada um produto de valiosas  3inga oferecer flexibilidade e relativa facilidade para sua
caracteristicas nutricionais, além de nao hgver restricao producdo. Todas estas vantagens explicam o expressivo
religiosa ao seu consumo, oferecer uma diversidade de 5 mento do consumo deste tipo de alimento (Silva, 2001).
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Segundo a Associagao Brasileira dos Exportadores de Frango
(ABEF), a produgéo anual de carne de frango no Brasil gira
em torno de 8,2 milhdes de toneladas. A ABEF (2004) informa
gue o consumo de carne de frango no mundo aumentou
significativamente (duas vezes e meia) de 1990 a 2000. Esta
mudanca nos habitos dos consumidores foi responsavel pelo
incremento no desenvolvimento de novos produtos derivados
de aves para diversificar o mercado, aumentando a variedade
das formas de consumo das carnes de frango.

A elaborac@o dos embutidos, antes tomada como uma arte,
hoje é uma ciéncia altamente sofisticada. Segundo Rust
(1994), pode-se citar a carne de ave como uma fonte
importante de matéria-prima para embutidos. Atualmente,
todos os grandes fabricantes de produtos de salsicharia
possuem, no minimo, um embutido de frango em sua linha
de producdo (Madava e Hoogenkamp, 1999).

A linguica é um dos produtos carneos mais fabricados no
Brasil. Isto pode ser explicado, em parte, pelo fato de que sua
preparacdo ndo exige alta tecnologia, faz uso de poucos
equipamentos e de baixo custo (Hooffmann et al., 1996; Terra,
1998). Entende-se por lingliiga o produto carneo industria-
lizado, obtido de carnes de animais de agougue, adicionados
ou ndo de tecidos adiposos, ingredientes, embutidos em
envoltério (natural ou artificial) e submetido ao processo
tecnolodgico adequado, em que sua classificagdo varia com a
tecnologia de fabricagdo. Assim, o produto sera designado
de linglica, seguido de denominagdo ou expressfes que o
caracterizem, como, por exemplo, lingli¢a toscana, lingtica
de pernil, paio etc. (Brasil, 1952).

A embalagem em atmosfera modificada (EAM) constitui um
meio de oferecer aos consumidores produtos “frescos” e com
prazo de vida comercial mais longo (Sarantépoulos et al.,
1998). O aumento da vida Util dos alimentos esta relacionado
com a diminuicdo do crescimento microbiano e o retardo da
deterioragdo enzimatica (Haasum e Nielsen, 1998; Conte-
Janior et al., 2006), e ainda, com a reducao do pH intracelular
e a interferéncia com o metabolismo celular, por difusédo de
acido carbodnico através da membrana microbiana (Wole,
1980; Dixon e Kell, 1989; Hoogerwerf et al., 2002). Além disso,
esta tecnologia busca praticidade e conveniéncia necessarias
a vida moderna, podendo ser utilizada pela industria agricola
como ferramenta eficaz no langcamento de produtos
alimenticios (Fernando et al., 1995).

Em se tratando de embutidos, a busca do aumento da vida
util torna-se necessaria, pois se trata de um produto obtido
através da moagem da matéria-prima, e que, por esta razao,
tem exposta uma maior superficie de contato, ficando, entdo,
mais susceptivel & contaminagdo e ao crescimento de
microrganismos (Proudlove, 1996; Rust, 1994).

Os bolores comumente encontrados como microbiota de
alimentos sdo microrganismos exigentes em relagdo as
condicdes favoraveis de crescimento (Smith et al., 1988).
Embora atualmente ndo existam padrdes estabelecidos para
contagem de bolores em alimentos segundo o Ministério da
Saude (Brasil, 2001), alguns destes microrganismos sao
potentes produtores de micotoxinas de grande destaque em
saude publica, visto que sdo substéncias que podem ser
extremamente nocivas a saude humana e também de animais.
Muitas dessas toxinas s&o produzidas pouco tempo depois
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do desenvolvimento do bolor e causam desde lesdes em
orgaos do corpo até a morte (Steyn, 1998).

Segundo Ellis et al. (1993), a EAM, juntamente com atividade
de agua, pH e temperatura de estocagem dos produtos,
exercem um efeito inibitério no crescimento de fungos
produtores de micotoxinas, como o Aspergillus flavus.

O objetivo do experimento foi avaliar, a partir do estudo das
curvas de crescimento, o comportamento de bolores e
leveduras quando presentes em linguica frescal de frango,
embalada em atmosfera modificada com diferentes
concentrages de gases: 100% CO,, 100% N,, 20/80 CO,/N,,
40/60 CO,/N,, 80/20 CO,/N, e ar, e ainda, analisar o
comportamento das BHAM no produto, nestas mesmas
condi¢bes de embalagem.

Material e métodos

As amostras de linglica frescal de frango foram elaboradas
no Laboratério de Tecnologia de Carnes da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense. A formulagao
da lingtiica compreendeu: 85,5% de filé de frango, 10% de
toucinho, 1,5% de sal, 0,25% de alho, 0,20% de pimenta
branca, e 3% de agua destilada esterilizada. Processaram-
se, ao todo, 2,5kg de lingiica frescal de frango.

O filé de frango congelado foi moido juntamente com o
toucinho em moedor de carne, da marca C.A.F., com disco de
1mm de didmetro. Misturaram-se todos os ingredientes até
formar uma mistura homogénea. Esta foi colocada numa
embutideira, da marca Picelli, com embutidor de 1mm de
didmetro. Para realizar este processo utilizou-se tripa artificial
de colageno Coria FSC 21x40. Depois de embutida, a lingiica
foi engomada, somando um total de aproximadamente 90
gomos de cerca de 10cm de comprimento.

Toda a producao foi dividida em seis lotes, com 15 gomos
cada, aos quais foram embalados em 100% ar, 100% N,
100% CO,, 20/80 CO,/N,, 40/60 CO,/N, e 80/20 CO,/N,. Todos
0s gomos da amostra preparada foram estocados a
temperatura de 4+1°C.

Apb6s o embutimento, colheu-se uma amostra como
representante da linguica de frango no dia zero para ser
submetida a analise microbiolégica e fisico-quimica (afericdo
de pH).

Para a realizagdo da contagem de BHAM, subamostras foram
colocadas em embalagens plasticas esterilizadas, pesadas
até que se obtivessem 10g, as quais acrescentaram-se
assepticamente 90 mL de solugdo salina peptonada a 0,1%,
e em seguida foram homogeneizadas em stomacher
(Schiemann e Wauters, 1992), obtendo-se a diluicdo 10 de
cada uma das subamostras.

A partir da diluicao 10! pipetou-se assepticamente, com auxilio
de pipeta automatica regulada para 1000nL, com ponteiras
esterilizadas, 1mL transferindo para um tubo contendo 9mL
de solucao salina peptonada a 0,1%, previamente esterilizada,
constituindo a diluicdo 102 Da mesma maneira foram
realizadas as diluicdes sucessivas.

De acordo com Vanderzant e Splittstoesser (1992), nesta
técnica utiliza-se o Pour Plate, onde se pipeta, assepticamente,
1mL da diluicdo a ser pesquisada para uma placa de Petri



esterilizada e posteriormente adiciona-se o agar padrdo para
contagem (APC), fundido e mantido a 45°C em banho-maria.
Apbs a vazagem do meio de cultura na placa, homogeneizou-
se 0 meio de cultura com a aliquota da diluigdo e ap6s sua
solidifica¢do, as placas com amostras foram invertidas e
incubadas em estufa a 35°C durante 24 a 48 horas. Foram
realizadas contagens de BHAM em todas as amostras
coletadas no dia zero.

Além disso, a contagem de BHAM foi realizada em todas as
amostras coletadas durante os 19 dias do experimento.

Realizou-se também em todas as amostras

alimento foi manipulado em condi¢gGes higiénico-sanitarias
satisfatdrias, ndo apresentando contaminacédo excessiva.

Pdde-se observar a ocorréncia de uma variagdo néo sig-
nificativa dos valores de pH aferidos das amostras, no dia
zero, assim como uma baixa contagem de fungos, em fungdo
da baixa influéncia, até entao, do binbmio: tempo-temperatura
(Franco e Landgraf, 1996).

Na Figura 1, pode-se observar os valores de pH obtidos nas
amostras embaladas nas diferentes atmosferas modificadas
a partir do dia 1 até o dia 19.

0 acompanhamento do comportamento do
pH e do crescimento de bolores e leveduras 6
através de contagem destes microrganis-
mos no decorrer de, aproximadamente, 19
dias.

Para a realizagdo da contagem de bolores
e leveduras, as amostras foram semea-
das, Pour Plate, em DG18 (10g de glicose, -
5g de peptona, 1g de KH,PO,, 0,59 de
MgSO,.7H,0, 2209 de glicerol, 15g de agar,
0,2mg de dicloran e 100mg de clorafenicol
em 1000mL de agua destilada). Pipetou-
se, assepticamente, 1mL da diluigdo a ser

analisada para uma placa de Petri este- 54

rilizada e posteriormente adicionou-se o

meio de cultura fundido e mantido a 45°C 5,3 Dizs
em banho-maria. Apos a solidificacdo do 0 5 10 5 20

meio de cultura, as placas cultivadas
também foram invertidas e incubadas em
estufa a 25°C durante cinco a sete dias
(Ellis et al., 1993).

Na contagem, as unidades formadoras de colénia (UFC) com
caracteristicas de fun-gos produtores de micoto-xinas foram
escolhidas de cada placa das amostras processadas, e em
seguida repicadas, individualmente, em tubos de ensaio
conten-do meio de Saboraud com clorafenicol a 0,01%. O
repique era feito, assepticamente, através da retirada unitaria
de cada UFC na placa, com o auxilio de uma agulha de platina,
flambada previamente na chama do bico de Bunsen. Os tubos
entdo semeados, com uma UFC cada, foram incubados em
estufa, a 25°C, durante cinco a sete dias. Ap6s o tempo de
incubacao, esses tubos foram mantidos em geladeira para
futura realizacdo de provas de identificacdo das espécies.

Os dados obtidos, a partir das contagens realizadas, foram
tratados estatisticamente. Para tal, utilizou-se a equacao de
Baranyi e Roberts (1994), determinando-se os parametros
de crescimento (fase de laténcia, fase logaritmica e fase
estacionaria) dos resultados das contagens de bolores e
leveduras.

Resultados e discussao

No dia 0, foi aferido o pH da matéria-prima integra, moida, e
da mistura final, cujos resultados foram 5,83, 5,91 e 5,89,
respectivamente. Também foram realizadas as contagens de
bolores e leveduras destas amostras, obtendo-se resultados
de menos de 30 UFC.g? nas trés amostras, indicando que o

Figura 1: Valores de pH aferidos nas amostras embaladas em 100% ar ( —<>— ), e em EAM com
100%N, (—{1-), 20/80 CO,/N, (- ), 40/60 CO,/N, (—<—), 80/20 CO,/N, (—¥—), e 100% CO,
(—0O—), armazenadas em 4+1°C.

Em relagdo aos valores de pH obtidos das amostras
embaladas em atmosferas modificadas ao longo dos dias
de estocagem, foi observado que ndo houve variagdes
significativas que se mantiveram inferiores a 0,4. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados em salméo
(Fey e Regenstein, 1982; Lopéz-Galvez et al., 1995), cordeiro
(Sheridan et al., 1995; Doherty et al., 1996), carne bovina (Avery
et al., 1995) e rd (Conte-Junior et al., 2006), também
embalados em atmosferas enriquecidas com CO,. Nesses
experimentos, os autores também néo observaram variages
significativas dos valores de pH.

A contagem inicial (dia zero) de BHAM em placas com APC foi
4,4x10° UFC.g*. Das seis atmosferas testadas, durante os 19
dias de estudo, as que apresentaram 0s maiores picos de
concentracdo foram as embalagens com atmosfera composta
de 20/80 CO,/N, atingindo 7,5x10° UFC.g*, no 19° dia, e de
100% N, atingindo 9,6x10° UFC.g*, também no 19° dia.

Na Figura 2, podem-se observar as curvas de crescimento
das BHAM, durante os 19 dias de estudo, nas amostras
embaladas em 100% ar e nas outras cinco atmosferas
testadas. Constata-se que, dentre as atmosferas estudadas,
as que apresentaram o melhor comportamento das BHAM
foram as compostas de 80/20 CO,/N, e de 40/60 CO,/N,,
retardando o tempo de multiplicagdo e ndo atingindo
contagens elevadas.
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Figura 2: Curvas de crescimento das bactérias heterotréficas aerébias mesofilas nas amostras de
lingtiica de frango embaladas em 100% ar (<>-), e em atmosfera modificada com 100% N, ({1, 20/
80 CO,/N, (), 40/60 CO,/N, (<3, 80/20 CO,/N, (%), e 100% CO, (—O—}, armazenadas em 4+1°C.

Verifica-se, na Figura 2, que nas amostras embaladas em
nitrogénio (N,), as BHAM iniciaram seu crescimento em torno
do 1° dia. Nas amostras embaladas em 100% ar e em 20/80
CO,/N,, essas mesmas bactérias aumentaram sua
velocidade de crescimento a partir do 5° dia. Nas amostras
embaladas em 40/60 CO,/N, e em 100% CO,, 0 mesmo
ocorreu em torno do 7° dia. J& nas amostras embaladas em
80/20 CO,/N,, verificou-se um discreto crescimento a partir do
1° dia, estabilizando-se no 5° dia e voltando a crescer em
torno do 9° dia. A partir do 16° dia observou-se que as BHAM
ndo apresentaram mais crescimento expressivo,
estabilizando-se assim o seu crescimento em todas as
amostras. O resultado obtido coincidiu com o descrito por
Karkouri e Nychas (1994), onde, nas embalagens com 100%
N,, as bactérias citadas atingiram contagens altas mais
rapidamente do que em 100% ar. No entanto, diferiram dos
obtidos por Mano et al. (1999) em carne de peru, estocadas a
7°C, que obtiveram contagens mais altas nas embalagens
com 100% ar.

Na Tabela 1, observa-se o comportamento das BHAM de
acordo com os seguintes parametros: fase de laténcia, fase
logaritmica e contagem na fase estacionaria de crescimento.
As BHAM das embalagens com atmosfera de 40/60 CO,/N, e
de 80/20 CO,/N, foram as que apresentaram fases
logaritmicas mais prolongadas, ou seja, com menores
velocidades de multiplicagéo, atingindo também menores
valores nas contagens nas fases estacionarias de
crescimento.

R. bras. Ci. Vet., v. 13, n. 1, p. 3-9, jan./abr. 2006

Tabela 1: Paradmetros de crescimento (fase de laténcia, fase
logaritmica e contagem na fase estacionaria de crescimento)
das bactérias heterotréficas aerébias mesofilas das amostras
de linguica frescal de frango embaladas em diversas
atmosferas e conservadas a 4+1°C.

ATMOSFERAS PARAMETRO UNIDADE

F.L. 4,3

F.E. 8,7

F.L. 0,4

100% N Log 11,1
F.E. 9,0

F.L. 4,3

20/80 CO4/N, Log. 6.6
F.E. 9,0

F.L. 4,6

40/60 CO,/N, Log 229
F.E. 8,2

F.L. 0,0

80/20 CO,/N, Log 44.7
F.E. 7,4

F.L. 6,2

100% CO; Log 16.0
F.E. 8,5

F.L. — Fase de laténcia (dias).
Log — Fase logaritmica (horas).
F.E. — Contagem na fase estacionaria de crescimento (log UFC.g%).



Na Tabela 2 encontra-se a contagem de bolores e leve-
duras nas amostras embaladas nas diferentes atmosferas
do dia 0 até o dia 19.

Tabela 2: Contagem média de UFC, em logaritmo na base 10, de bolores e leveduras
nas amostras embaladas nas diferentes atmosferas do dia O até o dia 19 e conservadas

a 4+1°C.

Ao quinto dia, as lingticas embaladas em ar e N, foram consi-
deradas inferiores em relagdo as demais, no que diz respeito
a qualidade, por apresentarem maiores valores na avaliacdo
micolégica (Hooffmann et al., 1996).

A partir de entdo, até o décimo segun-
do dia, as linguicas embaladas em
atmosferas de 100% ar, 100% N,, 20/
80% CO,/N, obtiveram resultados
parecidos e insatisfatorios, quanto ao

ATMOSFERAS

tempo de vida util destes produtos

DIA

(Terra, 1998). Ja aquelas que foram

Ar (100%) N,(100%) 20/80 CO./N, 40/60 CO,/N, 80/20 CO,/N, CO,(100%) embaladas em atmosferas de 40/

0 23 23 23 23 23 23 60% CQZ/NZ, 80/29% CO,/N, e 100%
CO, obtiveram baixas contagens de

1 2,2 13 21 0.0 L7 1.0 bolores e leveduras, diferenciando-se
5 2,0 2,5 1,3 2,0 1,0 1,3 das outras amostras (Hooffmann et
9 3.3 3.3 3.3 3.0 2.0 2.0 al, 1996). Isto quer dizer que estas
trés ultimas atmosferas citadas

12 3.8 3.5 3.2 2,0 17 3.0 empregadas nas embalagens dos
16 55 5,9 55 53 53 51 produtos em questdo, demonstraram
19 6.0 6.2 6.0 6.0 5.8 5.6 resultados satisfatérios (Ellis et al,

Na Figura 3 encontram-se os valores das contagens obtidas
nas analises micolégicas das amostras embaladas nas
diferentes atmosferas modificadas do dia 0 ao dia 19.

1993), pois, quando comparadas as
demais, as contagens de fungos
foram menores, o que caracterizaria produtos de melhor
gualidade, com o mesmo tempo decorrido ap6s seus
processamentos (Wolfe, 1980). Estes resultados estdao de
acordo com os obtidos por Guynot et
al. (2003) que determinaram o efeito

antifngico das diferentes concentra-
¢bes de CO, em produtos de padaria
em EAM.

No décimo nono dia, os compor-
tamentos das amostras nas seis
atmosferas testadas foram seme-
Ihantes (Tabela 2), obtendo-se apro-
ximadamente uma mesma contagem
de bolores e leveduras, que é consi-
derada alta, embora, atualmente, nédo
existam padrdes estabelecidos para
contagem de bolores e leveduras para
alimentos (BRASIL, 2001). Isto é
explicado porque a alta concentragédo
destes microrganismos permite uma

7 —o—Ar
—{1-N3
61 —A—20%CO02
5 | —X—40%C02
. —X—-80%CO02
E 4| —O—100%CO2
O
[T
o}
o 3 1
o
)
o]
2 -
1 i
0 77>< T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Dia

deterioracdo do produto mais acele-
rada, tornando-o impréprio para o
consumo devido as alteragdes

Figura 3. Curvas de crescimento de bolores e leveduras nas amostras de linglica de frango embaladas
em 100% ar (——), e em atmosfera modificada com 100%N, ({1, 20/80 CO,/N, (-Zx~), 40/60 CO,/

N, (5<-), 80/20 CO,/N, (5K-), e 100%CO, (-0O—), armazenadas em 4x1°C.

No primeiro dia, os resultados obtidos das contagens de
bolores e leveduras eram bem semelhantes, a excecédo das
amostras embaladas em 40/60 CO,/N,, 80/20 CO,/N,, nas
quais ndo foi observado qualquer crescimento flngico, devido
ao efeito fungistatico exercido pelas altas concentrages de
CO, (Ellis et al., 1993). A alta concentragéo de CO,, que reduz
o pH intracelular e interfere no metabolismo celular quanto a
difusdo de H,CO, através da membrana bacteriana (Dixon e
Kell, 1989). Mano et al. (1999) também descreve a ocorréncia
de estresse exercido pela mistura de gases sobre o
crescimento microbiano.

sensoriais do mesmo (Guynot et al.,
2003).

Concluséao

Segundo a avaliacdo dos resultados do experimento, a
embalagem em atmosfera modificada inibiu o crescimento
de bolores e leveduras, pelo menos nos primeiros 12 dias,
devido, provavelmente, ao efeito fungiostatico do CO, (gas
carbbnico) sobre o desenvolvimento destes microrganismos.

As maiores concentrag6es de gas carbOnico nas embalagens
foram responsaveis pelos melhores resultados no aumento
da vida util, relacionado com o crescimento de bolores e
leveduras. Ou seja, as amostras embaladas nas atmosferas
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de 80/20 CO,/N, e 100% CO,, ap6s um mesmo intervalo de
tempo decorrido, apresentavam cerca de 50% da contagem
de fungos contaminantes das demais amostras.

A embalagem em atmosfera modificada € um método de
conservacao eficaz quanto ao aumento da vida Util da lingiica
frescal de frango. Quando observado isoladamente, este
método pode ndo impedir o crescimento destes microrga-
nismos, porém colabora, decididamente, para dificultar o
desenvolvimento, inibir o crescimento e até mesmo diminuir
0 numero destes.
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