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RESUMO

A carne de frango é um alimento rico nutricionalmente, que, no entanto,
possui prazo comercial relativamente curto quando resfriado, dependente da carga
microbiana inicial. Em virtude disso, o aperfeicoamento de novas tecnologias para
conservacao desse produto tem sido um tema amplamente pesquisado pela
comunidade cientifica. Este trabalho investigou os efeitos do uso de diferentes
embalagens (ar, vacuo e 80%CO, /20% N,), conjuntamente com irradiacdo gama
(0,0, 2,0 e 3,0 kGy) e refrigeracdo sobre a validade comercial, pH, aceitacédo
sensorial e controle de Listeria monocytogenes em amostras de filé de peito de
frango. O experimento foi realizado em duas etapas, nas quais foram analisadas
amostras resfriadas submetidas a diferentes tratamentos, tendo havido inoculacao
do patdégeno apenas na segunda etapa. Usando o programa DMFit, baseado em
microbiologia preditiva, foram determinados o0s parametros bacteriologicos de
crescimento dos microrganismos e foi estimada a validade comercial para cada
combinacao de processos empregados. A aceitacdo do produto pelos consumidores
foi avaliada em testes de aceitacdo sensorial em relacdo aos atributos cor,
impressao global, sabor e odor. Observou-se que a combinacdo mais eficiente foi a
irradiacdo, na dose de 3,0 kGy, das amostras embaladas em atmosfera de 80%CO,
120% N, (EAM), que estendeu a fase lag das bactérias aerdObias mesofilas (nas
amostras embaladas em aerobiose néo irradiadas) de dois para seis dias na
primeira etapa do experimento e de um para 16 dias na segunda. O prazo comercial
foi ampliado de cinco para 16 dias nas amostras ndo inoculadas e de nove para 34
dias nas amostras inoculadas com L. monocytogenes, que tinham contagem inicial
de bactérias mesdfilas muito menores as das nao inoculadas. Observou-se que as
bactérias acido laticas e Aeromonas spp. foram as mais resistentes a radiacéo e a
alta concentracdo de CO, enquanto as enterobactérias e os coliformes mostraram-
se 0S mais sensiveis. A estirpe L. monocytogenes 4b, inoculada na concentracao de
5 log UFC/g, foi capaz de se desenvolver em todas as amostras, embora a
combinacdo EAM seguida de irradiacdo tenha sido eficaz na manutencédo de
contagens em torno de 3 log UFC/g. As amostras irradiadas apresentaram uma
coloracdo résea, mais atraente. Em contraste, o uso da EAM ap0s a irradiacao
alterou o sabor e odor caracteristico da carne de frango cozida. Concluiu-se que o
uso combinado da EAM, seguida da irradiacdo com 3,0 kGy, possibilita a obtencéo
de carnes resfriadas de frango com maior prazo comercial, com melhor qualidade
sanitaria e caracteristicas sensoriais atraentes, desde que sejam respeitadas as
normas de boas praticas no manuseio do produto.

Palavras-chave: carne de frango, irradiagdo, radiagdo gama, atmosfera
modificada, microrganismos, microbiologia preditiva, Listeria monocytogenes



ABSTRACT

Poultry meat is a nutritionally rich food, however it is also a highly perishable
product that has a relatively short shelf life even when it is kept in refrigeration,
depending on the initial microbial load. Thus, developing more appropriate
technologies for its conservation still remains a goal that the scientific community has
been eagerly pursuing. This work investigated the effects of using different packaging
methods (air, vacuum and 80%CO, /20% N) combined with gamma irradiation (0.0,
2.0 and 3.0 kGy) and refrigeration on shelf life, pH, sensory acceptance and growth
of Listeria monocytogenes in chicken breast fillets. The experiment was performed in
two phases, the first without pathogen inoculation and the second with inoculation,
both using refrigerated samples from the several treatments tested. The DMFit
program, based on predictive microbiology, was used to calculate the bacteriological
growth parameters of microorganisms on all stages of the experiment and to predict
the shelf life for each combination of methods. Sensory acceptance tests were
performed for color, overall appearance, flavor and odor. Packaging in 80% CO, and
20% N, atmosphere followed by irradiation with 3.0 kGy was found to be the most
efficient combination of treatments. It increased the mesophilic bacteria lag phase of
unirradiated air-packaged samples from two to six days, in the first phase of the
experiment, and from one to 16 days in the second phase, also extending the shelf
life from five to 16 days in uninoculated samples and from nine to 34 days in
samples inoculated with L. monocytogenes (counts for mesophilic bacteria were
lower than those for uninoculated samples). Lactic acid bacteria and Aeromonas spp.
were found to be the most resistant to gamma radiation and to high concentrations of
CO.. In contrast, enterobacteria and coliforms showed the largest sensitivity. The
inoculated strain L. monocytogenes 4b was able to grow in all samples, however,
modified atmosphere packaging followed by irradiation were effective in maintaining
the counts of this pathogen around 3 log CFU/g. It was also found that the irradiated
samples exhibited a more appealing pinkish color. In contrast the use of irradiation
before packing caused the flavor and odor of the cooked poultry meat to become less
attractive. It can be concluded that, provided good manufacturing practices are
observed, chicken meat treated with modified atmosphere or vacuum packaging
followed by irradiation with 3.0 kGy has a longer shelf life, better sanitary quality and
attractive sensory characteristics.

Keywords: poultry meat, irradiation, modified atmosphere, microbiological
spoilage, predictive microbiology, Listeria monocytogenes



1 INTRODUCAO

O consumo de carne de frango vem crescendo continuamente devido as suas
atraentes caracteristicas nutricionais e ao preco relativamente acessivel para a
populacdo, quando comparado com outras fontes de proteina animal. O Brasil € um
grande produtor e exportador de carne de frangos, sendo, portanto, a avicultura de
grande relevancia financeira e social para o pais, pela geracdo de capital e
empregos no setor agroindustrial.

Como os produtos de origem animal resfriados possuem um prazo comercial
curto, séo utilizados métodos de conservacéo, principalmente, no caso de cortes de
frangos comerciais, como o congelamento. Porém, esse processo tecnologico altera
as caracteristicas da carne, devido a perda de nutrientes através do “drip” e
consequentemente, a suculéncia também é afetada. Além disso, este tratamento
nao elimina os patdgenos frequentemente encontrados em carnes de aves,
representando um risco em potencial para a saude coletiva.

Com relacdo aos microrganismos patogénicos, deve-se considerar a
existéncia de L. monocytogenes em carnes de frango, que é uma bactéria de carater
ubiquitario e que atua como patdgeno principalmente em gestantes, idosos, criancas
e pacientes imunossuprimidos, os quais fazem parte do grupo de risco da listeriose.
Em estudos realizados pelo Servico de Microbiologia do Centro Nacional de
Alimentacédo (Instituto de Saude Carlos Ill, Mayadahonda) sobre carcacas de aves
de diferentes procedéncias, em 90-95% das carcacas analisadas, foi encontrada L.
monocytogenes (ANDERSON, 1992).

Para minimizar os efeitos dos tratamentos sobre as caracteristicas da carne
de frango, objetivando reduzir as populacdes de agentes patogénicos transmitidos
por alimentos, muitos pesquisadores vém investigando novos métodos para

prolongar o prazo de validade de carnes de frango e derivados.
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A adocao da tecnologia da Embalagem em Atmosfera Modificada (EAM) tem
revolucionado e modernizado os frigorificos e as industrias de processamento de
carne. Aumentos significativos na validade de produtos frescos e curados, obtidos
com o uso da EAM, tém reduzido perdas devido a deterioracao precoce e aumento
da distribuicdo de produtos de alta qualidade. Embalagem a vacuo € a forma mais
comum de EAM, a qual tem sido usada tanto para carnes processadas como em
cortes frescos. Misturas gasosas contendo CO;, N, e O, em uma variedade de
combinagdes sao usadas, podendo conter alta concentracdo de O, (80%) ou baixa
(16%), nas quais o N, é usado como um gas quimicamente inerte de enchimento
combinado com uma determinada proporgdo de CO,, que inibe 0s microrganismos.
Estes sistemas usam filmes de embalagem com barreira ao O, e quase sempre
estas embalagens sdo mantidas, durante a estocagem e na distribuicdo a 4°C
(HOLLEY, GILL, 2005).

A EAM prolonga a validade comercial de carne de aves, porém, ndo €
suficiente para eliminar de forma efetiva 0s microrganismos deteriorantes e
principalmente os patogénicos. Deste modo, a irradiacdo gama pode ser usada para
este fim, existindo um consenso entre 0s especialistas na area de microbiologia de
alimentos de que o processo € eficiente na producdo de alimentos seguros. E o filé
de frango embalado e irradiado podera ser mais facilmente comercializado e, até
mesmo, exportado para longas distancias, aumentando a lucratividade das
industrias avicolas nacionais.

A irradiacédo de alimentos consiste em submeter os produtos, ja embalados ou
a granel, a uma quantidade controlada de radiacdo ionizante, por um tempo
prefixado, com o objetivo de melhorar a qualidade sanitaria e aumentar validade
comercial dos alimentos. Tal tecnologia tem recebido uma crescente atencdo em
todo o mundo, junto com os métodos tradicionais de conservacao de alimentos. As
razdes que despertaram o interesse dos diversos paises estédo relacionadas com as
grandes perdas dos alimentos como consequéncia de infestacdo, contaminacéo e
deterioracdo alimenticia, a crescente preocupacdo com 0S agentes etioldgicos
transmitidos por alimentos e o aumento do comércio internacional de produtos
alimenticios sujeitos as normas de exportacao rigidas (GCIIA, 1991).

Os efeitos da irradiagdo, conjuntamente com a EAM, variam de acordo com o
tipo de carne e a composicao da atmosfera na embalagem. Em alguns casos, a

aplicacdo de doses excessivas pode ocasionar odor de queimado ou descoloracéo
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da carne fresca nas embalagens que contém ar (oxigénio). Consequentemente,
considerando a qualidade sensorial e os interesses para a produgdo de alimentos
seguros, os efeitos da irradiagdo em combinacdo com o vacuo ou com a EAM da
carne bovina e de aves devem ser mais investigados (LEE et al., 1996).

Nesta pesquisa, objetivou-se avaliar o efeito combinado do uso de diferentes
tipos de embalagens (100% ar, vacuo e atmosfera modificada 80% CO,/ 20% N;) e
de duas doses de radiacao gama (2,0 e 3,0 kGy) no aumento do prazo comercial, na
variagdo do pH, na reducdo da microbiota natural, na aceitacdo sensorial e na
eliminacdo de Listeria monocytogenes inoculada em filés de peito de frango
resfriados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CARACTERISTICAS E PRODUCAO DE CARNE DE AVES

Segundo Anderson et al. (2000), a carne de ave € uma boa fonte de proteina
(21-24%), vitaminas (tiamina, niacina, riboflavina) e sais minerais. Bobbio e Bobbio
(2003) relataram que as proteinas mais importantes sdo as musculares, sendo o teor
de proteina na carne de frango superior ao da carne bovina e suina,
respectivamente, em torno de 20%, 16% e 14%. Além disso, a carne de aves possui
alta atividade de agua (0,98-0,99) e pH que varia de 6,2 a 6,4 (ANDERSON et al,
2000).

Diferentemente da carne vermelha, na qual a gordura esta distribuida por
todos os tecidos, a maior parte da gordura da carne de aves se encontra abaixo da
pele e na cavidade abdominal, sendo a quantidade de gordura variavel de acordo
com a idade, 0 sexo, a anatomia e a espécie (BRYAN, 1980).

Segundo Mendes et al. (2003), a producédo de filés de peito de frango com
especificacdes rigidas de peso, comprimento e espessura destinados a exportacéo e
producdo de produtos pré-processados ou restaurantes “fast food” tem implicagoes
econdmicas importantes na rentabilidade da industria avicola.

Nas ultimas duas décadas, a producdo de frango de corte tem evoluido de
forma bastante significativa no Brasil. O dinamismo da atividade avicola esta
atrelado aos constantes ganhos de produtividade, sobretudo, através da melhora
dos indices de conversdo alimentar, dos ganhos nutricionais, da pesquisa em
genética, da maior automacéao dos aviarios e de um melhor manejo (SOUZA; OSAKI,
2008).
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O mercado de carne de aves aumentou significativamente desde 1990,
devido ao ingresso de varios paises importadores, fazendo com que a producgéo
aumentasse para atender a esses novos consumidores. O comércio internacional
ganha cada vez mais importancia no mercado de carne de aves. Os principais
exportadores sdo: EUA, Brasil, China, Hong Kong e Unido Européia, sendo os
maiores compradores: China, Hong Kong, Russia, Japdo, Arabia Saudita e México
(SILVA, 2008).

O expressivo aumento do consumo de carne de aves esta ligado aos precos
mais baixos, comparados as demais carnes; por nao haver restricao religiosa ao
consumo; pela diversidade de produtos e pelas suas caracteristicas nutricionais.
Essas vantagens séo realcadas pela flexibilidade e relativa facilidade de producéo.
Com base nas recentes variagcbes do consumo, a carne de aves aumentou seu
potencial, tanto nos paises desenvolvidos como naqueles em desenvolvimento
(SILVA, 2008).

Entretanto, segundo a Associacdo Brasileira dos Produtores e Exportadores
de Frangos (ABEF) (2010), no Brasil, o setor exportador de carne de frango foi
impactado principalmente pela retracdo da economia mundial, devido a crise
financeira internacional, com a reducdo de precos e de encomendas de paises
importadores importantes como RuUssia, Japdo e Venezuela, e pela valorizacdo do
real frente ao dolar americano. Se houver uma alteracdo no quadro cambial, sera
possivel que 2010 termine com um crescimento entre 3% e 5% nos volumes e de
até 10% na receita. Mas, se a relacéo real/ddlar permanecer nos atuais patamares,
€ possivel que ndo haja crescimento. Um dos reflexos serda a retracdo dos

investimentos das empresas do setor, como se verificou em 2009.

2.2 MICROBIOTA DE CARNES DE FRANGO

As principais alteracdes das carnes de aves sdo de origem microbiana. Estas
alteracoes dependem da qualidade inicial da carne e das condicbes de
armazenamento, mas a microbiota inicial e sua possibilidade de desenvolvimento
dependem de todo um conjunto de fatores que intervém nas distintas etapas da
producéo (BOURGOIS, 1994).
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A carne de frango € frequentemente contaminada com uma populacdo
bacteriana diversa que consiste principalmente em bactérias deteriorantes. Esta
carne possui pH mais elevado do que a carne vermelha, sendo um bom meio para o
crescimento destas bactérias (BRODY, 1995).

A validade comercial da carne de frango vai depender da contaminacéo
bacteriana inicial e da temperatura de armazenamento. Conforme Anderson et al.
(2000), com a carga bacteriana inicial de 10° UFC/g, a carne de frango apresenta
uma validade em torno de 12 dias sem mostrar alteracées; se a carga inicial é de 10°
UFC/g, o alimento comeca a mostrar alteracdes nas caracteristicas sensoriais em
torno do 6° dia. Se uma carcaca de frango com carga bacteriana inicial baixa se
mantém sob refrigeracdo a 5°C, a deterioragdo ocorre entre 0 6° e 7° dia e a 10°C
observa-se um odor ruim e limosidade na superficie no 3° dia de estocagem.

A qualidade bacteriolégica da carne de ave depende de distintos fatores
relacionados com o abate do animal e sua comercializacdo. Na carne de aves, 0
crescimento microbiano comeca sempre a partir da pele, que constitui uma
verdadeira barreira a penetracdo dos microrganismos. Somente depois de certo
tempo de armazenamento, 0s microrganismos, em particular as bactérias, invadem
0S musculos. Numerosos parametros estdo envolvidos no desenvolvimento
microbiano desde a criagdo animal até o consumo, passando pelas diferentes
etapas de abate e armazenamento e vao fazer variar a natureza da microbiota da
carne das aves (BOURGOIS, 1994; ANDERSON et al., 2000).

Levando-se em consideracdo a microbiota psicrotrofica, os microrganismos
encontrados na carne logo apdés o abate sdo muito variados: Pseudomonas spp.,
Acinetobacter spp., Aeromonas spp., enterobactérias, corynebactérias, micrococos,
e outros. Estes tipos bacterianos podem variar em funcdo do modo de abate da ave.
Os fendmenos de resisténcia bacteriana também selecionam uma determinada
microbiota ao longo do armazenamento. Normalmente, sdo Pseudomonas spp. que
se desenvolvem durante a estocagem refrigerada da carne. Entretanto, quando as
condicbes de armazenamento se modificam como, por exemplo, alteracbes da
embalagem observam-se variacbes importantes na microbiota predominante
(BOURGEOIS, 1994).

Pseudomonas spp. sdo bactérias aerdbias estritas que crescem rapidamente
em temperatura de refrigeragéo e séo capazes de dominar a microbiota das carnes

embaladas aerobicamente. Estes microrganismos utilizam preferencialmente a
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glicose disponivel, porém, quando o carboidrato é exaurido, iniciam o catabolismo de
aminoacidos, o que produz odores e sabores desagradaveis. Outros microrganismos
aerdbios, tais como Acinetobacter spp. e Moraxella spp. também estdo presentes
em carnes deterioradas aerobicamente. Quando a carne é embalada a vacuo ou é
usada uma EAM com mais de 20% de CO,, o crescimento de Pseudomonas spp. é
suprimido. Sob estas condi¢des, as bactérias laticas crescem mais rapidamente e
séo frequentemente os Unicos microrganismos detectaveis durante a armazenagem
refrigerada de produtos em EAM. Estes microrganismos fermentam a glicose e
alguns outros substratos presentes na carne e, quando estes Ultimos sdo exauridos,
0 crescimento cessa. Isto ocorre normalmente quando o ndmero atinge 8 log/cm?
(HOLLEY; GIL, 2005).

Quando as carnes sdo embaladas a vacuo, os microrganismos microaerofilos
como Brochothrix thermosphacta e os lactobacilos sdo os que predominam. Se a
embalagem é semipermeavel, pode-se observar a substituicdo das Pseudomonas
spp. por Serratia liquefaciens. Contudo, tem-se demonstrado que durante os
tratamentos tecnolégicos, como a irradiacdo, por exemplo, ocorre uma selecdo da
microbiota, e neste caso, ha o crescimento preferencial de Acinetobacter spp.
(BOURGEOIS, 1994).

Em relacdo a microbiota patogénica na carne de aves, podem ser
encontrados numerosos tipos de bactérias, tanto na superficie da carne, quanto nos
produtos derivados. Com frequéncia sao isolados Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Campylobacter spp., Yersinia spp. (BOURGOIS, 1994).

Os fungos tém menor importancia na deterioracdo de carnes de aves, exceto
guando antimicrobianos sao utilizados para suprimir o crescimento bacteriano, neste
caso, os fungos filamentosos se tornam os principais agentes da deterioracdo (JAY,
2005).

2.2.1 Listeria monocytogenes em carne de frango

Listeria monocytogenes é um bacilo curto com extremidades arredondadas,
que as vezes apresenta-se sob forma de cocobacilo. E um microrganismo ndo

esporulado, mével, Gram positivo, anaerobio facultativo e catalase positivo. Pode-se
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desenvolver nos valores de pH compreendidos entre 5,09,0, sendo o pH 6timo de
crescimento 7,5 (ANDERSON et al., 2000).

As estirpes de L. monocytogenes sdo sorotipadas de acordo com seus
antigenos somaticos “O” e flagelares “H” (VASCONCELOS et al., 2008). Listeria
monocytogenes contém os sorovares 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4c, 4e, 7
(SEELIGER; JONES, 1996). Entretanto, conforme Vasconcellos et al. (2008),
apenas trés destes sorovares, especificamente 1/2a, 1/2b e 4b, estdo envolvidos
com a maioria dos casos clinicos de listeriose. E Pettinati et al. (2006) salientam que
0 sorotipo 4 b esta associado a 70% dos casos de listeirose humana.

L. monocytogenes € um patodgeno intracelular facultativo, que pode crescer
em macroéfagos, células epitelias e fibroblastos cultivados. Todas as cepas virulentas
produzem uma hemolisina, a listeriolisina O, que esta geneticamente relacionada
com a estreptomicina O e a pneumolisina (MURRAY, 2000).

Segundo Jemmi e Stephan (2006), o carater ubiquo de L. monocytogenes, a
capacidade de persistir em ambientes de processamento de alimentos e de se
multiplicar em temperaturas de refrigeracao, dificulta o controle deste microrganismo
no alimento, tornando-o uma ameaca significativa para a saude publica.

Todas as espécies do género Listeria sdo amplamente distribuidas na
natureza e tém sido isoladas de solo, vegetacdo, esgoto, agua, alimentos para
animais, carne fresca e congelada, residuos de matadouros e fezes de animais
saudaveis. Assim, 0s animais e o seu ambiente podem apresentar uma importante
fonte de contaminacéo dos alimentos (JEMMI; STEPHAN, 2006).

A transmissdo da Listeria spp. pode ocorrer tanto por contato direto quanto
indireto com fontes contaminadas; por via oral, ocular, cutdnea, respiratéria e
urogenital. O organismo pode estar presente em secrec¢des oculares, nasal e
purulenta da epiderme e na urina, placenta de bovino infectado; outros tecidos
contaminados, fezes e sangue. Porém, a transmissédo por alimentos parece ser a
forma mais importante (MARTH, 1988).

As listerias crescem em temperatura de 1 a 45°C, sendo a faixa 6tima de 30 a
37°C, embora existam relatos sobre o crescimento a 0°C. Suportam repetidos
congelamentos e descongelamentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008; LOVETT;
TWEDT, 1988; SEELIGER; JONES, 1996)

O meio cientifico foi despertado para o perigo da listeriose durante a década

de 80, quando uma série de surtos ocorreu na América do Norte e Europa; e a
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Listeria monocytogenes foi responsavel por vérias formas de listeriose humana. A
partir de 1988, principalmente nos paises da Europa Central, pesquisadores
passaram a investigar a listeriose como doenga de origem alimentar (FARBER;
PETERKIN,1991; OLIVEIRA, 1993).

A listeriose no organismo humano e no animal tem um quadro diferente da
maioria das outras doencas enquadradas como enfermidades, cujos agentes
etiologicos sdo transmitidos por alimentos. Isto se deve a natureza intracelular
facultativa do seu agente causal que, rompendo as células, produz septicemia, o que
propicia a infeccdo de tecidos normalmente ndo afetados, como o0 sistema nervoso
central, a placenta e o utero gravidico (CASTRO, 1989; FARBER; PETERKIN, 1991.;
FRANCO; LANDGRAF, 2008; LOVETT; TWEDT, 1988; MARTH, 1988)

A ingestdo de alimentos contaminados com Listeria spp. é particularmente
perigosa para gestantes, recém nascidos, individuos com sindrome de
imunodeficiéncia adquirida, portadores de carcinomas ou de outras doencas
imunocomprometedoras ou usuarios de medicamentos que provoquem
comprometimento do sistema imunolégico (FRANCO; LANDGRAF, 2008; HOBBS;
ROBERTS, 1992).

O aborto listérico na mulher ocorre geralmente na segunda metade da
gravidez, com mais frequéncia no terceiro trimestre. Os sintomas que precedem em
alguns dias ou semanas ao aborto ou ao parto podem consistir em calafrios,
aumento da temperatura corporal, ligeira irritacdo e as vezes sintomas
gastrointestinais (ACHA; SZYERES, 2001).

Os sintomas nos adultos variam consideravelmente nos estagios finais da
doenca. Os sintomas iniciais sdo geralmente similares aos da influenza, seguido por
dor severa de estdbmago, dores nos membros, frio, altas temperaturas, pescoco
duro, nausea, vomito e fotofobia. O paciente fica sonolento e isto é intermitente,
porém crescem frequentemente casos de coma e delirio antes da morte (VARNAM,;
EVANS, 1996)

Na pesquisa realizada por Gongalves (1998) no Estado do Rio de Janeiro,
das 40 amostras de carne de frango congeladas, foram isoladas 246 cepas de
Listeria spp., sendo 52 cepas de L. monocytogenes. De 63 amostras de carcacas de
frango analisadas em Portugal, todas apresentaram-se contaminadas com Listeria
spp., sendo que 26 amostras (41%) foram positivas para L. monocytogenes
(ANTUNES et. al., 2002).
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No trabalho desenvolvido por Mena et al. (2004), vérios tipos de produtos
alimenticios foram analisados quanto a presenca de L. monocytogenes em Portugal.
Das 1035 amostras (leite, carne, peixes crus, e alimento termicamente processados
e fermentados), 72 (7,0%) foram positivas para L. monocytogenes. Das 17 amostras
de carne bovina crua, 3 (18 %) foram positivas para L. monocytogenes. A carne de
frango crua obteve maior nUmero de amostras positivas, sendo que das 15 amostras
analisadas, 9 (60%) apresentarm-se positivas.

Das 178 amostras de carcaca de frango, pele de pescoco e de superficies
com e sem contato com o alimento, oriundas de matadouro frigorifico no Estado de
Séo Paulo, 28 (16 %) foram positivas para L. monocytogenes (DIAS, 2008).

Nalério et al. (2009) verificaram que 1,7% (15/128) das amostras de
abatedouro no Rio Grande do Sul (84 referentes a frangos/carcacas, 24 amostras de
superficies que entram em contato com o alimento e 20 amostras de superficies que
ndo mantém contato com o alimento) apresentaram contaminagdo por L.
monocytogenes e nos frangos resfriados procedentes do comércio, a prevaléncia foi
de 33 % (15/45).

2.3 USO DA ATMOSFERA MODIFICADA EM CARNE DE FRANGO

2.3.1 Influéncia na validade comercial

A utilizacdo de EAM para estender a validade de alimentos € reconhecida ha
muitos anos. A primeira grande aplicacdo comercial de EAM foi em 1974, quando
uma companhia francesa, SCOPA, comecou a comercializar carnes embaladas.
Hoje, alimentos embalados em EAM incluem carnes cruas e cozidas, frango, peixe,
crustaceo, vegetais, frutas, batatas, café, cha e outros (CHURCH, 1994).

Floros e Matsos (2005) relataram que a EAM aumenta o prazo comercial de
produtos alimenticios através da reducdo das alteracdes fisioldgicas,
guimicas/bioquimicas e fisicas indesejaveis nos alimentos e do controle do
crescimento microbiano. Atmosferas contendo alta concentracdo de gas carbénico
devem ser usadas para suprimir oS microrganismos e estender a validade do

produto. Uma mistura de gases com altas concentracfes de O, e CO; € ideal para a
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conservacao da qualidade dos produtos carneos e consequente extensdo do prazo
comercial.

Atualmente, na América do Norte, cerca de 85% de carnes frescas e a
maioria das carnes processadas sdo embaladas sob vacuo ou distribuidas
embaladas em atmosfera modificada contendo um ou mais gases. Garantindo-se
gue as temperaturas de estocagem sejam mantidas baixas (-1,5°C para carnes
frescas) a validade comercial pode alcancar pelo menos 9-12 semanas para carnes
frescas. De um modo geral, o prazo comercial de carnes vermelhas pode ser
aumentado para até dois meses se embaladas com 75% de O, + 25% de CO; e
armazenadas a -1°C. A alta concentracao de oxigénio garante a manutencao da cor
vermelha (JAY, 2005).

Comercialmente, o sistema de embalagem em atmosfera modificada mais
utilizado para embalagem da carne fresca emprega altas concentracbes de O, em
combinagdo com CO,, normalmente 60-80% O, / 20-40% CO, (EILERT, 2005).
Segundo Pereira (2005), a proporcdo de misturas de gases mais utilizada para
carnes vermelhas é de aproximadamente 70% O, e 30% CO,. Porém, a estabilidade
da cor da carne e a validade comercial dos produtos armazenados contendo esta
mistura de gases ainda séo limitadas.

No caso de carne de aves, a presenca do oxigénio ndo é necessaria. Em
alguns casos, na carne de peru, por exemplo, a presenca do oxigénio pode até ser
prejudicial por causar odores indesejaveis. A extensdo da validade comercial de
carne de aves sob EAM aumenta com o aumento da concentracdo de CO», devido a
supressdo do crescimento microbiano. Entretanto, tem sido observado que altas
concentracbes de gas carbbnico podem ocasionar a descoloracdo do produto
(FLOROS; MATSOS, 2005).

Para aves, diferentes misturas gasosas séo utilizadas no acondicionamento,
podendo incluir O,/CO,; No/CO, e O,/CO,/N,. No acondicionamento de carcacas de
aves, podem ser utilizadas misturas com altas concentracdes de CO,, atingindo uma
validade comercial de até 21 dias (normalmente seis a 14 dias). Para a
comercializacdo de cortes em pequenas porc¢des, a concentracdo de CO, nao deve
exceder 30%, para ndo ocasionar problemas de descoloracdo (ZEPKA, 2008).

Jiménez et al. (1997) observaram que a EAM (70% CO,/30% N,) estendeu a
validade comercial de peito de frango resfriado para 21 dias, comparados com cinco

dias das amostras controle. Saucier et al. (2000) determinaram o prazo comercial de
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carne de frango e carne de peru embaladas sob dois tipos de atmosfera modificada:
62% COy/ 8% 02/30% Nz e 20% CO,/ 80% N, e verificaram que as carnes
embaladas com a segunda mistura de gases mantiveram a contagem microbiana
mais elevada durante todo o experimento.

Patsias et al. (2006) constataram que carnes de frango pré-cozidas foram
melhor conservadas sob as misturas de gases: 60%/40% e 90%/10% (CO2/Ny). A
validade comercial foi estendida para mais seis dias quando comparada com o
controle embalado a vacuo e essas misturas mantiveram as caracteristicas de odor

e sabor desejaveis.

2.3.2 Tecnologia da EAM e gases utilizados

Segundo Church (1995), as carnes frescas podem ser preservadas tanto pelo
vacuo como por embalagem em atmosfera modificada seguida pela refrigeracéo. O
primeiro possui a vantagens de ser uma técnica simples, porém, a compressao que
causa no alimento pode alterar sua forma original e/ou aumentar o “drip” da carne.
Brody (1995) ressalta que o prazo comercial das carnes de frango embaladas a
vacuo € usualmente pequena, limitada a duas semanas antes do desenvolvimento
de odores putridos.

A embalagem a vacuo € definida como o acondicionamento do produto em
embalagens com barreira aos gases onde o ar é removido para prevenir o
crescimento de organismos deteriorantes, a oxidacdo e a descoloracdo do produto.
Para a maioria dos pesquisadores, esse tipo de embalagem € considerado uma
forma de EAM visto que, ao remover o ar, a atmosfera no interior da embalagem é
modificada. Sob tais condicBes, o oxigénio residual € utilizado pela microbiota
aerobica residente, produzindo gas carbbnico (10-20%) e fazendo com que o
potencial de redox tenda a ficar negativo. Estas mudancas no redox e a composicao
da atmosfera suprimem o crescimento de bactérias aerdbias deteriorantes
responsaveis pela viscosidade, rancificacdo e descoloracéo indesejaveis no produto.
A condicao resultante favorece o crescimento de organismos anaerébios facultativos
incluindo as bactérias acido laticas, porém em velocidade lenta, atrasando a
deterioragao da carne (GENIGEORGIS, 1895; HINTLIAN; HOTCHKISS, 1986).
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A técnica da EAM envolve a remogéo do ar da embalagem e substituicdo por
uma mistura de gases. A pressado do gas dentro da embalagem € aproximadamente
1 atm (igual a pressao externa). Isto € conseguido pelas técnicas do “gas flushing”
ou pelo equipamento de embalagem a gas de termo-formagéo. Na técnica do “gas
flushing” ou de nivelamento do gas, o gas € introduzido continuamente na
embalagem, diluindo o ar presente, sendo, no final, a embalagem selada. Na técnica
da termo-formagédo, um método de vacuo compensado é usado para introduzir a
mistura gasosa. Isto envolve a passagem do produto por uma bandeja e remocéo do
ar. O vacuo é quebrado pela mistura de gases apropriada e a embalagem é selada
com calor. A vantagem deste Ultimo método é a maior eficiéncia na remogéo do
oxigénio em niveis residuais menores que 1% (SMITH et al., 1990).

Trés gases sdo geralmente usados na embalagem de alimentos: O,, N, e
CO,, cada qual possuindo uma funcéo especifica (CHURCH, 1995). A escolha da
mistura de gases utilizada é influenciada pela microbiota capaz de crescer no
produto, pela sensibilidade do produto ao O, e ao CO; e pela estabilidade da cor
desejada (por exemplo: preservacdo da oximioglobina em carne fresca e
nitrosomioglobina em produtos carneos curados) (CHURCH, 1994).

A mistura de gases utilizada em EAM de diferentes alimentos também
depende da natureza do alimento e dos mecanismos provaveis de deterioracao.
Quando a deterioracao é principalmente microbiana, o nivel de CO, na mistura deve
ser o mais alto possivel, limitado somente pelos efeitos negativos do CO; no
alimento especifico (por exemplo, colapso da embalagem). A composi¢do gasosa
tipica nessa situacao é de 30 a 60% de CO, e 40 a 70% de N». Para produtos que
sd0 muito sensiveis ao oxigénio, onde a deterioracdo € principalmente pela
rancificacdo oxidativa, misturas de 100% N, ou N,/CO, s&do usadas, se a
deterioracdo microbiana também for importante nesse alimento (ROBERTSON,
2006).

O gas O, geralmente estimula o crescimento de bactérias aerdbicas e inibe o
crescimento de anaerdbias estritas, embora exista uma grande variacdo da
sensibilidade de anaerébios ao O,. A presenca de O, € mais importante no
armazenamento de carnes vermelhas frescas, por manter o pigmento da carne,
mioglobina em sua forma oxigenada, oximioglobina, que fornece a carne fresca a cor
vermelha caracteristica. Baixos niveis de O, (0,5%) podem ocasionar uma coloracéo

marrom em carnes resfriadas (CHURCH, 1994).
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Embora o nivel de O, diminua durante o armazenamento, sua inclusdo no
inicio do empacotamento pode favorecer o crescimento de microbiota competitiva e
ajudar a inibir o crescimento de bactérias patogénicas anaerObias presentes
(CHURCH, 1994).

Alguns pesquisadores verificaram que o uso de altas concentragbes de O
tém sido eficaz na reducdo da microbiota em diferentes alimentos, como citado por
Amanatidou et al. (2000), os quais concluiram que altas concentracdes de O, podem
ser usadas para conservar cenouras minimamente processadas pois mantém seu
frescor diminuindo a microbiota durante armazenamento prolongado. Jacxsens et al.
(2001) também observaram que a concentracdo de 95% de O, estendeu a fase de
adaptacao do patogeno Listeria monocytogenes e reduziu a populacdo de leveduras
em vegetais prontos para consumo. Strotmann et al. (2008) verificaram que 100% de
O, na embalagem de carne suina inoculada com Yersinia enterocolitica reduziu
significativamente o numero desse patdgeno ao final do armazenamento (12 dias).

O gas CO; € um inibidor do crescimento bacteriano e fungico. Seu modo de
acao depende da dissolucdo do gas no produto embalado. O efeito inibitério da
embalagem em atmosfera modificada € diretamente relacionado com a quantidade
de CO, presente. A solubilidade deste gas € indiretamente proporcional a
temperatura de armazenamento, logo, baixas temperaturas possuem um efeito
sinérgico para a acdo bacteriostatica do CO, (CHURCH, 1995).

O CO, é soluvel em agua e em gorduras e seu efeito bacteriostatico é
influenciado pela carga bacteriana inicial, pela temperatura de estocagem e pelo tipo
de produto embalado. A absor¢cdo do gas pelo produto causa pequena reducédo no
volume do géas e, consequentemente, pode ocasionar o colapso da embalagem. Em
alimentos com muita umidade, como carnes vermelhas, de aves e pescados, a
excessiva absor¢cdo de CO, pode causar o colapso da embalagem, fazendo com que
a embalagem do produto figue com aparéncia de ter sido a vacuo. Embalagens
contendo altas concentracbes de CO, podem ocasionar o aumento do “drip” da
carne fresca (CHURCH, 1994; CHURCH, 1995).

Quando o CO; se dissolve em agua, acidifica o meio. A acidificacdo, assim
como o efeito antimicrobiano do CO, nas concentracdes maiores que 10-15%, pode
suprimir o crescimento de muitos microrganismos deteriorantes e por esta razao €
um componente importante da EAM (BRODY, 1995).
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O nitrogénio (N2) é um gas inerte, insipido e menos predisposto a acidentes
do que os outros gases comumente usados em EAM. O N, é usado como um gés de
enchimento, substituindo o O, como uma alternativa da embalagem a vacuo quando
o produto é fragil, ou para limitar o colapso da embalagem causado pela absor¢cédo
do CO; pelo produto (CHURCH, 1995).

O N, possui baixa solubilidade em agua e em gorduras. E usado para
substituir o O, em embalagens retardando a rancificagcdo oxidativa e inibindo o
crescimento de microrganismos aerébios (CHURCH, 1994).

2.3.3 Microbiologia da EAM

A extensdo da validade comercial do produto embalado em atmosfera
modificada deve-se a baixa concentracdo de oxigénio que favorece o controle de
bactérias aerdbias, que s&@o as principais responsaveis pela deterioracdo. Além
disso, uma alta concentracdo de CO, também aumenta a validade comercial dos
alimentos embalados. O efeito antimicrobiano do didxido de carbono ocorre quando
0 gas esta na concentracdo em torno de 10% e aumenta com maiores
concentragfes. Usando 20% de CO, € possivel controlar o crescimento de muitos
aerobios, incluindo Pseudomonas spp., Acenatobacter spp.e Moraxella spp., embora
altas concentracdes possam estimular o crescimento de Clostridium botulinum
(FLOROS, MATSOS, 2005).

O mecanismo da atividade antimicrobiana do CO, ndo estd completamente
entendido, mas sabe-se que o CO, estende a fase de adaptacdo do crescimento
microbiano de muitas maneiras. O gas penetra na parede da célula microbiana e
altera a permeabilidade celular; se solubiliza dentro da célula e produz &acido
carbbnico (H.COs3), que reduz o pH da célula; e, finalmente, interfere em muitas
rotas enzimaticas e bioquimicas dentro da célula microbiana, reduzindo a sua taxa
de crescimento (FLOROS; MATSOS, 2005).

A atividade inibitéria do CO, aumenta se a temperatura de armazenamento
diminui, devido a maior solubilidade do gas em agua sob baixas temperaturas. A
inibicdo também aumenta quando o pH diminui em uma faixa acida (JAY, 2005). A
efetividade do CO, depende, também, da fase de crescimento do organismo

presente. O CO; aumenta a duracdo da fase de adaptagcédo e reduz a taxa de
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crescimento durante a fase logaritmica. Entretanto, o efeito sobre a primeira € maior
e, portanto, a medida que a bactéria passa da fase lag para a fase log, o efeito
inibitério do crescimento € reduzido (CHURCH, 1995).

Em geral, as bactérias Gram negativas sao mais sensiveis a inibicdo pelo CO;
do que as Gram positivas, sendo as pseudomonas classificadas como as mais
sensiveis, e os clostridios como os mais resistentes. Durante o armazenamento
prolongado, o CO, provoca uma mudanc¢a consideravel na microbiota da carne,
variando de uma microbiota predominantemente formada por microrganismos Gram
negativos, nos produtos frescos, para uma principalmente, ou exclusivamente
formada por Gram positivos (JAY, 2005).

Fungos filamentosos, leveduras e bactérias aerObias deteriorantes sao
altamente susceptiveis ao CO,. As bactérias facultativas podem ou néo ser inibidas
pelo CO,, enquanto as bactérias acido laticas e anaerObias s&o altamente
resistentes (FINNE, 1982)

Algumas bactérias, por exemplo, Brochothrix thermosphacta, podem tolerar
niveis de CO, acima de 75%, e outras, como as bactérias acido laticas, podem
crescer sob condi¢cdes de 100% de CO, (SMITH et al, 1990).

Em alimentos protéicos e refrigerados, como a carne e peixe, 0 uso da EAM
geralmente resulta em inibicdo de bactérias Gram negativas como Pseudomonas
spp., Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp. e Moraxella spp.. Ja as bactérias Gram
positivas acido-laticas e B. thermosphacta se tornam os organismos dominantes
(CHURCH, 1994).

Os microrganismos deteriorantes mais importantes em carnes frescas
estocadas sob refrigeracdo pertencem ao género Pseudomonas, inibido pelo vacuo
e por concentracfes de CO, em torno de 10 a 20%. Nessas condi¢cdes, outros
microrganismos se tornam dominantes como, por exemplo, B. thermosphacta e
Lactobacillus em aerobiose e anaerobiose, respectivamente (CHURCH, 1995).

Segundo Church (1994), as autoridades e algumas induastrias de alimentos
vém tendo interesse no perigo que certos alimentos embalados em EAM podem
representar para a saude coletiva. Em relacdo a seguranca microbiolégica, o
Clostridium botulinum representa um perigo em potencial para alimentos embalados
em EAM. Sugere-se que a supressdo da microbiota deteriorante em EAM pode

resultar em produtos contendo um grande namero de microrganismos patogénicos
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ou toxinas, enquanto a aparéncia do produto permanece intacta, sendo aceitavel
sensorialmente pelos consumidores.

Entretanto, pesquisadores sugerem que a carne fresca embalada em EAM
ndo proporciona qualquer vantagem competitiva para as bactérias patogénicas
crescerem além das oportunidades presentes em carnes frescas refrigeradas
desembaladas. O perigo associado aos C. botulinium e psicrotréficos e consequente
producdo de toxinas em alimentos sob EAM néo parece ser significativamente
diferente do perigo destes microrganismos produzirem toxinas em produtos
embalados aerobicamente (HOLLEY; GILL, 2005)

Uma maneira de prevenir o perigo representado pelo C. botulinum em carnes
de peixe é 0 uso de um pré tratamento em combinacdo com a EAM. O sorbato de
potassio, o cloreto de sodio e a irradiagdo vem mostrando efetividade. Para produtos
nos quais a retirada do O, pode permitir a sobrevivéncia de patdogenos anaerébios, é
recomendado que um ou mais dos critérios a seguir sejam observados: Aa < 0,92;
pH < 4,5; adicdo de nitrito de sodio; temperatura mantida abaixo de 3°C (CHURCH,
1994).

Church (1994) relatou que vem havendo interesse sobre a habilidade de
outros patodgenos psicrotroficos (por exemplo, os géneros Aeromonas, Yersinia e
Listeria) de crescer em produtos embalados em EAM.

L. monocytogenes, Y. enterocolitica e A. hidrophila sdo mais competitivas e
consequentemente uma concentracdo de 40% de CO, é necessaria para sua
inibicdo efetiva. Estes microrganismos representam perigo em potencial para a
saude dos consumidores de carnes embaladas a vacuo. L. monocytogenes e Y.
enterocolitica podem crescer em altas concentracdes de CO,, 75% por exemplo, em
carnes “Dark, Firm, Dry” (DFD) (CHURCH, 1995).

2.4 IRRADIACAO GAMA EM CARNE DE FRANGO
2.4.1 Irradiacdo como método de conservacédo de alimentos
A irradiacdo de alimentos € um processo fisico de tratamento que consiste em

submeter o alimento, j& embalado ou a granel, a doses controladas de radiagédo

ionizante, com finalidades sanitéria, fitossanitaria e ou tecnoldgica (BRASIL, 2001).



26

O uso de irradiacdo para preservar alimentos € um método eficaz e
recomendavel, de acordo com vérias evidéncias cientificas. Grupos internacionais
de cientistas estudaram este processo extensivamente e concluiram que a
irradiacdo com doses recomendadas ndo € prejudicial. Nenhum residuo de
radioatividade permanece no alimento processado, como também nenhum efeito
adverso é observado na qualidade nutricional. Existem vantagens em utilizar a
irradiacdo na conservacao de produtos alimenticios, visto que os alimentos podem
ser expostos a radiacao apds o empacotamento, e mantém o seu frescor por longos
periodos de tempo (PELCZAR et. al, 1997).

O processo de conservagdo de alimentos por irradiacdo constitui uma
excelente ferramenta no desenvolvimento de alimentos microbiologicamente
inécuos, nutritivos e de prazo comercial mais longo. Embora ainda muito subutilizado
em nosso pais, a irradiagcdo apresenta-se como uma Op¢ao muito promissora para
reduzir o desperdicio e controlar surtos de doencas causadas por alimentos
contaminados, podendo também viabilizar a exportacdo de mais produtos
agropecuarios e favorecer o surgimento de novas areas produtoras (VITAL et al.,
2008).

O processamento de alimentos por irradiacéo fornece vantagens significativas
aos produtores do alimento, destruindo patdgenos e estendendo a validade
comercial do produto (DURANTE, 2002). Talvez a mais importante aplicacdo deste
método de conservacao seja garantir a qualidade higiénica de alimentos solidos ou
semi-solidos, especialmente os de origem animal, através de inativacdo de
patdgenos de origem alimentar (ICGFI, 1999).

Segundo Brasil (2001), as seguintes fontes de radiacdo sdo autorizadas para
alimentos: Isétopos radioativos emissores de radiacdo gama: cobalto-60 e césio-
137; Raios X gerados por maquinas que trabalham com energias de até 5 MeV; e
Elétrons gerados por maquinas que trabalham com energias de até 10 MeV. O
“International Consulative Group on Food Irradiation” (ICGFI, 1999) ressalta que
esses tipos de radiacdes sdo também referidos como radiacdes ionizantes, pois
possuem energia alta o suficiente para desalojar os elétrons dos atomos e das
moléculas e converté-los em particulas eletricamente carregadas, chamadas ions.

Os intervalos de dose comumente usados em irradiacdo de alimentos para
atingir diversos objetivos podem ser classificados em: Radappertizagcéo (suficiente

para fornecer produtos comercialmente esterilizados, 10-100 kGy, geralmente entre
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25 e 45 kGy); Radicidacao (suficiente para eliminar as bactérias patogénicas viaveis
ndo formadoras de esporos, equivalente a pasteurizagdo com o calor e que requer
doses intermediarias. E também conhecido como radiopasteuriza¢éo); Radurizag&o
(suficiente para reduzir o nUmero de microrganismos deteriorantes e também auxiliar
na manutencdo da qualidade do alimento) (PATTERSON, LOAHARANU, 2000;
IAEA, 2002).

Para que esta tecnologia possa ser aplicada em escala comercial, seréo
necessarias campanhas de informacdo ao consumidor e as industrias, estando a
midia diretamente relacionada com esse processo. Somando-se a isso, para que 0S
produtos irradiados sejam competitivos com o0s produtos existentes atualmente no
mercado, deverdo oferecer algum atrativo que possa justificar sua escolha pelo
consumidor (SILVA et al., 2006).

2.4.2 Efeito sobre a microbiota

O efeito da radiacao ionizante e a eficiéncia de determinada dose de radiacéo
sobre o0s microrganismos dependem da radiorresisténcia do microrganismo,
dependendo da resposta da célula microbiana a radiacdo ionizante, da natureza e
da quantidade do dano direto produzido, além do numero, da natureza e
longevidade dos radicais quimicos induzidos pela radiacdo, sendo também muito
dependente da habilidade inerente a célula em tolerar ou reparar o dano ocasionado
pelo processo (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A radiacdo ionizante pode afetar diretamente 0s microrganismos pela
interacdo com moléculas especificas no interior das células, ou indiretamente por
meios de efeitos inibidores de radicais livres produzidos pela radidlise da agua. Este
efeito indireto desempenha um papel importante, visto que, na auséncia de agua,
sdo necessarias doses duas a trés vezes mais elevadas para se obter o mesmo
resultado sobre os microrganismos. (ADAMS; MOSS, 1995).

As radiacfes ionizantes induzem principalmente modificagdes quimicas no
DNA e RNA, como hidratacdo da citosina, ruptura das cadeias e/ou pontes de
hidrogénio, formagédo de pontes entre as hélices e entre os pares de uma mesma
hélice (CORRE; VENAILLE, 1994).
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Ao sofrer acdo direta das radiacdes (ionizagao) ou indireta (através da acao
dos radicais livres formados durante o processo), a molécula de DNA expde
basicamente dois tipos de danos: mutacbes génicas e quebras (NOUAILHETAS,
2009). As modificacbes no DNA e RNA tém as seguintes consequéncias: bloqueio
da duplicacdo do DNA, quando nado existe sistema de reparacdo para o tipo de
enlace quebrado e paralisacdo da sintese de proteinas. Esses fatores tém como
consequéncia a inibicdo da reproducédo e do crescimento dos microrganismos. Além
disso, as radiac6es ionizantes podem ser responsaveis pelas oxidacfes destrutivas
das estruturas lipoprotéicas das membranas celulares (CORRE; VENAILLE, 1994).

A medida de sensibilidade a radiagdo mais comumente utilizada é a dose D1y,
gue é a dose necessaria para eliminar 90% de uma populagcédo bacteriana (DIEHL,
1990). Entre os microrganismos, existem diferengas entre os géneros e mesmo entre
estirpes de uma mesma espécie. A faixa da radiorresisténcia microbiana é ampla,
embora néo tanto quanto a variagcdo que ocorre na termorresisténcia. As bactérias
Gram-negativas, tanto as deteriorantes como as patogénicas, sdo geralmente mais
sensiveis do que as células vegetativas das bactérias Gram-positivas (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Microrganismos radiossensiveis parecem ser incapazes de superar o efeito
deletério causado pela formacdo de radicais livres e peroxidos provenientes da
radiolise da agua (FRANCO; LANDGRAF, 1996).

Os fatores que contribuem para eficacia da irradiacdo, segundo Jay (2005),
s&80: 0 grupo e a espécie do organismo, a quantidade de microrganismos presentes
na amostra, a presenca ou auséncia de oxigénio, o estado fisico do alimento, o
estagio de desenvolvimento do microrganismo e a composi¢cdo da suspensado do
alimento.

Normalmente, quanto maior o numero de microrganismos presentes no
alimento, maior sera a dose necessaria a destruicdo; os microrganismos apresentam
maior resisténcia quando irradiados em meios protéicos, em auséncia de oxigénio
ou ainda, em células desidratadas ou meios congelados (LANDGRAF, 1996)

Durante a fase de laténcia, os microrganismos tendem a ser mais resistentes
a irradiacdo e gradativamente vao se tornando mais sensiveis, a medida que
progridem na fase logaritima, voltando a ser evidenciada resisténcia na fase
estacionaria (DIEHL, 1990.; LANDGRAF, 1996).
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O Center for Disease Control (CDC) (2008) relatou que um dos maiores
fatores que contribui para eficiéncia da radiacdo é a extensdo do DNA do
microrganismo envolvido. Parasitas e insetos, 0s quais possuem DNA mais longo,
sdo rapidamente destruidos por baixas doses de radiacdo. As bactérias necessitam
de maiores doses de radiacdo, visto que possuem o DNA menor do que 0s
primeiros, sendo o valor D exigido em torno de 0,3 a 0,7 kGy. Porém, para inativar
bactérias esporuladas, é necessaria dose na ordem de 2,8 kGy. Os virus sdo os
menores patégenos que possuem acido nucléico, sendo geralmente resistentes a
radiacdo em doses apropriadas para alimentos. Seriam necessarias, entdo, doses
de dezenas de quilograys para inativa-los. O prion, que é a particula protéica
envolvida na encefalopatia espongiforme bovina, ndo possui acido nucléico, logo,
nao € inativado pela irradiacédo, exceto em doses extremamente altas.

De um modo geral, os microrganismos formadores de esporos sdo mais
resistentes a radiacdo do que aqueles ndo esporogénicos, sendo que, dentre as
bactérias ndo formadoras de esporos mais resistentes, quatro espécies pertencem
ao género Deinococcus e uma espécie de cada género a seguir: Deinobacter,
Rubrobacter e Acinetobacter. Com excecdo destas, Enterococcus faecium R53, os
micrococos e o0s lactobacilos homofermentativos estdo entre as bactérias nao
formadoras de esporos mais resistentes (JAY, 2005). As bactérias do género
Deinococcus exibem uma extraordinaria capacidade de resistir aos efeitos letais e
mutagénicos no DNA, particularmente aos efeitos da radiacdo ionizante.
Relativamente pouco é conhecido sobre a base bioquimica para este fenémeno, no
entanto, sabe-se que a reparacdo de danos no DNA é, em grande parte,
responsavel pela radioresisténcia desse género bacteriano (BATTISTA, 1997). A
grande multiplicidade do genoma, os varios mecanismos especificos de reparacao
do DNA e a auséncia de genes comuns de reparacdo de DNA parecem facilitar a
reparacao altamente eficiente do DNA e contribuir para a sua impressionante
radioresisténcia (APTE, 2009)

O mecanismo de resisténcia dessas bactérias ainda ndo esta esclarecido.
Supbe-se que a presenca de envelope celular mais complexo possa ser um fator.
Além disso, todos apresentam pigmentos e contém varios carotendides que
sugerem alguma relagdo com a alta radiorresisténcia. Outro fator parece estar
relacionado a presenca de um eficiente mecanismo de reparo de seus &cidos
nucléicos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
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Pseudomonas spp. e flavobactérias sdo as mais sensiveis, e as outras
bactérias Gram negativas possuem sensibilidade intermedidria. Em relacdo a
radiosensibilidade de fungos filamentosos e leveduras, as Ultimas sdo mais
resistentes, com ambos 0s grupos sendo menos sensiveis do que as bactérias Gram
negativas (JAY, 2005).

A alta resisténcia ao calor ndo necessariamente implica em mais alta
resisténcia a radiacdo, a exemplo da Moraxella-Acinetobacter, bactéria nédo
esporulada altamente resistente a radiacdo, porém facilmente inativada pelo calor,
em contraste com a célula vegetativa da bactéria Geobacillus stearothermophilus,

que é bastante resistente ao calor e menos radiorresistente (DIEHL, 1990).

2.4.3 Efeito sobre a qualidade nutricional e sensorial da carne

Ao interagir com a matéria, a radiacdo ionizante age em nivel atdmico,
podendo causar pequenas alteracbes na composi¢cdo quimica dos alimentos. A
radiacdo produz os seguintes efeitos: excitacdo ou ionizacdo de atomos e
dissociacao de moléculas. Os dois podem dar origem a radicais livres, denominados
“‘produtos radioliticos”, em geral, altamente instaveis e reativos, que tendem a
recombinar-se rapidamente produzindo outros compostos. Esses compostos séo
guimicamente idénticos aqueles produzidos nos tratamentos térmicos (chamados
termoliticos), com uma excecdo conhecida: a 2 alquil ciclobutanona formada na
radiolise de lipidios, a qual ndo apresenta toxicidade significativa (VITAL; FREIRE-
JUNIOR, 2008).

As doses de radiacdo menores que 10,0 kGy em alimentos provocam
mudancas muito pequenas ou nulas na qualidade nutritiva dos produtos alimenticios.
O valor nutritivo das proteinas nos alimentos irradiados é pouco diferente dos
alimentos tratados por outros processos, como o calor, as vezes, inclusive, é menor.
O conteudo de aminoacidos sofre uma variacdo pequena com tratamentos
ionizantes entre 25,0 e 70,0 kGy. No que se refere aos glicidios, o tratamento com
radiacdo ionizante altera menos estes compostos do que o tratamento térmico. O
conteudo de vitaminas ndo varia na radapertizagdo, exceto a vitamina K que é
destruida sob estas condigcbes (CORRE; VENAILLE, 1994).
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As modificagbes quimicas induzidas pelas radiacdes ionizantes podem
ocasionar alteragfes nas caracteristicas sensoriais dos alimentos, cuja intensidade
varia em funcdo da dose absorvida, da composi¢cdo quimica do alimento e da
presenca ou ndo de radioativadores e radioprotetores (CORRE; VENAILLE, 1994).

Além da &gua, as proteinas e outras estruturas nitrogenadas parecem ser 0s
compostos mais sensiveis aos efeitos da irradiagdo nos alimentos (JAY, 2005). A
principal alteragdo € o aparecimento de odor desagradavel no alimento irradiado,
principalmente devido a acdo das radiacdes sobre os lipidios e proteinas, sobretudo
se a irradiacdo e ou 0 armazenamento ocorrem na presenca de oxigénio. Isso
acontece, pois, nos produtos irradiados, observa-se um aumento na quantidade de
peroxidos e hidroperoxidos, que levam a producdo de aldeidos e cetonas.
Entretanto, como h& comprovado por numerosos pesquisadores, 0S aromas
indesejaveis tendem a desaparecer durante 0 armazenamento e ap0s 0 cozimento
dos alimentos irradiados (CORRE; VENAILLE, 1994; JAY, 2005).

2.4.4 Legislacao brasileira sobre irradiacdo de alimentos

Pelo menos 36 paises haviam aprovado a irradiacdo de alimentos até a
metade do ano de 1989. No minimo 20 materiais de embalagem diferentes foram
aprovados pelo “Food and Drug Administration” (FDA) norte americano para serem
irradiados com doses de 10,0 ou 60,0 kGy. Em 1983, o FDA liberou a irradiacédo de
temperos e vegetais sazonais com até 10,0 kGy. Em 1985, o FDA concedeu a
permissao para a irradiacdo de carne suina com até 1,0 kGy para o controle de
Trichinella spiralis. Em maio de 1990, o “United States Department of Agriculture”
(USDA) aprovou a irradiacdo de carne de frango com até 3,0 kGy (JAY, 2005).

Em 1981, um comité formado pela “Food and Agriculture Organization” (FAO)/
Agéncia Internacional de Energia Atémica (AIEA)/ Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) declarou que alimentos irradiados com até 10,0 kGy séo incondicionalmente
seguros. Pelo menos 40 paises aprovaram a irradiacdo de um ou mais produtos
alimenticios, e 29 utilizaram a irradiacdo de alimentos comercialmente (JAY, 2005).

Em setembro de 1992, o “Food Safety and Inspection Service” (FSIS) aprovou
orientacdes para utilizacdo da irradiagdo em carne de frango crua embalada. A

decisdo da FSIS seguiu as regras aprovadas pelo FDA em maio de 1990, que
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concluiu que a irradiacao de carne de aves com dose de até 3,0 kGy néo representa
risco aos consumidores e € eficiente no controle de doencas transmitidas por
alimentos. O FDA determinou, em dezembro de 1997, que o uso da irradiacdo na
carne crua é seguro. O FSIS estabeleceu, como as dose maximas para carnes
refrigeradas e congeladas, os valores 4,5 kGy e 7,0 kGy, respectivamente, além do
limite de 3,0 kGy (FSIS, 1999) para o tratamento de carne de aves.

A atual legislacéo de irradiacdo de alimentos em vigor no Brasil é a Resolucao
RDC n° 21, de 26 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) que aprovou o Regulamento
Técnico para Irradiacdo de Alimentos.

No Regulamento Técnico para Irradiacdo de Alimentos (BRASIL, 2001),
constam 0s requisitos gerais para 0 uso da irradiacdo de alimentos com vistas a
gualidade sanitaria do produto final. Qualquer alimento podera ser tratado por
radiacdo desde que sejam observadas as seguintes condicdes: a dose minima
absorvida deve ser suficiente para alcancar a finalidade pretendida e a dose maxima
absorvida deve ser inferior aquela que comprometeria as propriedades funcionais e
ou os atributos sensoriais do alimento. Na rotulagem dos Alimentos Irradiados, além
dos dizeres exigidos para os alimentos em geral e especifico do alimento, deve
constar no painel principal: "ALIMENTO TRATADO POR PROCESSO DE
IRRADIACAQ", com as letras de tamanho n&o inferior a um terco (1/3) do da letra de
maior tamanho nos dizeres de rotulagem. Quando um produto irradiado é utilizado
como ingrediente em outro alimento, isso também deve ser informado na lista de
ingredientes, entre parénteses, apds o nome do mesmo.

A legislacéo brasileira de irradiacéo exige que os alimentos irradiados tenham
rétulo informando sobre essa condicdo, para que o consumidor possa optar entre
consumir o produto irradiado ou ndo. Segundo Morehouse (2002), o FDA concluiu
gue € necessario informar ao consumidor que o alimento foi irradiado, pois a
irradiacdo, assim como outras formas de processamento, pode afetar as
caracteristicas dos alimentos. No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2001) estabelece que alimentos ou ingredientes irradiados
exibam, ao lado da especificacdo deles na embalagem, o rétulo “alimento tratado por

processo de irradiagao”.
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2.4.5 Carne de aves irradiadas

A irradiacdo é considerada um dos processos tecnologicos mais eficientes
para a reducdo da populagdo de microrganismos no alimento. Pode ser utilizado
para melhorar a seguranca de produtos alimenticios e para estender seu prazo
comercial.

ApOs a aprovacgdo do FDA nos Estados Unidos e do programa de controle de
gualidade para aves irradiadas, em 1993, carne de frango irradiada foi colocada a
venda em algumas mercados varejistas na Flérida, lllinois, lowa e Kansas com
sucesso (ICGFI, 1999).

Na pesquisa realizada por Spoto et al (2000), verificou-se que a radiacao
gama foi um tratamento eficaz para a conservacdo da carne de frango porque o
dose da radiacdo de 6.0 kGy manteve o peito de frango dentro dos limites
microbiolégicos estabelecidos pela legislacdo brasileira, por até 28 dias sob
refrigeracdo. Miyagusku et al. (2003), ao analisarem o prazo comercial e as
caracteristicas sensoriais de cortes de peito de frango irradiados nas doses 1,5; 3, 0
e 7,0 KGy, observaram um ganho na validade comercial de 1,75; 4,40 e 7,0 vezes
para as respectivas doses utilizadas. Constataram o aumento do odor de queimado
a medida que se aumentava a dose de irradiacdo, sendo que a dose de 3,0 KGy foi
mais eficiente em relacdo as caracteristicas sensoriais do produto, sendo este
tratamento recomendado para aumentar o prazo comercial do produto.

Bueno (2008) analisou os efeitos da radiacdo gama (1,5 e 3,0 kGy) em peitos
de frango embalados sob atmosfera convencional e a vacuo e constatou que a
irradiacdo nas duas doses mostrou-se eficiente na eliminacdo de Salmonella spp.,
reduzindo as contagem das bactérias mesofilas e coliformes, sendo que a oxidacéo
lipidica foi maior nas amostras irradiadas a 3,0 kGy.

Oliveira et al. (2009) avaliaram os efeitos da radiacdo gama nas doses de 1,5
e 3,0,0 kGy, em peitos de frango embalados em embalagem convencional e a vacuo
e verificaram que a dose de 3,0 kGy pode ser utilizada no controle da microbiota do
peito de frango armazenado sob refrigeracéo, sendo uma alternativa para o aumento
da validade comercial por até 10 dias, ao garantir a seguranca do consumidor pela

eliminacéo de possiveis patdégenos.
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2.5 EFEITO COMBINADO DA ATMOSFERA MODIFICADA E IRRADIACAO

Muitas pesquisas sobre a irradiacdo da carne bovina e de aves foram
realizadas durante as quatro Ultimas décadas, contudo ha uma necessidade para a
consideracdo do uso combinado com outras tecnologias, tais como a embalagem
em atmosfera modificada. Nos artigos cientificos publicados, consta que os efeitos
da irradiagcdo combinada a embalagem em EAM, variam de acordo com o tipo da
carne analisada e com a composicdo da atmosfera na embalagem. A irradiacao
pode resultar em odor de queimado ou descoloracdo da carne fresca nas
embalagens que contém ar (oxigénio) (LEE et al., 1996).

Dependendo das caracteristicas dos alimentos, a irradiacdo é aplicada em
conjunto com outras técnicas de conservacao (métodos combinados), para reducéo
da carga microbiona, seja patdgena ou deteriorante. A utilizacdo de métodos
combinados pode culminar com a reducdo da dose necessaria para assegurar a
estabilidade microbiolégica do produto durante a distribuicdo, comercializacdo e
consumo, sem prejudicar aspectos nutricionais e/ou sensoriais (SANT  ANA;
ARAUJO, 2007).

O efeito combinado da irradiacdo com outras formas de conservacao pode ser
utilizado para impedir o desenvolvimento de células que venham a sobreviver. Uma
tecnologia emergente € a combinacdo com embalagens em atmosfera modificada,
sendo o processo de irradiacdo um tratamento bactericida enquanto o sistema de
embalagem representa um tratamento bacteriostatico (WORCMAN-BARNIKA;
LANDGRAF, 2006).

Yan et al. (2006) analisaram sensorialmente rodelas de peito de peru cru e
cozidos embalados a vacuo e sob ar e tratados com irradiacdo nas doses 0,0 e 1,5
kGy. As amostras cruas embaladas a vacuo apresentaram um aroma de irradiacao
mais intenso do que as embaladas sob ar. Em relacdo as amostras cozidas, néo
houve diferenca significativa.

No experimento desenvolvido por Chouliara et. al. (2008), foi investigado o
efeito combinado da irradiagcdo gama (2,0 e 4,0 kGy) e da EAM (30% N,/ 70% CO, e
70% N,/ 30% CO;) na extensdo da validade comercial da carne fresca de frango
armazenado sob refrigeracdo. As populacdes microbianas foram reduzidas em torno
de 1 a 5 log UFC/g para um dado dia de amostragem, dependendo do tratamento

especifico. O efeito foi mais pronunciado na combinagdo da EAM (70% N,/ 30%



35

CO;) e da dose mais elevada de radiacdo (4 kGy). A irradiacao teve um maior efeito
na extensao da validade comercial da carne de frango em comparagao com a EAM.
A combinacéo da irradiacdo a 4,0 kGy e da EAM (70% N / 30% CO,) aumentou 0
prazo comercial por mais 12 dias comparados as amostras embaladas com ar.

2.6 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

2.6.1 Conceito e aplicagcdes

A microbiologia preditiva comegcou como uma ciéncia puramente empirica,
embora quantitativa. Sua primeira aparicdo foi provavelmente através de Esty e
Meyer (1922), que descreveram a morte térmica dos esporos de Clostridium
botulinum tipo A por um modelo linear, que € ainda utlizado para estimar o
processamento térmico necessario para alimentos com baixa acidez. Esse modelo
simplesmente denota que, a uma dada temperatura, a relacdo (ou taxa de
mortalidade especifica) da bactéria com o tempo é constante (BARANYI; ROBERTS,
2004). Porém, o maior avanco na microbiologia preditiva ocorreu na década de
1980, com o desenvolvimento de programas computacionais sofisticados (LOPEZ-
GOMES, 2009).

A modelagem microbiana ou microbiologia preditiva € uma disciplina
emergente que utiliza modelos/equacdes matematicas para predizer o crescimento
e/ou a atividade de um microrganismo em um alimento, ao longo do tempo. Os
aspectos preditivos e de modelagem ndo sdo novos, pois foram incorporados aos
célculos de processos térmicos de alimentos enlatados de baixa acidez. O que é
novo € o interesse na ampliacdo da utlizacdo destes conceitos para muitos
microrganismos deteriorantes de alimentos, muitas vezes, também responsaveis por
doencas de origem alimentar. Tal aplicacdo deve ocorrer mediante o uso de
modelos matematicos computadorizados sofisticados, 0os quais podem manipular
multiplos parametros de crescimento (JAY, 2005).

Tradicionalmente, os microbiologistas de alimentos explicam as diferencas
entre as microbiotas do produto fresco e do produto deteriorado através de analises
de contagem de microrganismos. Como esta metodologia € demorada, ndo é

possivel uma medida preventiva da contaminacdo do produto antes que o mesmo
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seja distribuido. E evidente a impossibilidade da realizagdo de uma analise
microbioldgica precisa da ampla variedade dos produtos, processos e condi¢des de
armazenamento a partir dos métodos tradicionais. Além disso, os resultados néo
proporcionam uma base de dados que seja significativa e aplicavel a produtos e
circunstancias futuras. Deste modo, foi proposta a microbiologia preditiva, na qual as
respostas do crescimento dos microrganismos nos alimentos seriam modeladas a
respeito dos principais parametros de controle (ROBERTS, 1992).

Nas ultimas duas décadas, a microbiologia preditiva estabeleceu-se como
uma disciplina cientifica, com conferéncias internacionais regulares, artigos
cientificos em revistas e jornais, livros e portais na internet (MEMBRE, 2008). Para
os produtores, distribuidores e consumidores, predizer o restante da validade
comercial dos alimentos constitui uma situacdo muito vantajosa. Isso equivale a
minimizar o risco de perdas injustificadas de alimentos ainda bons para o consumo,
devido a uma curta estimativa de validade, e também reduz o risco do consumidor
comprar um produto que ja tenha se deteriorado (MCMEEKIN, 1996).

A microbiologia preditiva tem sido considerada sob os aspectos probabilistico
e cinético. Os modelos probabilisticos correspondem a modelos para prever a
probabilidade de algum evento, como por exemplo, a germinacdo de esporos ou a
formacdo de uma quantidade de toxina detectavel, em um determinado periodo de
tempo. Os modelos cinéticos correspondem a modelagem da extenséo e velocidade
de crescimento de populacfes ou destruicio de microrganismos de interesse
(ROSS; MCMEEKIN, 1994).

Segundo Roberts (1992), para microrganismos patogénicos ndo produtores
de toxinas e para 0s microrganismos deteriorantes, é proposto o modelo cinético,
gue estima a fase de adaptacdo e o tempo de geragcdo. As curvas de crescimento
sdo elaboradas para combinacdes particulares de pH, salinidade e temperatura. O
modelo também calcula os parametros de crescimento M (tempo no qual se observa
a velocidade maxima de crescimento) e B (velocidade de crescimento relativa a M).
Deste modo, € possivel predizer uma curva de crescimento para qualquer
combinacdo de condicBes que estejam dentro do limite do experimento. Outros
parametros de crescimento como a fase lag e o tempo de geracdo, podem ser
deduzidos a partir da curva preditiva.

Para Cliver (2007), os modelos preditivos de crescimento costumam incluir

um numero de parametros cinéticos de crescimento: duracdo da fase lag
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(quantidade de tempo necesséria para o microrganismo adaptar-se ao ambiente);
taxa de crescimento exponencial (a velocidade que a populacdo se duplica dentro da
fase exponencial); tempo de geracdo (o tempo necessario para a populagcédo duplicar
na fase de crescimento exponencial); maxima densidade populacional (a maior
contagem microbiana).

Pode-se considerar que os modelos matematicos estabelecidos para a
microbiologia preditiva possuem trés niveis: nivel primario ou primeiro nivel, nivel
secundario ou segundo nivel e nivel terciario ou terceiro nivel (WHITING;
BUCHANAN, 1993).

Nos modelos primérios é descrito como o0 nimero de microrganismos em uma
populacdo muda com o tempo sob condi¢cdes especificas. Os modelos secundarios
relacionam os parametros do modelo primario com as variaveis ambientais ou
intrinsecas, como a temperatura ou pH. Modelos terciarios combinam os modelos
primarios e secundarios com uma interface de computador, fornecendo uma
ferramenta completa de predicdo (MARKS, 2008).

Exemplos de modelos primarios incluem o modelo de Gompertz, modelos
linear e ndo linear de inativacao térmica; modelos de sobreviventes e inativagao;
valores da taxa de crescimento e o modelo de Baranyi e Roberts (PENA, 2005).

Gibson et al. (1987) foram os primeiros a utilizar a equacao de Gompertz para
ajustar as curvas de crescimento microbiano e constataram que a mesma pode
descrever com precisdo as fases exponencial e estacionaria de curvas de
crescimento microbiano sigmoidal, mas nao foi eficaz para a fase lag. Para resolver
esse problema, o modelo de Gompertz modificado foi proposto por Gibson et al. em
1987 e foi considerado o melhor modelo sigmoidal de curvas de crescimento (LI,
2007).

No entanto, o modelo de crescimento modificado de Gompertz ndo € derivado
de consideracBes mecanicistas, que incorporam todas as variaveis intrinsecas e
extrinsecas que regem o metabolismo celular e interpretam a resposta modelada em
termos de fendmenos e processos conhecidos. Como resultado, € dificil fornecer
uma base biolégica para a interpretacdo de seus parametros. Portanto, algumas
tentativas tém sido feitas para propor modelos de crescimento mais mecanicistas. O
modelo proposto por Baranyi e Roberts (1994) é um dos modelos mais notaveis (LI,
2007).
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O nivel secundario envolve equacfes que descrevem como as respostas dos
modelos primarios (duracdo da fase lag, velocidade de crescimento e densidade
maxima de populacdo) mudam com alteracdes nos fatores ambientais (MIYAGUSKU
et al., 2003).

O nivel terciario é constituido por programas softwares utilizados para
resolver os modelos de nivel primario e secundario. Provavelmente, o pacote de
software mais geral da microbiologia preditiva seja o Pathogen Modeling Program
(USDA) e o Food MicroModel (UK) (BARANYI; PIN, 2001).

Os programas DMFit e Microfit ndo séao preditores, sdo softwares que auxiliam
na criacdo de modelos preditivos (BARANYI; PIN, 2001). O DMFit esta disponivel no
COMBASE, que é um banco de dados contendo registros de curvas de crescimento
bacteriano disponivel publicamente (LOPEZ-GOMES, 2009).

O DMFit € um suplemento do Excel e permite ao usuario ver uma
representacao grafica do crescimento microbiolégico/dados de sobrevivéncia; plotar
um modelo de crescimento/sobrevivéncia para obter estimativas de parametros
como o crescimento maximo, tempo de laténcia, contagem de células inicial e
contagem final de células (COMBASE, 2009).

Segundo Roberts (1992), através da microbiologia preditiva é possivel
desenvolver modelos aplicaveis para uma ampla categoria de alimentos, reduzindo a
necessidade do exame microbioldgico dos novos produtos, e também realizar
rapidamente predicBes de inocuidade e validade comercial por meio de base de
dados, com um beneficio econdmico consideravel a longo prazo. Uma desvantagem
€ que as predicdbes podem nado ser precisas ou podem indicar somente uma
tendéncia, entretanto, sdo importantes para estabelecer as condicbes de

reformulacéo e para modificar ou avaliar os parametros de armazenamento.

2.7 ANALISE SENSORIAL DE CARNES EMBALADAS E IRRADIADAS

A Analise Sensorial € uma ciéncia que visa, entre outras coisas, avaliar a
aceitacdo de produtos no mercado, pesquisando 0s gostos e preferéncias de
consumidores (BADDINI, 2009). As principais aplicagdes dos testes afetivos séo a
manutencdo da qualidade do produto, otimizagcdo de produtos e/ou processos e

desenvolvimento de novos produtos (BARBOZA et al. 2003).



39

Com o crescimento da industrializagdo de alimentos nos anos 1900 e o
desenvolvimento de muitos produtos novos, surgiu 0 questionamento sobre a
capacidade dos poucos “experts” disponiveis cobrirem a avaliacdo de todos os
produtos e ainda sobre a significancia do julgamento de somente dois a trés
individuos. Percebeu-se que o nivel de qualidade definido pelos “experts” néo
refletia necessariamente as atitudes dos consumidores, 0s quais passaram a ser
focados como os detentores da definicdo quanto ao fracasso ou sucesso das novas
industrias (FARIA; YOTSUYANAGI, 2002).

A partir de entdo, o interesse dos cientistas de alimentos em medir a
qualidade sensorial dos produtos foi se intensificando, sendo um marco na histéria
da analise sensorial a realizagdo do simpésio “Flavor in foods”, em 1937 (FARIA;
YOTSUYANAGI, 2002).

A analise sensorial é realizada em funcéo das respostas transmitidas pelos
individuos as varias sensacfes que se originam de reacdes fisiologicas e sao
resultantes de certos estimulos, gerando a interpretacdo das propriedades
intrinsecas aos produtos. Para isto, é preciso que haja entre as partes, individuos e
produtos, contato e interacdo. O estimulo € medido por processos fisicos e quimicos
e as sensacoes por efeitos psicologicos (1AL, 2008).

As sensacfOes produzidas podem dimensionar a intensidade, extensao,
duracdo, qualidade, gosto ou desgosto em relacdo ao produto avaliado. Nesta
avaliacdo, os individuos, por meio dos proprios 6rgdos sensorios, numa percepcao
somato-sensorial, utilizam os sentidos da visao, olfato, audicdo, tato e gosto (IAL,
2008).

Essa ferramenta pode ser utilizada para o desenvolvimento de novos
produtos, reformulacéo dos produtos ja estabelecidos no mercado, estudo do prazo
de validade comercial, determinacdo das diferencas e similaridades apresentadas
entre produtos concorrentes, identificacdo das preferéncias dos consumidores por
um determinado produto e, finalmente, para a otimizacdo e melhoria da qualidade
(BADDINI, 2009).

A irradiacdo de carne fresca, mesmo em doses baixas, pode resultar em
odores e sabores ruins que tém sido descritos como ovo podre, odor de queimado,
enxofre, metalicos, alcool ou &cido acético. Os odores variam com o tipo de carne, a
temperatura durante a irradiagdo, a presenga ou auséncia de oxigénio durante a

exposicdo e/ou apOs o processo de irradiacdo, a embalagem e a presenca de
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substancias antioxidantes. Métodos para diminuir os efeitos nocivos da irradiacédo
incluem exclusdo de oxigénio (embalagens a vacuo), substituicdo do ar com gases
inertes, além da protecdo com agentes antioxidantes, e armazenamento pos-
irradiacdo para permitir que o sabor permaneca original (BREWER, 2009).

A coloracdo da carne também pode ser afetada pelo processo. Nanke et al.
(1998) observaram alteracdes na cor da carne de peru irradiadas nas doses de 1,5
kGy, 3,0 kGy, 45 kGy, 7,5 kGy, e 10,5 kGy, as quais apresentaram-se
avermelhadas devido a irradiacao.

Nam e Ahn (2002) reportaram que a carboximioglobina é responsavel pelo
surgimento da coloragéo résea da carne de frango irradiada devido ao mond6xido de
carbono produzido pela irradiacdo. Kim et al. (2002) também sugeriram que o
desenvolvimento da cor vermelha em carnes irradiadas € devido a producao de gas,
especialmente CO.

Millar et al. (1995) verificaram uma maior vermelhiddo nos peitos de frango
irradiados a 5,0 kGy quando comparados com o0s controles nao irradiados. Os
autores concluiram que a radiacdo ionizante teve um efeito na coloracédo da carne
de ave o qual é dependente da espécie, do tipo de musculo e da superficie
analisada. O efeito comum em todas as espécies foi produzir uma coloracdo mais
avermelhada na superficie de corte.

Miyagusku (2008) verificou que o incremento nas doses de irradiacdo acima
de 3,0 kGy, independentemente do tipo de sistema de embalagem utilizada,
ocasionou alteracdo crescente do odor de queimado no produto, revelando assim
este valor como limite recomendavel para a garantia de uma maior validade
comercial sem alteracdo sensorial perceptivel. Pode-se observar, também, que o
“odor de queimado” foi mais intenso quanto maior foi a dose de irradiacéo.

As alteracfes no sabor de alimentos irradiados devido a oxidacéo dos lipidios
estdo entre as principais preocupacdes da irradiacdo de carne. A irradiacdo produz
compostos volateis responsaveis pelo odor de irradiacdo (KIM et al., 2002).

Quando usada sozinha, pode causar o desenvolvimento de alteracdes
sensoriais indesejaveis em alguns alimentos, dependendo da dose absorvida e as
condicBes de irradiacdo. Uma forma de evitar essas mudancas é a utilizacdo da
irradiacdo em combinacdo com outros métodos de conservacao de alimentos, como
atmosfera modificada e embalagem a vacuo (THAKUR, SINGH, 1995). Esta

tecnologia combinada pode ser particularmente Gtil quando aplicada em alimentos
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gue sao sensiveis as alteragdes sensoriais ocasionadas pela irradiacdo, mesmo em
doses relativamente baixas (MOLINS, 2001).



3 DESENVOLVIMENTO

3.1. BACTERIAS DETERIORANTES EM FILES DE FRANGO EMBALADOS EM AR,
VACUO E IRRADIADOS: PARAMETROS BACTERIOLOGICOS DE
CRESCIMENTO E PRAZO COMERCIAL.
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BACTERIAS DETERIORANTES EM FILES DE FRANGO EMBALADOS EM AR,
VACUO E IRRADIADOS: PARAMETROS BACTERIOLOGICOS DE
DESENVOLVIMENTO E PRAZO COMERCIAL®.

Samira Pirola Santos Mantilla?, Erica Barbosa Santos?, Carlos Adam Conte Junior?,

Sérgio Borges Mano?, Hélio de Carvalho Vital*, Robson Maia Franco?
RESUMO

O objetivo deste experimento foi avaliar o efeito do uso de embalagens em 100% ar e
a vacuo combinadas com a radiacdo gama (2,0 e 3,0 kGy) no aumento do prazo de validade
comercial de filé de peito de frango resfriado, analisando os parametros de desenvolvimento
de bactérias deteriorantes e a variacdo do pH das amostras. A embalagem a vacuo aumentou o
prazo de validade comercial quando comparada a embalagem em 100% ar, tanto nos filés ndo
irradiados, como nos irradiados a 3,0 kGy. A irradiacdo das amostras nas duas doses
utilizadas aumentou consideravelmente a validade comercial deste alimento. As bactérias
laticas foram 0s microrganismos que mais se desenvolveram nas amostras irradiadas,
confirmando, assim, uma maior radioresisténcia quando comparada com 0S outros
microrganismos estudados, enquanto que as enterobactérias foram mais sensiveis ao
tratamento com radiacdo ionizante. A embalagem a vacuo combinada com a tecnologia de
irradiacdo pode ser utilizada para melhorar a seguranca de filés de peito de frango resfriados e
para estender seu prazo de validade comercial.
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BACTERIAL DETERIORANTS IN CHICKEN BREAST FILLET PACKAGING IN
AIR, VACUUM AND IRRADIATED: BACTERIOLOGICAL PARAMETERS OF
GROWTH AND SHELF-LIFE.

ABSTRACT

The aim of this experiment was to evaluate the effect of packaging in 100% air and
vacuum combined with radiation (2,0 and 3,0 kGy) on increasing the shelf life of chicken
breast fillet by evaluating the parameters of bacterial deteriorants growth and the variation of
pH. The vacuum packaging to increase the shelf-life when compared to commercial
packaging in 100% both in air and in non-irradiated fillets irradiated to 3,0 kGy. The
irradiation of samples at both doses increased the shelf-life food. The lactic acid bacteria were
the organisms that are best developed in samples irradiated with thus greater radioresistance
compared with the other microorganisms tested, while the enterobacteria showed greater
sensitivity to treatment with ionizing radiation. In the vacuum packaging combined with the
technology of irradiation can be used to improve the safety of the chicken breast fillets to
extend its shelf-life.

KEYWORDS: deterioration; chicken meat, vacuum, radiation

INTRODUCAO

A carne de frango é um alimento de origem animal rico em proteinas de alto valor
biologico e financeiramente acessivel para as diferentes classes econdémicas. Contudo, por ser
um alimento bastante perecivel, exige métodos de conservacdo como a utilizacdo do frio na
cadeia produtiva. O congelamento de carne de frango é a tecnologia mais utilizada, entretanto,
muitos estudos revelam que o mesmo altera as caracteristicas originais do alimento.

Visando aumentar a validade comercial de produtos carneos vem sendo utilizada a
embalagem a vacuo por conservar as caracteristicas sensoriais do produto, entretanto, através
desta tecnologia ndo é possivel prolongar o prazo comercial destes alimentos por longos
periodos. Assim, a utilizacdo da radiacdo gama, como método combinado a embalagem, pode
ser usada para estender ainda mais a validade comercial, e conforme muitos pesquisadores
tém demonstrado eficiéncia na producao de alimentos seguros.

As alteragdes microbianas na carne de aves dependem da qualidade inicial da mesma e

das condigbes de armazenamento, contudo a microbiota inicial e sua possibilidade de
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desenvolvimento dependem de todo um conjunto de fatores que intervém nas distintas etapas
da producéo (Bourgeois 1994).

Em relagdo a microbiota psicrotrofica, os microrganismos encontrados na carne logo
apo6s o abate sdo muito variados como Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Aeromonas
spp., enterobactérias, corynebactérias, micrococos, entre outros. Estes tipos bacterianos
podem variar, dentre outros motivos, em fungdo do modo de abate da ave. Quando utilizada a
embalagem a vacuo, as Pseudomonas spp. ndo conseguem se desenvolver devido a condicao
de auséncia de oxigénio no meio. Nestas condi¢des, 0s microrganismos microaerébios como
Brochothrix thermosphacta e os lactobacilos sdo os que predominam. Entretanto, foi
demonstrado que durante os tratamentos tecnoldgicos, como a irradiacéo, por exemplo, ocorre
uma selecdo da microbiota, e neste caso hd um crescimento preferencialmente de
Acinetobacter (Bourgeois 1994).

Uma norma do USDA foi publicada em 21 de setembro de 1992 permitindo a
irradiacdo de carne de aves frescas ou congeladas e produtos de frango, incluindo carne
mecanicamente separada e carne moida, nas doses entre 1,5 a 3,0 kGy (Lee 1996). Muitos
paises utilizam o método de maneira limitada, enquanto outros (30 ou mais paises) aprovam o
processo de irradiacdo para diversos alimentos. Este método de preservacdo ndo é utilizado
em maior escala, em parte, devido a suposicdo de que o consumidor reluta em comprar o
produto irradiado (Pelczar et al. 1997).

No Brasil, a irradiacdo de alimentos ainda é pouco divulgada, sendo praticamente
restrita a alguns produtos destinados a exportacdo. Felizmente, ja se observa, por parte de
algumas instituicbes de pesquisa, um crescente esfor¢o na divulgacdo dos grandes beneficios
e no esclarecimento dos aspectos mais fundamentais dessa técnica (Hernandez et al. 2003).

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito combinado e a eficiéncia do uso de
embalagens em 100% ar e a vacuo com o uso de doses de irradiacdo gama (2,0 e 3,0 kGy) no
aumento do prazo comercial de amostras de filé de peito de frango resfriado, avaliando os

parametros de desenvolvimento das bactérias deteriorantes e a variagdo do pH das amostras.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em duas etapas. Na primeira, foram obtidos 2,0 kg de filé
de peito de frango resfriado em comércio varejista no municipio de Niterdi, RJ, sendo
transportado em caixa de polimero expandido com gelo para o Laboratorio de Controle

Microbiolégico de Produtos de Origem Animal do Departamento de Tecnologia de Alimentos
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da Universidade Federal Fluminense, onde foram realizadas as andlises bacteriologicas e a
afericdo de pH, considerando-se o dia zero. Através da técnica de contagem em placas foram
determinadas as populacdes de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Mesofilas (CBHAM), de
Bactérias Heterotroficas Aerobias Psicrotroficas (CBHAP), bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae e bactérias &cido laticas.

A amostra foi dividida assepticamente em 20 unidades amostrais de aproximadamente
18,0 g cada e acondicionadas em embalagens plasticas com estrutura multicamadas de baixa
permeabilidade a gases. Foram formados dois grupos: 1) Grupo controle (A) - embalagens
preenchidas com ar atmosférico; 2) Grupo vacuo (V) - foi removido o ar contido na
embalagem. Cada grupo era composto por dez subamostras com aproximadamente 18 g cada,
totalizando 20. As subamostras foram, entdo, estocadas em geladeira a 1°C + 1°C durante
todo o experimento. As analises bacterioldgicas assim como a afericdo de pH das amostras
foram realizadas nos dias 1, 3, 5, 7, 9, 12 e 18 de estocagem.

Utilizou-se a técnica de semeadura em profundidade com Agar Padréo para Contagem
para CBHAM e CBHAP, Agar Violet Red Bile Glucose (VRBG) para bactérias da familia
Enterobacteriaceae e Agar “Man, Rogosa and Sharpe” (MRS) para bactérias acido laticas.

Para o preparo das amostras foi utilizado 162 mL de Solucdo Salina Peptonada 0,1%
(SSP) para a diluicdo 10" e homogeneizagdo em “stomacher. Em seguida foram realizadas as
diluicdes seriadas até 10° com indculos de 100 pL em tubos do tipo “eppendorf” contendo
900 pL de SSP com auxilio de pipeta automatica e ponteiras esterilizadas. Foi transferido 100
ML de in6culo de cada diluicdo para placas esterilizadas descartaveis e posteriormente foram
adicionados em torno de 18 mL dos meios de cultura especificos fundidos e resfriados. As
placas foram incubadas em estufa a 35-37°C por 24 a 48 h com excecdo das placas contendo
0 meio para contagem de bactérias psicrotroficas as quais foram incubadas em geladeira a 4°C
por 7 dias.

Na segunda etapa do experimento também foram obtidos 2 Kg de filé de peito de
frango sob as mesmas condicBes e divididos em quatro outros grupos: 1) Grupo embalado
com ar e irradiado a 2,0 kGy (A2) ; 2) Grupo embalado a vacuo e irradiado a 2,0 kGy (V2) ;
3) Grupo embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy (A3) e 4) Grupo embalado a vacuo e irradiado
a 3,0 kGy (V3), sendo, entdo, termo-soldadas. Foram realizadas as mesmas analises
anteriormente citadas.

Como a contagem inicial foi diferente nas duas etapas do experimento, procedeu-se
um calculo matematico para obter a mesma contagem inicial para todos 0s grupos

objetivando-se comparar o crescimento bacteriano dos grupos entre si. Para isto, dividiu-se a
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contagem bacteriana inicial de cada tratamento pelo proprio valor obtendo-se o valor 1. As
contagens subsequentes também foram divididas pela contagem inicial. O resultado foi
transformado em log UFC/g, sendo que, sempre a contagem inicial de todos os tratamentos
foi 0, pois o log de 1 é zero.

O crescimento da populacdo bacteriana foi descrito mediante a equacdo modificada de
Gompertz (Gibson et. al. 1987). Utilizou-se para isso, um programa computacional idealizado
pelo Dr. Jozsef Baranyi do “Institue of Food Research, Reading Laboratory, UK” (Baranyi
and Roberts 1994).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste experimento sdo apresentados nas Figuras 1 e 2 e na
Tabela 1 onde, de maneira geral, pode ser observado que quanto maior a dose de irradiacéo
utilizada, maior foi a fase de laténcia, logo maior foi o prazo comercial do filé de frango

resfriado.

Prazo de validade comercial

A embalagem a vacuo aumentou o prazo comercial em relacdo a embalagem em 100%
ar nos filés ndo irradiados e naqueles irradiados a 3,0 kGy. No entanto, ndo houve diferenca
no tempo de validade comercial daqueles filés embalados em ar e a vacuo e irradiados a 2,0
kGy. A irradiacdo das amostras embaladas em aerobiose na dose de 3,0 kGy aumentou mais
do que duas vezes o prazo comercial deste alimento.

Resultados semelhantes foram encontrados por Grandison (1993), em que as amostras
néo irradiadas de carne moida de frango embaladas em aerobiose deterioraram-se no 2° dia de
estocagem, o que foi evidenciado pela presenca de odores desagradaveis. Em seu estudo, nas
amostras irradiadas a 1,0 kGy, a populacdo de bactérias heterotroficas aerébias mesofilas
reduziu um ciclo logaritmo, sendo inaceitaveis para o consumo ap6s o 5° dia devido a alta
contagem bacteriana. Nas amostras irradiadas a 3,1 kGy, estas populacdes foram reduzidas
em torno de dois ciclos logaritmos, demonstrando uma maior validade comercial do que

aquelas irradiadas a 1,0 kGy.
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Bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas

As populagOes bacterianas foram reduzidas nas amostras irradiadas quando
comparadas com as néo irradiadas, contudo, de acordo com os dados observados na Figura 1
(A), as bactérias ndo foram totalmente eliminadas. Heath et al. (1990) também verificaram
que as populacbes de bactérias presentes nos cortes de coxas e peitos de frango irradiados

com 1,0, 2,0 e 3,0 kGy foram reduzidas mas néo eliminadas.

Tabela 1- Prazo de validade comercial e pardmetros de desenvolvimento da microbiota de
filés de peito de frango embalados em 100% ar e a vacuo, irradiados a 2,0 ou 3,0 kGy ou ndo

irradiados, mantidos a 1°C durante 18 dias.

Tratamento PVC Parametros Me Psi. Ent La
Cl 1 1 1 1

A- Controle ar 5 g 0,6 0,5 1,5 1,6
Lag 1,9 2,2 1,2 -
CF 4 39 3 2,1

V- Controle vacuo 7
g 0,7 1,2 0,4 53
Lag 3,8 - 51 8,7
CF 3,8 3,7 2 0,5

A 2-Arirradiadoa20 9

kGy g 0,7 6,5 2,3 0,6
Lag 5 - 7,8 12,4
CF 3,3 1,6 0,7 3,2

A3- Arirradiado a 3,0 10,5

kGy g 0,4 0,2 - 0,7
Lag 5,8 9,7 - 4,3
CF 1,7 2,8 nd 4,2

V2- Vacuo irradiadoa 9

2,0 kGy g 1 1,7 1,7 0,9
Lag 4.4 1,8 3,8 2,3
CF 2,7 1 0,5 49

V3- Vacuo irradiadoa 12

3,0 kGy g 0,7 3,8 - 0,2
Lag 5,9 49 - 15
CF 1,6 0,9 nd 6,9

PVC: Prazo de validade comercial (dias necessarios para que a contagem de bactérias mesofilas alcance o valor
de 10’ UCF/g); ClI: contagem inicial (log UCF/g); g: tempo de geracio em dias; Lag: fase de adaptaco em dias;
CF : contagem final (log UCF/g); nd: contagem ndo detectada (<10 UFC/g); -: o programa ndo forneceu o dado;
Me: mesdfilos; Psi: psicrotroficos; Ent: Enterobacteriaceae; La: bactérias laticas

As bactérias aerobias mesoéfilas possuiram maior fase lag nos seguintes tratamentos:
V3>A3>A2>V2>V>A, fazendo com que o prazo de validade comercial dos filés irradiados a

3,0 kGy fosse maior do que naqueles irradiados a 2,0 kGy, seguidos pelos filés embalados a
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vacuo e por ultimo em 100% ar. Neste estudo, as populagdes de bactérias aerdbias mesofilas
embaladas em 100% ar e irradiadas a 2,0 e 3,0 kGy reduziram dois ciclos logaritmicos na
curva de crescimento (Figura 1- A), enquanto que as embaladas a véacuo e irradiadas a 2,0 e
3,0 kGy reduziram somente 0,5 ciclo log. Achados semelhantes foram encontrados por
Lescano (1991), que irradiou peito de frango com 2,5 kGy verificando que a populagédo de
bactérias totais reduziu aproximadamente dois ciclos log, alcancando o nivel de 10° UFC/g
perto do 19° dia apds o abate. Em contrapartida, Thayer et al. (1992) constataram que as
bactérias totais de asas de frango irradiadas com uma dose menor que 1,4 kGy foram
reduzidas em torno de dois ciclos logaritmicos.

Nesse experimento, em todos os tratamentos, a fase de adaptacdo foi maior no V3 e
menor no A, demonstrando que as bactérias mesofilas apresentaram dificuldade de reiniciar o
desenvolvimento no V3, enquanto se desenvolveram com mais facilidade no A. Este achado ¢
corroborado com o resultado da contagem bacteriana no final do periodo de armazenamento,
no qual as amostras embaladas a vacuo apresentaram menor populacdo bacteriana que em
100% ar. Sugere-se que a irradiacdo das amostras a vacuo foi mais eficiente na reducao inicial
da carga microbiana, entretanto, ndo impediu o desenvolvimento bacteriano durante a
estocagem. Todavia ndo € possivel afirmar tal fato, pois ndo foram analisadas amostras
repetitivas. O maior desenvolvimento bacteriano em amostras de peito de frango embaladas
em aerobiose quando comparado com amostras a vacuo também foi encontrado por Jiménez
et al. (1997). No referido estudo, as amostras controle (embaladas em aerobiose) apresentaram
um aumento rapido do desenvolvimento de bactérias viaveis, alcangando uma populacéo de 8
log UFC/g, depois de quatro a cinco dias de estocagem a 4°C, enquanto o uso da embalagem
a vacuo aumentou o tempo de armazenamento para sete a oito dias.

Entre as classes bacterianas analisadas, observou-se que, em todos os tratamentos, as
bactérias mesofilas aerobias foram predominantes, menos nas embalagens a vacuo irradiadas
nas duas doses e nas embaladas em aerobiose irradiadas a 3,0 kGy, onde houve

predominancia das bactérias crescidas em meio Agar MRS.

Bacteérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas

As bactérias heterotréficas aerdbias psicrotroficas apresentaram a maior fase lag nos
files embalados em vacuo e irradiados a 3,0 kGy, seguido pelos filés embalados em ar e
irradiados a 3,0 kGy. Apresentaram maior desenvolvimento nas amostras embaladas em
100% ar e ndo irradiadas. Quanto maior foi a dose de radiagdo aplicada, menor foi a

capacidade de adaptagéo deste grupo bacteriano como pode ser visto na Tabela 1. Miyagusku
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et al. (2003), também verificaram uma diminuigdo do desenvolvimento deste grupo bacteriano
em carne de frango irradiada. Nas amostras ndo irradiadas os autores verificaram que o
término da vida Util ocorreu entre o 5° e 8° dias de armazenamento, enquanto que as amostras
irradiadas com doses de 1,5 e 3,0 kGy atingiram niveis proximos somente no 15° e 22° dias de

armazenamento, respectivamente.

log UFC/g

log UFC/g

log UFC/g

log UFC/g
NoOA o

2 2
0 0
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Dias de estocagem Dias de estocagem
12 12

M! ® ® ®

0 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
Dias de estocagem

Dias de estocagem

Figura 1- Desenvolvimento das bactérias em todos os tratamentos durante os 18 dias
de estocagem a 1°C: A- Bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas; B- Bactérias
heterotroficas aerdbias psicrotréficas; C- Bactérias laticas; D- Enterobactérias; =*=4 grupo
embalado em ar; ==V grupo embalado a vacuo; ==VZgrupo embalado a vacuo e irradiado
a 2,0 kGy; =C=V2 grupo embalado a vécuo e irradiado a 3,0 kGy; ~*2 grupo embalado

em ar e irradiado a 2,0 kGy ; —®=A3 grupo embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy.

Bactérias Laticas
Na Figura 1 (C), observa-se que as bactérias laticas foram os microrganismos que mais

se desenvolveram nas amostras irradiadas, possuindo, assim, uma maior radioresisténcia
quando comparada com 0s outros grupos de microrganismos estudados. Essa diferenca é
explicada pelo fato das bactérias Gram positivas serem mais resistentes a radiacdo (Jay,

2005). Nas amostras embaladas a vacuo e irradiadas nas duas doses, € na embalada em ar
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irradiada a 3,0 kGy, as bactérias laticas predominaram. Este achado € corroborado com aquele
dos autores Miyagusku et al. (2003) em que em estudo utilizando carne de frango, 0s grupos
mais resistentes a irradiacdo foram os das bactérias laticas. Entretanto, Balamatsia et al.
(2006), ao avaliarem o efeito da radiacdo gama (0,5 kGy, 1,0 kGy e 2,0 kGy) na validade
comercial de filé de peito de frango sem pele, armazenado aerobicamente a 4°C, observaram
que a irradiacdo reduziu a populagdo bacteriana de bactérias &cido laticas, sendo o efeito mais
pronnciado na maior dose. Chouliara et al. (2008) reportaram que a radiacdo foi eficiente na
reducdo de bactérias laticas ao observarem que as populacfes nas amostras de peito de frango
embaladas em aerobiose alcangou 7 log UFC/g no 9° dia de estocagem a 4°C, sendo que a
irradiacdo das amostras a 2 e a 4 kGy resultou na reducdo de 2 e 4,6 log UFC/g
respectivamente.

Quando as amostras ndo foram irradiadas, este grupo bacteriano foi 0 que menos se
desenvolveu, tanto em 100% ar como em vacuo. Nas amostras embaladas em aerobiose e
irradiadas a 2,0 kGy ndo houve predominancia das bactérias laticas, sendo este dado
acompanhado do alto pH destas amostras no final do experimento (Figura 2).

As bactérias laticas, mesmo apresentando maior fase lag no V3, conseguiram se
desenvolver nessa amostra, demonstrando que houve dificuldade de adaptacdo inicial destas
bactérias, as quais, entretanto, alcangaram contagens finais consideraveis no final do
armazenamento. Em amostras peito de frango ndo irradiadas armazenadas aerobicamente a
4°C, constataram-se resultados semelhantes, visto que o Lactobacillus spp. apresentou maior
desenvolvimento nas amostras embaladas a vacuo somente no 7° dia de armazenamento
(Jiménez et al. 1997).

Em contra partida, Patterson (1988) relatou que o valor da D1, para Lactobacillus spp.
em carne de frango moida embalada em ar foi de 0,593 kGy em meio seletivo, pois esta dose
pequena eliminou o género bacteriano na amostras. Isto pode ser devido a menor populacao

inicial deste microrganismo.

Microrganismos crescidos em agar VRBG

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae ndo apresentaram
desenvolvimento detectavel nas amostras irradiadas a 3,0 kGy. Balamatsia et al. (2006),
também demonstraram que as bactérias desta familia foram muito sensiveis a radiacdo gama
sendo completamente eliminadas em todas as doses aplicadas (0,5, 1,0 e 2,0 kGy).

Resultados semelhantes foram encontrados por Miyagusku et al. (2003), em amostras

de frango irradiadas com 1,5 e 3,0 kGy, em que observaram contagens de enterobactérias
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somente no 12° dia. Também, Badr (2004) ao analisar amostras de carne de coelho
armazenadas aerobicamente a 4°C verificou que a dose de 1,5 kGy resultou na reducéo de
enterobactérias em torno de 2 log UFC/g e que a dose de 3,0 kGy foi suficiente para eliminar
0S microrganismos durante 21 dias de estocagem.

Nesta pesquisa, as enterobactérias apresentaram maior fase lag nas amostras irradiadas
a 2,0 kGy (A2>V2), desenvolvendo-se melhor em aerobiose (A) onde atingiram maior
populacdo final. Porém, na pesquisa de Jiménez et. al. (1997), as amostras de peito de frango
embaladas a vacuo alcancaram maiores populacGes de Enterobacteriaceae do que aquelas
embaladas em aerobiose. Estes autores observaram um aumento rapido do desenvolvimento
de bactérias vidveis nas amostras embaladas em aerobiose quando comparadas com as
embaladas a vacuo, o que pode ter dificultado o desenvolvimento das enterobactérias devido a

microbiota acompanhante.

Evolucéo do pH

As amostras analisadas apresentaram pH no valor inicial de 5,6. Neste trabalho nao
foram observadas varia¢Ges de pH no principio do experimento. Nas amostras do controle ar e
vacuo, somente houve mudanca consideravel no pH a partir do dia 12 de estocagem. Nas
amostras embaladas em aerobiose e irradiadas nas duas doses, houve um aumento do pH a
partir do 3° dia de estocagem e nas embaladas a vacuo e irradiadas, este aumento foi detectado

a partir do 9° dia de armazenamento.

7,5
7
I
(=%
g 65
(7]
I
2 6
©
>
5,5
5
0 1 3 5 7 9 12 18
——A 5,6 5,6 5,5 5,4 58 5,6 6 6
e/ 5,6 5,7 5,7 5,6 5,8 5,7 5,6 5,7
={=A2| 56 5,7 5,9 5,6 6,2 6,9 6,9 7
=0O=A3| 56 5,7 6,2 6 6,6 6,6 6,5 6,1
==V\2| 56 5,7 5,7 5,6 5,9 6 6 5,9
-—V3| 556 5,6 5,7 5,8 5,8 6,1 6 6

Figura 2- Variacdo do pH de acordo com os tratamentos e dias de estocagem; =#=A

grupo embalado em ar; =#—V grupo embalado a vacuo; ===V2grupo embalado a vacuo e
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o 1\ 2

irradiado a 2,0 kGy; =©=V3 grupo embalado a véacuo e irradiado a 3,0 kGy; grupo

embalado em ar e irradiado a 2,0 kGy ; =#=A3 grupo embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy.

Conforme os dados apresentados na Figura 2, a amostra que apresentou maior pH no
final do experimento foi a embalada em ar e irradiada a 2,0 kGy, seguida pela embalada em ar
e irradiada a 3,0 kGy, sendo que a embalada a vacuo e ndo irradiada foi a que apresentou o pH
mais baixo no final de 18 dias de estocagem. Os resultados encontrados no presente trabalho
permitiram concluir que, quando o alimento foi mantido em aerobiose, o pH sempre foi maior
do que em vacuo. Este aumento se deve, possivelmente, a formacdo de metabolitos alcalinos
oriundos do desenvolvimento de microrganismos neste alimento.

Nesta pesquisa, o valor do pH das amostras embaladas em aerobiose e ndo irradiadas
variou de 54 a 6,0 e das embaladas em aerobiose e irradiadas variou de 5,6 a 7,0,
corroborando com os dados obtidos por Pinto et al. (2005) que ao analisarem o pH do peito de
frango, observaram que as amostras embaladas em aerobiose e ndo irradiadas tiveram
variacao de pH entre 5,9 a 6,5 e as amostras irradiadas obtiveram resultados semelhantes, com
variacao entre 5,9 e 6,8, constatando, também, que a irradiacdo ndo proporcionou alteracGes

consideraveis nos valores de pH em relagdo as amostras controle.

CONCLUSOES

1- As doses de 2,0 kGy e 3,0 kGy aumentaram a validade comercial da carne de
frango embalada em ar para 9,0 e 10,5 dias, respectivamente, quando comparadas com as
amostras embaladas em aerobiose, as quais apresentaram-se improprias para 0 consumo no 5°
dia de estocagem, a 1°C + 1°C.

2- A embalagem a vacuo aumentou o prazo comercial dos filés para sete dias e as
embaladas a vacuo irradiadas a 2,0 kGy e 3,0 kGy estenderam esse periodo para 9,0 e 12,0
dias, respectivamente.

3- As bactérias laticas apresentaram maior radiorresisténcia, quando comparadas aos
outros grupos bacterianos analisados, e as enterobactérias foram mais sensiveis ao tratamento
com radiacdo ionizante.

4- A irradiacdo ndo proporcionou alteracBes consideraveis nos valores de pH das

amostras. Este método de conservagdo de alimentos pode ser utilizado para melhorar a
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seguranca de filés de peito de frango resfriados e para estender seu prazo de validade

comercial.
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3.2 EFEITO COMBINADO DA EMBALAGEM EM ATMOSFERA MODIFICADA E
RADIACAO GAMA NA MICROBIOLOGIA E NA ACEITACAO SENSORIAL DE
FILES DE PEITO DE FRANGO RESFRIADOS.
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Resumo

Objetivou-se no presente estudo verificar o efeito combinado da embalagem em
atmosfera modificada e irradiacdo no aumento da validade comercial e na aceitacao sensorial
de filés de peito de frango resfriados. A combinacdo da mistura 80%C0O,/20%N, e irradiacdo
a 3,0 kGy aumentou o prazo comercial de 5 para 16 dias. As bactérias acido laticas e
Aeromonas spp. foram as mais resistentes a radiacao e a alta concentracdo de CO, enquanto as
enterobactérias, os coliformes e Listeria spp. foram mais sensiveis. A tecnologia combinada
proporciona filés de peito de frango com maior prazo de validade comercial e seguros ao
consumidor, sem alterar o sabor e odor desse alimento, podendo ser sugerida como alternativa

na inddstria alimenticia.

Unitermos: aceitacdo sensorial, atmosfera modificada, radiacdo gama, validade comercial
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Abstract

Combined effect of modified atmosphere packaging and gamma radiation in
microbiology and sensory acceptance of refrigerated chicken breast fillets. The aim of
this study was to investigate the combined effect of modified atmosphere packaging and
irradiation in increasing the shelf-life and sensory acceptance of refrigerated chicken breast
fillets. The combination of the mixture 80% CO,/20% N, and the irradiation (3,0 kGy)
increased the shelf-life from 5 to 16 days. The lactic acid bacteria and Aeromonas spp. were
the most resistant to radiation and high concentration of CO; as the enterobacteria, coliforms
and Listeria spp. show sensitivity. The combined technology provides chicken breast fillets
with longer shelf-life and insurance to the consumer, without changing the flavor and aroma

of food, may be suggested as an alternative in the food industry.

Key words: gamma radiation, modified atmosphere, sensory acceptance, shelf-life
Titulo abreviado: Atmosfera modificada e irradiacdo na reducé@o da microbiota de carne

de frango

Introducéo

Aproximadamente um terco da producdo mundial de alimentos deteriora-se antes
mesmo de chegar a mesa do consumidor. Além disso, o processo de globalizacdo tem
favorecido a propagacdo de enfermidades transmitidas por alimentos. Logo, tratamentos
capazes de estender a validade comercial e garantir a inocuidade de produtos alimenticios
podem constituir valiosos recursos, auxiliando a minimizar tais problemas (Vital e Freire-
Junior, 2008).

O efeito combinado da irradiacdo com outras formas de conservacgédo pode ser utilizado
para impedir o desenvolvimento de células mais resistentes. Uma tecnologia emergente é a
combinacdo com embalagens em atmosfera modificada, sendo que o processo de irradiacédo €
um tratamento bactericida enquanto o sistema de embalagem representa um tratamento
bacteriostatico (Worcman-Barnika e Landgraf, 2006).

A utilizacdo dos métodos combinados pode culminar com a reducdo da dose
necessaria para assegurar a estabilidade microbiolégica do produto durante a distribuicéo,
comercializacdo e consumo, sem prejuizo de aspectos nutricionais e/ou sensoriais (Sant’Ana e
Araujo, 2007).
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Sommers e Fan (2006) relataram que embora a irradiacdo seja muito eficiente no
controle de patdgenos de origem alimentar, a adog¢éo da tecnologia de irradiacdo na industria
de carnes € limitada devido aos conceitos de qualidade e satde sobre os produtos irradiados.

Alguns pesquisadores tém enfatizado o uso combinado da embalagem com a
irradiacdo em carne de frango como Chouliara et al. (2008) e Miyagusku (2008). Os efeitos da
irradiacdo conjuntamente com a Embalagem em Atmosfera Modificada (EAM) variam de
acordo com o tipo de carne analisada e com a composicdo da atmosfera na embalagem. A
irradiagdo pode resultar em odor de queimado ou descoloracdo da carne fresca nas
embalagens que contém ar (oxigénio). Consequentemente, considerando a qualidade sensorial
e 0s interesses para a seguranca do alimento, os efeitos da irradiagdo em combinagdo com o
vacuo ou com a EAM da carne bovina e de aves devem ser mais estudados (Lee et al., 1996).

No presente estudo objeivou-se analisar o efeito combinado da embalagem em
atmosfera modificada e da radiacdo gama na aceitacdo sensorial e no aumento do prazo
comercial, acompanhando a microbiota deteriorante e patogénica naturalmente presente em

filés de peito de frango resfriados.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em duas etapas. Ao total, foram obtidos 4,0 kg de filé de
peito de frango resfriado em comércio varejista no municipio de Niterdi, RJ, sendo
transportado em caixa de polimero expandido com gelo para o Laboratorio de Controle
Microbioldgico de Produtos de Origem Animal do Departamento de Tecnologia de Alimentos
da Universidade Federal Fluminense, onde foram realizadas as seguintes analises
bacterioldgicas, considerando-se o dia zero: Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias
Mesofilas (CBHAM), Contagem de Bactérias Heterotroficas Aerdbias Psicrotroficas
(CBHAP), contagem de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, contagem de
bactérias &cido laticas, contagem de bactérias dos géneros Listeria, Aeromonas, € enumeracao
de coliformes totais e termotolerantes.

As amostras (18g) foram diluidas em 162 mL de solucdo salina peptonada 0,1%,
homogeneizadas em “stomacher” em velocidade normal por dois minutos e diluidas até 107
sendo, posteriormente, semeadas em meios especificos para cada microrganismo analisado,
através da técnica de semeadura em profundidade. Foram utilizados os seguintes meios de
cultura de acordo com as especificagcdes recomendadas pelos fabricantes: meio Agar Padréo
para Contagem (APC) para CBHAM ¢ CBHAP (Merck), Agar “Violet Red Bile Glucose”
(VRBG) para enterobactérias (Himedia), Agar “Man Rogosa and Sharpe” (MRS) com
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sobrecamada para bactérias acido laticas (Himedia), “Oxford Listeria Base” (Himedia)
adicionado com “Listeria Selective Supplement (Oxford Formulation)” (SR0140) para
Listeria spp. (Oxoid) e Agar “Starch-ampicillin” (SA) adicionado com 1% de ampicilina
(Himedia) para Aeromonas spp. A contagem foi realizada com auxilio de contador de
colbnias tipo Quebec, observando-se coldnias tipicas.

Para a enumeracdo de coliformes totais e termotolerantes foi utilizado o Caldo
“Fluorocult” com metodologia miniaturizada segundo Merck (2000), modificada por Franco e
Mantilla (2004), onde foram usados pipetadores acoplados com ponteiras esterilizadas para
preparo e inoculagdes de 0,1mL (100uL) das diferentes diluicdes em 1mL (1000uL) dos meio
caldo seletivo em “eppendorf”.

Na primeira etapa do experimento, a amostra (2,0 kg) foi dividida assepticamente em
24 amostras de 18,0 g e acondicionadas em embalagens plasticas de nylon-poli da marca
Gabrilina com sete camadas e taxa de permeabilidade ao oxigénio (TPO,) de 60cm®*/m?.dia (a
23°C e 1 atm). Foram formados dois grupos: 1) grupo controle, onde as embalagens foram
preenchidas com ar atmosférico (Ar/0,0 kGy); 2) grupo embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy
(Ar/3,0 kGy); sendo, entdo, termo-soldadas e estocadas sob refrigeragdo a 1 + 1°C durante
todo o experimento. As analises bacterioldgicas foram realizadas nos dias 1, 3,5, 7,9, 12 e 18
de estocagem. Apds a semeadura, as placas foram incubadas em estufa a 35-37°C por 24 a
48h com excecdo das placas contendo o meio para contagem de bactérias psicrotréficas as
quais foram incubadas sob refrigeracao a 4°C + 1°C por 7 dias. Os “eppendorf” contendo o
Caldo “Fluorocult” com os indculos foram incubados a 35-37°C por 24h.

Na segunda etapa da pesquisa, a amostra (2,0 kg) foi dividida assepticamente em 24
amostras de 18,0 g e acondicionadas em embalagens plasticas, formando outros dois grupos:
3) grupo embalado em atmosfera modificada 80%C0O,/20%N, (ATM/0,0 kGy); 4) grupo
embalado em atmosfera modificada 80%C0O2/20%N, e irradiado a 3,0 kGy (ATM/3,0 kGy);
sendo, entdo, termo-soldadas, estocadas e analisadas conforme citado anteriormente.

Como a contagem inicial foi diferente nas duas etapas do experimento, procedeu-se
um calculo para obter a mesma contagem inicial para todos o0s grupos objetivando-se
comparar 0 crescimento bacteriano dos grupos entre si. Para isto, dividiu-se a contagem
bacteriana inicial de cada tratamento pelo préprio valor obtendo-se o valor 1. As contagens
subsequentes também foram divididas pela contagem inicial. O resultado foi transformado em
log UFC/g, sendo que, sempre a contagem inicial de todos os tratamentos foi 0, pois o log de

1 é zero.
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Em relacdo a analise estatistica dos resultados, foi utilizado um programa
computacional (DMfit) baseado em microbiologia preditiva e idealizado pelo Dr. Jozsef
Baranyi do “Institute of Food Research, Reading Laboratory, UK” (Baranyi e Roberts, 1994),
capaz de estimar os parametros bacteriolégicos de crescimento dos microrganismos estudados
mediante a equacdo modificada de Gompertz (Gibson et al., 1987).

A anélise sensorial foi realizada ap6s o processo de radiacdo e consistiu em testes de
aceitagdo, onde foram observadas as varidveis sabor e odor das amostras cozidas pelos
diferentes tratamentos citados, as quais foram oferecidas de forma monddica e em ordem
aleatorizada a 33 julgadores nao treinados. Os filés de peito de frango foram adicionados de
salmoura a 1% e cozidos em forno elétrico por aproximadamente uma hora e trinta minutos.
As fichas utilizadas para a analise foram as sugeridas por Stone e Sidel (1998), onde se
utilizou uma escala hedbnica variando de 1- gostei extremamente até 9- desgostei
extremamente. Para a analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa SAS para
calcular a ANOVA com delineamento inteiramente casualizado ao nivel de 5% de

significancia e o teste de Tukey.

Resultados e Discussao

A combinacdo da EAM com o processo de irradiagdo aumentou consideravelmente o
prazo de validade comercial das amostras de filés de frango resfriado de 5,0 (controle ar) para
16 dias (ATM/3,0 kGy). Esse resultado pode ser observado na Tabela 1. Grandison et al.
(1993) também verificaram que a EAM (20% CO,/80% O, e 20% CO,/10% O,/70% N) de
carne de frango moida potencializou o efeito letal da irradiacdo nos microrganismos
proporcionando em aumento do prazo de validade quando comparado ao uso individual de
cada tratamento. Do mesmo modo, Chouliara et al. (2008) verificaram que o efeito na reducéo
dos microrganismos e na extensao da validade comercial de peito de frango resfriado foi mais
pronunciado no caso da combinacdo da EAM com a irradiacdo (70% CO,/30% N, e 4kGy).

Quando comparados isoladamente, observou-se que a radiacdo gama a 3,0 kGy foi
mais eficaz que a EAM no aumento da validade desse alimento visto que o prazo comercial
destes alimento foi de 10,5 dias e 7,0 dias respectivamente. Chouliara et al. (2008) ao
analisarem carne de frango embalada em duas misturas gasosas (30% CO,/70% N, e 70%
CO,/30% N) e irradiada (2,0 e 4,0 kGy) também verificaram que a irradiacdo teve um maior
efeito na extens&o da validade comercial em comparagdo com a EAM.

As curvas de crescimento das bactérias analisadas nesse experimento podem ser

visualizadas na Figura 1. As bactérias heterotroficas aerobias mesofilas apresentaram a maior
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fase lag no tratamento ATM/3,0 kGy evidenciando a dificuldade de adaptacdo apos os
tratamentos de conservacdo. Assim, a contagem final de bactérias mesofilas foi pequena (1,81
log UFC/qg).

TABELA 1: Prazo de validade comercial e parametros de crescimento da microbiota de filés de peito
de frango embalados em ar e em atmosfera modificada 80%CO,/20%N,, irradiados a
3,0 kGy ou ndo irradiados, mantidos a 1 + 1°C durante 18 dias. g — tempo de geracéo;
Lag- fase de adaptagdo; CF — contagem final; nd- contagem ndo detectada; Me-
mesofilos; Psi- psicrotréficos; Ent — Enterobacteriaceae; CT — coliformes totais; CTer —

coliformes termotolerantes; La — bactérias laticas; Lis- Listeria spp.; Aero- Aeromonas

spp.
Prazo Parametros Me Psi. Ent CT CTer La Lis Aero
Tratamentos comercial  de crescimento
(dias)
Embalagem e Baseado Contagem inicial normalizada para (1log UFC/g)
dose no limite:
10" UFClg
Ar /0,0 kGy 5
g (dias) 0,6 05 15 04 1,1 16 05 -
Lag (dias) 1,9 22 12 24 8,9 - 14 -
CF (log UFClg) 4 39 30 11 1,7 21 5 nd
ATM 7
80C0O,/20 N, g (dias) 0,5 15 14 04 - 05 - -
0,0 kGy Lag (dias) 4,8 42 47 53 - 6,3 - -
CF (log UFC/g) 2,3 26 08 09 nd 1,4 nd nd
Ar /3,0 kGy 10,5
g (dias) 0,4 02 - - - 0,7 - 0,3
Lag (dias) 5,8 9,7 - - - 43 - 7,7
CF (log UFC/g) 1,7 28 nd nd nd 4,2 nd 3,3
ATM 16
80C0O,/20 N, g (dias) 0,5 1 - - - 1 - 1
3,0 kGy Lag (dias) 59 59 - - - 74 - 5
CF(logUFC/g) 181 15 nd nd nd 2,8 nd 2,4

Apesar das bactérias psicrotroficas apresentarem maior fase de adaptacdo no
tratamento Ar/3,0 kGy do que no ATM/3,0 kGy, o0 uso da EAM em conjunto com a radiacao
gama foi mais eficiente na manutencéo da baixa contagem desse grupo bacteriano visto que a
contagem final para o tratamento ATM/3,0 kGy foi menor.

As bactérias da familia Enterobacteriaceae ndo cresceram nas amostras tratadas com
radiacdo gama. Este resultado era esperado pois esses microrganismos sdo muito sensiveis ao
processo de radiacdo conforme citado pelos autores Miyagusku et al. (2003) e Balamatsia et
al. (2006) que, ao analisarem carne de peito de frango irradiada, verificaram que as

enterobactérias apresentaram sensibilidade a radiacdo nas doses de 0,5 a 3,0 kGy.
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As enterobactérias apresentaram maior fase lag na ATM/0,0 kGy em comparacdo a
embalagem em ar atmosférico e a EAM reduziu consideravelmente a contagem desse grupo
em filés de frango resfriados. Gill et al. (1990) relataram que o crescimento de enterobactérias
foi inibido em carcagas de frango embaladas sob CO., e a microbiota que prevaleceu foi de
lactobacilos. Sawaya et al. (1995) analisaram carcagas de frango embaladas em atmosfera
modificada e verificaram que em embalagens com altas concentragdes de CO, (70%
CO2/30% N) o efeito sobre as enterobactérias foi mais pronunciado. A sensibilidade das
enterobatérias ao CO, também foi descrito por Miyagusku (2008).

Os coliformes termotolerantes somente cresceram nas embalagens em ar néo
irradiadas. Os coliformes totais somente se desenvolveram nas amostras embaladas em
aerobiose e em atmosfera modificada e ndo irradiadas, sendo que apresentaram maior fase lag
na amostras EAM demonstrando uma sensibilidade ao gas carbdnico. Outros autores também
evidenciaram a sensibilidade do grupo coliformes a irradiacdo em carne de aves (Lewis et al.,
2002; Leonel, 2008) e as altas concentragdes de CO, (Saucier et al., 2000).

Bactérias mesofilas Bactérias psicrotroficas

15 e —
=t e
0 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 0 12 3 4 5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18
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35 / 35
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FIGURA 1: Desenvolvimento das bactérias em todos os tratamentos durante os 18 dias de

estocagema 1 + 1°C. (Log UFC/g x Dias de estocagem)
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As bactérias &cido laticas apresentaram maior fase lag no tratamento ATM/3,0 kGy
seqguido pelo ATM/0,0 kGy e depois pelo Ar/3,0 kGy. Se adaptaram mais rapidamente nas
amostras irradiadas devido a sua radioresisténcia, porém, quando combinou-se com a EAM,
os lactobacilos demonstraram maior dificuldade de reproducdo. Dhananjayan et al. (2006)
também observaram que uma alta concentracdo de CO, (97%) desacelerou o crescimento de
bactérias lacticas em paté de peito de peru. A maior eficiéncia do efeito combinado desses
dois processos tecnoldgicos também foi vista por Miyagusku (2008) em coxa e peito de
frango. Observa-se, na Figura 1, que as bactérias laticas predominaram no tratamento Ar 3,0
kGy, apresentando maior contagem final. Esse fato pode ser explicado pela sua resisténcia a
radiagdo gama também relatada por Balamatsia et al. (2006) e Chouliara et al. (2008) o que
favoreceu o seu desenvolvimento nas amostras irradiadas em detrimento da diminuicdo da
microbiota acompanhante.

As bactérias do género Listeria somente foram capazes de crescer nas amostras
embaladas em aerobiose e ndo irradiadas. A EAM foi eficaz na diminuicdo desse género
assim como também foi evidenciado por Mano et al. (1995) que ao inocularem
L.monocytogenes em carne de peru e suina e verificaram uma inibicdo dessa espécie quando
as amostras foram embaladas em atmosfera modificada (20/80 e 40/60 CO,/0,). A
sensibilidade dessa espécie também foi descrita por Zhu et al. (2008) que ao analisarem
amostras de peito de peru irradiadas, (1,0 e 2,5kGy) observaram uma diminui¢cdo no nimero
de L. monocytogenes naturalmente presente nas amostras.

As Aeromonas spp. somente se desenvolveram nas amostras Ar/3,0 kGy, e ATM/3,0
kGy, sendo que a EAM potencializou o processo de irradiacdo na diminuicdo desse género.
Este fato pode ter ocorrido pela diminucdo da microbiota acompanhante nesses dois
tratamentos, o que favoreceu a sua multiplicacdo. Ozbas et al. (1997) ao inocularem
Aeromonas hydrophila em peito de frango e em diferentes atmosferas modificadas (100%
CO,; 80% CO,/20% N,) a vacuo e em ar verificaram que apesar da EAM retardar o
crescimento desse microrganismo, o mesmo também foi capaz de crescer na EAM.

Os resultados da analise sensorial encontram-se nas Tabelas 2 e 3, onde observa-se
que todos os tratamentos foram aceitos pelos provadores e ndo houve diferenca
estatisticamente significante (p<0,05) entre os tratamentos em relacdo aos dois quesitos
analisados (sabor e odor). Abu-Tarboush et al. (1997), Lewis et al. (2002) e Kanatt et al.
(2005) também nédo evidenciaram alteracdes no sabor, odor aparéncia e textura de carne de

ave irradiadas nas doses variando de 1,0 a 10,0 kGy. Miyagusku (2008) verificou que o
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incremento nas doses de irradiacdo acima de 3,0 kGy, independente do tipo de sistema de
embalagem utilizado (ar, vacuo ou EAM), promoveu alteracdo crescente do odor de queimado
no produto revelando assim este valor como limite recomendavel para a garantia de uma
maior validade comercial sem alteracdo sensorial perceptivel. Entretanto, Toledo et al. (2005)
observaram que a irradiacdo de carne de peito frango nas doses de 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 kGy

ocasionou alteragdes sensoriais tornando-a menos fresca e menos tipica.

TABELA 2: Aceitacdo sensorial em relacéo ao sabor.

Tratamentos Média
Atm/3,0 kGy 3,77°
Ar/3,0 kGy 3,53%
Ar/0,0 kGy 3,53°
Atm/0,0 kGy 2,73°

*Meédias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si.

TABELA 3: Aceitacdo sensorial em relacdo ao odor.

Tratamentos Média
Ar/3,0 kGy 4,27°
Atm/3,0 kGy 3,6°
Ar/0,0 kGy 3,378
Atm/0,0 kGy 3,0°

*Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si.

De acordo com os resultados encontrados nesta pesquisa, pode-se concluir que:

1. O uso da EAM (80%C0,/20%N,) potencializou o processo de irradiacdo a 3,0 kGy
aumentando o prazo de validade comercial das amostras de filés de frango resfriadas de
5,0 (controle ar) para 16,0 dias;

2. Quando comparados isoladamente, observou-se que a radiacdo gama foi mais eficaz que
a EAM no aumento da validade e na diminuicdo da microbiota;

3. Os coliformes, as enterobactérias e Listeria spp. foram mais sensiveis aos tratamentos
enquanto que as bactérias acido laticas e Aeromonas spp. demonstraram maior
resisténcia.

4. A utilizacdo da atmosfera modificada e da radiacdo gama (3,0 kGy) ndo alteraram a
aceitacdo sensorial em relacdo ao sabor e odor dos filés de peito de frango analisados.

5. A tecnologia combinada pode ser usada para aumentar o prazo comercial de filés de
frango resfriados com diminuicdo da microbiota deteriorante e patogénica, sem alteracao

do sabor e odor desse alimento.
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3.3 REFRIGERATED POULTRY BREAST FILLETS PACKED IN MODIFIED
ATMOSPHERE AND IRRADIATED: BACTERIOLOGICAL EVALUATION, SHELF LIFE
AND SENSORY ACCEPTANCE.
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ABSTRACT

In the present study the combined effects of modified atmosphere packaging (80% CO,/20% N)
or vacuum packaging and gamma irradiation (2,0 kGy) on shelf life extension and sensory
acceptance of poultry breast fillet stored at 1°C + 1°C was investigated. The study was based on
sensory acceptance and microbiological by monitoring bacterial growth parameters. It has been
found that lactic acid bacteria were the most resistant to radiation and carbon dioxide. The
irradiation used in combination with modified atmosphere packaging can double the shelf life of
refrigerated poultry breast fillets by reducing the populations of aerobic mesophilic and
psychrotrophic bacteria, enterobacteria, coliforms, Listeria spp. and Aeromonas spp., without
modifying the color and overall impression of food.

Key words: Irradiation, poultry breast, modified atmosphere, sensory acceptance.
INTRODUCTION

As an important source of proteins, poultry meat has a high biological value and it has
been frequently recommended for its nutritious low fat content. However, it is also a highly
perishable product that has a relatively short shelf life even when it is kept in refrigeration. Thus,
developing more appropriate technologies for conservation of poultry meat still remains a goal

that the scientific community has been eagerly pursuing.
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The modified atmosphere packaging (MAP) is a method that involves the removal of air
inside a package and its replacement by a gas or gas mixture, depending on the type of product
(23). Three gases are commonly used in food packaging: O, N, and CO,. Each has an specific
function: O, generally stimulates the growth of aerobic bacteria and inhibits the growth of
anaerobic; CO; is an inhibitor of bacterial growth and fungus; whereas N is used as a filling gas,
replacing the O, as an alternative to vacuum packaging where the product is fragile, or to limit
the collapse of the package caused by the absorption of CO, by the product (6, 7).

Researchers in food microbiology have demonstrated that MAP increases the shelf life of
various foods, but alone it may not suffice to effectively eliminate the spoilage microorganisms
and specially the pathogenic ones. However, the process of gamma irradiation combined with
MAP can be used for this purpose, and according to the scientific results (5, 17) has been used in
the production of safe food.

Irradiation can reduce the numbers of spoilage pathogenic microorganisms and injure
survivors, while MAP suppresses the growth of survivors during storage. Irradiation in MAP
could also act synergistically in the killing of bacteria. In addition, since many lactic acid
bacteria are known to produce antimicrobicrobial compounds that have inhibitory effect upon the
pathogenic microorganisms, their growth in irradiated MAP and vacuum packs during storage
could render an additional protection to such products (18, 28).

Gamma radiation is a type of ionizing electromagnetic radiation emitted from
radionuclides such as ®°Co and **’Cs, and exposure to it is one of the cheapest ways food
preserve foods (9). The effect of ionizing radiation and the efficiency of radiation dose depend
on the radioresistance of the microorganisms (10, 31). Combination with other methods without
changing the nutritional and/or sensory aspects can lead to the reduction of the dose required to
ensure the microbiological stability of the product during distribution, marketing and
consumption, (27).

The aim of this research was to evaluate the combined effect of MAP and low dose
gamma radiation on the quality of fresh poultry breast fillet using microbiological and sensory

analyses.

MATERIALS AND METHODS

Packing and irradiation treatments
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The experiments were performed in two phases. In the first phase, during the first day
(day zero), 5 kg of refrigerated poultry breast fillets were purchased in a market in Niteroi, RJ
and transported in insulated polystyrene boxes on ice to the Laboratory of Microbiological
Control of Animal Products of the Fluminense Federal University.

Poultry samples were aseptically divided in 40 pieces of 18g each and were individually
packed in nylon-poli barrier pouches, having a multilayered structure with low permeability to
oxygen (60 cm®/ m’.day). Four groups of samples were formed 1) control (Air/0,0 kGy), 2)
vacuum packed (Vacuum/0,0 kGy), 3) air packed and irradiated with 2,0 kGy (Air/2,0 kGy) and
4) vacuum packed and irradiated with 2,0 kGy (Vacuum/2,0 kGy). The irradiation process was
realized at Centro Tecnoldgico do Exército and the samples were irradiated under a **'Cs
radiation source at 2,0 kGy.

In the second phase of experiments, fillet samples were obtained in the same conditions
as in phase 1 out of 2 kg of fresh poultry breast. The samples were aseptically divided in 20
pieces of 18g and were individually packed in nylon-poli barrier pouches. However different
packing atmosphere was tested yielding two sets of samples: 1) modified atmosphere packed
(MAP /0,0 kGy) and 2) modified atmosphere packed and irradiated with 2,0 kGy (MAP /2,0
kGy). The gas mixture used was 80% CO, and 20% N,.

Microbiological analyses

The samples were stored at 1°C + 1°C during the experiments and bacterial tests were
performed on days 1, 3, 5, 7, 9, 12 and 18 of storage. The following growth media and analytical
procedures were included: plate count agar (PCA; Merck) for counting of heterotrophic aerobic
mesophilic bacteria (HAMB) and heterotrophic aerobic psychrotrophic bacteria (HAPB), Violet
Red Bile Glucose Agar (VRBG; Himedia) for counting of enterobacteria, Man, Rogosa and
Sharpe Agar (MRS; Himedia) on double layer for lactic acid bacteria (LAB), Oxford Listeria
Base (Himedia) with Listeria Selective Supplement (Oxford Formulation; Oxoid) (SR0140) for
counting of Listeria spp., Mac Conkey Agar with Yersinia Selective Supplement (SR109; Oxoid)
for Yersinia spp. and Starch-ampicillin Agar (SA; Himedia) enriched with 1% ampicilin for
Aeromonas spp..

Besides, Merck's miniaturized methodology (16), as modified by Franco and Mantilla

(8), was used for coliform enumeration. It consisted of employing automatic pippetors connected
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to sterilized pointers for preparation and inoculation of 0.1 mL (100uL) from different dilutions
into 1 mL (1000pL) of Fluorocult selective broth.

Sample preparation required 162 mL of peptonized saline solution at 0.1% for dilution to
10 followed by homogenization in a stomacher. Serial dilutions to 10 were then performed.
After pour plate method, the plates were incubated at 35-37°C for 24 to 48 hours, excepting
those prepared for counting of PAHB, that were kept in refrigerators at 4° C for 7 to 10 days.

A Quebec-type colony counter provided readings of counts while inspection of
morphological and tinctorial characteristics led to the identification of the type of bacteria.
Microbiological data were transformed into log CFU/qg.

In addition, enumeration readings of coliforms were obtained in ultraviolet light inside a
dark room. The presence of thermotolerant coliforms was confirmed by adding the Kovacs
reagent for the indol test. The Most Probable Number (MPN) was determined by using Mac
Crady's table and multiplying the result by 10 in order to account for the fact that inoculation
was 10 times smaller than the standard. Microbiological data were transformed into log units of
the Most Probable Number/g (log MPN/g).

Sensory evaluation

The sensory evaluation was to acceptance testing, where samples packaged by different
treatments cited, were offered monodic presented in a randomized order for 33 untrained
panelists. The sensory attributes evaluated were color and overall impression using a hedonic
nine-point scale (29), where, 9 corresponded to ‘‘disliked extremely’” and 1 “‘liked extremely”’.

Scores from 1-5 were considered acceptable.

Statistical analysis

Due to the fact that the bacterial populations in the beginning of the two phases were
different, normalization to the initial reading of each phase was applied to all data of the
corresponding phase so that the bacterial growth during both phases could be compared and
described according to the modified Gompertz's equation (11) by using a special computer
program, DMFIT based on predictive microbiology (4). The shelf life of meat was defined as

days to counting of heterotrophic aerobic mesophilic bacteria reach 7 log CFU/qg.
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Regarding the sensory properties, differences between variables were tested for
significance by one-way ANOVA with Tukey’s post test using SAS program. Differences at p >

0.05 were considered to be statistically significant.

RESULTS AND DISCUSSION

The results are summarized in Table 1, 2, and Figure 1. The initial value of HAMB (day
0) was 5.5 log CFU/g (for samples analyzed on first phase) and 5.8 log CFU/g (for samples
packed in MAP). Regarding shelf life extension, the poultry fillets packed in modified
atmosphere and irradiated were those that had their shelf life doubled to 10 days, followed by
those air- and vaccum-packed that were also irradiated (9 days). Then came the unirradiated
samples (MAP and vacuum) (7 days) and finally the unirradiated ones packed in atmospheric air,
that had a shelf life of 5 days at 1 °C = 1°C. Such results indicate that gamma irradiation
potentialized the conservation effects of MAP and efficiently extended the shelf life of the
product.

Patsias et al. (24) also noted that poultry fillets refrigerated at 4°C MAP-packaged (70%
N2-30% CO,) reached such limit after 10-12 days. Similarly, Chouliara et al. (5) related an
increase in the shelf life of irradiated poultry meat packed in modified atmosphere and, with the
count of total bacteria in samples packed in air reaching the microbiological limit (7 log CFU /g)
on the 5™ and 6™ days of storage at 4°C, in agreement with the findings in this work. However,
the researchers also found a greater shelf life for fillets in MAP (CO,/30% 70% N,) irradiated to
2,0 kGy, 25 days. A lower initial microbial load (4.3 log CFU/g) could possibly explain the
longer shelf life relatively to the findings in this work since it is known that the higher it is, the
higher is the dose required to achieve the same final population of bacteria (9). In addition, the
greater the amount of microorganisms present is, the higher the concentration of CO, required
for reduction of microbiota becomes (23).

The treatment including air packing and a 2,0 kGy dose yielded the largest lag phase for
mesophilic bacteria and reduced its population by 2.3 log cycles confirming the findings by
Lescano (13) and Thayer (30) in similar studies.

Although extending the shelf life, such treatment yielded a high population of mesophilic

bacteria at the end of the experiment, perhaps due to the development of radioresistant bacteria



75

such as lactic acid bacteria that are also more resistant to CO, when compared with other
bacterial groups.

The two methods used together have considerably affected the lag phase of
psychrotrophic bacteria, whereas the treatment MAP/2 kGy yielded the highest lag phase (9.4
days) followed by MAP non-irradiated samples. The final count was higher in the control
samples followed by the vacuum-packed ones. The bacterial counts of irradiated samples
remained low throughout the storage period when compared with the ones subjected to MAP.
Similarly Miyagusku (17) found that samples of poultry meat packed in vacuum and modified
atmosphere (30%N,/70% CO,), and irradiated with 3.0, 5.0 and 7.0 kGy showed a greater lag
phase and lower counts for psychrotrophic bacteria throughout the storage period when
compared with air-packed unirradiated samples.

There was no detectable growth of enterobacteria in the samples treated with MAP and
irradiated. The greatest lag phase was found in irradiated air-packaged fillets. Such result was
expected because the enterobacteria are very sensitive to irradiation according to several authors
(2, 17, 5). In addition, the present results are also in agreement with those found by Chouliara et
al. (5) that enterobacteria grew more slowly under conditions of MAP (30% CO,/70% N, and
70% CO,/30% Ny) than in aerobiosis.

As no growth of total coliform bacteria was observed in samples packed in modified
atmosphere and irradiated, it can be concluded that the combination of both processes did not
allow any growth of this bacterial group. Abu-Tarboush et al. (1) also found that poultry meat
irradiated with 2.5 kGy and stored at 4°C had no coliforms. Irradiated air- and vaccum-packed
samples showed a greatest adaptation phase, so low concentrations were observed at the end of
the experiment.

Growth of thermotolerant coliforms was only observed in unirradiated samples packed in
air and in low concentrations when compared with other bacteria analyzed. Miyagusku (17) also
observed the elimination of E. coli have been in the vacuum- and MAP- packed samples of thigh
and breast poultry meat treated with irradiation.

LAB prevailed in irradiated samples, while heterotrophic aerobic mesophilic bacteria
prevailed in unirradiated samples. However, Ntzimani et al. (21) showed that lactic acid bacteria
were dominant throughout the storage period, regardless of the packaging of smoked turkey
breast stored in air, vacuum and modified atmospheres (30% CO,/70% N,) and (50% CO,/50%

N>) kept at 4 + 0,5°C for up to 30 days. In this work, a long lag phase was observed for samples
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packaged in air and irradiated (12.4 days). In contrast, a short lag phase (4.1 days) was found for
the irradiated MAP samples that led to a higher final count of lactic acid bacteria. Such results
suggest that the combined treatment did not interfere with bacterial adaptation and was not able
to eliminate lactic acid bacteria as effectively as for the other bacteria studied. A possible
explanation for that is that Gram positive bacteria are generally much more resistant to inhibition
by CO, and to irradiation than Gram-negative ones (9). Other authors also reported that MAP
had a small effect on population of lactic acid bacteria due to the ability of these facultative
anaerobic bacteria to grow under high concentration of CO, (24, 3, 5).

A similar result was informed by Miyagusku (17) who found that microaerophilic
conditions led to a fast adaptation of lactic acid bacteria due to the vacuum and modified
atmosphere packaging that fostered their development. However, Patterson (25) found that the
sensitivity of Lactobacillus sp. to irradiation was significantly higher when poultry samples were
irradiated in CO,.

Listeria spp. was only detected in unirradiated air- and vacuum-packaged samples.
Likewise, Zhu et al. (32) showed that irradiation (1.0 to 2.5 kGy) effectively reduced the number
of L. monocytogenes in vacuum-packaged turkey hams and breast rolls. Samelis et al. (26) found
that the dose of 4 kGy sufficed to completely eliminate them in frozen beef.

The combination of irradiation and modified atmosphere packaging was effective in the
reduction of the population of Listeria spp. in refrigerated poultry fillets. Those bacteria showed
a greater adaptation phase in samples packed in vacuum that consequently led to a higher
number of counts at the end of the experiments when compared with the samples packed in air.

Aeromonas spp. was not detected in air-, vacuum- and modified atmosphere packed
samples. Mano et al. (15) also failed to detect Aeromonas spp in samples of turkey meat, and
when this pathogen were inoculated in the samples, they observed that CO; has an inhibitory
effect in A. hydrophila growth in turkey meat. However, in the present study, when the samples
were irradiated, this genera was detected, suggesting a resistance to the process of gamma
irradiation. Nevertheless, Ozba et al. (22) reported that a dose of 0.75 kGy was sufficient to
destroy approximately 10* cfu/g of A. hydrophila in meatball.

Yersinia spp. also not detected in the samples. According to Jay (5) the pork is the most
common source of those pathogens.

Sensory properties (color and overall impression) of raw poultry breast meat are given in

Table 2. In relation to the color attribute it was observed that the treatment Air/2,0 kGy was the
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one preferred by the judges, but differences were not significant at the 5% level relatively to the
MAP/2,0 kGy and Vacuum/ 2,0 kGy treatments. Thus, it can be concluded that packaging in
modified atmosphere used in combination with irradiation did not significantly affect the color
acceptance. The color of the MAP/0,0 kGy samples was rejected. That was possibly due to the
fact that high concentrations of CO; can cause poultry meat to become paler as quoted by Parry
(23).

Irradiation of samples packaged in modified atmosphere or in air can cause the color of
fillets to become more attractive, probably due to the appearance of a reddish coloration, as cited
also by Nanke et al. (20), Lewis et al. (14), Nam and Ahn (19) and Kim et al. (12).

Regarding the scores for the overall impression (Table 2), it was found that the
Vacuum/0,0 kGy and MAP/0,0 kGy samples were rejected. The use of CO, in high
concentrations can cause an increase in the drip of fresh meat according to Church (7), which
may have contributed to the rejection by the judges. All the other treatments were accepted, with
the highest scores being assigned to the Air/2,0 kGy and MAP/2,0 kGy samples which had

similar results.

CONCLUSION

This study shows that the process of irradiation produces a more attractive coloration of
the poultry fillets. A higher radioresistance was observed for the lactic acid bacteria when
compared to other bacterial groups analyzed. In addition, enterobacteria and coliforms were
efficiently eliminated by using a combination of packaging in high concentrations of CO; (80%)
and irradiation. Thus it can be concluded that the combined use of modified atmosphere
packaging (80% CO, and 20% N,) and gamma irradiation at a dose of 2,0 kGy can significantly
improve the microbiological safety of refrigerated poultry fillet doubling its shelf life without
changing the sensory properties. Further studies should be conducted in order to determine the
optimum dose, as well as the ideal mixture of gases that would render the poultry fillets an

optimized safety as well as the longest shelf life achievable.
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Table 1. Shelf-life and bacterial growth parameters of poultry breast fillets wrapped in air,

vacuum and modified atmosphere and irradiated (2,0 kGy) or not irradiated (0,0 kGy) and kept at

1°C £ 1°C for 18 days.

Shelf Life Bacterial HAMB? HAPB Ent CT CTer La Lis Aero
Treatment (days) Growth
Parameters
(Packing/(Dose) Based on
Limit: 7log Initial count normalized to 1.0 log cycle
CFU/g
Air /0,0 kGy 5 o° 0,6 0,5 04 11 16 05 -
Lag ¢ 1,9 2,2 12 24 89 - 14 -
CF¢ 4 39 3 11 1,7 21 24 nd
Vacuum /0,0 7
kGy g 0,7 1,2 04 07 - 53 02 -
Lag 3,8 - 51 28 - 8,7 42 -
CF 3,8 3,7 2 10 nd® 16 1,7 nd
MAP/ 7
0,0 kGy g 0,5 15 14 04 - 05 - -
Lag 48 4,2 47 53 - 6,3 - -
CF 2 2,6 1,2 0,9 nd 14 nd nd
Air /2,0 kGy 9
g 0,7 6,5 23 1,7 - 06 - -
Lag 5 - 78 - - 124 - 7.7
CF 3,3 1,6 0,7 11 nd 1,8 nd 0,8
Vacuum/ 2,0 9
kGy g 1 1,7 1,7 1,7 - 09 - 0,8
Lag 4.4 1,8 3,8 6,9 - 23 - 7,7
CF 2,7 1 05 0,7 nd 24 nd 0,7
MAP/ 10
2,0 kGy g 0,6 0,6 - - - 04 - -
Lag 3,3 9,4 - - - 41 - -
CF 1,7 2,6 nd nd nd 26 nd nd

4 HAMB: Mesophilics; HAPB: Psicrotrophic;Ent:Enterobacteriaceae; CT: Totals coliforms; CTer: Thermotolerant

Coliforms; La:Lactic acid bacteria; Lis: Listeria spp.; Aero: Aeromonas spp.

® g : Doubling time (days).

¢ Lag: Adaptation phase (days).
4 CF: Final Count (log CFU/g and log MPN/g for coliforms

¢ nd: Not detected count.
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Table 2. Results of poultry fillets color and overall impression in the different treatments (Tukey
analysis)

Color Overall impression
Treatments Mean* Treatments Mean*
MAP/0,0 kGy 5,24 Vacuum/0,0 kGy 5,76
Vacuum/0,0 kGy 5,0% MAP/0,0 kGy 5,24%
Air/0,0 kGy 4,7%° Air/0,0 kGy 4,81%
Vacuum/2,0 kGy 3,67 Vacuum/2,0 kGy 4,57%
MAP/2,0 kGy 3,45 MAP/2,0 kGy 3,91°
Air/2,0 kGy 3,36¢ Air/2,0 kGy 3,67°

*Means followed by same letters do not differ by Tukey test at 5% probability.
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Figure 1. Growth bacterial curves (Log CFU/g X Days of Storage) in samples of refrigerated

chicken breast fillets subjected to six different treatments. Development of mesophilic bacteria

(A), psicrotrophilic bacteria (B), Enterobacteriaceae (C), total coliforms (D) and lactic acid
bacteria (E) in all treatments during 18 days of storage at 1°C + 1°C. MAP/2,0 kGy (#),
MAP/0,0 kGy (A), Vaccum/2,0 kGy (0O), Air/2,0 kGy (O), Air/0,0 kGy (<) and Vaccum/0,0

kGy (®).
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3.4 MICROBIOLOGY, SENSORY ACCEPTANCE AND SHELF LIFE OF IRRADIATED
CHICKEN BREAST FILLETS STORED IN AIR OR VACUUM.
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ABSTRACT

This work investigated the effects of different packaging methods (air and vacuum) combined with
irradiation (0.0, 2.0 and 3.0 kGy) on the conservation of chicken breast fillets kept at 1°C for up to 18
days through acceptance sensorial test, the determination of pH and bacterial growth parameters. The
findings indicate that the post-irradiation lag phase increased with dose, leading to an extension in shelf-
life. Vacuum-packed samples irradiated at 3.0 kGy exhibited the longest shelf life. Among the analyzed
bacteria, coliforms and Listeria spp. were found to be the most sensitive to gamma radiation. All fillets
acquired more attractive coloration and better overall impression with irradiation. The combined use of
vacuum packaging and irradiation (3.0 kGy) reduced the microbial populations without causing change
in pH and yielded a significant shelf-life extension of chicken refrigerated fillets, besides improves the
appearance of this food.
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INTRODUCTION

Between 2000 and 2008, the most rapid
expansion, with an annual growth rate of more
than six per cent a year, occurred in South
America. In doing so, this region increased its
share of the world total from 14 per cent to more
than 17 per cent. Over three-quarters of this
expansion was attributed to the growth in the
industry in Brazil, where poultry meat output
escalated by almost 4.6mt (75 %), from 6.1mt to
10.7mt between 2000 and 2008 (The Poultry
Site, 2010).

Poultry meat is a nutritious food and it is
consumed all over the world because of its
relatively low cost and low fat content.
However, it is highly perishable with a relatively
short shelf life even when it is kept in
refrigeration. Thus developing more appropriate
technologies for conservation of such product
still remains a goal that the scientific community
has been eagerly pursuing. In order to increase
the shelf life of meat products vacuum-packed
has been used. Though, that technology alone
has not been able to extend the shelf life of such
foods for a long time. Thus, gamma irradiation
has been used in combination with packaging in
modified atmosphere in order to improve safety
and further enhance shelf-life extension of meat.
The safety and efficiency of irradiation in food
conservation has been thoroughly demonstrated
worldwide (Pelczar et. al., 1997). The doses of
1.5 and 3.0 kGy, for treatment of refrigerated
and frozen chicken meat, respectively, were
authorized in the USA in 1992 (Lee, 1996). The
Brazilian legislation for food irradiation has
been regarded as one of the most advanced ones
in the world, allowing the treatment of any kind
of food (Vital & Freire Jr., 2008). However, the
use of such technology in Brazil is still mostly
limited to the treatment of spices, animal feed
and other food products to be exported.
Fortunately, there has been an increasing joint
effort geared at informing the population on the
principles, safety and benefits of treating foods
with ionizing radiation (Hernandez et al., 2003).
Bacteria tend to be more resistant to radiation
during the latency (lag phase), becoming more
sensitive as they enter the logarithmic growth
phase and reach the lowest resistance at its end
(Jay, 2005). Gram-negative (both as pathogenic
and spoilage) are generally more sensitive than
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the Gram-positive vegetative cells (Franco &
Landgraf, 1996).

The combination of different methods of food
preservation should be seen as an alternative in
the food industry, for example, the use of
vacuum-packed, gamma  radiation  and
refrigeration. However, in order to ensure that
the combined use of those techniques does not
produce changes in the original characteristics of
the products testing of sensory acceptance must
be performed.

The objective of this study was to determine the
effectiveness of the combination treatment of
gamma irradiation (0.0, 2.0 and 3.0 kGy) and air
or vacuum packaging in the conservation of
refrigerated chicken fillets by monitoring
microbial growth parameters in order to
determine the shelf-life extension, the variation
of pH and sensory acceptance.

MATERIALS AND METHODS

The experiments were performed in two phases.
During the first day of phase one (day zero), 2
kg of refrigerated chicken breast fillets were
purchased in a market in Niteroi, RJ and
transported in boxes of expanded polysterene
filled with ice to the Laboratory of
Microbiological Control of Animal Products of
the Fluminense Federal University, where all
bacteriological analyses and determination of pH
were performed starting from day zero. The
following analytical procedures were included:
counting of heterotrophic aerobic mesophilic
(HAM), counting of bacteria of the genera
Listeria, Yersinia e Aeromonas, and enumeration
of total and thermotolerant coliforms. Each fillet
was aseptically divided in 20 pieces with 18 g
and each of those samples was packed in a
plastic bag having a multilayered structure with
low permeability to gases. Two different
packing atmospheres were tested in two sets
including 10 samples each: 1) air-packed
(control) and 2) vacuum-packed. A sample from
each treatment was analyzed individually after 1,
3,5,7,9,12 or 18 days of storage at 1°C + 1°C.
The following growth media were used: plate
count agar (PCA; Merck) for HAMB and
PAHB, Oxford Listeria Base (Himedia) with
Listeria  Selective  Supplement  (Oxford
Formulation; Oxoid) (SR0140) for Listeria spp.,
Mac Conkey Agar with Yersinia Selective
Supplement (SR109; Oxoid) for Yersinia spp.,



Starch-ampicillin Agar (SA; Himedia) enriched
with 1% ampicilin for Aeromonas spp., and
Fluorocult broth for enumeration of total and
thermotolerant coliforms. Merck's miniaturized
methodology (2000), as modified by Franco &
Mantilla (2004), was wused for coliform
enumeration. It consisted of employing
automatic pippetors connected to sterilized
pointers for preparation and inoculation of 0.1
mL (100pL) from different dilutions into 1 mL
(1000uL) of Fluorocult selective broth.

In the second phase of experiments, fillets were
obtained in the same conditions as in phase 1,
out of 4 kg of fresh chicken breast, however
different doses of radiation and packing
atmospheres were tested yielding four sets of
samples: 1) air-packed, irradiated with 2.0 kGy;
2) vacuum-packed, irradiated with 2.0 kGy; 3)
air-packed, irradiated with 3.0 kGy and 4)
vacuum-packed, irradiated with 3.0 kGy. The
analyses performed were the same as those in
phase 1.

Due to the fact that the bacterial populations in
the beginning of the two phases were different,
normalization to the initial reading of each phase
was applied to all data of the corresponding
phase so that the bacterial growth during both
phases could be compared and described
according to the modified Gompertz's equation
(Gibson et. al.,, 1987) by using a special
computer program (Baranyi & Roberts, 1994).
The sensory evaluation was performed in the
form of an acceptance test, where samples from
different treatments were randomly subjected to
judgment by 33 untrained panelists. Color and
overall impression were judged according to a
hedonic nine-point scale (Stone & Sidel, 1998),
where, 9 corresponded to ‘‘disliked extremely”
and 1 to “‘liked extremely’’. Scores from 1-5
were considered acceptable.  Differences
between variables were tested for significance
by one-way ANOVA with Tukey’s post test
using SAS program. Differences at p < 0.05
were considered to be significant.

RESULTS AND DISCUSSION

The findings indicate that the post-irradiation lag
phase increased with dose, leading to an
extension in shelf life. Similar results were also
found by Spoto et al. (2000), who concluded that
irradiation can efficiently be wused in the
preservation of chicken meat.
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Shelf-Life Extension

The samples found to exhibit the longest shelf
life were those vacuum-packed and irradiated
with 3.0 kGy, followed by the air-packed ones
also treated with 3,0 kGy (Tab. 1). Then came
the samples exposed to 2.0 kGy (air- and
vacuum-packed), followed by the unirradiated
ones, first the vacuum-packed and finally the
air-packed ones. As expected, a larger decrease
in the population of bacteria was found in
samples irradiated with 3.0 kGy, consequently
leading to a larger extension in shelf life.
Vacuum packaging combined with irradiation at
3.0 kGy more than duplicated shelf life,
extending it to 12 days in comparison with the
unirradiated air-packed samples that remained
good for five days only. These findings are
consistent with those obtained by Abu-Tarboush
et al. (1997) who reported that irradiation of
refrigerated chicken meat with 2.5 kGy led to a
12-day shelf life.

Similar results were observed by Grandison &
Jennings (1993), who reported that air-packed
unirradiated samples of ground chicken meat
deteriorated in the 2 days of storage, while
treatment with 3.1 kGy significantly increased
the shelf life of the samples. Chouliara et al.
(2008) also found an extension in shelf life of
fresh poultry meat treated with 2.0 and 4.0 kGy.
They reported that the total counts of bacteria in
the unirradiated air-packed samples reached the
microbiological limit on the 5-6" day of storage
at 4° C, whereas those irradiated with 2.0 kGy
reached such level on the 15 day, and those
irradiated with 4.0 kGy only after 22-23 days of
storage. Miyagusku et al. (2003) observed that
the samples of refrigerated chicken breast
vacuum-packed and irradiated at 3.0 kGy
not reached 7.0 log CFU /g until the 30" day
of storage, remaining with scores of up to 5.0
Log CFU /qg.

Heterotrophic Aerobic Mesophilic Bacteria

Irradiation with 3.0 kGy reduced the number of
aerobic mesophilic bacteria in the air-packed
samples by approximately 2 log cycles (Fig. 1
A), while a much smaller drop (0.81 log cycle)
was found for the vacuum-packed fillets treated
with the same dose. Lescano (1991) also found
that the irradiation of chicken breast with 2.5
kGy reduced the total bacterial count by



approximately 2 log cycles. In addition, Thayer
et al. (1995) found that the total bacterial count
of chicken wings was reduced by about 2 log
cycles with irradiation at 1.4 kGy.

In the present experiment, the doubling time was
found to be higher in vacuum-packed than in air-
packaged samples, hinting that the mesophilic
bacteria were not able to start growth in vacuum
as they grow more easily in air. That finding is
in agreement with the results of bacterial count
for the end of storage, when the vacuum-
packaged samples had lower bacterial count.
The highest bacterial growth in chicken breast
wrapped in air when compared with the vacuum-
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packed ones was also found by Jiménez et al.
(1997). They reported that a rapid growth of
viable bacteria in air-packed samples, reaching a
population of 8 log CFU /g after four to five
days of storage at 4° C, while the use of vacuum
packaging extended the time required for the
total count of bacteria to reach 8 log CFU/g to
two or three days of storage.

In this work, shelf-life extension was mostly due
to the irradiation-induced prolongation of the lag
phase, found to be greater for samples treated
with 3.0 kGy.

Table 1- Shelf-life and growth parameters of bacteria found in vacuum- and air-packed
chicken breast fillets treated with 0,0, 2,0 and 3,0 kGy and stored for 18 days at 1°C.

Shelf Life Bacterial Growth Me CT CTer Lis Aero
Treatment (days) Parameters
Based on
(Packing/(Dose) Limit: 10" CFU/g
Initial count normalized to 1.0 log cycle
Air /0.0 kGy 5 g (days) 0.6 0.4 1.1 0.5
Lag (days) 1.9 2.4 8.9 1.4
CF (log CFU/g) 4 2.2 1.7 5 nd
Vacuum/ 0.0 kGy 7
g (days) 0.7 0.7 - 0.2
Lag (days) 3.8 2.8 - 4.2 -
CF (log CFU/g) 3.8 3 nd 4.5 nd
Air / 2.0 kGy 9
g (days) 0.7 18.7 - - -
Lag (days) 5 - - - 7.7
CF (log CFU/g) 3.3 0.6 nd nd 0.8
Vacuum/ 2.0 kGy 9
g (days) 1 1.7 - - 0.8
Lag (days) 4.4 6.9 - - 7.7
CF (log CFU/g) 2.7 0.5 nd nd 0.7
Air /3.0 kKGy 10.5
g (days) 0.4 - - - 0.3
Lag (days) 5.8 - - - 7.7
CF (log CFU/g) 1.7 nd nd nd 3.3
Vacuum/ 3.0 kGy 12
g (days) 0.7 - - - 1.7
Lag (days) 5.9 - - - 12
CF (log CFU/qg) 1.6 nd nd nd 0.7

g — Breeding time; Lag- Adaptation phase; CF — Final Relative Count; nd- No detected count; Me- mesophilics; CT
— totals coliforms; CTer — Thermotolerant Coliforms; Lis- Listeria spp.; Aero- Aeromonas spp.

Coliforms
The thermotolerant coliforms were unable to
grow in samples packed in vacuum and in

irradiated ones, having only been detected in the
unirradiated fillets packed in air. Similarly,
Miyagusku et. al (2003) detected E. coli in the



control samples only and no significant counts
were found during storage in the irradiated
samples.

The total coliform group did not show detectable
growth in the samples irradiated at 3.0 kGy (Fig.
1 C) and showed a longer lag phase in the
vacuum-packaged samples treated with 2,0 kGy.
According to the data that group was eliminated
from the chicken fillets irradiated to 3.0 kGy,
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and had difficulty to start growth after
irradiation with 2.0 kGy. Researchers Abu-
Tarboush et. al (1997) also found that irradiation
with 2.5 kGy and storage at 4°C for 21 days was
sufficient to eliminate total coliforms in chicken
meat. In another experiment, gamma irradiation
of chicken with 1 and 1.8 kGy was sufficient to
eliminate total coliforms (Lewis et al. 2002).
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Figure 1-

Growth bacterial curves (Log CFU/g X Days of Storage) in samples of

refrigerated chicken breast fillets subjected to six different treatments. (A)- Heterotrophic
aerobic mesophilic bacteria; (B)- Aeromonas spp. ; (C)- Total coliforms and (D)- Listeria spp.
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Other bacteria

Listeria spp. was only detected in control
samples packed in air and vacuum, being
eliminated with irradiation at 2.0 and 3.0 kGy
(Fig. 1 D). Roberts & Weese (1995) reported

that irradiation of meat with a dose up to 3.0
kGy effectively eliminated over 99% of bacteria
of the species L. monocytogenes. Samelis et al.
(2005) reported that 4.0 kGy completely
eliminated Listeria spp. frozen meat. Trivedi et




al. (2007) also observed that irradiation with 3.0
kGy was effective in eliminating 10> CFU/g of
L. monocytogenes inoculated on diced chicken
meat and turkey frankfurters.

Aeromonas spp. was not detected in control
samples. Kumar et al. (2000) only isolated
Aeromonas spp. in 33 (13.41%) of 246 food
samples of animal origin. In the present study,
this genera was only detected in air- and
vacuum-packed samples irradiated with 2 and
3.0 kGy (Fig 1 B). A possible explanation for
that finding is that such bacterium hardly grows
in media where there it has to face competition
with other microorganisms, as it was the case at
the beginning of the experiment. Thus, when the
microbiota was reduced by irradiation,
Aeromonas spp. was able to develop. However,
Thayer (1995) observed that doses below 3.0
kGy were sufficient to eliminate Aeromonas
hidrophila in chicken meat.

Yersinia spp. was not detected in any sample
from the beginning. According to Jay (2005), the
pig is the most common source of this pathogen.
Likewise, Trajkovi¢-Pavlovi¢ et al. (2007)
related that a pilot investigation, performed in
Novi Sad, indicated that Yersinia enterocolitica
was not detected in any of the tested samples (90
of fresh meat and 167 of ready-to-eat food).
Bucher et al. (2008) to examine the prevalence
of pathogenic Y. enterocolitica in animals and
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foodstuffs in Bavaria, found that this pathogen
was isolated only from raw pork, especially
from edible offal. Additionally, some raw pork
sausages and only one poultry sample were PCR
positive.

pH values

There were no changes in pH at the beginning of
the experiment. As expected the vacuum-packed
samples consistently showed a lower pH value,
due to the predominance of acid-producing
bacteria. Samples packaged in air showed an
increase in pH during storage in the same way as
reported by Miyagusku (2008), which could be
attributed to the faster growth of spoilage
bacteria.

The pH of air-packed irradiated and unirradiated
samples ranged from 5.4 to 6 and 5.6 to 7,
respectively (Fig. 2), confirming the data
obtained by Pinto et al. (2005) who found that
the samples of unirradiated chicken breast
wrapped in air had a change in pH from 5.9 to
6.5 and the irradiated samples had results,
ranging between 5.9 and 6.8, also informing that
irradiation provided no changes in pH values
compared in comparison with the control
samples.

Figure 2- pH values for all treatments during the experiment

7,5
7
6,5
pH values
6
5,5
5
0 1 3 5 7 9 12 18
—&— Air/0kGy 5,6 5,55 5,52 5,35 5,78 5,64 5,99 6
—— Vacuum/0Kgy 5,6 5,66 5,67 5,55 5,79 5,7 5,63 5,64
={=Air/2kGy 5,56 5,65 5,89 5,61 6,2 6,87 6,99 7
—O—Air/3kGy 5,56 5,72 6,15 6,04 6,6 6,62 6,05 6,06
—O— Vacuum/2kGy | 5,56 5,69 5,72 5,6 5,9 6 5,92 5,93
—@— Vaccum /3kGy| 5,56 5,62 5,74 5,84 5,8 6,1 6,04 6,06




Sensory acceptance

Regarding the acceptance of color samples (Tab.
2), the judges preferred the air-packed samples
irradiated with 2.0 kGy and vaccum-packed
irradiated with 3.0 kGy, although no significant
difference was determined relatively to the
vacuum-packed samples irradiated with 3.0 kGy.
In addition, it was observed that all irradiated
fillets showed a color more attractive than non-
irradiated. Similarly, Lewis et al. (2002)
concluded that irradiation at 1.0 kGy improved
the color of chicken breast fillets. Nanke et al.
(1998) also observed changes in the color of
pork and turkey irradiated at doses of 1.5 kGy,
3.0 kGy, 4.5 kGy, 7.5 kGy and 10.5 kGy, which
showed up red due to irradiation. Nam & Ahn
(2002) reported that COmioglobina is
responsible for the pink color of chicken meat
caused by interaction with carbon monoxide
during irradiation. Kim et al. (2002) also suggest
that the development of red color in irradiated
meat is due to the production of gas, especially
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CO. Similar results were found by Millar et al.
(1995), who found a greater redness in the
chicken breast irradiated at 5.0 kGy compared
with unirradiated controls. Those authors
concluded that ionizing radiation is able to
change the coloration of poultry meat depending
on the kind of muscle type and properties of the
skin.

However, Kanatt et al. (1997) did not find any
change in sensory attributes such as appearance,
color and odor after irradiating chicken with 2.5
kGy. Similar reports were discussed by Souza et
al. (2007) who investigated the influence of
radiation on the levels of iron and color of
pigments of thighs and chicken breast meat
irradiated at doses 0.0, 1.0 and 2.0 kGy and
found that the color was not influenced by those
doses. The lack of changes in sensory properties
of the chicken meat was probably due to the low
doses (below 3.0 kGy) wused by those
researchers.

Table 2- Results from Tukey's Test for the color of chicken fillets subjected to different treatments.

Treatment Mean
Vaccum/0.0 kGy 5.0%

Air/0.0 kGy 4.7%®

Air/ 3.0 kGy 3.97°
Vacuum/2.0 kGy 3.67%
Vacuum/3.0 kGy 3.42°
Air/2.0 kGy 3.36°

In relation of sensory acceptability of the
chicken fillets to the overall impression (Tab. 3),
it was found that only the vacuum-packed ones
were rejected by the judges, probably due to the
change from the original meat format. The
treatment that received the highest scores in that
attribute was air packaging combined with
irradiation with 2.0 kGy. It was followed by
vacuum packaging treated with 3.0 kGy, then
with 2.0 kGy, followed by air packaging
irradiated with 3.0 kGy and finally the
unirradiated sample packed in air. In this work,
irradiation with 2.0 and 3.0 kGy was found to
improve the overall appearance of the samples.
Hashim et al. (1995) also reported that
irradiation did not affect the appearance
(humidity and brightness) of breast and thigh
chicken refrigerated raw chicken.

Likewise, Abu-Tarboush et al. (1997) observed
that irradiation of chicken meat (2.5, 5.0, 5.7 and
10.0 kGy) caused minor changes in product
acceptance in relation to appearance, aroma,
texture and flavor. And Taylor et al. (2005)
found that the use of 6.0 kGy did not
significantly alter the sensorial properties of
chicken breast.
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Table 3- Results from Tukey's Test for the overall impression of chicken fillets subjected to
different treatments.

Treatment Mean
Vaccum/0.0 kGy 5.76°
Air/0.0 kGy 4817
Air/3.0 kGy 4.63%°
Vacuum/2.0 kGy 457%°
Vacuum/3.0 kGy 4.51%°
Air/2.0 kGy 3.67°
CONCLUSION

Based on the results obtained in this work, it can be concluded that irradiation at doses of 2.0 and 3.0
kGy significantly increased the shelf life of refrigerated chicken meat in comparison with the
unirradiated air-packed samples. Irradiation of the samples under vacuum was more efficient in
extending the shelf life and gave chicken fillets with color and overall more desirable to consumers.
Thermotolerant coliforms and Listeria spp. were eliminated with irradiation, whereas Aeromonas spp.
was able to develop in the irradiated samples. The pH of the samples did not show large variations
during the storage period. Irradiation improved the color of the fillets and maintained a good overall
impression of the product. This study demonstrated that the combined technology of vacuum-packed
and irradiation (3.0 kGy) is able to extend the shelf life of refrigerated chicken fillets and control
deteriorating and pathogenic microbiota, making them safer and more attractive to the consumer.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi investigar a eficiéncia de diferentes métodos de
embalagem (ar e vacuo) combinados com a irradiacdo (0,0, 2,0 e 3,0 kGy) na conservacao de
files de peito de frango resfriados, mantidos a 1°C por 18 dias, através de teste de aceitacdo
sensorial, da determinacdo dos valores de pH e dos parametros bacterioldgicos de
crescimento. De acordo com os resultados, verificou-se que a fase de laténcia aumentou com
a dose de radiacdo, promovendo uma extensdo do prazo comercial. A irradiacdo a 3,0 kGy
sob vacuo foi mais eficiente na extensdo da validade comercial. Dentre as bactérias
analisadas, os coliformes e Listeria spp. foram as mais sensiveis a radiacdo gama. Todos 0sS
filés irradiados apresentaram uma coloracdo mais atraente e melhor impressdo global. O uso
combinado de embalagem a vacuo e irradiacdo (3,0 kGy) reduziu a populacdo microbiana,
sem alterar os valores de pH e resultou numa significativa extensdo da validade comercial de
filés de frango refrigerados, além de melhorar a aparéncia desse alimento.
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3.5 Listeria monocytogenes INOCULATED INTO REFRIGERATED CHICKEN
BREAST FILLETS PACKED IN MODIFIED ATMOSPHERE AND IRRADIATED:

SHELF LIFE, NATURAL MICROBIOTA AND BACTERIAL GROWTH
PARAMETERS.
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REFRIGERADOS EMBALADOS EM ATMOSFERA MODIFICADA E IRRADIADOS:
VALIDADE COMERCIAL, MICROBIOTA NATURAL E PARAMETROS
BACTERIOLOGICOS DE CRESCIMENTO.

(Listeria monocytogenes inoculated into refrigerated chicken breast fillets packed in
modified atmosphere and irradiated: shelf life, natural microbiota and bacterial growth
parameters.)
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RESUMO

A capacidade de Listeria monocytogenes e outras bactérias de se multiplicarem em
filés de peito de frango resfriados embalados em ar, vacuo e em atmosfera
modificada (80% CO,/20% N,) e irradiados (2,0 e 3,0 kGy) mantidos a 1°C + 1°C por
até 34 dias foi avaliada. As alteracdes microbioldgicas e a determinacédo do pH das
amostras foram monitoradas. As analises bacteriolégicas indicaram que tanto a fase
lag como a validade comercial aumentaram com a dose de irradiacdo. O maior prazo
comercial (34 dias) foi alcancado pelas amostras embaladas em atmosfera
modificada e irradiadas a 3,0 kGy, enquanto que as amostras embaladas em
aerobiose e nao irradiadas deterioraram-se no 9°dia de estocagem. As bactérias
acido laticas foram os microrganismos mais resistentes a radiacdo gama e a alta
concentracdo de CO,, enquanto que os coliformes e as enterobactérias foram os
mais sensiveis. L. monocytogenes e Aeromonas spp. foram capazes de se
desenvolver em todas as amostras. A irradiacdo aumentou o efeito bacteriostatico
da embalagem em atmosfera modificada e aumentou a validade comercial de filés
de peito de frango, melhorando a sua qualidade microbiolégica, porém nao impediu
o desenvolvimento de L. monocytogenes quando essa foi inoculada na concentracao
de 10° UFC / mL.
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Palavras-chave: carne de aves; fase de laténcia; irradiacdo; patégenos

psicrotroficos; tempo de duplicacéo

ABSTRACT

The ability of Listeria monocytogenes and other bacteria to multiply on chicken breast
fillets packaged in air, vacuum and modified atmosphere (80%CO2/20%N,),
irradiated (2.0 and 3.0 kGy), and kept at 1°C + 1°C for up to 34 days was evaluated.
Microbiological changes and pH occurring in samples were monitored.
Bacteriological analyses indicated that both lag phase and shelf life increased with
radiation dose. The samples packed in modified atmosphere and exposed to 3.0 kGy
exceeded the initial 9-day shelf life of air-packaged fillets in 34 days. Lactic acid
bacteria were the most resistant to gamma radiation and high CO, concentrations
while coliforms and enterobacteria were the most sensitive. L. monocytogenes and
Aeromonas spp. were able to grow in all samples. Irradiation increased the
bacteriostatic effect of modified atmosphere packaging and can be used to improve
microbiological quality and increase the shelf life of chicken breast fillets.

Key words: doubling time; irradiation; lag phase; poultry meat; psychrotrophic

pathogens

INTRODUCTION

Poultry meat is a nutritiously rich, highly perishable food subject to various types
of spoilage depending on handling and storage conditions. Because of the
globalization of food supply and the increasing demand by consumers the control of
poultry meat spoilage is more essential today than ever (Cerveny et al., 2009).
Furthermore, one of the most important psychrotrophic food pathogens related to
meat products is Listeria monocytogenes (Devlieghere et al., 2001). It is a Gram-
positive, non-sporeforming, highly mobile, rod-type, facultative anaerobic bacterium
and it can grow under a wide range of temperature conditions (0°C to 42°C), its pH
growth range being found between 4.5 and 9.6 (Farber and Peterkin, 1991; Seelinger
and Jones, 1996). It is considered an emergent pathogen capable of provoking
listeriosis in humans through the ingestion of contaminated food. Listeriosis is a

zoonosis of great importance in public health, considering it may cause abortion,
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sepsis and meningitis, especially in pregnant women, children, old and
immunodeficient patients (Mantilla et al. 2007). As L. monocytogenes is present in
the soil, silage, and human and animal feces, contamination of the carcass during
meat processing is easier (Farber and Peterkin, 1991; Zhu et al., 2005). Therefore
adequate preservation technologies must be applied in order to preserve food safety
and quality.

In the last decades alternative non-thermal preservation technologies such as
irradiation together with active packaging have been proposed and further
investigated. These techniques are efficient for rendering vegetative microorganisms
inactive. Such organisms are most commonly related to food-borne diseases
(Aymerich et al., 2008)

Modified atmosphere packaging (MAP) is commonly used to prolong the shelf-
life of meat products. In the past, the major concerns regarding the use of this
technology were anaerobic pathogens, especially psychrotrophic, nonproteolytic
clostridia. However, due to the emergence of psychrotrophic pathogens such as
Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila, and Yersinia enterocolitica, new
food safety issues have been raised. This stems mainly from the fact that the
extended shelf life of many MAP products may allow extra time for these pathogens
to reach dangerously high levels in food (Farber, 1991)

Decontamination of food by ionizing radiation is a safe, efficient,
environmentally clean, and energy efficient process. Irradiation is particularly
valuable as an end product decontamination procedure. Radiation treatment at 2—7
kGy doses can effectively eliminate potentially pathogenic nonsporeforming bacteria
including long-time recognized pathogens such as Listeria monocytogenes (Farkas,
1998). The Brazilian legislation for food irradiation has been regarded as one of the
most advanced in the world, allowing the treatment of any kind of food (Vital and
Freire Janior, 2008).

The resistance of L. monocytogenes to radiation is widely dependent on the
method employed, the physiological state of the strain used, and, obviously, the
substrate in which the organism finds itself (Augustin, 1996). The presence of oxygen
affects the efficiency of irradiation. Published reports indicate that the effects of
irradiation and packaging together vary depending upon the kind of meat and the
atmosphere composition in the package. One concern about using modified

atmosphere packaging in irradiated meat or poultry, however, is that pathogens may



99

grow and/or produce toxins due to a decrease in the number of competing
organisms. This is of even greater concern if spoilage is suppressed and does not
provide the usual warning signals. Further information is needed to ensure the
appropriate use of vacuum or modified atmosphere packaging combined with
irradiation in order to guarantee fresh meat and poultry harmlessness (Lee et al.,
1996).

In the present study, resistance to gamma radiation (0.0, 2.0 and 3.0 kGy) and
the ability of L. monocytogenes and other bacteria to multiply on chicken breast fillets
packed in air, vacuum and modified atmosphere and kept at 1°C £+ 1°C for up to 34
days were assessed. The determination of pH values, shelf life extension and
bacterial growth parameters of L. monocytogenes and natural microbiota of fresh
chicken breast fillets inoculated with Listeria monocytogenes 4 b was carried out.

MATERIAL AND METHODS

Inoculum preparation

The strain Listeria monocytogenes 4 b was isolated from ground beef (Mantilla,
2006). Once unfrozen, the strain was revitalized by culturing at 35-37°C for 24 h in
tryptic soy broth enriched with 0.6% yeast extract. The suspension was made by
mixing an aliquot of L. monocytogenes culture with 2 liters of sterile saline solution
(0.85% NacCl). Serial dilutions and in-depth sowing were then carried out in Oxford
Listeria Agar Base. After the incubation period (35-37°C for 24h), bacterial counting

was performed in order to determine bacterial concentration (in duplicate).

Sample Treatment

On the first day (day zero), 10.0 kg of fresh refrigerated chicken breast fillets
were purchased in a market in the city of Niter6i, Rio de Janeiro, Brazil and
transported in ice-filled expanded polystyrene boxes to the Laboratory of
Microbiological Control of Animal Products, where all bacteriological analyses and pH
determination were carried out. The samples were aseptically divided in 108 pieces
with 18.0 g each and were immersed in a suspension of L. monocytogenes 4b
containing approximately 10°> CFU/mL.

Samples were individually packed in seven-layered poly nylon bags with low

permeability to oxygen (60cm®m?day). Nine groups were formed: 1) control group,
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where the packages were filled with room air (Air/0.0 kGy); 2) vacuum-packed group
(Vacuum/0.0 kGy); 3) MAP group (MAP/0.0 kGy); 4) air packed group irradiated with
2.0 kGy (Air/2.0 kGy), 5) vacuum-packed group irradiated with 2.0 kGy (Vacuum/2.0
kGy) 6) MAP group irradiated with 2.0 kGy (MAP/2.0 kGy), 7) air packed group
irradiated with 3.0 kGy (Air/3.0 kGy), 8) vacuum-packed group irradiated with 3.0 kGy
(Vacuum/3.0 kGy), and 9) MAP group irradiated with 3.0 kGy (MAP/3.0 kGy).

For packaging and thermosealing of samples a 450 AP TEQMAC vacuum
sealer was used with an 80%CO,/ 20% N, gas mixture. The irradiation process was
carried out in the Research Irradiator of the Army Technological Center which
currently generates a maximum dose rate of 2.0 kGy/h of gamma radiation, emitted
by its **'Cs source at 2.0 and 3.0 kGy doses. Samples were stored at 1°C + 1°C

during the whole experiment.

Bacteriological and pH analyses

Bacteriological tests and pH determination were performed on storage days 1,
3,5,7,9, 12,15, 17, 21, 28, 31 and 34.

The following growth media were used for bacteriological analyses: Plate Count
Agar, for aerobic mesophilic bacteria and aerobic psychrotrophic bacteria; Violet Red
Bile Glucose Agar, for enterobacteria counting; double layer Man, Rogosa and
Sharpe Agar, for lactic acid bacteria; Oxford Listeria Base with Listeria Selective
Supplement (SR0140), for Listeria spp. ; Starch-ampicillin Agar added with 1% of
ampicillin, for Aeromonas spp.; and Mac Conkey Agar with Yersinia Selective
Supplement (SR109), for Yersinia spp. For enumeration of total and thermotolerant
coliforms Fluorocult Broth was used according to the methodology described by
Merck (2000), modified by Franco and Mantilla (2004), where the process was
miniaturized. Pipettors attached to sterilized pointers were used for the preparation of
0.1mL (100 pL) inoculation of the different dilutions in 1mL (1000 uL) selective broth
medium in Eppendorf.

Samples (18 g) were diluted in 162mL of peptonized saline solution (PSS) at
0.1% and homogenized in a stomacher at normal speed for two minutes. Serial
dilutions up to 10 were then performed. After pour plate, the plates were incubated
at 35-37°C for 24 to 48 hours, excepting those prepared for counting of

psychrotrophic bacteria which were kept under refrigeration at 4°C for 7 days.
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After taking the inoculum for microbiological analysis, the homogenized sample
was used for pH measurement by introduction an electrode of a pHmeter.
Measurement of pH was done through the potentiometric method which is based on
instrumental pH determination (Brasil, 1981).

Modeling of data

A special computer program (DMFit) designed by Dr. J6zsef Baranyi, of the
Institute of Food Research, Reading Laboratory, UK (Baranyi and Roberts, 1994),
based on Gompertz’'s equation (Gibson et al., 1987) was used to modeling data. The
shelf-life of meat was defined when the counting of mesophilic aerobic heterotrophic

bacteria reached 7 log CFU g™ .

RESULTS AND DISCUSSION

The results obtained in this work are listed in Table 1 and Fig. 1 and 2, where
shelf life and bacterial growth parameters of each bacterial group studied in different
treatments are represented. The findings indicate that the post-irradiation lag phase
increased with gamma radiation dose, leading to an extension of chicken breast fillet
shelf life. Similar results were also found by Spoto et al. (2000), who concluded that
irradiation can efficiently be used in the preservation of chicken meat. MAP also
increased the lag phase and consequently the shelf life when compared with air and
vacuum packaging. The combined effect of MAP and irradiation was even greater.
Grant and Patterson (1991) also concluded that the microbiological safety of
irradiated, modified atmosphere-packaged pork is better than that of nonirradiated
MAP pork.

Shelf-Life Extension

The samples found to exhibit the longest shelf life were those irradiated with 3.0
kGy (air-packed and MAP), followed by the MAP irradiated with 2.0 kGy and vacuum-
packaged samples irradiated with 3,0 kGy. Then came the samples exposed to 2.0
kGy (air and vacuum-packed), followed by the nonirradiated MAP and vacuum-
packed, and finally the nonirradiated air-packed. MAP results in a 3 day extension of

shelf life. However, Patsias et al. (2006) observed a greater shelf-life extension in
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MAP packed chicken meat (60% CO,/ 40% N») of more than 6 days. This probably
happened because samples were precooked.

Shelf life extension occurred mainly due to increase in the lag phase induced by
the irradiation process and by CO,-rich atmosphere. MAP combined with irradiation
at 3.0 kGy almost more than quadrupled shelf life, extending it to 34 days in
comparison with the nonirradiated air-packed samples which remained good for only
nine days. Likewise, Chouliara et al. (2008) observed that the effect of gamma
irradiation and MAP in chicken meat was more pronounced in the case of the
combination of MAP (70% CO»/30% N») and a higher irradiation dose of 4.0 kGy.

Natural microbiota

Irradiation with 3 kGy reduced the number of aerobic mesophilic bacteria in the
air and vacuum-packaged samples by 1 log cycle, while a further reduction (1.3 log
cycles) was found in MAP combined with irradiation. However, Zhu et al. (2008)
observed a greater reduction in aerobic plate count, where the logio reductions after
1.0 and 2.0 kGy irradiation were 2.9 and 5.2 respectively. This difference in results
may have occurred because the researchers used electron beam irradiation and not
gamma irradiation and the samples were oven-roasted turkey breast rolls. The
increase in doubling time of aerobic mesophilic and aerobic psychrotrophic bacteria
was proportional to the use of CO, and to radiation doses (the higher CO,
concentration and radiation dose were the longer bacterial generation time was).

Gram positive bacteria are known to be more resistant to radiation than gram-
negative bacteria (Jay, 2005). That feature accounts for the fact that lactic acid
bacteria (LAB) exhibited the most robust post-irradiation growth among all the groups
studied. They outnumbered all the other groups in irradiated vacuum-packed
samples as well as in air-packed ones treated with both doses, showing that the
combined process did not prevent their multiplication. In vacuum and MAP packaged
samples, Miyagusku (2008) also found that lactic acid bacteria were identified as the
most resistant to radiation. According to the results of the present trial, this bacterial
group presented a shorter doubling time in samples irradiated at 3.0 kGy, indicating
that LAB grew faster in irradiated than in non-irradiated substrates, probably due to
decreased microbiota competition, favoring the prevalence of LAB.

The dominance of LAB in CO; rich atmosphere has been repeatedly reported in

the literature for meat and meat products (Samelis et al. 2000; Nychas et al. 2008;
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Patsias et al. 2008; Soldatou et al. 2009; Vaikousi et al. 2009). Barakat and Harris
(1999) also observed that the predominant spoilage microbiota in MAP cooked
poultry cuts are lactic acid bacteria. Similar results were found by Mantilla et al.
(2009a), who concluded that LAB was the organism that developed most in irradiated
chicken meat samples, showing greater radioresistance when compared to other
microorganisms studied.

The total coliform group exhibited growth in all samples, but the irradiation with
2 and 3 kGy in air, vacuum and modified atmosphere packaging reduced the initial
number by 3, 2.3 and 3.2 log cycles, respectively. Its growth occurred mostly in
nonirradiated air packed samples, followed by nonirradiated vacuum-packed ones.
Oliveira et al. (2009) also verified that irradiation (1.5 and 30 kGy) reduced coliform
population in chicken breast meat, keeping total coliform countings low.

Thermotolerant coliforms were able to develop only in nonirradiated samples
and in air-packed ones irradiated with 2.0 kGy and 3.0 kGy. Similarly, Lescano et al.
(1991) did not detect Escherichia coli in chicken meat irradiated with 2.5 kGy and
Spoto et al. (2000) observed the number of Escherichia coli colonies inoculated in
ground chicken meat decreased with the increase in radiation dose. Mantilla et al.
(2009b) also stated that thermotolerant coliforms were unable to grow in raw chicken
meat packed in vacuum and irradiated at 2.0 and 3.0 kGy.

Aeromonas spp. bacteria were found in all samples, which indicates their
resistance to high concentrations of CO, and gamma radiation up to 3.0 kGy, but
carbon dioxide and irradiation were effective in reducing this bacterium genus.
Irradiation at 3.0 kGy of vacuum-packed and MAP samples reduced 0.5 log cycles,
resulting in lower final counting of this bacterial group. Several authors (Doherty et
al., 1996; McMahon, 2000; Mano et al., 2000) stated that CO, has an inhibitory effect
on A. hydrophila growth. The data of the present study confirm these results, since
Aeromonas showed adaptation problems in samples with high CO, concentration.
The best environment for Aeromonas growth was the aerobic atmosphere, as also
guoted by Mano et al. (2000).
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Table 1- Shelf life and growth parameters of bacteria found in vacuum-packed, air-
packed and MAP chicken breast fillets treated with 0.0, 2.0 and 3.0 kGy and stored
for 34 days at 1°C + 1°C.

Treatment SL* BGP Groups of Bacteria
(Packing) AMB®  APB Ent TC ThC  LAB Lis Aero  Yers
(Dose) IC’ 2.3 4.4 3 3.6 1.5 3.3 5 2 0.4
Air /0.0 9 DT* 2 1.7 0.8 1.4 1.7 3.6 4.6 3.6 7.2
kGy LP> 1 Y - 4 12 - 9.7 8 -
FC® 9.5 11.2 7.2 4.3 3 11.2 5.8 7.7 6.2
Vacuum/ 12
0.0 kGy DT 1.2 2.4 0.9 1.4 1.2 7.2 7.2 3.6 0.9
LP 3.3 - - 4.1 - 5.8 2.6 8
FC 9 10 6 4 2.8 9.8 5.2 6.2 55
ATM 12
80C0,/20 DT 3.6 2.4 1.7 1.7 3.6 1.4 1.0 7.2 1.2
N, LP 4 2.2 - 5 - 2.8 - 24 -
0.0 kGy FC 9.2 11 2.4 3 2 9.5 5.1 4.5 5
Air /2.0 28
kGy DT 3.6 2.4 7.2 7.2 1.7 1.2 7.2 8 1.7
LP 2 2.4 3.7 6 20 2.8 8.2 14 -
FC 7.5 9.6 1.6 2.1 1.4 9.2 3.5 5.4 2.1
Vacuum/ 28
2.0 kGy DT 3.6 3.6 - 3.6 - 7.2 3.6 7.2 -
LP 3.7 2.9 - - - - 10 12.4 -
FC 8.2 9 - 3.3 - 8.6 5 4.4 -
ATM 31
80C0,/20 DT 3.6 7.2 - 3.6 - 7.2 2.4 1.0 -
N, LP 15.5 - - - - 3.4 19 - -
2.0 kGy FC 7.4 8 - 2.9 - 8.2 3.2 4 -
Vacuum/ 31
3.0 kGy DT 4.4 7.2 - 7.2 - 0.8 3.6 7.2 -
LP 13.7 - - - - 4 11.9 19 -
FC 7.8 8.7 - 2.4 - 8.1 3 2.3 -
Air /3.0 34
kGy DT 3.6 3.6 0.8 7.2 1.7 1.2 3.6 7.2 3.6
LP 16 3.54 6.2 6.7 20 - - 17 -
FC 7 9 1.5 1.5 1.4 9 3.1 4.2 2.5
ATM 34
80C0,/20 DT 3.6 7.2 - 7.2 - 1.44 2.4 7.2 -
N, LP 16.1 - - 12 - 4.2 235 27.2 -
3.0 kGy FC 7 6.9 - 2.3 - 8 3 2.1 -

*SL=Shelf Life in days (Based on Limit: 10 CFU g™); BGP=Bacterial Growth Parameters;

2AMB= aerobic mesophilic bacteria; APB= aerobic psychrotrophic bacteria; Ent= Enterobacteriaceae; TC= Total
lactic acid bacteria; Lis= Listeria monocytogenes; Aero=

coliform ; ThC= termotholerant coliforms; LAB=
Aeromonas spp.; Yers= Yersinia spp.;

%|C= Initial count (log CFUg™);

*DT= Doubling time (days);

°LP = Lag phase (days);

®FC= Final Count (log CFUg™)
- = Not detected

7
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Figure 1- Bacterial growth curves in samples of refrigerated chicken breast fillets
exposed to nine different treatments referring to: A- heterotrophic aerobic mesophilic
bacteria; B- Listeria monocytogenes; C- lactic acid bacteria; D- Yersinia spp. ; E-
Aeromonas spp. ; F- Enterobacteriaceae ; G- psychrotrophic aerobic heterotrophic
bacteria; H- total coliforms; I- thermotolerant coliform. (Air/0.0 kGy(#®); Air/2.0 kGy
(A); Air/3.0 kGy (0O); Vaccum/0.0 kGy (O); Vaccum/2.0 kGy(<>); Vaccum/3.0 kGy
(®); MAP/0.0 kGy (m=). MAP/2.0 kGy (A); MAP/3.0 kGy (m)).

Among the bacteria analyzed, Yersinia spp. and enterobacteria were only able
to develop in nonirradiated samples and in air-packed samples irradiated with both
doses. Among nonirradiated samples, this genus showed better growth in air-packed
ones, followed by samples packed in vacuum and modified atmosphere, respectively.
The resistance of Yersinia spp. to carbon dioxide was also evidenced by authors
Doherty et al. (1995) who observed that an atmosphere containing high CO»

concentration was inhibitory to the growth of Y. enterocolitica on lamb pieces and
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lamb mince. Nissen et al. (2000) also confirmed this resistance in ground beef
inoculated with Y. enterocolitica.

Regarding enterobacteria, the treatment with high CO, concentrations, as well
as irradiation in both doses, reduced 3 log cycles, displaying high sensitivity to CO..
Balamatsia et al. (2006) found that Enterobacteriaceae were highly sensitive to
gamma radiation and were completely eliminated at all doses (0.5, 1.0 and 2.0 kGy)
on fresh skinless chicken breast fillets stored aerobically at 4°C. Likewise, Mantilla et
al. (2009a) verified that enterobacteria showed great sensitivity to treatment with
ionizing radiation (2.0 and 3.0 kGy). Sensitivity to CO, in chicken meat was also
found by Sawaya et al. (1995) and Miyagusku (2008).

Listeria monocytogenes

L. monocytogenes was able to develop under all treatments, including high
concentrations of carbon dioxide (80%). Other authors have also reported that high
CO, concentrations were not able to prevent the growth of L. monocytogenes in
chicken nuggets (Marshall et al., 1992).

In this research, even being inoculated into the chicken fillet samples, L.
monocytogenes did not prevail in any sample, probably due to bacterial competition
and the treatment used in the research. Zhu et al. (2008), who evaluated the effect of
radiation on the survival of L. monocytogenes in oven-roasted turkey breast, also
observed that this pathogen presented slow growth or stopped growing during
storage due to competitive microbiota inhibition.

According to Farber and Peterkin (1991) and FDA (2009) the infecting dose of
L. monocytogenes capable of causing illness is not known and it is believed it may
vary according to factors such as bacterial strain and consumer’s susceptibility.
Among cases of contamination from raw and pasteurized milk it is safe to conclude
that, in susceptible people, less than 3.0 log CFU g™* may result in illness (FDA,
2009). In the present study, when air-packed samples reached their microbiological
limit (9th storage day), the counting of L. monocytogenes was lower than 3 log CFU
g™ (Fig. 1B). However, when unirradited vacuum-packed and MAP samples reached
the shelf life (12 days), this pathogen had reached 4 log CFU g™. According to these
results, the risk of infection through consumption of chicken meat contaminated by L.
monocytogenes may not be reduced by the use of vacuum and MAP packaging,

once these treatments reduced growth but did not eliminate the pathogen. Similarly,



108

Wimpfheimer et al. (1990) reported that chicken meat packaging in modified
atmosphere (75% CO, / 25% N,) significantly inhibited deteriorating aerobic
microbiota, whilst allowing the multiplication of the pathogenic bacterium L.
monocytogenes.

However, Mano et al. (1995), who studied the growth of this pathogen
inoculated in turkey meat packed in MAP (20% CO,/ 80% O, and 40% CO,/60% O,)
and stored at 1°C verified that L. monocytogenes was only able to grow in air-packed
samples. This same author deemed that there is little conclusive evidence to suggest
MAP represents a greater danger than air-packaging.

The treatment with 2.0 and 3.0 kGy in all packages reduced bacterial counting
to non-detected levels. However, despite this reduction, L. monocytogenes was not
totally eliminated by the irradiation process inasmuch as it resumed growth on the
15th storage day. Nevertheless, a study performed by Huhtanen et al. (1989)
indicated that a 2.0 kGy dose was enough to destroy 10* cells of L. monocytogenes
inoculated on mechanically deboned chicken meat. And Thayer et al. (1998) assured
that a moderate inoculum (10° CFU g™) did not survive a 3.0 kGy radiation dose.

The radiation treatment was more effective in the reduction of L.
monocytogenes when associated with MAP or vacuum. However, Thayer and Boyd
(1999), when analyizing antilisterial effects of gas mixtures containing 17.2, 40.5 and
64% of CO, and of irradiation (0.0 to 2.5 kGy) on turkey meat inoculated with L.
monocytogenes, observed that irradiation was significantly more lethal in the
presence of air than in MAP or vacuum packaging. Moreover, Sommers and Boyd
(2006) observed that the application of sublethal doses of ionizing radiation resulted
in increased mortality of L. monocytogenes during the storage period, regardless of
the packaging used.

The combined use of vacuum and MAP with radiation was efficient in the
maintenance of low L. monocytogenes countings (< 4.0 log CFU g™) in the samples
during the trial. L. monocytogenes presented lower final counting in MAP/3kGy and
Vacuum/3kGy treatments, probably because LAB presented lower lag phase,
multiplying faster, making the development of L. monocytogenes more difficult in

these samples.
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pH changes

Values of pH obtained in this research can be seen in Graph 1, where we can
see that pH varied between 5.81 (day 0) and 7.5 (day 34). Similarly, Allen et al.
(1997) and Yang and Chen (1993) verified that chicken breast meat pH increased
with storage time. Costa (2006) also reported that the pH of turkey meat samples
increased during storage, independently of the treatment used (unirradiated vacuum-
packed or 1 and 3 kGy irradiated vacuum-packed).
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Fig 2. Change in pH of refrigerated chicken breast fillets exposed to nine different
treatments during the 34 days of storage at 1°C + 1°C.

A remarkable increase in pH was observed only in air-packed samples,
coinciding with food spoilage. In the other treatments, pH remained stable throughout
the whole experiment. However, to Miyagusku (2008), the pH values of chicken
breast samples packaged in air, vacuum and MAP did not exhibit any significant
differences throughout the storage period investigated.

The pH of irradiated MAP fillets varied from 5.81 to 6.4. These results indicate
that both MAP and irradiation of samples were efficient in the maintenance of low pH
during the 34 days of storage under refrigeration. McMullen and Stiles (1991) have
studied the effect of CO, enriched atmosphere on food pH and observed pH
decreases as a consequence of CO; solubility in foods.

In all treatments, final pH was always higher than the initial one. However,

Chouliara et al. (2008) observed that pH values of chicken meat packed in modified
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atmosphere (30% N, /70% CO,and 70% N, /30% CO,) and irradiated (2 and 4 kGy),
varied between 6.4 (day 0) and 5.9 (day 25). And Patsias (2008) reported that the pH
of chicken meat refrigerated at 4°C and packed in MAP (30% CO,/70% N) varied
from 6.1 to 5.6 in the final experiment.

CONCLUSION

Irradiation with 2.0 and 3.0 kGy used in combination with modified atmosphere
packaging efficiently improved the quality and extended the shelf life of refrigerated
chicken breast fillets from 9 days (nonirradiated air-packaged samples) to 31 and 34
days accordingly. L. monocytogenes 4b inoculated on chicken fillets was able to
grow in all samples, though it did not prevail in any of them. Regarding resistance to
gamma radiation and high concentration of carbon dioxide, lactic bacteria were found
to be the most resistant, while coliforms and enterobacteria were the most sensitive.
The pH tended to increase during meat storage mainly in air packed samples. The
combined use of radiation and MAP was efficient in reducing the number of L.
monocytogenes and in maintaining low countings of this pathogen in cold chicken
breast fillet, though it was not able to completely eliminate it. Further studies should
be conducted to determine the best mixture of gases and the ideal radiation dose for

the elimination of this pathogen.
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3.6 ACEITACAO SENSORIAL DE FILES DE FRANGO RESFRIADOS EMBALADOS
EM ATMOSFERA MODIFICADA E IRRADIADOS.
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RESUMO

O uso combinado da embalagem em atmosfera modificada e do processo de irradiacdo pode
aumentar a validade comercial de filés de frango resfriados, entretanto, ndo devem alterar as
caracteristicas sensoriais do alimento. Nesse estudo verificou-se a aceitagcdo sensorial em
relacdo aos atributos cor, impressdo global, sabor e odor de filés de frango resfriados
embalados em ar, a vacuo ou em atmosfera modificada (80% CO,/ 20% N) e irradiados (0,0,
2,0 e 3,0 kGy) antes e ap6s a embalagem em atmosfera modificada. O teste de aceitacdo foi
verificado logo apds o processo de irradiacdo e no ultimo dia da validade comercial. Para a
analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa SAS para calcular a ANOVA com
delineamento inteiramente casualizado ao nivel de 5% de significancia e o teste de Tukey.
Apos a irradiacdo a amostra embalada em atmosfera modificada e ndo irradiada foi rejeitada
em relacdo a cor e impressdo global e a amostra embalada a vacuo e ndo irradiada nédo
apresentou impressdo global desejavel. As amostras ndo irradiadas foram menos aceitas pelos
julgadores, enquanto as irradiadas apresentaram uma coloracdo rosea mais desejavel. As
amostras irradiadas a 3,0 kGy antes da embalagem em atmosfera modificada e as embaladas
em aerobiose e irradiadas a 2,0 kGy foram rejeitadas para o atributo sabor logo apdés o
processo de irradiacdo. Quanto ao odor das amostras cozidas, apds a radiacdo, somente as
amostras irradiadas a 2,0 e 3,0 kGy antes da embalagem em atmosfera modificada foram
rejeitadas pelos julgadores, logo, a irradiacdo antes da embalagem alterou o odor da carne de

frango. A utilizacdo da embalagem em atmosfera modificada e irradiada a 3,0 kGy ou da
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embalagem a vécuo e irradiada a 3,0 kGy pode ser utilizada para aumentar a validade
comercial de filés de frango resfriados, sem alterar as caracteristicas de sabor e odor,
tornando-os mais atraente em relacdo a cor e impresséo global.

Palavras-chave: peito de frango, embalagem, gas carb6nico, radiacdo gama, sensorial

SENSORY ACCEPTANCE OF REFRIGERATED CHICKEN FILLETS PACKED IN
MODIFIED ATMOSPHERE AND IRRADIATED.

ABSTRACT

The combined technology of packaging and irradiation can provides an increase in its shelf
life, however, the sensory attributes shouldn’t be changed as a result of technological
treatments. The aim of this study was to evaluate the sensory acceptance in relation to color,
overall impression, flavour and aroma of refrigerated chicken fillets air-, vacuum- or modified
atmosphere-packed (80% CO; / 20% N) and irradiated (0,0, 2.0 and 3.0 kGy) before and
after the modified atmosphere packaging. The acceptance test was observed after the
irradiation process and the last day of shelf life and for the statistical analysis was used the
SAS program to calculate the ANOVA and Tukey's test. After irradiation the nonirradiated
modified atmosphere-packed sample was rejected of the color and overall impression and the
nonirradiated vaccum-packed sample showed no overall impression desirable. The
nonirradiated samples were less accepted by the judges, while the irradiated showed a more
desirable pink color. The samples irradiated at 3.0 kGy prior to modified atmosphere
packaging and the air-packed samples and irradiated at 2.0 kGy were rejected for the attribute
flavour after the irradiation process. As for the odor of cooked samples after radiation, only
samples irradiated at 2.0 and 3.0 kGy prior to modified atmosphere packaging were rejected
by the judges, so the irradiation before the package alters the odor of chicken meat. The use of
modified atmosphere packaging and irradiated at 3.0 kGy or vacuum packaging and irradiated
at 3.0 kGy can be used to increase the shelf life of refrigerated chicken fillets without
changing the characteristics of taste and odor, making them more attractive in relation to color
and overall impression.

Keywords: chicken breast, packaging, carbon dioxide, gamma radiation, sensory
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INTRODUCAO

O consumo de carne de frango vem crescendo continuamente devido as suas
caracteristicas nutricionais e preco relativamente acessivel para a populagdo, quando
comparada com outras fontes de proteina animal. O Brasil € um grande produtor e exportador
de carne de frangos, sendo, portanto, a avicultura de grande relevancia financeira e social para
0 pais, pela geracdo de capital e empregos no setor agroindustrial.

A combinacdo de tecnologias de embalagem e irradiacdo pode aumentar o prazo
comercial de carne de frango resfriada, resultando em maior rentabilidade para a indUstria
alimenticia. Porém, esses processos ndo podem alterar as caracteristicas sensoriais originais
do produto, sendo necesséaria a realizagao de testes de aceitacdo sensorial.

A Analise Sensorial é uma ciéncia que visa, entre outras, avaliar a aceitacdo de
produtos no mercado, pesquisando os gostos e as preferéncias dos consumidores (1). As
principais aplicacbes dos testes afetivos sdo a manutencdo da qualidade do produto,
otimizacdo de produtos e/ou processos e 0 desenvolvimento de novos produtos (2).

O desenvolvimento de novos processos de conservacdo dos alimentos tem sido
impulsionado pela necessidade de estender a validade comercial dos alimentos, mantendo a
sua seguranca microbioldgica. Varios métodos de conservacdo que tém sido aceitos pelos
consumidores, tais como o tratamento térmico e congelamento, entretanto, s&o
freqlientemente associados a alteracdes nas caracteristicas sensoriais do produto (3). Assim,
novas tecnologias tém sido investigadas, incluindo a Embalagem em Atmosfera Modificada
(EAM), embalagem a vacuo isoladamente ou em combinacdo com outros procedimentos
como a irradiacdo (4).

Tanto a atmosfera modificada como o processo de irradiagdo podem ocasionar
alteracdes nas caracteristicas sensoriais dos alimentos quando utilizadas isoladamente. A
primeira devido as altas concentracdes de gas carbdnico que podem tornar o alimento mais
palido e com mais exudato e o segundo devido ao desenvolvimento de uma coloracdo
avermelhada do frango e de odor e sabor alterados. A combinacdo dessas duas tecnologias
pode minimizar essas alteracdes auxiliando na elaboracdo de alimentos seguros ao
consumidor e com suas caracteristicas originais mantidas.

O CO, é um gas soluvel em agua e em gorduras e € o principal responsavel pelo efeito
bacteriostatico em EAM. Todavia, embalagens contendo altas concentra¢es de CO, podem

ocasionar o aumento do exudato da carne fresca (5) e podem provocar a descoloragdo em
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carnes vermelhas e de aves, embora desapareca rapidamente depois da abertura da embalagem
(6).

A irradiacdo é um método efetivo para a reducdo microbiana, no entanto, alguns
pesquisadores relataram efeitos indesejaveis na qualidade de carnes frescas devido a alteracdo
da cor, variando de acordo com a dose de irradiagdo empregada, com as espécies animais, e
com a composicdo da embalagem utilizada (7,8). Essas alteracdes sensoriais aumentam com a
dose de irradiagdo e, normalmente, definem o limite de dose de irradiacdo empregado (3).

As alteracbes no sabor de alimentos irradiados devido a oxidagdo dos lipidios estdo
entre as principais preocupagOes da irradiagdo de carne. A irradiacdo produz compostos
volateis responsaveis pelo odor de irradiacdo (9). Quando usada sozinha, pode causar o
desenvolvimento de alteragdes sensoriais indesejaveis em alguns alimentos, dependendo da
dose absorvida e as condi¢cbes de irradiacdo. Uma forma de evitar essas mudancas € a
utilizagdo da irradiacdo em combinagdo com outros métodos de conservagdo de alimentos,
como atmosfera modificada e embalagem a vacuo. (10). Esta tecnologia combinada pode ser
particularmente atil quando aplicada em alimentos que sdo sensiveis as alteracdes sensoriais
ocasionadas pela irradiacdo, mesmo em doses relativamente baixas (11).

Outros métodos para diminuir os efeitos prejudiciais da radiacdo incluem a adicéo de
agentes de protecdo (antioxidantes) e armazenamento aerobico pés-irradiacdo para permitir
que o sabor volte a ser original (re-acondicionamento ou dupla embalagem em pelicula
permeavel ao oxigénio) (12).

Tendo em vista as vantagens do uso combinado de embalagem em atmosfera
modificada com a irradiacdo no aumento da validade comercial e inocuidade de carnes de
aves (13-15) objetivou-se verificar a aceitacdo sensorial de filés de peito de frango resfriados
embalados em ar, vacuo e atmosfera modificada e irradiados, logo apds o processo de
irradiacdo e no Gltimo dia da validade comercial. Além disso, analisar se a EAM antes e ap6s

o0 processo de irradiacdo influencia na aceitacdo sensorial de filés de frango resfriados.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi dividido em duas etapas. Na primeira, foram obtidos 10,0 Kg de
files de peito de frango resfriados em comércio varejista no municipio de Niteroi, RJ, sendo
transportados em caixa de polimero expandido com gelo para o Laboratorio de Controle
Microbiolégico de Produtos de Origem Animal do Departamento de Tecnologia de Alimentos

da Universidade Federal Fluminense, onde foram divididos assepticamente em bifes e
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acondicionados em embalagens de nylon-poli da marca Gabrilina com estrutura multicamadas
de baixa permeabilidade ao oxigénio (TPO, 60 cm*/m?.dia). A mistura de gases utilizada foi
80% CO,/ 20% N,. Foram formados onze grupos: 1) grupo controle, onde as embalagens
foram preenchidas com ar atmosférico (Ar/0,0 kGy); 2) grupo vacuo, onde foi removido o ar
contido na embalagem (Vacuo/0,0 kGy); 3) grupo embalado em ar e irradiado a 2,0 kGy
(Ar/2,0 kGy); 4) grupo embalado a vacuo e irradiado a 2,0 kGy (Vacuo/2,0 kGy); 5) grupo
embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy (Ar/3,0 kGy) e 6) grupo embalado a vacuo e irradiado a
3,0 kGy (Véacuo/3,0 kGy); 7) grupo embalado em atmosfera modificada (ATM/0,0 kGy); 8)
grupo embalado em atmosfera modificada e irradiado a 2,0 KGy (ATM/2,0 kGy); 9) grupo
embalado em atmosfera modificada e irradiado a 3,0 kGy (ATM/3,0 kGy); 10) grupo
embalado a vacuo, irradiado a 2,0 kGy e embalado em atmosfera modificada (2,0 kGy/ATM)
e 11) grupo embalado a vacuo, irradiado a 3,0 kGy e embalado em atmosfera modificada (3,0
kGy/ATM); sendo termo-soldadas. As amostras foram, entdo, estocadas em geladeira a 1°C £
1°C durante todo o experimento.

Para verificar o limite microbiologico (7,0 log UFC/g) foi realizada a contagem de
bactérias heterotroficas aerobias mesofilas de acordo com a metodologia descrita por Brasil
(16) utilizando-se o meio de plaqueamento Agar Padrdo para Contagem (APC) através da
técnica de semeadura em profundidade. As placas foram incubadas em estufa a 35-37°C por
24 a 48 h. A contagem foi realizada com auxilio de um contador de colonias tipo “Quebec”.

A anélise sensorial foi realizada com as amostras cruas e embaladas e foi feita logo
apos o processo de irradiacdo e no ultimo dia de validade comercial (contagem bacteriana de
7 log UFC/g). As amostras tratadas Ar/0,0 kGy, Vacuo/0,0 kGy, ATM/0,0 kGy, Ar/2,0 kGy,
Véacuo/2,0 kGy, ATM/2,0 kGy, Ar/3,0 kGy, Vacuo/3,0 kGy, 2,0 kGy/ATM, 3,0 kGy/ATM e
ATM/3,0 kGy, atingiram o limite microbiologico nos dias: 5, 7, 7, 9, 9, 10, 10/11, 12, 12,12 e
16 respectivamente.

A analise sensorial consistiu em testes de aceitacdo, onde observaram-se as variaveis
cor e impressdo global das amostras cruas embaladas pelos diferentes tratamentos citados, as
quais foram oferecidas apresentadas de forma monddica e em ordem aleatorizada a 33
julgadores ndo treinados. As fichas utilizadas para a analise foram as sugeridas por Stone e
Sidel (16), onde utilizou-se uma escala hed6nica variando de 1- gostei extremamente até 9-
desgostei extremamente. Para a analise estatistica dos resultados utilizou-se o programa SAS
para calcular a ANOVA com delineamento inteiramente casualizado ao nivel de 5% de

significancia e o teste de Tukey.



122

A segunda etapa do experimento foi semelhante & primeira. Porém, foram adquiridos
25,0 Kg de filés de peito de frango resfriados em mercado varejista e a anélise sensorial foi
realizada com as amostras cozidas em forno elétrico, submersas em salmoura a 1% de sal e
também consistiu em testes de aceitacdo, sendo que as varidveis observadas foram sabor e

odor das amostras cozidas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cor

Em relacdo a aceitacdo sensorial, no atributo cor, logo ap6s a irradiacdo, através da
Tabela 1, observa-se que todos os filés irradiados apresentaram uma coloragdo mais atraente.
Do mesmo modo, Lewis et al. (17) concluiram que a irradiacdo na dose de 1,0 kGy melhorou
a cor dos filés de peito de frango. A amostra que apresentou maior aceitacdo pelos julgadores
foi a 2,0 kGy/ATM, porém, entre essa e as outras amostras irradiadas ndo houve diferenca
significativa ao nivel de significancia 5%.

As amostras Vacuo/2,0 kGy, ATM/3,0 kGy e Ar/3,0 kGy ndo diferiram da amostras
controle embalada em ar, o que demonstra que a irradiagdo na dose de 3,0 kGy sob atmosfera
modificada, ou sob ar ndo alterou a cor do alimento. Do mesmo modo, Kanatt et al. (18) apos
irradiar carne de frango na dose de 2,5 kGy ndo verificaram alterac6es nos atributos sensoriais
como aparéncia, coloracdo e odor. Relatos semelhantes foram comentados por Souza et al.
(19) que ao estudarem a influéncia da radiacdo nos teores de ferro heme, cor e pigmentos
totais de coxa e filé de peito de frango irradiados nas doses 0,0, 1,0 e 2,0 kGy, verificaram que
a cor ndo foi influenciada pelas doses estudadas, somente pela estocagem, e 0s pigmentos
totais foram afetados tanto pela irradiacdo quanto pelo tempo, diminuindo seus valores com o
aumento do tempo de armazenamento.

N&o houve diferenca significativa ao nivel de significancia 5% entre as amostras 2,0
kGy/ATM e ATM/2,0 kGy e nem entre as amostras 3,0 kKGy/ATM e ATM/3,0 kGy.
Portanto, a irradiacdo, aplicada antes ou depois da embalagem em atmosfera modificada néo
influenciou na cor das amostras.

Somente a amostra ATM/0,0 kGy foi rejeitada em relacdo a cor e a amostra VVacuo/0,0
kGy foi indiferente. Esta rejeicdo pode ser explicada pela alta concentragdo de CO, (80%)
utilizada na embalagem, o que ocasiona uma palidez na carne de frango conforme relatado
por Parry (6). Quando as amostras embaladas em atmosfera modificada foram irradiadas, a

coloracdo melhorou, provavelmente pela aparéncia mais avermelhada dos filés irradiados,
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conforme citado também por Nanke et al. (8) que observaram altera¢Ges na cor da carne suina
e de peru irradiadas nas doses de 1,5 kGy, 3,0 kGy, 4,5 kGy, 7,5 kGy, e 10,5 kGy, as quais
apresentaram-se avermelhadas devido a irradiacdo. Nam e Ahn (20) reportaram que o
pigmento formado pela mioglobina com o monodxido de carbono (COmioglobina) é
responsavel pela cor rosa da carne de frango irradiada através do monodxido de carbono
produzido pela irradiacdo. Kim et al. (9) também sugeriram que o desenvolvimento da cor
vermelha em carnes irradiadas é devido a producdo de gés, especialmente CO. Resultados
semelhantes foram encontrados por Millar et al. (21), que verificaram uma maior vermelhid&o
nos peitos de frango irradiados a 5,0 kGy quando comparados com o0s controles nédo
irradiados. Estes autores concluiram que a radiacdo ionizante ocasiona alteracdo na coloracdo
da carne de ave o qual € dependente da espécie, do tipo de musculo e da superficie analisada.
O efeito comum em todas as espécies foi produzir uma coloragdo mais avermelhada na
superficie de corte. Toledo et al. (22) ao analisarem peito de frango irradiados em relacdo a
coloragdo, nas doses de 2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 kGy, também observaram diferencas entre as
amostras, sendo que a dose de 6,0 kGy nao diferiu significativamente da nédo irradiada e da
irradiada a 8,0 kGy.

No ultimo dia da validade comercial, as amostras 3,0 kGy/ATM, ATM/0,0 kGy,
Ar/2,0 kGy e Ar/3,0 kGy foram rejeitadas pelos julgadores. A amostra ATM/3,0 kGy foi
indiferente. A amostra embalada em Vacuo/3,0 kGy apresentou maior aceitacdo pelos
julgadores, porém, ndo foi diferente significativamente das outras amostras aceitas, inclusive
da amostra controle ndo irradiada. A irradiacdo das amostras embaladas em aerobiose
diminuiu a aceitacdo dos julgadores quando comparada com a ndo irradiada. Logo, a
irradiacdo sob atmosfera modificada ou a vacuo foi mais eficaz na manutencdo de uma
coloracdo da carne de frango mais desejavel.

Entretanto, Miyagusku (14) observou que apés a radiacdo de amostras de peito de
frango, as diferencas na coloracdo rdsea mais intensa, ao longo do armazenamento, foram
atenuadas. E verificaram que a cor résea do tratamento controle (ar ndo irradiado)
permaneceu estavel por um tempo mais prolongado e foi dose dependente, ou seja, quanto
maior a dose maior foi a estabilidade da cor.

A irradiacdo das amostras EAM melhorou a coloracdo dos filés de frango, pois a
amostra ATM/0,0 kGy apresentava-se palida. Miyagusku (14) também verificou uma
interacdo do sistema de embalagem (30% N, e 70% CO,) com a irradiagéo (1,5; 3,0; 5,0; 7,0

kGy) na manutencéo da estabilidade da cor rosea.
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A amostra ATM/3,0 kGy apresentou diferenca significativa entre o 3,0 kGy/ATM,
comprovando que a embalagem antes da radiacdo na dose de 3,0 kGy favoreceu a coloragao
da amostra. Entretanto, ndo houve diferenga entre os tratamentos ATM/2,0 kGy e 2,0
kGy/ATM.

Impresséo global

Observando os resultados da impressdo global dos filés embalados, logo ap6s o
processo de irradiacdo (Tabela 2), verifica-se que as amostras Vacuo/0,0 kGy e ATM/0,0 kGy
foram rejeitadas pelos consumidores. A utilizacdo de CO, em altas concentragdes pode
ocasionar o aumento do “drip” da carne fresca segundo Church e Parsons (5), 0 que pode ter
auxiliado na rejeicdo por parte dos julgadores. Todas as amostras irradiadas foram aceitas,
sendo que a amostra 2,0 kGy/ATM foi considerada o mais atraente em relagdo a impressao
global, porém ndo diferiu das outras amostra irradiadas. As amostras irradiada stambém néo
diferiram da amostra controle (Ar/0,0 kGy), com excec¢do do tratamento 2,0 kGy/ATM. Do
mesmo modo Hashim et al. (23), ao investigarem os efeitos da irradiacdo de peito e coxa de
frango refrigerados sobre as propriedades sensoriais, verificaram que a irradiagdo ndo afetou a
aparéncia (umidade e brilho) do frango cru.

A irradiacdo melhorou a aparéncia dos filés de frango resfriados independente do tipo
de embalagem utilizada. Entretanto, Abu-Tarboush et al. (24) constaram que a irradiacdo de
carne de frango nas doses de 2,5, 5,0, 5,7 e 10,0 kGy provocou pequenas alteracbes na
aceitacdo do produto em relacdo a aparéncia, odor, textura e sabor.

No altimo dia do prazo comercial, somente as amostras Vacuo/2,0 kGy, ATM/2,0 kGy
e Vacuo/3kGy foram aceitas e ndo diferiram entre si. Esse resultado deve ter ocorrido pela
caracteristica indesejavel de limosidade superficial dos filés embalados em ar e a vacuo nao
irradiados. A amostra ATM/0,0 kGy foi indiferente, logo, a irradiacdo a 2,0 kGy auxiliou na
melhor aparéncia do produto embalado em atmosfera e a irradiacdo nas duas doses melhorou
a aceitacdo das amostras embaladas a vacuo.

Em relacdo a impressdo global, logo apds a irradiacdo, também ndo houve diferenca
significativa entre as amostras irradiadas a 2,0 kGy e a 3,0 kGy antes ou depois da embalagem
em atmosfera modificada, Entretanto, no Ultimo dia da validade comercial, houve diferenca
significativa entre as amostras embaladas antes ou ap6s o processo de irradiacdo nas duas
doses estudadas, sendo que a embalagem antes da radiacdo favoreceu a aparéncia global do

alimento analisado.
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Sabor

Observa-se na Tabela 3, que somente os tratamentos 3,0 kGY/ATM e Ar/2,0 kGy
foram rejeitados pelos consumidores, logo apds a irradiacdo das amostras. O tratamento
ATM/0,0 kGy recebeu a melhor pontuacdo, mas ndo foi estatisticamente diferente das
amostras aceitas, 0 que demonstra que a irradiacdo pode ser usada em conjunto com a
embalagem de atmosfera modificada sem alterar o sabor do filé de frango refrigerado. A
maior aceitacdo das amostras embaladas em atmosfera modificada pode ser explicada pelo
fato de que altas concentracdes de CO, podem provocar um aumento no “drip” da carne (5),
tornando o produto mais suculento e macio.

Abu-Tarboush et. al. (24) também relataram que todas as doses de irradiacdo (2,5-10,0
kGy) tiveram pouco efeito sobre a aceitabilidade sensorial (aparéncia, odor, textura, sabor) de
carne de frango crua (peito e coxa). Kanatt, et. al. (25) observaram que a aparéncia, o sabor e
a textura de carne de frango irradiada (1,0-3,0 kGy) ndo foram diferentes do seu controle ndo
irradiado e todas as amostras foram aceitas pelos julgadores. Lewis et. al. (17) também néo
encontraram diferencas, no dia 0, entre os tratamentos (carne de frango embalados em ar, e
irradiado com 1,0 e 1,8 kGy) para a aparéncia, textura, sabor e aceitacdo global. Entretanto,
Toledo et. al. (22) verificaram que o tratamento por irradiacdo (2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 kGy)
promoveu alteracdes na qualidade sensorial de peitos de frango embalados em ar e irradiados
com 8 kGy, o que fez quebradicos, bem como a menos tipico. Essa diferenca se explica pela
maior dose de radiacdo utilizada por Toledo e colaboradores.

Conforme os resultados obtidos no teste de aceitacdo, no ultimo dia do prazo
comercial, apenas a amostra 2,0 kGy/ATM foi rejeitada no atributo sabor. As amostras
Véacuo/3,0 kGy e 3,0 kGy/ATM foram as menos preferidas e a amostra Ar/3,0 kGy foi a mais
preferida, porém ndo foi estatisticamente diferente dos demais tratamentos, inclusive da
amostra controle. A irradiacdo das amostras embaladas em aerobiose na dose de 3,0 kGy
proporcionou a aceitagdo do produto pelos julgadores, porém, quando os filés foram
embalados a vacuo ou ATM, a irradiacdo reduziu a aceitacdo sensorial desse alimento. Estes
resultados corroboram os encontrados por Kanatt et. al. (25) os quais observaram que, ao final
do periodo de armazenamento da carne de frango embalada em ar e irradiadas com 3,0 kGy, a
amostra foi aceita pelos degustadores. No entanto, Lewis et. al. (17) verificaram que no 28°
dia de armazenamento, as amostras de carne frango irradiadas foram menos aceitas em
relacdo a textura, sabor e aceitacdo global. Eles concluiram que a suculéncia das amostras e o

sabor diminuiram com o aumento da dose de irradiacéo.
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No presente estudo, verificou-se que a irradiagéo nas doses de 2,0 e 3,0 kGy, aplicada
antes ou ap6s a embalagem em atmosfera modificada influenciou na aceitagdo dos filés de
frango em relagéo ao atributo sabor. Houve diferengas entre as amostras irradiadas embaladas
antes ou apos a irradiacdo, pois as amostras 2,0 KGY/ATM e 3,0 kGy/ATM ndo foram aceitas
pelos consumidores. A manutencdo do vacuo apos o processo de irradiacdo favoreceu o sabor
do filé de frango quando comparado com a EAM, pois a amostra Vacuo/3,0 kGy foi aceita e a
3,0 kKGY/ATM néo.

Odor

Em relacdo ao odor das carnes de frango cozidas, observa-se na Tabela 4, que as
amostras 2,0 kGy/ATM e 3,0 kGy/ATM foram rejeitadas imediatamente apos a irradiagdo. O
tratamento que recebeu maior pontuacao foi ATM/0,0 kGy que néo diferiu do controle. Entre
as amostras aceitas, as menos preferidas foram as Ar/2,0 kGy e Vacuo/2,0 kGy, porém,
também ndo diferiram da amostra controle. Do mesmo modo, Kim et. al. (9) reportaram que
apesar de treinados, a maioria dos provadores ndo diferenciou as carnes de frango irradiadas
das ndo irradiadas.

Du et. al. (26) observaram que o armazenamento aerobio antes da irradiacdo eliminou
grande parte do efeito da irradiacdo sobre o odor de filés de peito cozido. Este fato nédo
corrobora com os achados no presente estudo visto que tanto as amostras embaladas em
aerobiose e irradiadas a 2,0 kGy quanto as embaladas em vacuo e irradiadas a 2,0 kGy foram
menos aceitas pelos degustadores. No entanto, Hanis et. al. (27) relataram que o tratamento
térmico removeu o odor de irradiacdo da carne de frango.

Neste estudo, a dose de 3,0 kGy ndo alterou o odor de filés de frango analisados. Da
mesma forma, Miyagusku (14) verificou que o aumento das doses de radiacao acima 3,0 kGy,
independentemente do tipo de sistema de embalagem empregado, promoveu uma alteracdo do
odor de queimado de carne de frango resfriada, sendo essa dose considerada como limite na
garantia de uma validade mais longa, sem alteracdo sensorial perceptivel. Além disso, essa
pesquisadora relatou que 0 “odor de queimado” foi mais intenso quanto maior a dose de
irradiacdo empregada.

No ultimo dia do prazo comercial, somente a amostra 2,0 kGy/ATM foi rejeitada.
Entre as amostras aceitas, as menos preferidas foram as Vacuo/3,0 kGy e 3,0 kGy/ATM. O
tratamento Ar/2,0 kGy recebeu a melhor pontuacéo, mas ndo foi estatisticamente diferente das

outras amostras.
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A irradiacdo com doses de 2,0 e 3,0 kGy, aplicado antes ou depois da embalagem em
atmosfera modificada influenciou o odor dos filés de frango, visto que as amostras irradiadas
antes da embalagem em atmosfera modificada foram rejeitadas. A irradiacdo das amostras
antes da embalagem em atmosfera modificada diminuiu a aceitagdo dos filés de frango em
relacdo ao odor, sendo proporcional a dose utilizada.

CONCLUSOES

Neste estudo observou-se que as amostras ndo irradiadas foram as menos aceitas pelos
julgadores nos atributos cor e impressdo global logo apds a irradiacdo. Todos os filés
irradiados apresentaram uma colora¢do mais atraente, com excecdo das amostras embaladas
em aerobiose no ultimo dia da validade comercial. A irradiacdo com doses de 2,0 e 3,0 kGy
aplicada antes da embalagem em atmosfera modificada alterou o sabor e odor de filés de
frango cozidos. A embalagem em atmosfera modificada aplicada antes do processo de
irradiacdo gama pode ser usada como uma alternativa na industria avicola a medida que
fornece carnes de aves mais seguras ao consumidor, sem alterar as suas caracteristicas

sensoriais.
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Tabela 1. Escores de aceitacdo obtidos a partir do teste de aceitacdo realizado por 33

julgadores, onde avaliou-se o atributo cor dos filés de peito de frango crus nos diferentes

tratamentos, logo ap0s a radiacdo e no ultimo dia da validade comercial.

Logo apds a radiagao

Ultimo dia da microbiologia

Tratamento Média* Tratamento Média*
ATM/0,0 kGy 5,24° 3,0 kGy/ATM 6,48
Vécuo/0,0 kGy 5,0% ATM/0,0 kGy 5,67
Ar/0,0 kGy 4,7%° Ar/2,0 kGy 5,57 2
Ar/3,0 kGy 3,97 Ar/3,0 kGy 5,24 8¢
ATM/3,0 kGy 3,88 ATM/3,0 kGy 5,02
Vécuo/2,0 kGy 3,67 2,0 KGy/ATM 4,82
ATM/2,0 kGy 3,45 Vécuo/0,0 kGy 4,67
Vécuo/3,0 kGy 3,42° Ar/0,0 kGy 4,36
3,0 kKGy/ATM 3,36 ATM/2,0 kGy 4,27
Ar/2,0 kGy 3,36 Vécuo/2,0kGy  4,15%
2,0 kGY/ATM 3,27¢ Vécuo/3,0kGy  3,54°

* Médias seguidas por pelo menos uma letra igual, na mesma coluna, ndo se diferenciam (p> 0,05)

Ar/0,0 kGy - grupo controle (embaladas com ar); Véacuo/0,0 kGy - grupo vacuo; Ar/2,0 kGy - grupo embalado
em ar e irradiado a 2,0 kGy; Véacuo/2,0 kGy- grupo embalado a vacuo e irradiado a 2,0 kGy ; Ar/3,0 kGy -grupo
embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy; Vacuo/3,0 kGy- grupo embalado a véacuo e irradiado a 3,0 kGy;

ATM/0,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada;

ATM/2,0 KGy- grupo embalado em atmosfera

modificada e irradiado a 2,0 kGy; ATM/3,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada e irradiado a 3,0
kGy; 2,0 kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 2,0 kGy e embalado em atmosfera modificada ; 3,0
kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 3,0 kGy e embalado em atmosfera modificada.
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Tabela 2. Escores de aceitacdo obtidos a partir do teste de aceitacdo realizado por 33

julgadores, onde avaliou-se o atributo impressao global dos filés de peito de frango crus nos

diferentes tratamentos, logo apds a radia¢do e no ultimo dia da validade comercial.

Logo apds a radiagao

Ultimo dia da microbiologia

Tratamento Média Tratamento Média
Vécuo/0,0 kGy 5,76 3,0 kGy/ATM 6,85
ATM/0,0 kGy 5,24 % Ar/3,0 kGy 6,21
Ar/0,0 kGy 4,81 V4cuo/0,0 kGy 5,79
Ar/3,0 kGy 4,63 Ar/0,0 kGy 5,27 %
Vécuo/2,0 kGy 4,572 Ar/2,0 kGy 5,24 8¢
Vécuo/3,0 kGy 4,512 2,0 KGY/ATM 5,09
ATM/3,0 kGy 4,30 ATM/3,0 kGy 5,03
ATM/2,0 kGy 3,91 ATM/0,0 kGy 5,0
Ar/2,0 kGy 3,67 Vécuo/2,0 kGy 4,85
3,0 kGY/ATM 3,54 ATM/2,0 kGy 4,70
2,0 KGy/ATM 3,39¢ Vécuo/3,0 kGy 4,27°

* Médias seguidas por pelo menos uma letra igual, na mesma coluna, ndo se diferenciam (p> 0,05)

Ar/0,0 kGy - grupo controle (embaladas com ar); Véacuo/0,0 kGy - grupo vacuo; Ar/2,0 kGy - grupo embalado
em ar e irradiado a 2,0 kGy; Véacuo/2,0 kGy- grupo embalado a vacuo e irradiado a 2,0 kGy ; Ar/3,0 kGy -grupo
embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy; Vacuo/3,0 kGy- grupo embalado a véacuo e irradiado a 3,0 kGy;

ATM/0,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada;

ATM/2,0 KGy- grupo embalado em atmosfera

modificada e irradiado a 2,0 kGy; ATM/3,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada e irradiado a 3,0
kGy; 2,0 kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 2,0 kGy e embalado em atmosfera modificada ; 3,0
kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 3,0 kGy e embalado em atmosfera modificada.
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Tabela 3. Escores de aceitacdo obtidos a partir do teste de aceitacdo realizado por 33
julgadores, onde avaliou-se o atributo sabor dos filés de peito de frango crus nos diferentes

tratamentos, logo ap0s a radiacdo e no ultimo dia da validade comercial.

Logo apés a radiagao Ultimo dia da microbiologia
Tratamento Média* Tratamento Média*
3,0 KGy/ATM 5,73° 2,0 KGy/ATM 5,672
Ar/2,0 kGy 5,17%° Vécuo/3,0 kGy 4,53%
ATM/3,0 kGy 3,77 3,0 KGY/ATM 4,43
Vécuo/2,0 kGy 3,67° ATM/3,0 kGy 4,2
Ar/3,0 kGy 3,53° Ar/2,0 kGy 3,73
Ar/0,0 kGy 3.53° Ar/0,0 kGy 3,7
Vécuo/0,0 kGy 3,47° Vécuo/2,0 kGy 3,67
Vécuo/3,0 kGy 3,33° ATM/0,0 kGy 3,03™
2,0 KGy/ATM 3,27° Vécuo/0,0 kGy 3,03
ATM/2,0 kGy 3,13° ATM/2,0 kGy 3,0%
ATM/0,0 kGy 2,73° Ar/3,0 kGy 2,931

* Médias seguidas por pelo menos uma letra igual, na mesma coluna, ndo se diferenciam (p> 0,05)

Ar/0,0 kGy - grupo controle (embaladas com ar); Véacuo/0,0 kGy - grupo vacuo; Ar/2,0 kGy - grupo embalado
em ar e irradiado a 2,0 kGy; Véacuo/2,0 kGy- grupo embalado a vacuo e irradiado a 2,0 kGy ; Ar/3,0 kGy -grupo
embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy; Vacuo/3,0 kGy- grupo embalado a véacuo e irradiado a 3,0 kGy;
ATM/0,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada; ATM/2,0 kGy- grupo embalado em atmosfera
modificada e irradiado a 2,0 kGy; ATM/3,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada e irradiado a 3,0
kGy; 2,0 kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 2,0 kGy e embalado em atmosfera modificada ; 3,0
kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 3,0 kGy e embalado em atmosfera modificada.
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Tabela 4. Escores de aceitacdo obtidos a partir do teste de aceitacdo realizado por 33
julgadores, onde avaliou-se o atributo odor dos filés de peito de frango crus nos diferentes
tratamentos, logo ap0s a radiacdo e no ultimo dia da validade comercial.

Logo apds a radiagao Ultimo dia da microbiologia
Tratamento Média* Tratamento Média*
3,0 KGy/ATM 5,93° 2,0 kGy /ATM 6,7°
2,0 KGy/ATM 5,03% Vécuo/3,0 kGy 4,73°
Ar/2,0 kGy 4,6%° 3,0 kGy /ATM 447"
Vécuo/2,0 kGy 4,4° ATM/ 3,0 kGy 4,1
Ar/3,0 kGy 4,27 e Ar/0,0 kGy 3,97
ATM /2,0 kGy 3,67 e ATM/0,0 kGy 3,87
ATM /3,0 kGy 3,6 Vécuo/2,0 kGy 3,6
Ar/0,0 kGy 3,37 Vécuo/0,0 kGy 3,4
Vécuo/3,0 kGy 3,27 ¢ ATM /2,0 kGy 3,23%
Vécuo/0,0 kGy 3,10% Ar/3,0 kGy 3,2°¢
ATM/0,0 kGy 3,0° Ar/2,0 kGy 3,13¢

* Médias seguidas por pelo menos uma letra igual, na mesma coluna, ndo se diferenciam (p> 0,05)

Ar/0,0 kGy - grupo controle (embaladas com ar); Véacuo/0,0 kGy - grupo vacuo; Ar/2,0 kGy - grupo embalado
em ar e irradiado a 2,0 kGy; Véacuo/2,0 kGy- grupo embalado a vacuo e irradiado a 2,0 kGy ; Ar/3,0 kGy -grupo
embalado em ar e irradiado a 3,0 kGy; Vacuo/3,0 kGy- grupo embalado a véacuo e irradiado a 3,0 kGy;
ATM/0,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada; ATM/2,0 kGy- grupo embalado em atmosfera
modificada e irradiado a 2,0 kGy; ATM/3,0 kGy- grupo embalado em atmosfera modificada e irradiado a 3,0
kGy; 2,0 kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 2,0 kGy e embalado em atmosfera modificada ; 3,0
kGy/ATM- grupo embalado a vacuo, irradiado a 3,0 kGy e embalado em atmosfera modificada.



4 CONSIDERACOES FINAIS

O uso combinado da embalagem em atmosfera modificada com o processo
de irradiacdo gama, além de melhorar as caracteristicas sensoriais dos filés de peito
de frango resfriados com relacdo a coloracdo e manter os valores de pH baixos
durante a estocagem, foi eficiente no aumento da validade comercial do alimento,
por meio da extensdo da fase de adaptacdo dos microrganismos pesquisados. A
eficiéncia na redugéo da microbiota e no aumento do prazo comercial foi diretamente
proporcional a dose de radiacéo utilizada.

A embalagem a vacuo aumentou a validade comercial quando comparada
com a embalagem em 100% ar, tanto nos filés nao irradiados, como nos irradiados.
O uso do processo de irradiacdo potencializou a EAM (80%CO,/20%N5),
aumentando o prazo comercial das amostras de filés de frango resfriados. Quando
comparados isoladamente, observou-se que a radiacdo gama foi mais eficaz que a
EAM no aumento da validade e na reducéo da microbiota.

As bactérias laticas foram mais resistentes a alta concentracdo de CO; e
apresentaram maior radiorresisténcia quando comparadas aos outros grupos
bacterianos analisados, e as enterobactérias e os coliformes foram mais sensiveis
ao tratamento com radiacao ionizante e ao didxido de carbono.

O pH tendeu a aumentar durante 0 armazenamento da carne embalada em
ar. A EAM e a irradiacdo nao proporcionaram alteracdes nos valores de pH das
amostras e mantiveram baixos os valores do pH quando comparados com as
amostras controle.

A utilizacdo da atmosfera modificada antes do processo de irradiacdo (2,0 e
3,0 kGy) néo alterou a aceitacdo sensorial em relagdo aos atributos impresséo

global dos filés de peito de frango crus, o sabor e odor dos filés de peito cozidos.
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A coloracdo dos filés de frango embalados em atmosfera modificada foi
rejeitada pelos julgadores devido a palidez observada, porém, quando as amostras
foram irradiadas, a coloracdo tornou-se mais atraente. Todos os filés irradiados
apresentaram coloragdo ré0sea mais atraente para os julgadores.

A estirpe L. monocytogenes 4b inoculada nos filés de peito de frango foi
capaz de se desenvolver em todas as amostras, entretanto ndo predominou em
nenhuma delas, devido a microbiota acompanhante e/ou o0s tratamentos
tecnologicos utilizados. O uso combinado da radiagdo com a embalagem em
atmosfera modificada foi eficiente na reducdo do nimero de L. monocytogenes e
manteve baixas contagens desse patdgeno, porém nédo foi capaz de elimina-la
completamente.

A embalagem em atmosfera aplicada antes do processo de irradiacdo gama
de frango resfriado pode ser usada como uma alternativa na industria de alimentos,
com o fornecimento de produtos mais seguros para 0s consumidores, sem alterar as
caracteristicas sensoriais. Porém, as Boas Praticas de Fabricacdo durante o
processamento ndo podem ser substituidas poelos processos tecnoldgicos, visto
gue a carga microbiana inicial influencia na validade comercial do alimento.

Mais estudos devem ser realizados para determinar a melhor dose assim
como a mistura ideal de gases para eliminar o patdégeno L. monocytogenes. Sugere-
se o desenvolvimento de pesquisas relacionadas com o uso combinado da EAM e
irradiacdo em carnes de frango pré-cozidas o que, provavelmente, diminuiria a dose
de radiacdo gama necessaria para atingir os mesmos (ou melhores) resultados na
diminuicdo da carga microbiana, reducdo do patégeno L. monocytogenes e

aceitacao sensorial dos filés de peito de frango resfriados.
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