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RESUMO: Objetivou-se com esse trabalho avaliar as alteracées microbiologicas e
fisicas da carne bovina inoculada com a bactéria Escherichia coli sob a acdo de
acidos organicos como agentes sanitizantes. O experimento foi em esquema fatorial
3X3, sendo trés tratamentos e trés periodos de avaliacdo. Os tratamentos foram:
Tratamento 1: controle (utilizacdo de agua destilada), Tratamento 2: aplicacdo por
spray, de solugdo contendo 1,0 % de &cido latico + Escherichia coli e Tratamento 3:
aplicacao por spray, de solucdo com 1,0 % de acido acético + Escherichia coli. As
amostras foram submetidas as avaliacdes de contagem de total de aerdbios
mesodfilos, de coliformes e fisico-quimicamente, nos tempos 0, 7 e 14 dias de
estocagem sob refrigeracdo. Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, néo
foram observadas diferencas significativas (P>0,05) para as interacdes entre 0s
tratamentos e os tempos. Aos 14 dias de armazenamento, as amostras
apresentavam menores valores AW e CRA e maiores contagens de coliformes
(P<0,05). O acido latico foi eficiente na reducao da contagem de aerdbios mesofilos
ao longo do tempo avaliado (P<0,05). A adicdo de &cido acético resultou em
menores valores de pH aos 14 dias. Para cor, as amostras tratadas com &cido latico
estavam mais claras e com acido acético, mais vermelhas (P<0,05). A utilizacdo de
acidos organicos foi eficiente na reducdo da contagem total bacteriana e
proporcionou menor escurecimento das amostras..

Palavras-chave: acido acético; &cido latico; carne bovina; Escherichia coli ; vida de
prateleira

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the microbiological and
physical alterations of the beef inoculated with Escherichia coli bacteria under the
action of organic acids as sanitizing agents. The experiment was in a 3X3 factorial
scheme, with three treatments and three evaluation periods. The treatments were:
Treatment 1: control (use of distilled water), Treatment 2: spray application, solution
containing 1.0% lactic acid + Escherichia coli and Treatment 3: application by spray,
solution with 1.0% acetic acid + Escherichia coli. The samples were submitted to the
counts of total counts of mesophilic, coliform and physico-chemically aerobic at 0, 7
and 14 days of storage under refrigeration. Regarding the physical-chemical
characteristics, no significant differences (P> 0.05) were observed for the
interactions between the treatments and the times. At 14 days of storage, the
samples presented lower values AW and CRA and higher counts of coliforms (P
<0.05). Lactic acid was efficient in reducing the count of mesophilic aerobes during
the evaluated time (P <0.05). The addition of acetic acid resulted in lower pH values
at 14 days. For color, the samples treated with lactic acid were lighter and with acetic
acid, more red (P <0.05). The use of organic acids was efficient in reducing the total
bacterial count and provided less dimming of the samples
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INTRODUCAO

Um dos maiores desafios para a
industria de carnes é oferecer produtos
macios, suculentos, com cor e sabor
agradaveis, de forma que caracteristicas
de frescor permanecam estaveis durante
toda a sua vida de prateleira, com a
maior seguranca € O menor custo
possivel (MATHIAS et al., 2010).

Para tanto, existem diversos
agentes de sanitizagdo 0s quais podem
ser empregados para diminuir a
contaminagdo  microbiana e que
apresentam potencial de uso, dentre
estes 0s &cidos organicos, 0s quais
podem ser usados diretamente por meio
da aspersao nas carcacas de animais
recém-abatidos (Drehmer, 2005). O
acido acético € muito eficaz como
acidificante e conservante (Lucena,
2007); o acido latico é um dos é&cidos
mais abundantemente distribuidos no
meio ambiente e um dos principais
acidos formados durante os processos
fermentativos naturais.

No Brasil e na Unido Européia, a
sanitizagdo de carcagas bovinas com
aspersao de acidos organicos ainda nao
€ permitida pela regulamentacdo de
procedimentos higiénicos (Del Rio et al.,
2007), principalmente devido ao fato de
gue a utilizacédo de acidos organicos nao
€ para ser considerada como uma agao
corretiva do processo produtivo e sim
COmMO uma agao preventiva para integrar
aos conjuntos de ferramentas de
qualidade implantadas para garantia da
qualidade do produto (Pereira et al ,
2015).

Véarias pesquisas tém avaliado
métodos de controle microbiolégico em
carnes, porém com métodos
diferenciados e resultados divergentes,
visto que a eficiéncia dos acidos
organicos no controle dos patdégenos
depende do agente quimico utilizado, da
concentracéo, da forma de aplicacao, da
temperatura, do tempo de contato e da

analise dos resultados (Vasconcelos et
al., 2002). Machado et al. (2013)
avaliaram carcacas no pos-abate, com a
utiizacdo de 4&cidos organicos e
verificaram que o uso de agua quente
sob a forma de vapor e a associagdo com
o tratamento quimico resultou em melhor
eficiéncia na reducgéo das contaminagdes
superficiais sem alterar os atributos
fisico-quimicos e Vasconcellos et al. (
2002 ) avaliando carne ovina com a
inclusdo de 1% de acido acético seguida
de embalagem a vacuo, verificaram sua
eficiéncia em  controlar  bactérias
mesofilas,  bolores, leveduras e
coliformes, sendo ineficiente no controle
de Salmonella. Soares et al (2016)
avaliando de carne bovina tratada com
aditivos (acido latico a 1% e lactato de
sédio a 3%) de forma combinada, nédo
constataram crescimento de coliformes a

35° e 45°C.
Dentre as bactérias contaminantes em
carnes, 0s coliformes podem ser

avaliados para constatar a eficiéncia de
tratamentos em alimentos. Por tratar-se
de uma bactéria de habitat originalmente
fecal, a Escherichia coli é a mais
conhecida e a mais facilmente
diferenciada dos géneros nao entéricos
(JAY, 2005).

Devido a divergéncias
encontradas na literatura, na utilizacao
de A&cidos organicos como agentes
sanitizantes, concentracao a ser testada,
forma de aplicacéo, temperatura e tempo
de contato, este trabalho teve como
objetivo avaliar a vida de prateleira (0, 7
e 14 dias) e mensurar as alteracfes
microbiolégicas e fisico-quimicas da
carne bovina do corte comercial coxao
mole (semimembranosus, sarotirius,
adductor, gracilis e pectineus) quando
inoculados com a bactéria Escherichia
coli sob a agdo de &cidos orgéanicos na
concentracao de 1,0% (acético e latico).

MATERIAL E METODOS
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As amostras de corte comercial,
coxao mole bovino, representado pelos
musculos semimembranosus, sarotirius,
adductor, gracilis e pectineus foram
obtidas no comércio local de Maringa e
processadas no Laboratorio de
Alimentos e Nutricdo Animal e no
Laboratério de Tecnologia e Producéo de
Origem Animal.

Inoculou-se superficialmente as
amostras de carne, de 200gr em média,
sendo: Tratamento 1= tratamento
controle, utilizacdo de &gua destilada
(sem inoculacdo de Escherichia coli),
Tratamento 2 = contaminagé&o superficial
com 3 mL de Escherichia coli (E. coli) e
utilizacdo da solugdo de 1% de &cido
latico e Tratamento 3= contaminacao
superficial com 3 mL de E. coli e
aplicacdo de solucdo contendo 1% de
acido aceético.

Foram realizadas as seguintes
andlises fisicas: determinacdo do pH,
capacidade de retencdo de agua (CRA),
atividade de agua (AW) e avaliacao da
cor. Para as analises microbiolégicas,
avaliaram-se a presenca de micro-
organismos aerobios mesodfilos e de
coliformes fecais.

Para determinacao do pH, utilizou-
se um pH metro digital (Hanna) e foram
aferidos os valores de pH nos tempos 0,
7 e 14 dias. Para a avaliacdo da
capacidade de retencdo de &gua,
utilizou-se o método de pressao,
segundo a técnica modificada por Sierra
(1973), utilizando-se uma amostra de 5 g
de carne, cortada finamente e
colocando-se em cima de um peso de
2,250 Kg durante 5 minutos, apoés
determinou-se a diferenca de peso da
amostra e foi calculado em percentagem
o que foi liberado para o papel filtro.

Para a atividade de agua, foi
utiizado o equipamento Novasina
(LabSwift) nos tempos 0, 7 e 14 dias. Na
avaliagdo da cor, utlizou-se o
equipamento colorimetro Konica Minolta
(CM-700d) para essa avaliacdo, foram

realizadas seis repeticbes por amostra,
nos tempos 0, 7 e 14 dias.

Para a inoculacao inicial, um disco
de Escherichia coli (New prove 0039), foi
colocado em 100 mL de caldo nutriente a
35°C durante 24 horas utilizando-se
banho-maria. Apds 24 horas, adicionou-
se 3,0 mL do cultivo em 100 mL de agua
destilada estéril de acordo com o padréao
de absorbancia 0,5 da escala Mac
Farland.

A técnica do suabe em zaragatoa
foi utilizada para a coleta das amostras
das superficies adotando-se
procedimento descrito no Manual de
Métodos de Andlise Microbioldgica de
Alimentos (Silva et al., 2007)

Foram utilizados suabes estéreis
de algodao de 0,5 cm de diametro por 2
cm de comprimento, com haste de 12 cm
de comprimento. Apds ser umedecido
em agua destilada estéril, o suabe foi
friccionado em seis quadrantes com area
de 1 cm2 (utilizando-se moldes plasticos
estéreis). Diluicdes decimais a partir da
diluicdo 101 até 103 foram preparadas
em tubos contendo 9,0 mL de &gua
destilada estéril.

Para todas as amostras, em
triplicata, foi realizada a contagem dos
micro-organismos aerobios mesdfilos em
Petrifilme AC e coliformes totais em Agar
Vermelho Violeta Bile (VRB-Himedia).
Placas Petrifilm AC (3M Company, St.
Paul, MN, EUA) foram inoculadas com
aliquotas de 1,0 mL das diferentes
diluicbes (101 a 103) das amostras
seguindo as instrucdes do fabricante. As
placas contendo &gar VRB foram
semeadas na superficie nas mesmas

diluicbes. = Ambas  placas  foram
incubadas a 35°C por 24 e 48 horas
respectivamente.

Os resultados das contagens
foram expressos em logaritmo de
unidade formadora de colénia por cm2
ou por superficie (log UFC/cm2 ou log
UFC/superficie).
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Para as analises estatisticas foi
utilizado esquema fatorial 3x3, sendo
trés tratamentos e trés tempos de
avaliacdo. Os dados foram submetidos
as analises estatisticas utilizando-se o
pacote computacional SAEG (Ribeiro
Janior, 2001) desenvolvido pela
Universidade Federal de Vigosa.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacdo as caracteristicas
fisicas e microbiologicas da carne
bovina, ndo foram observadas diferencas
significativas (P>0,05) para  0s
tratamentos em relacdo aos parametros
atividade de 4&agua, capacidade de
retencdo de agua e contagem de
coliformes. Entretanto foram observadas
diferencas significativas para os tempos
avaliados (P<0,05).

Tabela 1- Caracteristicas fisicas do coxao mole
submetido a tratamento utilizando &cidos
organicos como sanitizantes.

AW CRA % Coliformes (UFC/cm?

Tempo

(Dias)

0 0,997 87,297 153
7 0,97 88,910 1,86°
14 0,980 90,55¢ 2,832

y= 1,032 -0,049x + y=1,861-0, 646x +

Equacdes 0,0106x2 0,3236x2

R2 0,35 0,33 0,56

*AW: Atividade de agua; CRA: Capacidade de
retencéo de 4gua; Colif: Contagem de coliformes
(E. coli).

* Em uma mesma coluna, letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si (P>0,05) pelo
teste de Tukey

A capacidade de retencdo de
agua aumentou com o decorrer do tempo
de armazenamento (Tabela 1)
contrariamente ao esperado, pois
durante a estocagem refrigerada ocorre
perda de agua por sublimacdo. Perdas
maiores de peso ocorrem quando ha
maior velocidade de ar, maior superficie
de carne magra exposta,
armazenamento prolongado ou

temperatura mais alta (Aberle et al.
2001).

Em relacdo ao parametro de
contagem de coliformes, foi observado
aumento nas contagens com o decorrer
do tempo de armazenamento; aos 14
dias de armazenamento foi obtido o
maior valor de coliformes, podendo-se
atribuir ao maior valor obtido de atividade
de 4gua (que oscilou entre 0,99 a 0,98);
valor este considerado como aceitavel
para o desenvolvimento deste micro-

organismo.

Algumas pesquisas vém
destacando 0 efeito inibitorio
principalmente do &acido latico, em
coliformes. Gill e Badoni (2004)

constataram que o uso de solucéo a 4%
de &cido latico em pecas de carne
promoveu reducao de cerca de 1,5 ciclos
logaritmicos de coliformes em relacéo as
pecas tratadas somente com &gua.
Entretanto, segundo Vasconcelos (2002)
o efeito inibitério dos &cidos organicos
diminui com o periodo de estocagem.

Silva et al. (2001) ao aplicar solucao
de acido latico a 1 e 2% em carcacas de
frango  constatou uma  reducdo
significativa no numero mais provavel de
coliformes. Beyaz e Tayar (2010), ao
sanitizarem carcacas ovinas com
solucao de &cido latico a 1%, verificaram
gue este aditivo é capaz de reduzir a
populacdo de coliformes em 2,69 ciclos
logaritmicos ap6s 30 minutos e em 2,16
ciclos apos 24 horas.

Para os valores observados de
aerdbios mesofilos, embora ndo tenha
sido constatada diferenca entre o0s
tratamentos, houve diferenca (P<0,05)
para a interacdo entre tratamento Xx
tempo (Tabela 2).

De acordo com Silva (1999), o valor
meédio ideal para contagem de bactérias
mesofilas em carcacas bovinas é de 1,96
log UFC/cm?,  portanto, valores
superiores foram obtidos no presente
estudo principalmente devido ao fato da
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inoculacdo com E.coli nas amostras 2 e
3.

Tabela 2- Contagem de micro-organismos
aerébios meséfilos durante o tempo de
armazenagem das amostras

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 7 14 log A

1 72,508 3,05° 3,08 0,58
2 4,55 4,23 3,370 1,18
3 579 5,792 5312 0,48

Equacdo y=1,46263 - 1,36485 x

R2 0,81

eficientes como o uso de solucbes
contendo diferentes concentracbes de
acidos organicos.

Tabela 3- Valores médios de pH no corte bovino
coxdo mole experimentalmente inoculados com
Escherichia coli e mantidos por 14 dias de
armazenamento sob refrigeracéo

Tempo

Tratamentos 0 7 14

1 6,042 6,03 6,122
2 5,992 5912 6,00
3 5270 5432 5170

Equacéo y=5,58889 + 0,762778x - 0,287222 x?

*Em uma mesma linha, letras iguais néo diferem
estatisticamente entre si (P>0,05) pelo teste de
Tukey *CV: 12,96; A log=logTO0 — logT14

Os resultados verificados pela acéo
dos tratamentos utilizando-se &cidos
organicos sobre a contagem total de
aerobios mesofilos, durante 14 dias,
evidenciam que, para o tratamento com
a utilizacdo de agua (controle) e com a
utilizacdo de acido acético ndo houve
reducao das contagens para 0s tempos
avaliados.

As menores contagens de aerébios
mesofilos foram observadas quando
utilizou-se &cido latico aos 14 dias,
mostrando sua  eficacia; havendo
reducado de 1,18 ciclos logaritmicos. Em
nenhuma das amostras verificou-se
contagem padrdo em placas superior a
6,0 valor este considerado inaceitavel
para 0 consumo.

Para os valores médios de pH,
embora nao tenha sido verificada

diferenca entre o0s  tratamentos,
apresentam  diferenca  significativa
(P<0,05) para interacdo entre o0s

tratamentos e os tempos.

Os tratamentos que utilizaram
acidos organicos (2 e 3), estes
apresentaram pouca eficacia na reducao
do pH. Esse fato pode ter ocorrido devido
a concentracdo utilizada dos &acidos
organicos ser relativamente baixa, ou
devido ao fato de que a utilizacao isolada
dos acidos ndo se mostrarem téao

R2 0,93

*Em uma mesma linha, letras iguais néo diferem
estatisticamente entre si (P>0,05) pelo teste de
Tukey

Contrariamente, De Carli et al
(2013) ao avaliarem carcacas de suinos
aspergidas com solucdo de 4&cidos
organicos (acido latico, citrico, acético e
ascorbico) constataram efeito positivo
para reducédo do pH, embora durante os
20 dias de armazenamento os valores de
pH mantiveram-se constantes.

O pH durante o armazenamento &
um fator que determina a qualidade da
carne; verificando-se durante a vida de
prateleira, aumento nos seus valores,
resultando no escurecimento da carne
(Aberle et al. 2001) . Segundo Terra e
Brum (1988), os limites méaximos de pH
para consumo de carne € de 6,4, valores
acima sdo considerados como indice de
deterioracdo. No presente estudo, 0s
maiores valores para pH foram
observados para os tratamentos controle
e &cido latico, sendo obtido os valores de
6,12 e 6,0 respectivamente, aos 14 dias
de armazenamento.

De acordo com a literatura, a
presenca de 1 a 2% de acido acético nao
dissociado em carne inibem ou eliminam
muitos  micro-organismos presentes,
podendo apenas sobreviver aos acidos
tolerantes em condicbes normais ou em
méas  condigcbes  higiénicas. Esta
concentracdo pode reduzir de forma
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significativa a presenca de muitos micro-
organismos, principalmente em produtos
refrigerados (Lima, 2003). No presente
estudo, o menor valor de pH foi obtido
para o tratamento contendo 1% de acido
aceético (5,17).

Para os parametros de cor, L*e b*
houve interagdo significativa entre os
tratamentos e o0s tempos avaliados
(P<0,05).

Tabela 4- Pardmetros L* e b* de amostras
tratadas com agua e acidos organicos

L b
Tratamentos
1 39,410 14,64°
2 41,362 14,87°
3 40,922 15,972

*Em uma mesma coluna, letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si (P>0,05) pelo
teste de Tukey

A cor é o atributo que mais
influencia a compra de carne bovina
pelos consumidores (Velho et al. 2009).
Segundo Rossato et al (2010), as
coordenadas fundamentais de cor L*, a*
e b* na carne retratam a luminosidade,
que é influenciada pela quantidade de
agua na superficie da peca,
consequéncia da capacidade de
retencdo de agua (Purchas, 1990)
portanto, quanto mais escuras as
amostras maior capacidade de retencao
de agua. No presente estudo ndao houve
diferenca para CRA entre o0s
tratamentos, somente o aumento do seu
valor durante 0 armazenamento
refletindo o escurecimento das amostras
durante o periodo avaliado.

Muchenjeaet al. (2009)
descreveram que em bovinos, as médias
de luminosidade (L) variam entre 33,2 e
41,0. Os valores médios obtidos nesse
estudo, para o tratamento controle foram
de 39,41 para Iluminosidade. Os
resultados evidenciam diferenca
significativa (P>0,05) para interacao
entre tratamentos e tempos. Foi

observado no tratamento 2 (acido latico)
maior valor médio para o parametro L*
41,36, evidenciando assim, amostras
mais claras, embora, quando avaliadas
no decorrer do tempo, as amostras foram
tornando-se mais escuras.

O teor de vermelho, que reflete a
guantidade de pigmento vermelho
presente na mioglobina e no citocromo C
(Hedrick et al. 1994); e o teor de amarelo,
gue é associado a composicdo de
carotendides (Priolo et al. 2001).

Acredita-se que a sanitizacao das
carcacgas com solucgdes diluidas a1 e 2%
de acidos organicos nao afetam as
propriedades sensoriais da carne. Porém
guando cortes carneos sao imersos em
solucdes acidas, os efeitos observados
sdo mais prejudiciais, resultando em
descoloracdo, alteracbes de sabor e
exsudacao (Smulders & Greer, 1998).

Muchenjeaet al. (2009) obtiveram
em seu estudo, valores médios de cor
amarela, entre 6,1 e 11,3. No presente
estudo, para a varidvel b, houve
interacdo entre os tratamentos e o
tempos, verificando-se que o tratamento
gue apresentou maior valor de b* foi o
tratamento 3 (acido acético) obtendo-se
o valor de 15,97; valores um pouco
acima dos verificados pelo autor citado,
havendo maior intensidade da cor
amarela.

Na Tabela 5 foram observadas
diferencas significativas (P<0,05) nos
parametros L* e b*nos tempos avaliados.

As alteracbes na cor da carne
podem ser relacionadas ao frescor e
também ao tempo de exposi¢ao do corte
ao ambiente, pois a medida que ocorre 0
envelhecimento, ha escurecimento da

superficie que se torna
progressivamente escura ou
acinzentada, podendo apresentar

irisdescéncia ou coloracdes esverdeada
e azulada, pela acdo de micro-
organismos

Tabela 5- Parametros L* e b*da cor do misculo
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de coxd@o mole nos tempos avaliados
IL b

Tempo (Dias)

0 42,65° 18528
7 39,88° 14,100

12,87¢
14 39,16°

Equacbtes y=47,512- 0,059 x+ 1,041 x> y=26,109 - 0,0918 x + 1,590 x?

R2 0,99 0,99

*Em uma mesma coluna, letras iguais nao
diferem estatisticamente entre si (P>0,05) pelo
teste de Tukey

Foram observadas diferencas nos
valores médios (P<0,05) para o0s
parametros L* e b* para os tempos
avaliados; sendo observado no dia 0, os
maiores valores.

Para o parametro a* (Tabela 6),
foram observadas diferencas
significativas (P<0,05) para interacao
entre tratamentos e tempos.

Tabela 6- Parametro a* e interacdo entre
tratamentos e tempos para as amostras de carne
experimentalmente inoculadas por 14 dias

Tempo (Dias)

Tratamentos 0 7 14

1 18,862 9,76° 10,122
2 19,622 9,350 9,902
3 19,472 14,542 10,592

Equacéo y=22,6760- 0,04545 x

R2 0,82

*Em uma mesma coluna, letras iguais néo
diferem estatisticamente entre si (P>0,05) pelo
teste de Tukey

Para a andlise da cor, a variavel a*
indica coloracdo vermelha, verificando-
se diferenca significativa (P<0,05) para
as interacOes entre tratamentos e
tempos. O tratamento 3 (utilizacdo de
acido acético) apresentou maiores
valores médios para a*, indicando assim,
uma coloracdo mais avermelhada, ou
seja, possivelmente mais apreciada
pelos consumidores.

A cor da carne reflete a quantidade
e 0 estado quimico do seu principal
pigmento, a mioglobina. Os pigmentos
da carne podem apresentar alteracbes

de cor (do vermelho brilhante ao marrom)
associadas a fatores extrinsecos como
pressdes de oxigénio, temperatura, sal e
bactérias aerobias (Roca, 2010). As
concentragcbes de mioglobina podem
variar em diferentes cortes de carne
bovina (musculos), proporcionando
diferenca da cor vermelha (Lima Junior et
al., 2013).

Segundo Farias et al. (2011)
variagdo nos teores de a* podem ser
explicadas em funcéo da baixa atividade
respiratéria mitocondrial da carne, no
inicio do armazenamento, 0 que resulta
no aumento do oxigénio na superficie do
corte, originando a oximioglobina de cor
vermelha brilhante. Como a variavel a*
esta relacionada também ao contetudo de
mioglobina no musculo, com o passar do
tempo, essa pode ser extravasada junto
com o exsudato da carne, diminuindo a
intensidade da cor vermelha.

A cor vermelha da carne também
pode adquirir tons de verde, marrom ou
cinza, devidos a producdo, por bactérias,
de H2S, compostos oxidantes e
peréxidos, por exemplo (Alcantara et al.
2012).

Pereira et al (2015) néao
observaram diferenca na cor da carne
sanitizada com &cidos organicos,
embora os autores tenham constatado
nas amostras sanitizadas, coloragao
vermelha mais intensa que a amostra
testemunha.

CONCLUSAO

As amostras tratadas com &cido
acético possuiam maior intensidade da
cor vermelha aos 7 dias e menores
valores de pH aos 14 dias. A utilizagao
de acido latico, além de também
proporcionar menor escurecimento das
amostras, aos 14 dias reduziu a
contagem bacteriana, ambos
apresentando potencial de uso como
sanitizantes para amostras
contaminadas com Escherichia coli.
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