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RESUMO
O Brasil ¢ um dos maiores produtores de carne do mundo. Teve producdo estimada em 9,7

milhdes de toneladas de carne bovina no ano de 2022, das quais foram exportadas 2,4 milhGes
de toneladas, que renderam um faturamento de US$ 1,3 bilhGes. A carne, como todo produto
de origem animal, é um alimento que requer cuidado com os patégenos microbianos, pois 0s
animais podem ser reservatorios naturais. Visando maior prazo de validade e preservacédo da
qualidade da carne, tecnologias sdo aplicadas no produto in natura, como a embalagem a
vacuo, que também contribui para a etapa de maturacdo Uumida. O objetivo do trabalho foi
acompanhar a microbiota indicadora e patogénica durante a shelf life de Longissimus dorsi
bovino embalado a vacuo através de analises microbiologicas e biomoleculares. Foram
coletadas cinco amostras do corte carneo bovino contrafilé (Longissimus dorsi) embalados a
vacuo. Cada uma das amostras foi fracionada em quatro pecas e cada pega foi utilizada para
compor uma parte de cada um dos pools, totalizando quatro pools mantidos a 7°C que foram
analisados nos dias 0, 20, 40 e 60 apds a embalagem primaria. Os micro-organismos
pesquisados foram aerdbios mesofilos, psicrotréficos, Pseudomonas spp., coliformes a 30°C,
enterobactérias, Staphylococcus coagulase positiva, Escherichia coli produtora da toxina
shiga (STEC), enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa
(EAEC), enterotoxigénica (ETEC) e enteroinvasiva (EIEC), Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes. As contagens dos micro-organismos indicadores foram aumentando
progressivamente na maioria dos grupos avaliados. Todos 0s microrganismos patogénicos
pesquisados foram identificados. Dos micro-organismos que possuem padrdo definido em
legislacdo, Salmonella spp. e E. coli se apresentaram fora do padrdo definido por legislacéo a
partir do dia 20. Mesmo com alguns padrGes ndo definidos em lei, outros grupos de
microrganismos indicadores, com reconhecida capacidade proteolitica e/ou lipolitica, que
apresentaram-se com elevadas contagens, € possivel que o produto analisado apresente
alteracdes de qualidade e seguranca para o consumo que podem encurtar a shelf life, ao
mesmo tempo de poder ser veiculo de patdgenos direta e indiretamente relacionados com
contaminacdo que predispde doencas transmitidas por alimentos. Para aumento da vida Gtil do
contra-filé embalado a vacuo e atendimento dos padrdes de qualidade e seguranca
microbiologica, faz-se necessario que o estabelecimento realize revisdes e adequacdes na
execucdo e no monitoramento dos programas de autocontrole para garantir a qualidade dos

produtos.

Palavras-Chave: Anélises microbiologicas; Carne bovina resfriada; Doengas Transmitidas

por Alimentos; Qualidade.



ABSTRACT

Brazil is one of the largest meat producers in the world. It had an estimated production of 9.7
million tons of beef in 2022, of which 2.4 million tons were exported, whth invoicing of US$
1.3 billion. Meat, like any product of animal origin, is a food that requires care with microbial
pathogens, as animals can be natural reservoirs. Aiming at longer shelf life and preserving the
quality of the meat, technologies are applied to the fresh product, such as vacuum packaging,
which also contributes to the wet maturation stage. The objective of this work was to monitor
the indicator and pathogenic microbiota indicator aduring the shelf life of vacuum-packed
bovine Longissimus dorsi through microbiological and biomolecular analyses. Five samples
of vacuum-packed beef tenderloin (Longissimus dorsi) were collected. Each of the samples
was divided into four parts and each part was used to compose a part of each of the pools,
totaling four pools kept at 7°C that were analyzed on days 0, 20, 40 and 60 after primary
packaging. The microorganisms searched were mesophilic aerobes, psychrotrophs,
Pseudomonas spp., coliforms at 30°C, enterobacteria, coagulase-positive Staphylococcus,
Escherichia coli shiga toxin-producing (STEC), enteropathogenic (EPEC), enterohemorrhagic
(EHEC), enteroaggregative (EAEC ), enterotoxigenic (ETEC) and enteroinvasive (EIEC),
Salmonella spp. and Listeria monocytogenes. Counts of indicator microorganisms increased
progressively in most of the evaluated groups. All pathogenic microorganisms searched were
identified. Of the microorganisms that have a standard defined in legislation, Salmonella spp.
and E. coli were outside the standard defined by legislation from the 20th. Even with some
standards not defined by law, other groups of indicator microorganisms, with recognized
proteolytic and/or lipolytic capacity, which presented high counts, it is possible that the
analyzed product presents changes in quality and safety for consumption that can shorten the
shelf life, at the same time that it can be a vehicle for pathogens directly and indirectly related
to contamination that predisposes foodborne illnesses. For to increase the shelf life of the
vacuum-packed sirloin beef and compliance the standards of quality and microbiological
safety, it is necessary for the establishment to carry out revisions and adjustments in the

execution and monitoring of self-control programs to guarantee the quality of the products.

Key words: Microbiological analysis; Beef; Foodborne illnesses; Quality.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é um dos maiores produtores de carne do mundo. S6 no ano de 2022, teve
producdo estimada em 9,7 milhdes de toneladas de carne bovina, das quais foram exportadas
2,4 milhdes toneladas, que renderam um faturamento de US$ 1,3 bilhdes FOB (Free On
Board) (ABIEC, 2023). Sendo o Tocantins um estado com destaque, tanto na criacdo de

bovinos como produtor e exportador de carne bovina (IBGE, 2023).

Por ser um dos maiores produtores do mundo e exportando milhdes de toneladas de
carne por ano, a industria de carne se torna um setor de grande importancia econémica para o
pais, o qual deve apresentar rigoroso controle para assegurar a qualidade higiénico sanitéria e
a seguranca desses produtos. Para se ter esse controle € necessario avaliar varios pontos,
visando os riscos fisicos, quimicos e biolégicos dentro da industria (PALMA, 2010). Todos 0s
riscos devem ser controlados dentro das industrias, no entanto, a contaminacdo de natureza
bioldgica de origem microbiana é considerado o que representa maior risco a inocuidade dos
alimentos, causando mais casos de infeccdes e/ou intoxicacdes alimentares (BAPTISTA,;
VENANCIO, 2003).

Os produtos de origem animal, em geral sdo potencialmente mais relacionados com
doencas transmitidas por alimentos (DTA), pois a microbiota presente no préprio organismo
dos animais podera ser patogénica aos humanos (FORSYTHE, 2013). Devido a isso, na saude
publica sdo demandados muitos recursos financeiros e médicos para o controle dessas
doencas. A terapia dessas doencas de etiologia bacteriana muitas vezes é baseada na
utilizacdo de antimicrobianos, porém, sabe-se que a resisténcia microbiana aos principios

ativos é um dos maiores desafios para a promocdo da salde (MORAES; CASTRO, 2014).

Para minimizar o risco dessas doencas, 0 consumidor deve sempre optar pelos
produtos inspecionados, 0s quais possuem controles durante o processo que garantem a
seguranca alimentar. O consumo de produtos ndo inspecionados, sabidamente, deixa a
populacdo mais exposta a doencas (ROCHA et al., 2018). Além disso, sabe-se que podem
existir falhas tecnologicas durante a producdo, a obtencdo, bem como estocagem dos
alimentos. O tipo de embalagem a qual recebe o alimento também é de suma importancia para
a qualidade e inocuidade do alimento (FURLANETTO, 2020).
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Acredita-se que um dos tipos de embalagem que pode aumentar a vida Gtil do produto
é a embalagem a vacuo. Levando-se em consideracdo todas as caracteristicas da embalagem
referentes a protecdo e apresentacdo do produto para o consumidor, € imprescindivel que a
qualidade microbioldgica do produto esteja de acordo com os parametros exigidos pela
legislacdo, garantindo, assim, que o alimento chegue com seguranca ao consumidor
(AUGUSTO; JORGE; MENDONCA, 2011).

Além do aspecto tecnoldgico, a logistica da producédo até a distribuicdo da carne para
0s mercados consumidores do Brasil e do mundo precisam que o produto tenha o maior
periodo de vida util possivel, preservando-se a inocuidade e 0s aspectos sensoriais e
nutricionais da carne (LIMA, 2009). Dessa forma, é fundamental proporcionar medidas
sanitarias para promover ou preservar a integridade do alimento, aumentando sua vida util
(shelf life).

Considerando a falta de conhecimento regional sobre os perigos microbiologicos de
carnes embaladas a vacuo durante todo o seu periodo de vida de prateleira; o impacto das
DTA’s na saade publica; na falta de embasamento tedrico-cientifico para elaboracdo de
programas profilaticos especificos de controle e vigilancia epidemioldgica e sanitéria do risco
de ocorréncia de perigos microbiologicos nos alimentos de origem animal; e, também por
alguns estabelecimentos que realizam a producdo e comercializacdo deste produto alegarem
reclamacgdes de clientes sobre o aspecto do produto proximo ao final da validade, é
fundamental que a qualidade microbiol6gica da carne seja monitorada.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Acompanhar a microbiota indicadora e patogénica durante a shelf life de Longissimus
dorsi embalado a vécuo, através de andlises microbioldgicas e biomoleculares de
caracterizagdo de fatores de viruléncia de patdgenos humanos, as quais podem demonstrar,
respectivamente, a qualidade e a seguranca do produto a ser inserido no mercado, além de

aferir se medidas de controle interno dos frigorificos precisam ser revisadas.

2.2. Objetivos Especificos

- Quantificar micro-organismos indicadores da qualidade microbioldégica como aerdbios
mesofilos, psicrotréficos, coliformes a 30°C, Escherichia coli, enterobactérias e
Staphylococcus spp. em carne bovina resfriada embalada a vacuo produzida com inspecao
sanitaria;

- Quantificar e isolar micro-organismos patogénicos a satide humana, como Salmonella spp.,

Listeria monocytogenes e Escherichia coli;

- Identificar Pseudomonas spp. entre os psicrotréficos da carne bovina embalada a vacuo

durante a vida util como indicativo de potencial deterioracdo microbiana;

- ldentificar fatores de viruléncia especificos em patdgenos bacterianos por abordagem

molecular;

- Avaliar a qualidade e seguranga microbioldgica de carne bovina embalada a vacuo durante a

vida util; e,

- Determinar a qualidade e seguranca para fundamentar acdes preventivas e corretivas nos

programas de autocontrole da area da desossa de um frigorifico com inspecéo sanitaria.
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3. CAPITULO I - REVISAO DE LITERATURA

3.1.  Producdo de carne bovina no Brasil

No agronegocio brasileiro a bovinocultura é um dos destaques. Em 2021, com um
rebanho de mais de 224 milhdes de cabecas de gado, o Brasil € um dos maiores produtores de
carne do mundo e o principal exportador desse tipo de carne (IBGE, 2023). Segundo a
Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de Carnes (2023), o pais teve uma
producdo de 9,7 milhGes de toneladas de carne bovina, das quais foram exportadas 2,4

milhdes de toneladas, com faturamento de US$ 1,3 bilhdes FOB.

Dentre os rebanhos bovinos, o Tocantins se destaca em cenario nacional, sendo o
décimo maior produtor do pais e o terceiro colocado quando comparado aos estados da regido
norte (IBGE, 2023). Na producdo de carne o Tocantins também é destaque, sendo o nono
maior exportador de carne bovina, com mais de 759 mil toneladas de carnes exportadas
(ABIEC, 2023), tendo grande importancia econdémica para o cenario do estado, sendo
responsavel por 19% das exportacdes no ano de 2022 (BRASIL, 2023).

Sendo um dos maiores produtores do mundo e exportando milhdes de toneladas de
carne por ano, a industria brasileira de carne se torna um setor de grande importancia
econbmica para o pais, 0 qual deve apresentar rigoroso controle para assegurar a qualidade
higiénico sanitaria e a seguranca desses produtos. Para se ter esse controle é necessario avaliar
varios pontos, visando os riscos fisicos, quimicos e bioldgicos dentro da industria
(FORSYTHE, 2013).

3.2.  Controle sanitéario da producéo

As condigdes higiénico-sanitarias dentro dos estabelecimentos de carne, tanto para os
estabelecimentos de abate quanto aqueles que apenas realizam o processamento da mesma,
devem estar de acordo com as especificacbes do Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), o qual é o 6rgdo que legisla sobre as condigcbes especificas de
funcionamento para os estabelecimentos de carnes e de produtos de origem animal em geral
(BRASIL, 2022b).

Nos estabelecimentos de abate cada etapa do processamento pode apresentar risco
fisicos, quimicos ou microbiologicos (Quadro 1) que poderdo influenciar na qualidade da
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carne, seja pelo estresse ante mortem, pelo processamento, por contaminagoes
microbioldgicas ou por fatores externos (Figura 1) (FURLANETTO, 2020).

Quadro 1 — Exemplos de perigos fisicos, quimicos e microbioldgicos na producédo de carnes.

Perigo Fisico Perigo Quimico Perigo Bioldgico
Pelos Medicamentos veterinarios Salmonella spp
Vidros Produtos de limpeza/ Escherichia coli
lubrificantes
Madeira Metais pesados (cobre, Listeria monocytogenes
chumbo...)

Fonte: Adaptado de Baptista; Venancio (2003).

Figura 1 - Fluxograma do processo de abate de bovinos.
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Controles rigidos de tempo | DESOSSA | P P
e temperatura. “ I * I
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Fonte: FURLANETTO, 2020.

Tendo em vista todas as possibilidades de contaminacgdo e riscos dos alimentos em
comprometer a seguranga para o consumo, desde o ano de 1950 ficou estabelecido, através da
Lei Federal que dispde sobre a inspec¢do industrial e sanitaria dos produtos de origem animal,
que é obrigatdria a prévia fiscalizagdo de todos os produtos de origem animal, sob o ponto de
vista industrial e sanitario (BRASIL, 1950).

Posteriormente, o Ministério da Agricultura determinou, por meio do Regulamento da

Inspecdo Industrial e Sanitéria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), que todos o0s
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estabelecimentos produtores de alimentos devem possuir os Programas de Autocontrole
(PACs), que sdo programas desenvolvidos pelo estabelecimento, e consistem em
procedimentos descritos, desenvolvidos, implantados, monitorados e verificados pelo
estabelecimento e tem por objetivo assegurar a inocuidade, identidade, integridade e a
qualidade dos seus produtos, além de garantir a adequacdo da producdo aos regulamentos
especificos (BRASIL, 2017).

Dentre os PACs para melhoria na qualidade de seguranca dos alimentos destaca-se o
Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP, do inglés Hazard Analysis and
Critical Control Point) (PINTO; MASSON, 1998). Para efetiva implantacdo deste é
importante se ter correta execucdo de monitoramento, o que é definido por uma sequéncia de
observacdes, testes e/ou avaliagcdes planejadas do desempenho do Ponto Critico de Controle
(PCC) e seu limite critico, podendo ser atraves de inspecdo visual, sensorial, analises
microbioldgicas ou testes quimicos e medidas corretivas, que sdo acdes a serem tomadas
guando o resultado do monitoramento de um PCC indicar que o limite critico encontra-se
ultrapassado (LOPES, 2007). O registro e arquivamento do observado nos monitoramentos
auxilia nas previsdes de desvios possiveis para novos processamentos (PINTO; MASSON,
1998).

Outro importante programa é o Procedimento Sanitario Operacional (PSO), o qual
consiste na descricdo dos procedimentos executados durante as etapas de fabricacdo
(BRASIL, 2005). Nos estabelecimentos de abate, esse programa, em sua totalidade, € um dos
que tem relacdo direta com a qualidade da carcaca, portanto é de extrema importancia que
esses procedimentos sejam executados de forma correta com posterior monitoramento para
evitar contaminages diversas nas industrias (DOS SANTOS; TAHAM, 2016).

3.3. Contaminacgdo microbioldgica da carne

Os tecidos de animais sdos, 6rgdos das cavidades toracicas e abdominal (exceto trato
digestivo, urogenital e cavidades nasofaringeas), medula 6ssea, linfonodos e sangue, podem
ser considerados estéreis (ROCA, 1993). A carne, no entanto, pode ser facilmente
contaminada por micro-organismos durante a manipulacdo e processamento através do
contato com pelos, maos de colaboradores, conteudo gastrintestinal, equipamentos, entre
outros (FORSYTHE, 2013). Esses micro-organismos contaminantes podem ser deteriorantes

ou patogénicos, conforme apresentados na figura 2.



Figura 2 - Diferencas entre a contaminagao de bactérias patogénicas e deteriorantes no

processo de abate

CARACTERISTICAS | PATOGENICAS [ DETERIORANTES
Ocorréncia Algumas carcacas | Todas as carcacas
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Proliferacéo na carne

Dificil

Facil

Alteracdo na carne

MNao alteram

Deterioram a carne

Doengas

Causam

Nao causam
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Fonte: FURLANETTO, 2020.

Mesmo sem a carne passar por um processamento o qual sofrerd uma contaminagédo
microbioldgica dentro das indlstrias de fabricacdo, ainda ha riscos. Na comercializacdo e
armazenamento se as condi¢des higiénico-sanitarias ndo forem satisfatérias e ndo cumprirem
com as exigéncias de legislacbes vigentes, o produto pode ndo ser conforme e pode oferecer
algum tipo de risco ao consumo (PAULA; LACERDA, 2016). Ainda com o correto
processamento das operagdes, se 0 estabelecimento ndo realizar a limpeza e sanitizacdo das
instalacOes, este pode néo ter éxito na inocuidade dos alimentos, com consequente diminuigéo
da qualidade dos produtos e reducdo da vida de prateleira (OLIVEIRA et al., 2006).

Nas industrias que realizam processamento de carnes, seja para beneficiamento e
elaboracdo de outro produto ou apenas desossa e manipulacdo, o risco de contaminacao é
ainda maior. Em estabelecimentos que realizam a desossa, por exemplo, um dos pontos
criticos do processo € o condicionamento do ambiente das dependéncias especificamente
destinadas a operacdo (MARRA, 2009).

Falhas nos procedimentos de higienizacdo permitem que os residuos aderidos aos
equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de contaminacgdo, devido a
formacdo de biofilmes na superficie dos equipamentos (FREIRE, 2014). Qualquer falha no
processo, de alguma forma, pode contribuir para um produto contaminado, podendo este

chegar até o consumidor final e ser causador de uma DTA.

A formacdo desses biofilmes pode ser ocasionada tanto por micro-organismos
deteriorantes quanto patogénicos (OLIVEIRA et al., 2006) podendo comprometer tanto a vida

util da carne quanto a seguranca, respectivamente.
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As etapas de limpeza e sanitizacdo sdo imprescindiveis para se ter um ambiente
controlado sob o ponto de vista sanitério, juntamente com a execucdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) pelos colaboradores durante a manipulacdo dos produtos, os quais muitas
vezes estdo associados a surtos de DTA’s (FORSYTHE, 2013).

O objetivo da primeira etapa, que é a limpeza, é a remocao dos residuos organicos e
inorganicos presentes na superficie (BRASIL, 2004), ja o da sanitizacdo, a qual ocorre ap6s a
limpeza, é remover 0 nUmero de micro-organismos presentes, o qual ainda é elevado apos a
limpeza, para que ndo ocorra o desenvolvimento de biofilmes (OLIVEIRA et al., 2006), que é
a adesdo de micro-organismos a estruturas solidas (COSTERTON; STEWART,;
GREENBERG, 1999).

3.3.1. Indicadores microbioldgicos

Os micro-organismos indicadores sdo mais utilizados para indicar a seguranca e a
higiene dos alimentos, na maioria de origem intestinal, ambiental ou da manipulacéo
(FRANCO; LANDGRAF, 2008), com correspondéncia direta a possivel presenca de
patdgenos. Tanto que o termo foi sugerido por Ingram, em 1977, para que na presenca deste,

indicasse a presenca de um patdgeno similar ecologicamente (FORSYTHE, 2013).

Os grupos de micro-organismos indicadores mais utilizados sdo Aerébios Mesofilos,
Coliformes Totais, Escherichia. coli, micro-organismos psicrotroficos (LOPES et al., 2007),
enterobactérias (FORSYTHE, 2013) e Staphylococcus Coagulase Positiva (SILVA,;
JUNQUEIRA; SILVEIRA, 1997).

A temperatura étima de multiplicacdo dos micro-organismos indica o grupo ao qual o
mesmo pertence, sendo mesofilos ou psicrotréficos. Os Aerdbios Meséfilos sdo 0s micro-
organismos que se multiplicam a temperatura 6tima de 30 a 45°C, podendo estes se
desenvolver sob periodos de abuso de temperaturas e sobreviver a refrigeracdo (FORSYTHE,
2013). Todos os patdgenos humanos sdo mesofilos, estritos ou facultativos (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Os aerobios mesofilos sdo comumente empregados para se verificar a qualidade
sanitéria dos alimentos, demonstrando a contaminagéo total do produto e, consequentemente,
a sua vida util. Contagens elevadas desses micro-organismos, mesmo sem alteraces
organolépticas e na auséncia de patogenos, indica que o alimento é ndo conforme (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).
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Para os psicrotréficos, compreende-se por micro-organismos capazes de se multiplicar
sob temperatura de refrigeracdo, mesmo sua temperatura 6tima de desenvolvimento sendo de
25 a 30°C, estes podem se multiplicar entre 0 e 7°C (GERMANO; GERMANO, 2015). Os
psicrotroficos compdem a flora deteriorante de forma predominante em temperaturas abaixo
de 20°C. Destes um dos principais € Pseudomonas spp. (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

As enterobactérias sdo compostas por varios géneros de micro-organismos, incluindo
0s que nao fermentam e os fermentadores de lactose, como Salmonella e E. coli,
respectivamente, amplamente distribuidas em vegetacdo, solo, na &gua e trato intestinal de
seres humanos e animais (FORSYTHE, 2013).

Ja os coliformes totais sdo uma parte de enterobactérias que habitam o trato intestinal e
podem ser encontradas em todos os ambientes como na vegetacdo, no solo, em ambientes
aquaticos e em materiais fecais, sendo estas entdo indicadoras em alimentos de contaminacgao
ambiental e potencialmente fecal (COLCLASURE et al., 2015). Sdo bactérias Gram-
negativas, fermentadoras da lactose com consequente formacdo de gas quando incubadas a
35°C por periodo de 48 horas (FORSYTHE, 2013).

Deste grupo pode-se destacar E. coli, anaerébia facultativa, da familia
Enterobacteriaceae, a qual possui linhagens causadoras de surtos diarreiogénicos, podendo
causar até a morte (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Em alimentos, especificamente, indicam
contaminacdo de origem fecal, uma vez que s6 se multiplicam no intestino de humanos e
animais, além de indicar a seguranca para o consumo pela potencial presenca de cepas
patogénicas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2017).

Staphylococcus spp. sdo bactérias Gram-positivas, anaerobias facultativas e seus
principais reservatorios sdo os humanos e os animais (GERMANO; GERMANO, 2015). A
identificacdo dos mesmos em alimentos tem por objetivo verificar o controle higiénico-
sanitario dos processos de producdo, sendo sua presenca indicativa de contaminagdo de
origem de colaborador e condi¢des deficientes da sanificacdo das areas de processamento
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Um dos Staphylococcus mais importantes na vigilancia sanitaria dos alimentos devido
sua frequente participacdo em surtos de toxinfecdo € S. aureus, considerado coagulase
positivo (GERMANO; GERMANO, 2015). Essa classificacdo se d& devido a este possuir a
enzima coagulase, a qual atua sobre o fibrinogénio levando a formacao de coagulos de fibrina
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Essa espécie que habita a epiderme de mamiferos, em



21

geral, tambem ¢ a principal produtora de toxinas estafilocdcicas (CINTRA, 2015) que podem
causar intoxicagdes se o limite para doenga foi ingerido.

3.3.2. Patogenos microbianos

Varios micro-organismos podem ser causadores das DTA’s, porém, nas carnes € nos
produtos carneos a multiplicacdo de patdgenos causadores de toxinfeccBes alimentares, como
Salmonella, cepas de E. coli produtoras de toxinas, Listeria monocytogenes, Clostridium
perfringens e S. aureus produtores de toxinas é que tornam os produtos preocupantes
(FORSYTHE, 2013).

Além de indicador de qualidade, E. coli € um micro-organismo que contém Vvérias
linhagens patogénicas, como E. coli enteropatogénica (EPEC), enteroagregativa (EAEC),
enterotoxigénica (ETEC), enterohemorragica (EHEC), enteroinvasiva (EIEC) e produtora de
toxina shiga (STEC), as quais as categorias sdo definidas por meio dos fatores de viruléncia
(ARANDA; FAGUNDES-NETO; SCALETSKY, 2004). A STEC possui muitos subtipos que
constituem o grupo, 0 mais comum é E. coli EHEC, este expressa simultaneamente os genes
stx e eae (BRYAN; YOUNGSTER; MCADAM, 2015). Esses micro-organismos tem sua
principal fonte de contaminacdo em alimentos de origem animal e vegetal, em especial crus
ou mal cozidos e dgua ndo tratada (FORSYTHE, 2013).

Salmonella ¢ um bacilo Gram-negativo, anaerdbia facultativa, ndo produtora de
esporo, que pertencente a familia das Enterobacteriaceae e sua temperatura Otima de
multiplicacdo é de 35-37°C, mas podendo se multiplicar entre 5 e 47°C, no entanto alguns
autores indicam que a temperatura maxima ou minima depende do sorotipo (GERMANO;
GERMANO, 2015).Estes micro-organismos sdo muito envolvidos em surtos de DTA’s
devido serem distribuidos amplamente na natureza, sendo fonte o trato intestinal dos animais
e dos humanos, mas as aves e 0s suinos sdo seus principais reservatorios (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

L. monocytogenes € um bacilo Gram-positivo, modvel, anaerébia facultativa, ndo
formadora de esporo, apresenta reacdes de catalase positiva e oxidase negativa, encontra-se
disseminada nos ambientes e tem a capacidade de multiplicacdo entre 2,5°C a 44°C, também
sendo possivel multiplicar-se a 0°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Tanto o ser humano
qguanto os animais sdo fontes de infeccdo, enquanto o ambiente funciona como meio de
transmissdo, podendo estas serem isoladas dos mais diversos tipos de alimentos como
produtos carneos crus e termoprocessados, leite, queijos, carnes (bovina, suina, de aves,
peixes), além de produtos vegetais (FORSYTHE, 2013).
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L. monocytogenes é um agente patogénico com grande importancia em salde publica,
cujas manifestacGes clinicas variam desde meningites e outros sintomas nervosos a abortos e
natimortos em gestantes (GERMANO; GERMANO, 2015). Essa bactéria € caracterizada pela
capacidade de sintese de mucoproteinas para a formacao de biofilmes, tem forma resistente a
acdo de higienizacao das superficies de utensilios e equipamentos das industrias, podendo
contaminar os alimentos processados nessas superficies (FORSYTHE, 2013).

3.4. Requisitos legais da carne resfriada no comércio

O cuidado com toda manipulacéo e processamento de alimentos é indispensavel para
se produzir alimentos de qualidade. Tendo em vista a producdo de alimentos indcuos, 0s
estabelecimentos devem implantar as Boas Praticas de Fabricacdo e os Programas de
Autocontrole estipulados pelos Servicos de Inspecéo (REGO et al., 2001).

Além do controle durante os processamentos, 0s estabelecimentos devem realizar
analises periddicas dos produtos fabricados, devendo estes estarem em conformidade a
legislacdo vigente (BRASIL, 2017). Sendo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(ANVISA) quem determina os padrdes microbioldgicos a serem cumpridos pelos alimentos,
incluindo as carnes, na Instrucdo Normativa n° 161 de 1° de julho de 2022 (BRASIL, 2022a),
na qual se especifica que a carne bovina deve atender aos padrées microbioldgicos que estdo
apresentados no Quadro 2:

Quadro 2 — Plano amostral com padrdes microbioldgicos aceitaveis definido pela Instrucéo
Normativa n° 161 de 1° de julho de 2022 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

Produto Micro-organismo | n | C m M

Carnes cruas, maturadas | Salmonella/25g 5 0 | Auséncia/25g -
ou ndo, temperadas ou — .
ndo, refrigeradas ou Escherichia coli/g | 5 2 | 1,0x10* UFC/g |1,0x10% UFC/g
congeladas, embaladas a
vécuo ou ndo, middos, MAerébios Mesofilos/gl ° | 3 | 1,0x10° UFC/g| 1,0x10° UFC/g
toucinho e pele

Fonte: BRASIL (2022a).

3.5. Deterioragdo microbiana da carne

A deterioracdo microbiana da carne se da pela degradacdo de proteinas que como
consequéncia produz compostos volateis de cheiros desagradaveis. J& as reagdes lipoliticas

resultam em sabor desagradavel e rangoso para a carne (FORSYTHE, 2013).
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As Pseudomonas spp. sdo micro-organismos Gram-negativos e, devido a sua
capacidade de multiplicagéo durante a estocagem a frio combinada com sua capacidade de
utilizar proteinas e lipidios, sdo considerados importantes deteriorantes de alimentos
(FRANZETTI; SCARPELLINI, 2006).

A degradacdo proteolitica é predominante entre os psicrotréficos (COUSIN, 1981). A
carne ¢, portanto, um alimento passivel de facil deterioracao frente a sua composicéo, a qual é
excelente meio de cultura devido a composic¢ao quimica, possui o pH favoravel para a maioria
dos micro-organismos, rico em substancias nitrogenadas, proteinas, minerais, fatores de
crescimento e possui alta atividade de agua (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A lipolise microbiana também pode ser favorecida em produtos carneos devido a
sua composicdo natural. Rica em lipidios, a carne oferece condi¢cdes para que 0s micro-
organismos (principalmente os psicrotroficos) sintetizem lipases de baixa energia de ativacéo
com consequente deterioracao lipidica sob baixa temperatura, como via metabdlica secundaria

a sacarolitica predominantemente mesoéfila (TORRES, 1988).

3.6. Aumento da vida util da carne

Com o aumento da vida de prateleira da carne in natura os estabelecimentos
produtores ganham mais condi¢des com esses produtos no que diz respeito a comercializacéo
dos mesmos, podendo estes aumentar a gama de mercados comercializados distribuindo-os
em um raio de maior abrangéncia (TESSER, 2009).

Um prazo de vida Gtil maior para os produtos carneos resfriados, a garantia da
seguranca a partir dos processos bioguimicos decorrentes do abate e o conhecimento da
composi¢cdo microbioldgica desses produtos pode resultar em aumento das exportacfes para
empresas, com consequente ganho de receitas. A partir do prazo de validade maior e
qualidade microbioldgica estes produtos conseguirdo alcancar lugares mais distantes sem
perder a seguranca e caracteristicas sensoriais e nutricionais (FURLANETTO, 2020).

Devido a composi¢do quimica da carne, esta se torna um alimento muito perecivel.
Com o objetivo de se comercializar as carnes em um maior raio de distribuicdo, foi-se
trazendo a necessidade do prolongamento da vida de prateleira desses produtos (TESSER,
2009). Esse fato é relevante devido a reducdo da shelf life normalmente ser acompanhada de
perdas da qualidade e riscos de contaminacgédo aos consumidores (SOLANO et al., 2020).

A deterioragdo dos produtos cérneos pode ser provocada por micro-organismos

aerobios e anaerobios, assim os fatores que influenciam a deterioracdo destes produtos por
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esses micro-organismos relacionam-se com a atmosfera gasosa que 0s envolve
(ALCANTARA et al., 2012).

Um dos tipos de embalagem muito utilizado hoje para cortes de carne ou outros
produtos carneos é a embalagem a vécuo. O alto teor de oxigénio de embalagens normais
reduz o periodo de validade da carne em comparacdo com embalagens a vacuo, pois a
presenca do oxigénio produz off-flavors e permite a multiplicacdo de bactérias aerdbias
(LAGERSTEDT etal., 2011)

Além da funcdo habitual de protecdo contra contaminacGes através de barreira fisica, a
embalagem também tem a funcdo “ativa”, a qual cria ambientes de protecdo através do vacuo
e anaerobiose parcial ao redor do alimento embalado e também faz a conservacdo das
caracteristicas organolépticas e nutritiva dos alimentos (FREITAS; FIGUEIREDO, 2000),
além de prevenir a evaporacao da umidade do produto, evitando perdas de peso (AUGUSTO;
JORGE; MENDONCGCA, 2011).

Pode-se dizer que a embalagem a vacuo também possui acéo antioxidante, pois é uma
das principais tecnologias de prevencdo da oxidacdo lipidica, tendo além das demais
caracteristicas apresentadas, o objetivo de prolongar o prazo de validade das carnes através da
prevencdo ou eliminacdo dos radicais livres, onde a embalagem cria um ambiente
desfavoravel a oxidacdo, pois atmosferas ricas em oxigénio promovem maior oxidacdo da
composicao lipidica das carnes (LIMA JUNIOR et al., 2013).

Durante a vida Gtil da carne embalada a vacuo, varias alteracfes autoliticas também
vao tendo efeito lento com impactos sensoriais. O conjunto dessas alteracGes durante o
periodo de refrigeracdo é conhecido como maturacdo, principalmente pela liberacdo de
enzimas sarcoplasmaticas, como a calpaina e calpastatina (ALVES; GOES; MANCIO, 2005),
com agdo a miofibrila muscular e consequente amaciamento (PEREIRA, 2019). Dessa forma,
além de preservar a qualidade, embalagem a vacuo também pode proporcionar condicdes para
a maturacdo umida da carne (wet age), consequentemente, incremento sensorial e financeiro
(SMITH et al., 2008).
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4. CAPITULO Il - ARTIGO

ACOMPANHAMENTO DA MICROBIOTA INDICADORA E PATOGENICA
DURANTE A SHELF LIFE DE Longissimus dorsi EMBALADO A VACUO

MONITORING THE INDICATOR AND PATOGENIC MICROBIOTA DURING THE
SHELF LIFE OF Longissimus dorsi VACUUM PACKED

Jeycy Kelle Sirqueira Mendoncat; Fernando Loiola Nunest; José Carlos Ribeiro Janior2

RESUMO

O Brasil é um dos maiores produtores de carne do mundo. Tendo em vista essa grande
produtividade e a preocupacdo com a qualidade da carne produzida, os estabelecimentos
produtores estdo buscando meios para uma maior conservacdo do produto, sendo a
embalagem a vacuo um dos mais utilizados. O objetivo do trabalho foi acompanhar a
microbiota indicadora e patogénica durante a shelf life de Longissimus dorsi bovino embalado
a vacuo. Foram coletadas cinco amostras do corte carneo bovino contrafilé (Longissimus
dorsi). Na secdo de desossa de um frigorifico sob inspecédo federal, cada uma das amostras foi
fracionada em quatro pecas e cada peca foi utilizada para compor uma parte de cada um dos
pools, sendo totalizado quatro pools mantidos a 7°C e analisados até os 60 dias de embalagem
priméaria, com intervalo de 20 dias. Foram quantificados aerobios meséfilos, psicrotréficos,
coliformes a 30°C, enterobactérias e Staphylococcus spp. Através de abordagens moleculares
foram confirmados os micro-organismos Escherichia coli produtora da toxina shiga (STEC),
enteropatogénica  (EPEC), enterohemorragica (EHEC), enteroagregativa (EAEC),
enterotoxigénica (ETEC) e enteroinvasiva (EIEC), Pseudomonas spp. entre os psicrotréficos,
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes. As quantificacbes dos micro-organismos
indicadores foram aumentando progressivamente a cada intervalo de analise. As contagens
que possuem padrao determinado por legislacdes vigentes tiveram seus limites ultrapassados,
como E. coli, desde o dia 20. Todos os micro-organismos patogénicos pesquisados foram
identificados em todos os intervalos de analise, exceto por Salmonella spp., ndo detectada

somente na analise do dia 0. Fazem-se necessarias, portanto, revisées nos planos de
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autocontrole assim como maior rigor microbioldgico na producdo e processamento da carne
bovina para melhoria da shelf life do produto.
Palavras chave: Carne bovina resfriada; Conservacgéo; Qualidade microbiologica; Vida de

prateleira.

ABSTRACT

Brazil is one of the biggest meat producers in the world. In view of this high productivity and
the concern with the quality of the meat produced, the producing establishments are looking
for ways to improve preserve the product, with packaging being one of the most used. The
objective of this work was monitoring the indicator and pathogenic microbiota during the
shelf life of bovine Longissimus dorsi vacum-packed. Five samples of sirloin beef
(Longissimus dorsi) were collected. In the deboning slaughterhouse’s section with federal
inspection, each of the exposures was fractionated into four parts and each part was used to
compose a part of each of the pools, totaling four pools kept at 7 °C and analyzed until 60
days of primary packaging, with an interval of 20 days. Mesophilic aerobes, psychrotrophs,
coliforms at 30°C, enterobacteria and Staphylococcus spp. Through molecular approaches,
the microorganisms Escherichia coli producing shiga toxin (STEC), enteropathogenic
(EPEC), enterohemorrhagic (EHEC), enteroaggregative (EAEC), enterotoxigenic (ETEC) and
enteroinvasive (EIEC), Pseudomonas spp. among psychrotrophs, Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes. The quantifications of microorganism indicators gradually increased at each
analysis interval. Counts that have a standard determined by current legislation have had their
limits exceeded, such as E. coli, since the 20th. All pathogenic microorganisms researched
were identified in all analysis intervals, except for Salmonella spp., not detected only in the
analysis on day 0. Therefore, it is necessary to review the self-control plans as well as greater
microbiological rigor in the production and processing of beef to improve the shelf life of the

product.

Keywords: Beef; Conservation; Microbiological quality; Shelf Life.

Introducéo

O Brasil € um dos maiores produtores de carne bovina do mundo, logrando a posi¢éo

de segundo maior produtor e o maior exportador de carne bovina (IBGE, 2023). Em 2022 teve
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producdo estimada em 9,7 milhdes de toneladas, movimentando mais de 1,3 bilhGes de
dolares em exportacdes (ABIEC, 2023).

Frente a essa grande producéo e o aumento do interesse dos consumidores em adquirir
alimentos com qualidade, toda a cadeia produtiva deve estar preparada para produzir
alimentos de acordo com os padrbes legais nacionais e internacionais e que atendam as
expectativas dos consumidores (BEZERRA; MARTINS, 2008).

Os alimentos e agua podem ser responsaveis por transmitir doencas, principalmente
infeccbes e intoxicacOes. Nesse contexto, os alimentos de origem animal tém especial
importancia uma vez que diversos patégenos humanos fazem parte da microbiota autdctone
dos animais de producdo. A carne bovina pode ser contaminada por diversos patdégenos
humanos, da microbiota do animal, como Salmonella spp., Escherichia coli, e outros
enteropatdgenos; e, relacionados com problemas higiénico-sanitarios inerentes ao
processamento, como Listeria monocytogens e Staphylococcus aureus, por exemplo
(CARHUALLANQUI-PEREZ, 2020).

Tendo em vista a preocupacdo com preservar a qualidade e inocuidade da carne e
reduzir perdas de produtos por curto prazo de validade, se tem buscado evitar as alteracdes
nos atributos de qualidade e deterioragdo microbiana do produto, com o aumento da sua vida
atil (shelf life), optando por embalagens com atmosfera modificada, assim como a embalagem
a vacuo e refrigeracdo (McMILLIN, 2008). Estes métodos, se utilizam de tecnologias para
inibir a multiplicacdo microbiana, se combinando ao controle de temperaturas (REDONDO-
SOLANO et al., 2020).

A legislagdo brasileira ndo estabelece a validade dos produtos carneos, ficando a
critério de cada estabelecimento produtor defini-la, direcionadas por estudos que embasem e
garantam a estabilidade fisico-quimicas, microbiolégica e sensoriais do produto
(FURLANETTO, 2020). Muitos desses optam por usar embalagens a vacuo para 0s produtos
de desossa, como Unico fator de promogdo do aumento da vida atil do produto (AUGUSTO;
JORGE; MENDONCA, 2011).

O objetivo do trabalho foi acompanhar a microbiota indicadora e patogénica durante a
shelf life de Longissimus dorsi bovino embalado a vacuo, através de analises microbioldgicas
e caracterizacao biomolecular, e identificacdo do predominio da microbiota sob refrigeracéo e

vacuo parcial da embalagem primaria.

Material e Métodos
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Foram coletadas cinco amostras, de um quilograma cada, do corte carneo bovino
contrafilé (Longissimus dorsi) embalados a vacuo. O corte foi selecionado pela demanda da
industria para fundamentar um procedimento sanitario operacional por microbiologia
preditiva. As amostras foram coletadas em um abatedouro frigorifico de bovinos com registro
no Servico de Inspecdo Federal (SIF), no municipio de Araguaina, regido norte do estado do
Tocantins, Brasil. Cada uma das amostras foi fracionada em quatro pegas por colaborador do
estabelecimento, obedecendo o fluxo normal das operacdes realizadas no abatedouro. Cada
uma dessas quatro pecas foi utilizada para compor uma parte de cada um dos pools, sendo
totalizado quatro pools com cinco fragGes, uma de cada peca de carne. Os pools foram
realizados no estabelecimento e embalados em embalagens a vacuo usuais do mesmo.

Ao recepcionar as amostras no laboratorio, foi separada a amostra a ser realizada no
mesmo dia do fracionamento, e as demais foram acondicionadas sob refrigeracdo (em até
7°C) em cabine Biochemical Oxygen Demand (BOD), seguindo as especificacfes indicadas
na rotulagem do fabricante. Foram realizadas analises sucessivas, uma de cada pool, com
intervalo entre analises dos pools de 20 dias e até 60 dias como descrito a seguir: D-0, D-20,
D-40, D-60.

As amostras que compunham cada pool foram unidas em uma Unica bag pléstica
esteril e homogeneizada em Stomacher por 180 segundos (ALNAJRANI et al., 2018). Foram
realizadas dilui¢fes decimais seriadas em solugéo salina (0,85%).

Para isolamento dos micro-organismos psicrotréficos e Staphylococcus spp. foi
realizada semeadura em superficie em placas de Plate Count Agar (PCA) e Agar Baird-
Parker (BP), respectivamente. As colOnias suspeitas de estafilococos foram submetidas a
prova de coagulase para pesquisa de estafilococos coagulase positiva, sendo realizada
conforme método 6888-1:1999/Amd 1:2003 modificado. Apos isoladas, foi realizado o teste
de catalase e nas col6nias positivas foi realizado o teste de coagulase (COSTA et al., 2011).

Para os psicrotréficos as diluicdes decimais seriadas foram inoculadas em superficie
em placas de &gar padrdo para contagem e posteriormente incubadas a + 7°C por 10 dias
(FRANK; YOUSEF, 2004).

A partir do D-40 foram diferenciadas Pseudomonas spp. dos outros psicrotréficos
para verificar a evolucdo desses micro-organismos que tem importancia para qualidade da
carne pelo seu potencial deteriorante conhecido.

As contagens de aerdbios mesofilos, enterobactérias, coliformes totais (30°C) e
Escherichia coli foram realizadas em Compact Dry® TC, ETB e EC, respectivamente,

conforme as orientacOes do fabricante (Nissui Farmaceutical, Tokyo, Japao)
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Os isolados de E. coli e psicrotréficos para diferenciacdo das Pseudomonas spp. foram
recuperados em caldo cérebro coracdo (BHI) e submetidos a extracdo de DNA conforme
Ribeiro Junior et al., (2016). Nos isolados de E. coli foram pesquisados em PCR os fatores de
viruléncia eaeA e CVD432, genes LT e ST, stxl e stx2 e ipaH (ARANDA; FAGUNDES-
NETO; SCALETSKY, 2004), apresentados na Tabela 1, para confirmacdo de E. coli
enteropatogénica (EPEC), produtora de toxina shiga (STEC), enteroagregativa (EAEC),
enteroinvasiva (EIEC), enterotoxigénica (ETEC) e para enterohemorragica (EHEC), a
caracterizacdo foi realizada pela positividade simultanea aos genes que codificam STEC e
EPEC, conforme Tabela 1. A pesquisa dos genes stx1, stx2, LT, ST e ipaH foi realizada em
ensaio multiplex com cinco pares de primers e 0 gene eaeA e do alvo CVD432 também foi em
ensaio multiplex, no entanto, com dois pares de primers na mesma concentracdo e volume
otimizado para 25 L.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada conforme a ISO 6579 (2005) e Listeria
spp. conforme o método 1ISO 11290 (2004), ambos modificados. Apds isoladas em placas, as
cepas caracteristicas foram recuperadas em BHI e submetidas a extracdo de DNA (RIBEIRO
JUNIOR et al., 2016) e submetidas a ensaio de PCR género e espécie-especifica, conforme
descrito na Tabela 1.

Para realizacdo de todas as PCR, os produtos de extracdo de DNA foram aplicados (=
50ng) em reagdes de PCR s com volume final de 25 puL e as condi¢des de elaboragdo dessas

reacOes foram as mesmas descritas por Ribeiro Junior et al., (2019).
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Tabela 1. Genes e condic6es de amplificacdo das reacdes de PCR.

Tamanho Condic6es de amplificacéo da PCR

Micro-organismo  Gene Primers (5° - 3°) (pb) Referéncia
Salmonella spp. invA  GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 94°C-1m Shanmugasamy,
35X (94°C-1m, 64°C-30s, 72°C-30s) Velayutham;
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC 72°C-7Tm Rajeswar (2011)
Listeria spp. iap ATGAATATGAAAAAAGCAAC 1450a  95°C-5m Chen: Knabel
40x (94°C-45s, 52°C-45s, 72°C-2m) (2007’)
TTATACGCGACCGAAGCCAAC 1600 72°C-10m
Escherichia coli eaeA CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 95°C-5m
CCAGACGATACGATCCAG . . .
CVD43 CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 471250(_975m-405, 56°C-1m, 72°C-2m)
2 CAATGTATAGAAATCCGCTGTT
stx1 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180
AGAACGCCCACTGAGATCATC
stx2 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255
TCGCCAGTTATCTGACATTCTG
95°C-5m Aranda;
T _GGCGACAGATTATACCGTGC %0 40 (95°C 455, 50°C-1m, 72°C- 1m)  Faguncis- Neto
72°C-Tm Scaletsky (2004).
ST ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 190
CACCCGGTACARGCAGGATT
ipaH GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGT 600
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC
0
Pseudomonas spp. r:e%SA GACGGGTGAGTAATGCCTA 618 ggxc(-914TC-1m s@oC-1m, 720c-1my  SPikeretal.
CACTGGTGTTCCTTCCTATA ’ ' (2004).

72°C-10m
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Resultados e Discussoes

Foi observado que as contagens de micro-organismos indicadores foram proporcionais
aos intervalos das analises, aumentando com o passar dos dias (Tabela 2).

O resultado apresentado pela pesquisa de micro-organismos aerobios mesofilos foi
observado fora do padrdo estipulado por legislacdo vigente a partir do D-40 (Figura 1). A
Instrucdo Normativa n° 161 de 2022 (BRASIL, 2022a) determina o padrdo para esse grupo de
micro-organismos indicadores para carne bovina crua de até 1,0x10° UFC/g, sendo 0s
resultados apresentados neste trabalho de 1,2x10%8 UFC/g e 7,0x10® UFC/g nos dias 40 e 60,
respectivamente.

Para a Resolucédo da Diretoria Colegiada n® 724 de 2022 (BRASIL, 2022b), a partir da
terceira andlise (D-40) a amostra ja foi considerada insatisfatoria. Visto que esta define que
qguando o resultado observado em qualquer unidade amostral for maior que “M”, a amostra
sera considerada insatisfatoria com qualidade inaceitavel, no plano de trés classes para
amostra indicativa.

De acordo com o proposto por Bomar (1985) a carne é considerada impropria para o
consumo quando apresenta contagens de aerobios mesofilos de 3,5x107 UFC/g. Baseada
nessas informacdes pode-se estimar que o muasculo Longissimus dorsi avaliado pelo presente
trabalho encontrava-se em condigdes insatisfatorias a partir de D-40.

Para os micro-organismos psicrotroficos a legislacdo brasileira ndo define padréo para
contagem, no entanto, a Comissdo Internacional de Especificacbes Microbioldgicas em
Alimentos (ICMSF, 1986) define contagens méaximas de 1,0x107 UFC/g.

Neste trabalho, os psicrotroficos foram aumentando de acordo com os intervalos das
analises, passando de 5x10' no D-0 para >10°, 1,4x107 e 4,2x10® no D-20, D-40 e D-60,
respectivamente, conforme apresentado na Tabela 2. Esse aumento nas bactérias
psicrotroficas também foi observado por Marquezini et al. (2016), sendo que aos 60 dias a
amostra avaliada também ultrapassou o parametro estipulado pela ICMSF. Esses autores
ainda relatam que isso acontece devido as condi¢fes de temperatura satisfatorias para o
desenvolvimento desses micro-organismos e limitacdo da multiplicagdo de mesofilos estritos.
De acordo Djordjeyic’ et al. (2018), as bactérias psicrotroficas sdo as principais responsaveis

pela deterioragédo da carne.
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Tabela 2. Pesquisa de micro-organismos indicadores durante cada etapa da shelf life do Longissimus dorsi coletado de um Abatedouro
Frigorifico de bovinos no norte do Tocantins no periodo de 25 de setembro a 06 de dezembro de 2021.

Repetica _ - : - liform _ . L. Staphylococcus
ope |<§ao Aerobios Mesofilos Psicrotroficos Coli 00 esa Escherichia coli Enterobactérias Py .
Shelf life 30°C coagulase negativa
D-0 1,8x10* 5x10t 2,0x10t 1,0x10t 2,3x102? 4,0x10?
D-20 3,8x10° >10° 1,7x10* 7,0x102 3,5x10* 1,6x108
D-40 1,2x10® 1,4x107 5,2x10¢° 2,5x103 1,9x10°¢ 3,1x10°

D-60 7,0x10® 4,2x10® 3,1x10° 3,0x10* 1,1x107 >10¢




38

Figura 1 — Evolucdo das contagens dos micro-organismos indicadores da Shelf life do Longissimus dorsi coletado de um Abatedouro Frigorifico
de bovinos no norte do Tocantins no periodo de 25 de setembro a 06 de dezembro de 2021.
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A multiplicacdo microbiana em condigdes de refrigeracdo estd relacionada com
caracteristicas metabdlicas dos psicrotroficos. Sabe-se que esses micro-organismos quando
submetidos a refrigeracdo passam a sintetizar enzimas de baixa energia de ativacédo,
acionando vias metabolicas secundarias a via sacarolitica, como a proteolitica e lipolitica,
catalisada por enzimas ativas sob baixas temperaturas (ANDREATTA, 2006). Como a
constituicdo do contrafilé e outras carnes bovinas é de 22% de proteina e 1 a 2% de gordura, é
esperado que problemas tecnoldgicos como protedlise sensoriais e rancificacdo sejam
observadas em cortes carneos refrigerados com alta contagem de psicrotréoficos
(FRANZETTI; SCARPELLINI, 2006).

Para a ICMSF, as contagens bacterianas em alimentos acima do limite estipulado por
ela estabelecem que o produto ja ndo oferece condic¢des higiénico sanitarias proprias, ou seja,
pode ter ocorrido contaminacdo do alimento durante seu processamento gque ja chegou ao
limiar de comprometer a sua qualidade e potencialmente sua seguranca microbioldgica.

Durante a fabricagdo dos alimentos, a contaminacdo pode se dar por vérias fontes,
sendo as principais delas a mao de colaborador, 0 ambiente, os utensilios e 0s equipamentos
mal higienizados (BOARATTI, 2004).

Um dos micro-organismos que podem indicar contaminagdo através de mao de
colaborador e falha no processo de producéo e preparo do produto é Staphylococcus spp.
(FERREIRA DE SA et al., 2016). Nos resultados obtidos por este trabalho, as contagens deste
micro-organismo variaram de 4,0x102 no dia 0 a 1,6x103% em D-20, 3,1x10° em D-40 e >10°
no D-60.

Apesar do género presente, todos os micro-organismos isolados foram identificados
como coagulase negativa, sendo estes associados a infecgOes hospitalares. Staphylococcus
Coagulase Positiva (ECP) sdo mais associados as DTA’s, sendo um dos principais destes S.
aureus, o qual é coagulase positivo, produtor de enterotoxinas (CINTRA, 2015). Miliotis e
Bier (2003) ressaltam que os ECP podem ter seu desenvolvimento limitado em carnes cruas
devido a competicdo com micro-organismos mesofilicos, podendo esta afirmativa justificar a
identificacdo somente dos estafilococos coagulase negativa.

Além de todos os micro-organismos indicadores pesquisados apresentarem crescente
aumento conforme a evolugdo da shelf life e a deteccdo de todos os micro-organismos
patogénicos pesquisados em todas as amostras a partir de D-20, na realizacdo das analises do
ultimo intervalo (D-60) notou-se altera¢des organolépticas como odor putrefativo da amostra.

Na deterioracdo da carne ocorre mudangas que variam de acordo com os tipos de

micro-organismos dominantes, condi¢es de armazenamento (como por exemplo temperatura
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e embalagem), composicdo e propriedades do produto carneo (pH, lipidios, atividade
enzimaética, etc) e tempo de armazenamento (SOPHQOS, 2014).

Segundo Cipriano et al. (2021), a ocorréncia de odor desagradavel € devido a
multiplicacdo microbiana, a qual gera acumulo de &cido lactico e a decomposicao de proteinas
constituintes da carne. Uma das grandes responsaveis por essa decomposi¢do de proteinas sao
Pseudomonas spp., sendo as principais bactérias proteoliticas (TEIDER JUNIOR et al., 2019).
O tempo de maturacdo também tem influéncia na intensidade do odor apresentado na carne
(MONSON; SANUDO; SIERRA, 2005).

No presente trabalho, estas foram detectadas nas analises de D-40 e D-60. De 100%
dos isolados de psicrotroficos, Pseudomonas spp. representaram 55% na andlise de D-40 e

48% na andlise de D-60, conforme apresentado em Tabela 3.

Tabela 3. Pesquisa de Pseudomonas spp. durante cada etapa da shelf life de Longissimus
dorsi de um Abatedouro Frigorifico de bovinos no norte do Tocantins no periodo de 25 de
setembro a 06 de dezembro de 2021.

Pseudomonas spp

Repetigéo Shelf life

n Positivos (%)
D-0 - -
D-20 - -
D-40 20 11 (55)
D-60 50 24 (48)

A deterioracdo causada pela producdo dessas enzimas proteoliticas dos micro-
organismos psicrotréficos pode representar problemas para as inddstrias como a ocorréncia de
sabores e odores desagradaveis, desencadeando diminuicdo da vida de prateleira com
diminuicdo do raio de distribuicéo e consequente perda dos produtos (TESSER, 2009).

Outro micro-organismo indicador de higiene dos processos de fabricacdo muito
utilizado sdo de enterobactérias, visto que esses micro-organismos sdo amplamente
distribuidos no ambiente e no trato digestivo de animais e podem ser inativadas atraves do uso
de sanitizantes (HERVERT et al., 2016).

No presente trabalho, as contagens de enterobactérias variaram entre 2,3x102 e 1,1x107
UFC/g. Os valores encontrados s@o considerados elevados e fora dos padrdes se comparados
com o padrdo apresentado em Instrugdo Normativa n° 60 de 2018 (BRASIL, 2019), que
definia limite para interpretacéo dos resultados de Enterobacteriaceae em carcacas de bovinos
em 1,0x102 UFC/g.
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A elevagdo dos valores encontrados pode ter se observado devido as amostras
analisadas
serem produtos com mais manipulacéo e etapas de processamento do que as carcacas bovinas.
Sendo essas submetidas, além de todo o processo de abate, também as etapas presentes no
setor de desossa. Como ressalta Sophos (2014), produtos carneos que séo triturados, moidos
ou em geral ndo intactos, contém maior contaminagdo do que produtos intactos ou carcagas,
devido a contaminacdo de utensilios e moedores, maior area de superficie e propagacéo da
contaminacdo. No entanto, mesmo que as amostras sdo produtos mais manipulados e foram
submetidas a mais processos do que as carcacas, ndo se pode afirmar que as mesmas estdo em
conformidade com os padrdes para as contagens desse micro-organismo.

Ainda, a presenca de enterobactérias indica que houve condi¢des favoraveis para a
presenca e multiplicacgdo de micro-organismos patogénicos, principalmente 0s
enteropatdgenos, e torna-se questionavel a sanitizacdo do ambiente (FERREIRA, 2019).

Mais restritamente as enterobactérias, outros grupos de micro-organismos utilizados
para se determinar as condi¢BGes higiénico-sanitarias na producdo de alimentos sdo 0s
coliformes totais e termotolerantes (HERVERT et al., 2016). A pesquisa de E. coli nos
alimentos fornece, com maior seguranca, informagdes sobre as condi¢des higiénicas do
produto e melhor indicacdo de eventual presenca de enteropatdgenos, uma vez que esse
micro-organismo € um indicador de contaminacdo fecal, pois é encontrado no contetdo
intestinal dos homens e animais de sangue quente (MENDONCA; SILVA, 2012).

Para a Instrucdo Normativa n° 161 de 2022 (BRASIL, 2022a) o limite para E. coli é de
1,0x102 UFC/g de carne bovina. Assim, a analise para isolamento de E. coli nesta pesquisa se
apresentou dentro dos padrdes somente em D-0, e ocorrendo redugdo em D-60, se comparado
a D-40 (Figura 1).

A diminuicdo nas contagens de E. coli pode ter sido observada devido a multiplicacdo
dos demais micro-organismos, principalmente os psicrotréficos, que podem competir por
fontes de oxigénio ou hidrogénio, nutrientes, producdo de substancias (bacteriocinas,
compostos volateis), compostos volateis que podem restringir o desenvolvimento de outros,
gerando uma interagdo competitiva entre os micro-organismos (TSIGARIDA; NYCHAS,
2006), ndo sendo descartada também a possibilidade da amostragem para andlise
microbioldgica ndo ter compreendido completamente a contaminacédo do produto.

Os isolados sugestivos de E. coli durante as analises estdo demonstrados na Tabela 4.
De acordo o apresentado, foi possivel identificar os fatores de viruléncia do gene eaeA, ST,

stx2 e ipaH, caracteristicos de EPEC, ETEC, STEC e EIEC, respectivamente. Os genes
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codificadores de fatores de viruléncia CVD432, LT, stxl e eaeA + stxl ou 2, de EAEC,
ETEC, STEC e EHEC, respectivamente, ndo foram identificados durante as analises.
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Tabela 4. Pesquisa de patdgenos alimentares durante cada etapa da shelf life de Longissimus dorsi de um Abatedouro Frigorifico de bovinos no
norte do Tocantins no periodo de 25 de setembro a 06 de dezembro de 2021.

Escherichia coli

Listeria

Repeticdo ~ Salmonella spp EPEC STEC STEC EIEC ETEC ETEC
Shelf life MONOCYIOGENES  roial  (eaed)  (stx1)  (stx2) T EC BAEC iy sm wm
n Positivos (%) n  Positivos (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
D-0 37 0 (0) 30 2 (6,7) 1 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
D-20 40 2 (5) 30 6 (20) 7 1(14,3) 0(0%) 2(28,6) 0(0%) O0(0%) 1(14,3) 2(28,6) 0 (0%)
D-40 40 1(2,5) 20 1(5) 25 1(4) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0(0%) 0 (0%)
D-60 35 2 (5,7) 35 3(8,6) 3 0(0%) 0(0%) 1(333) 0(0%) 0(0%) 1(333) 0(0%) 0(0%)
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Apesar de E. coli ser considerada um indicador de qualidade higiénico sanitéria, a
mesma também é considerada um micro-organismo patogénico quando apresenta fatores de
viruléncia que podem comprometer a seguranca. Sua presenca também é indicadora da
possivel presenca de outros enteropatdgenos, como Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. teve confirmacdo em D-20, D-40 e D-60, conforme
exposto na Tabela 4. Uma possibilidade de ndo ter sido isolada Salmonella na anélise do dia
0, pode ser devido a quantidade de micro-organismo ainda ser pequena na amostra, nao sendo
possivel seu isolamento e deteccdo. Conforme foi passando o periodo de shelf life, ela pode se
multiplicar nas amostras e detectadas nas analises posteriores. E sabido que as Salmonelas
conseguem se multiplicar a temperaturas entre 5 e 48°C (ASAE, 2023).

Para a pesquisa de Salmonella spp. a analise é considerada qualitativa, sendo o
resultado expresso em presenca ou auséncia, sendo tolerada somente o resultado de auséncia,
conforme definido na Instrugcdo Normativa n° 161/2022 (BRASIL, 2022a).

O segundo grupo de bactérias mais frequentemente relatadas como causadoras de
DTA’s sdo Salmonella spp. (CARRASCO; MORALES-RUEDA; GARCIA-GIMENO,
2012). De acordo Miya et al., (2014) e Sophos (2014) a contaminacdo por Salmonella em
carnes pode se dar durante as operacOes de abate, na preparacao e desossa. A segurancga pode
ser comprometida, porém somente se o produto for consumido cru ou mal cozido ou
incorretamente manipulado na preparacdo sendo um meio de transmissdo resultante de
contaminacgéo cruzada (BUCHER; D’AOUST; HOLLEY, 2008).

A infeccdo por Salmonella causa diarreia aquosa, dor abdominal, febre, e tem seu
periodo de incubacdo de oito a setenta e duas horas (ASAE, 2023). Seu principal habitat é o
trato gastrintestinal de animais usados para producdo de alimentos e as carnes e aves sdo
consideradas suas principais fontes (SOPHOS, 2014).

Outro micro-organismo que também é considerado patogénico e seu resultado é
expresso por sua presenca ou auséncia € Listeria spp. Segundo a Autoridade de Seguranca
Alimentar e Econdmica — ASAE (2022), Listeria monocytogenes € a Unica espécie
considerada patogénica deste género e pode causar infecgdes leves com doenga gastrintestinal
ou sindromes graves e invasivas causando infec¢cGes meningeas, e em mulheres gravidas pode
causar parto prematuro ou aborto espontaneo.

As embalagens de atmosfera modificada trazem uma preocupagdo associada a
embalagem de carne, que é a multiplicacdo de micro-organismos patdgenos psicrotroficos,
como Listeria monocytogenes (BORGES, 2019). Segundo Hugas et al., (1998), apenas a

embalagem de atmosfera modificada ndo pode alcancar a inibicdo de L. monocytogenes tanto
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que em todas as analises realizadas pelo presente trabalho houve confirmacéo da presenga
deste micro-organismo, independentemente do periodo de anélise (dia 0 ao 60). Dessa forma,
é possivel que as pecas tenham sido contaminadas por esse patdgeno previamente a desossa.

De acordo os resultados observados, a partir da analise de D-40 é possivel identificar
um maior desenvolvimento dos micro-organismos indicadores, podendo ser justificado devido
o final da sua maturacdo, que ocorre em condigdes de refrigeracdo por aproximadamente 30
dias ap6s o abate do animal (MONSON; SANUDO; SIERRA, 2005), sendo neste trabalho
considerada uma maturacdo umida (wet-aged), que preserva a umidade da carne através da
sua embalagem, a qual pode favorecer a manutencdo de micro-organismos deteriorantes e
patogenos (RIBEIRO JUNIOR et al., 2021).

Concluséao

As analises que possuem padrdo para carnes bovinas determinado por legislagdes
vigentes (aerdbios mesdfilos e E. coli) tiveram seus limites ultrapassados, sendo E. coli desde
D-20. Além disso, foram detectados patdgenos que podem comprometer a seguranga para o
consumo. Dadas as contagens dos micro-organismos indicadores fora dos padrdes legais ja
nas primeiras analises e elevadas contagens de outros indicadores da qualidade, é esperada
baixa vida util do contra-filé analisado pelo presente estudo. Medidas de maior rigor no
controle sanitario da area de desossa como adequacdes dos monitoramentos, acdes
preventivas e corretivas de higiene operacional podem ser implementadas ou aprimoradas

para garantir aumento da vida Util para a carne embalada a vacuo.
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5. CAPITULO III

CONSIDERACOES FINAIS

As contagens de indicadores microbioldgicos mostraram-se superiores ao padrao apos
vinte dias de armazenamento a 7°C. Durante o periodo de vida de prateleira avaliado foram
identificados todos os patdgenos a salde humana que foram pesquisados e vérios fatores de
viruléncia especificos, demonstrando alto risco para o consumo se o produto for
incorretamente processado e contaminacdo ampla e diversa da carne por patdgenos
bacterianos.

A legislacéo brasileira ainda é deficiente com relacdo a definicdo dos padr@es e limites
aceitaveis ou nao para uma maior quantidade de indicadores da qualidade. Mesmo apds
atualizacBes seguidas em pouco periodo de tempo a qual incluiu mais géneros de micro-
organismos, outros foram excluidos da sua gama de pesquisas com determinacao dos limites,
continuando assim ainda deficiente devido a grande variabilidade de micro-organismos que
podem ser causadores de perda da qualidade e comprometer a seguranca. Sob o ponto de vista
da vida util, principalmente, os psicrotroficos devem ser considerados.

Mesmo com alguns padres ndo definidos, devido as elevados contagens de micro-
organismos identificados no produto, tanto indicadores de qualidade, conhecidamente
deteriorantes, quanto patogénicos, pode se indicar que o produto analisado esta susceptivel a
alteracBes nas suas caracteristicas sensoriais, como o odor, reafirmando o comprometimento
da sua qualidade, seguranca e vida Util.

A observacdo dos resultados apresentados também leva a questionamentos sobre a
correta aplicacdo das medidas de controle interno do estabelecimento, as quais devem garantir
a inocuidade e a seguranca dos produtos durante todas as etapas de producdo. Revisbes e
adequacdes dos monitoramentos, acdes preventivas e corretivas sdo necessarias para um
controle mais eficiente na garantia da qualidade dos produtos, podendo estas serem desde
melhora na execucdo dos procedimentos de higienizacdo industrial e operacional, com
verificacdo da efetividade dos produtos aplicados, monitoramento dos colaboradores para
verificagdo quanto a correta execugdo dos procedimentos sanitarios operacionais,
intensificacdo nas andlises dos produtos e de amostragens superficiais com swabs de

equipamentos, para verificacao da efetividade das acdes aplicadas.
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