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Resumo

VOLOSKI, Flavia Liége Schitz Voloski. Qualidade microbiolégica do
processamento de cortes de carne bubalina resfriados embalados a
vacuo. 39f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2014.

A bubalinocultura de corte tem conquistado cada vez mais espaco na
pecuaria brasileira. As praticas higiénico-sanitarias adotadas dentro dos
frigorificos, durante o processo de desossa, influenciam diretamente a
qualidade microbiolégica do produto final. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
qualidade microbiolégica do processamento de cortes de carne bubalina
embalados a vacuo e mantidos sob refrigeracdo durante a sua vida de
prateleira. Nas coletas realizadas no frigorifico-matadouro, foram amostradas
superficies dos quartos traseiros de carcacas de bufalos previamente a
desossa, superficies de processamento e médos de manipuladores da sala de
desossa, e cortes de carne embalados a vacuo, que foram mantidos sob
refrigeracdo durante dois meses. Em todas as amostras foram realizadas
pesquisas de Listeria spp. e enumeracao de Pseudomonas sp. e de coliformes
termotolerantes (CTT). Nos cortes carneos embalados a vacuo, também foi
realizada enumeracdo de Bactérias Acido Léacticas (BAL). Foram verificadas
contagens mais elevadas de Pseudomonas sp. nas amostras dos cortes no dia
do processamento (3,0 log UFC.g™) em comparacédo com os quartos traseiros
(2,0 log UFC.g™), superficies (2,9 log UFC.cm™) e maos de manipuladores (1,1
log UFC.m&o0™). O mesmo foi verificado para as contagens de CTT, cujas
médias foram -0,5 log UFC.cm™ nos quartos traseiros, -0,4 log UFC.cm™ nas
superficies, -0,06 log UFC.mao™” nas maos e 0,9 log NMP.g* nos cortes.
Avaliando a qualidade microbiolégica e o periodo de armazenamento dos
cortes, verificou-se comportamento similar entre Pseudomonas sp. e BAL,
apresentando contagens significativamente  superiores no dia do
processamento e apds uma semana de armazenamento, respectivamente,
mantendo-se constantes até a Ultima semana do prazo de validade. Foi
identificada L. innocua em uma amostra de quarto traseiro e nos cortes carneos
durante o armazenamento, onde também foi identificada L. welshimeri.
Concluiu-se que a limpeza e desinfecgéo durante o processamento de cortes
carneos, bem como as praticas higiénico-sanitarias dos manipuladores, devem
receber maior atencdo, de modo a manter os niveis de micro-organismos
deteriorantes 0s mais baixos possiveis e a auséncia de patégenos no produto
final.

Palavras-chave: sala de desossa; Listeria spp.; Pseudomonas sp.; bactérias
acido lacticas.



Abstract

VOLOSKI, Flavia Liége Schiitz Voloski. Microbiological quality of the
processing cuts of buffalo meat chilled vacuum packed. 39f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncias) — Programa de Pdés-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

The Beef Buffalo breeding has been gaining more space in the Brazilian
cattle industry. The hygienic and sanitary practices adopted within the
slaughterhouse during the deboning process directly influence the
microbiological quality of the final product. The objective of this study was to
evaluate the microbiological quality of the processing of buffalo meat retails
vacuum packed and kept refrigerated during its shelf life. Collections were
made in the slaughterhouses where the hindquarters of carcasses of buffaloes
prior to deboning, processing surfaces and hands of manipulators of the
deboning room, and vacuum packed meat retails, which were kept under
refrigeration for two months, were sampled. In all samples search for Listeria
spp., enumeration of Pseudomonas sp. and thermotolerant coliforms (TTC)
were performed. In vacuum packed meat retails the enumerations of lactic acid
bacteria (LAB) were also performed. Were verified higher counts of
Pseudomonas sp. in the meat retails on the day of processing (3,0 log CFU.g%)
compared with the hindquarters (2,0 log CFU.g}), surfaces (2,9 log CFU.cm™)
and the hands of manipulators (1,1 log CFU.hand™). The same was found for
counts of TTC, for which the means were -0,5 log CFU.cm? on the
hindquarters, -0,4 log CFU.cm™ on surfaces, -0,06 log CFU.hand™ in the hands
and 0,9 log NMP.g™ in retails. Evaluating the microbiological quality and shelf
life of the retails we observed a similar behavior of Pseudomonas sp. and LAB,
with significantly higher counts on the processing day and after one week of
storage, respectively, staying constant until the last week of the period of
validity. L. innocua was identified in a sample of hindquarters and meat retail
during storage, in which L. welshimeri was also identified. We concluded that
the cleaning and disinfection during the processing of meat retail as well as the
hygienic and sanitary practices for food handlers should receive greater
attention in order to maintain levels of spoilage micro-organisms as low as
possible and the absence of pathogens in final product.

Keywords: deboning room; Listeria spp.; Pseudomonas sp.; acid lactic
bacteria.



LISTA DE FIGURAS

Figural Médias das contagens nos cortes de carne bubalina durante o
prazo de validade. ...



LISTA DE TABELAS

Tabelal Médias das contagens de Pseudomonas sp. nas amostras
ANALISAUAS. ....eveeitiiieiee e 21
Tabela 2 Espécies de Listeria encontradas nos cortes carneos durante o

periodo de armazenamento (60 dias).........cccceeeviieeeiieeeeeereeiennnen, 27



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ...ttt ettt e e e ettane e e e e e e e 8

LISTADE TABELAS. ...ttt e a e

L INTRODUGAD. ..ottt 11

2 OBIETIVOS . ..o e e et e e e e e 15
N B O o=\ o e =T | SR 15
2.2. ObjetiVo @SPECITICO......uuuuriiii i 15

3 Artigo:_ Qualidqde microbio_légica do prqcessamento de cortes de carne 16

bubalina resfriados acondicionados @ VACUO..............ccoeuumvriviiiiiiiieeeeeeennn

% I [ g1 (o To [F 0% Lo T TP PP PPPPPPPPPP 16
3.2. MateriaisS € MEtOUOS. ........ccceiii ittt ee et e e e e e e e e e 18
3.2.1. Coleta das amOSIIAS......cccuuuriiiiiiiiiiiiiee et 18
3.2.1.1. Quartos traseiros de carcacas bubalinas...............c.ccccevviennn. 18
3.2.1.2. Superficies de processamento da sala de desossa....................... 18
3.2.1.3. Cortes de carne bubalina.............ccccooeiiiiiiii 19
3.2.2. Andlises microbiolOgiCas............cccooviiiiiiiiiiiccee e 19
3.2.2.1. Pesquisa de LiSteria SPP. «weeeeeeeeeeieeeiiaaiiiieiiiiiiiieeee et 19
3.2.2.2. Enumeracgdo de PSeudomonas SP. ....cooovivvicinnriiiiiiiieieeeee e e e 20
3.2.2.3. Enumeragéo de coliformes termotolerantes (CTT).......ccvvveveeeeeennnn. 20
3.2.2.4. Enumeracéo de Bactérias Acido LActicas (BAL).........ccccveeueunn.... 21
3.2.3. ANAliSe eStatiStiCaA..........ccoiiiiiiiiiieieieeee e 21
3.3. Resultados € dISCUSSAO0...........cccuuuuiiiiiiiiiiiiiie et 21
I S o o 157 T 1SRRI 28
3.5, RETEIENCIAS. ...t 29

4 CONCIUSAOD. ... e e e e e e e e e aae s 33

RO I BN CIAS. . e 34



1 INTRODUCAO

Apesar da forte cultura de consumo de carne bovina no Brasil, o rebanho
nacional de bubalinos tem crescido de maneira constante e significativa, e a
bubalinocultura de corte tem conquistado cada vez mais espago na pecuaria
brasileira (BRASIL, 2014).

De acordo com a ultima Pesquisa de Producdo Pecuaria Municipal, do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2011), a bubalinocultura
chegou a quase 1,3 milhdes de cabecas no pais em 2011, tendo atingido um
aumento de 7,8% em relacdo ao ano anterior, enquanto o rebanho de bovinos
atingiu 212,8 milhdes de cabecas, com um crescimento de 1,6%. Além disso, a
pesquisa aponta os maiores rebanhos de bubalinos nos Estados do Para
(485.033 cabecas), Amapa (235.459 cabecas), Maranhdo (82.650 cabecas),
Amazonas (81.851 cabecas) e Rio Grande do Sul (77.621 cabecas), e das
varias racas existentes no mundo, o Brasil possui quatro reconhecidas pela
Associacdo Brasileira de Criadores de Bufalos (Murrah, Mediterraneo,
Jafarabadi e Carabao) (ABCB, 2014).

A mudanca no estilo de vida da populacdo e, consequentemente, 0
crescente aumento das exigéncias dos consumidores quanto a qualidade da
carne, tornam a bubalinocultura de corte uma alternativa viavel e altamente
rentdvel para o setor rural brasileiro (JORGE; ANDRIGHETTO, 2005). Além
disso, € uma forma de diversificar as fontes de producdo de carne e oferecer
ao consumidor uma alternativa mais saudavel em matéria de carne vermelha,
ja que a carne de bufalo possui menores indices de colesterol, gorduras e valor
caldrico, aléem de uma composicdo mais rica em proteinas e minerais, quando
comparada a carne bovina (ABCB, 2001).

Para competir neste mercado, segundo Jorge e Andrighetto (2005), a
bubalinocultura de corte necessita melhorar ainda mais seus indices de

produtividade, criar identidade aos seus produtos e atender as exigéncias do
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consumidor, principalmente, com relacdo a seguranca dos alimentos e
qualidade final do produto.

A carne é um alimento de ampla diversidade nutritva em sua
composicdo e de atividade de agua relativamente elevada, o que a torna um
ambiente favoravel para o crescimento e propagacdo de diversos micro-
organismos deteriorantes e patogénicos (AYMERICH et al., 2008; NAIDOO;
LINDSAY, 2010).

Os tecidos dos animais sadios podem ser considerados livres de micro-
organismos, excetuando-se a superficie externa, cavidade naso-faringea,
sistema digestorio e urogenital (GILL; NEWTON, 1979). Apesar disso, muitos
agentes patogénicos pertencentes a microbiota natural dos animais de corte
podem contaminar as carcacgas durante o abate, processamento em ambiente
contaminado, ou através dos manipuladores, utensilios ou dgua (SAMULAK et
al., 2011).

Diversas operagOes realizadas durante o processamento da carne
dentro dos frigorificos-matadouros podem contribuir para a multiplicacédo
microbiana, comprometendo a sua qualidade (MARRA, 2009). Durante a
desossa, etapa na qual sdo obtidos os diversos cortes comerciais a partir das
meias carcagas, 0Ss quais geralmente sdo embalados a vacuo e
comercializados sob refrigeracdo, a carne é exposta a varias superficies
susceptiveis de contaminacdo, além de sofrer alta manipulacdo, podendo
tornar-se um veiculo de doencas de origem alimentar caso ndo sejam adotadas
praticas higiénico-sanitarias adequadas (NEL et al., 2004).

O acondicionamento de cortes carneos em embalagens a vacuo tem
proporcionado extensdo da vida util de carnes refrigeradas (SINGH; SINGH,
2005; BRIGHTWELL et al., 2009). Este tipo de embalagem, em combinacao
com a refrigeracdo, produz um ambiente onde se desenvolvem apenas micro-
organismos capazes de tolerar e crescer em baixas temperaturas e baixas
concentracbes de oxigénio, como alguns psicrotréficos, que incluem espécies
patogénicas e/ou capazes de causar deterioracdo precoce na carne (FARBER,
1991; GILL, 1996; JONES et al., 2008).

Segundo Eisel et al. (1997), Pseudomonas sp. e Listeria monocytogenes
sdo bactérias potencialmente deteriorantes e patogénicas, respectivamente,

bY

associadas a carne, cujos crescimentos podem ser favorecidos durante a
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prolongada vida de prateleira, sob temperaturas de refrigeracdo, de carnes
embaladas a vacuo (FARBER et al., 1990; GILL, 1996). Além disso, as
condicbes de armazenamento neste tipo de embalagem favorecem o
desenvolvimento de bactérias acido lacticas, que, apesar de produzirem
inumeros metabdlitos cuja acao inibitoria frente a alguns micro-organismos ja €
conhecida, também sdo responséaveis por reacbes que culminam com a
deterioragdo de cortes cérneos nessas condicbes de embalagem e
armazenamento (BORCH et al., 1996; MARTINIS et al., 2001; DJENANE et al.,
2005; BRIGHTWELL et al., 2009).

As bactérias do género Pseudomonas sao consideradas as mais
comumente envolvidas na deterioragdo da carne (LAMBERT; SMITH; DODDS,
1991; JOS; VELD, 1996; GIL, 2000; OUSSALAH et al., 2006). As espécies
deste género sao bastonetes Gram negativos, estritamente aerdbias,
psicrotroficas, catalase e oxidase positivas, e a maioria € movel, através de um
ou varios flagelos (DOUDOROFF; PALLERONI, 1974). Segundo Franzetti e
Scarpellini (2007), este género bacteriano caracteriza-se pela sua elevada
versatilidade metabdlica, em funcdo da presenca de um complexo sistema
enzimatico e necessidades nutricionais simples. As reacfes decorrentes do seu
metabolismo culminam com a descoloracao, producédo de gas e de limosidade
sobre as carnes, bem como a producdo de lipases e proteases, originando
sabor de ranco e amargor (OUSSALAH et al., 2006).

O género Listeria compreende 10 espécies: Listeria monocytogenes,
Listeria ivanovii, Listeria seeligeri, Listeria innocua, Listeria welshimeri, Listeria
grayi, Listeria marthii, Listeria rocourtiae, Listeria fleischmannii e Listeria
weihenstephanensis (ZHANG et al.,, 2007; HALTER; NEUHAUS; SCHERER,
2013). Destas, apenas L. monocytogenes é capaz de causar doenca em
humanos (MCLAUCHLIN, 1997).

L. monocytogenes é um bacilo Gram positivo, ndo esporulado, anaerébio
facultativo, possui flagelos peritriquios e apresenta ampla distribuicdo na
natureza (SKOVGAARD; NORRUNG, 1989). Além disso, este micro-organismo
€ capaz de persistir dentro das industrias de alimentos através da sua
capacidade de produzir biofilmes nas superficies de processamento, em
particular na presenca de Pseudomonas sp. (METTLER; CARPENTIER, 1988),

0 que garante a sua sobrevivéncia, podendo contaminar o produto final (CHAE
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et al., 2006). Diferentemente de outros agentes patogénicos, L. monocytogenes
apresenta caracteristicas psicrotroficas, tendendo a multiplicar-se em alimentos
refrigerados (FARBER; PETERKIN, 1991).

Borch e colaboradores (1996) afirmam que a vida-de-prateleira da carne
depende do numero e do tipo de micro-organismos presentes em sua
superficie e do seu subsequente crescimento. Assim, a quantificagcdo de micro-
organismos deteriorantes, como Pseudomonas sp., e a identificacdo de
patébgenos, como Listeria spp., durante o processamento de cortes carneos
fornecem informacgdes Uteis sobre a contaminacédo inicial da carne, podendo
auxiliar na avaliagdo do comportamento destes micro-organismos frente ao
acondicionamento a vacuo sob temperaturas de refrigeracdo, associados a
presenca natural de bactérias acido lacticas, nestas condi¢cdes de embalagem

€ armazenamento.



2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar a qualidade microbiolégica do processamento de carnes

embaladas a vacuo, mantidas sob refrigeracéo.

2.2. Objetivos especificos

- Avaliar a contaminacdo de quartos traseiros de carcacas bubalinas
previamente a desossa;

- Avaliar as condi¢fes higiénico-sanitarias de uma sala de desossa de um
frigorifico-matadouro, identificando fontes de contaminacdo da carne por micro-
organismos deteriorantes e patogénicos;

- Avaliar a influéncia do processo de desossa sobre a qualidade microbiolégica
de cortes carneos embalados a vacuo durante o prazo de validade.



3 ARTIGO
Qualidade microbiol6gica do processamento de cortes de carne bubalina

resfriados acondicionados a vacuo

3.1. Introducéao

No Brasil, mesmo havendo uma forte cultura do consumo de carne
bovina, o rebanho nacional de bubalinos tem crescido de maneira constante e
significativa, e a bubalinocultura de corte tem conquistado cada vez mais
espaco na pecuaria brasileira. A carne destes animais tem sido bastante
apreciada, por conter menores indices de gordura, colesterol e calorias, e
maiores teores de proteinas e minerais quando comparada a carne bovina
(ABCB, 2001; BRASIL, 2014).

A limpeza e desinfeccao de equipamentos, muitas vezes negligenciadas
ou efetuadas em condi¢bes inadequadas, bem como o conhecimento dos
manipuladores acerca de higiene pessoal e do ambiente de trabalho,
constituem fatores primordiais para o controle sanitario em indastrias de
alimentos (JAY, 1996).

Dentro dos frigorificos, a desossa € uma etapa de extrema importancia
no que diz respeito a qualidade microbiolégica final da carne. Nesta etapa, a
carne é removida dos 0ssos e sdo elaborados os cortes carneos, 0s quais,
posteriormente, em geral sdo embalados a vacuo para a comercializacao.
Durante este processo, ha grande exposicdo da carne ao ambiente de
processamento, como superficies de equipamentos e utensilios, e a
manipulacdo, através do contato com as maos dos manipuladores, podendo
ocorrer contaminagdo cruzada com micro-organismos deteriorantes e
patogénicos, tornando a carne um veiculo de doencas de origem alimentar
caso ndo sejam adotadas praticas higiénico-sanitarias adequadas (NEL et al.,
2004).
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Quando acondicionadas em embalagens com presenca de oxigénio, as
carnes tem a vida-de-prateleira limitada pelo crescimento e atividade
bioguimica de micro-organismos aerobios, como as bactérias pertencentes ao
género Pseudomonas, que sdo consideradas as principais responsaveis pelos
processos de deterioracdo em carnes refrigeradas (LAMBERT; SMITH;
DODDS, 1991; GIL, 2000; OUSSALAH et al., 2006). Além de psicrotroficas,
estas bactérias sdo responsaveis por reacdes que culminam com a
descoloracéo e producéo de gas e de limosidade sobre as carnes, bem como a
producdo de enzimas (lipases e proteases), que reagem com a gordura e
proteina presentes, originando sabor de ran¢co e amargor (OUSSALAH et al.,
2006).

O uso de embalagens a vacuo tem demonstrado ser eficaz para
prolongar a vida-de-prateleira de cortes carneos, mantendo as suas
caracteristicas desejaveis aos consumidores (SINGH; SINGH, 2005;
BRIGHTWELL et al., 2009). Segundo Borch et al. (1996) e Brightwell et al.
(2009), as condicdes de armazenamento nestes tipos de embalagens acabam
favorecendo o crescimento de bactérias acido lacticas (BAL), cujos metabdlitos
ja sdo reconhecidos pela atividade antimicrobiana frente a alguns micro-
organismos deteriorantes e patogénicos (DJENANE et al., 2005; JONES et al.,
2008; MATAMOROS et al., 2009). Porém, este grupo de bactérias pode causar
alteracdes indesejaveis nas carnes, resultando na degradacdo prematura e,
consequentemente, na reducdo na vida de prateleira do produto final (BORCH
et al., 1996).

Apesar dos beneficios ja citados, Farber e colaboradores (1990)
salientam que o uso de embalagens a vacuo pode favorecer o crescimento de
patdgenos psicrotréficos, como Listeria monocytogenes, durante a prolongada
vida-de-prateleira de cortes carneos em temperaturas de refrigeracdo. Além
disso, este micro-organismo € capaz de persistir dentro das industrias de
alimentos através da sua capacidade de producéo de biofilmes em superficies
do ambiente de processamento, garantindo a sua sobrevivéncia e consequente
contaminacao do produto final (CHAE et al., 2006).

Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a

qualidade microbiolégica do processamento de carne bubalina, mais
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especificamente de cortes acondicionados a vacuo e mantidos sob refrigeracéo

(5°C) durante a sua vida de prateleira.
3.2. Materiais e métodos

3.2.1. Coleta das amostras

Foram realizadas quatro coletas em um frigorifico-matadouro de bovinos
e bubalinos nos meses de janeiro, marco, junho e setembro de 2013.
Imediatamente apds a coleta, todas as amostras foram acondicionadas e

mantidas em caixas isotérmicas com gelo até a chegada ao laboratério.

3.2.1.1 Quartos traseiros de carcacas bubalinas

Previamente a etapa de desossa, foram amostradas superficies da
porcdo caudal de carcacgas de bufalos (quarto traseiro), nas quatro coletas (n =
6; n =9; n =10; n = 10), totalizando 35 carcagas (n = 35). Cinco pontos
(patinho, picanha, lombo, alcatra e flanco) de 25 cm?/cada foram amostrados
utilizando suabes previamente esterilizados, totalizando 125 cm? por carcaca,
sendo mantidos em 25 mL de solucdo salina 0,85% até o momento das
andlises (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2010). Por convencao, para
amostrar ambos os lados das carcacas, a coleta dos pontos foi realizada de

modo alternado.

3.2.1.2 Superficies de processamento na sala de desossa

Em cada uma das coletas, antes do inicio das atividades na sala de
desossa, foram amostradas sete superficies que entram em contato com 0s
cortes carneos (dois monoblocos de plastico, uma mesa de espera para cortes
e toalete, duas mesas de cortes e dois carrinhos de transporte) e maos de dois
manipuladores (n = 9). Cinco pontos aleatérios de 25 cm? de cada superficie
foram amostrados separadamente utilizando suabes previamente esterilizados,
totalizando 125 cm? por superficie, os quais foram mantidos em 25 mL de
solucdo salina 0,85% até o momento das analises. No caso das maos dos
manipuladores, a amostragem foi feita pela imersdo direta destas em sacos

estéreis contendo 90 mL de solugédo salina 0,85%, de maneira que toda a
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superficie da mao fosse lavada pela solucéo (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA,
2010).

3.2.1.3 Cortes de carne bubalina

Dois cortes de carne bubalina foram coletados no final da linha de
desossa, em cada coleta (n = 8), e fragmentados em nove pedacos de,
aproximadamente, 300 g cada, os quais foram embalados a vacuo e
armazenados sob refrigeracdo (5°C) durante o prazo de validade estipulado
para esse tipo de produto (dois meses), sendo analisados semanalmente, a

partir do dia do processamento.

3.2.2. Anélises microbioldgicas

Em todas as amostras foram realizadas as pesquisas de Listeria spp.,
enumeracdo de Pseudomonas sp. e de coliformes termotolerantes. Nos cortes
carneos embalados a vacuo, além destas, também foi realizada enumeracéo
de Bactérias Acido Lécticas (BAL).

3.2.2.1 Pesquisa de Listeria spp.

Para o isolamento deste micro-organismo, foi utilizada a metodologia
descrita por Farber e Daley (1995). Para os quartos traseiros, superficies de
processamento e maos de manipuladores da desossa, 0 enriquecimento
seletivo primario (ESP) foi feito a partir da transferéncia de 10 mL das amostras
para 90 mL de caldo de enriquecimento de Listeria (UVM, Acumedia), seguido
de incubacao a 30°C por 24 horas. No caso dos cortes carneos, o ESP foi feito
a partir da homogeneizacdo de 25 g da amostra em 225 mL de caldo UVM,
seguido de incubacédo nas mesmas condicbes de tempo e temperatura acima
descritos. Em seguida, transferiu-se 0,1 mL para 10 mL de caldo Fraser
(Acumedia) suplementado com citrato de amdnio e ferro Ill e incubou-se a 30°C
por 48 horas. Das amostras que apresentaram turvacdo e escurecimento no
caldo Fraser, uma aliquota foi transferida, pela técnica de esgotamento, para
placas contendo agar Palcam (Acumedia) e agar Oxford (Acumedia), e
incubadas por 48 horas a 30°C. Colonias tipicas foram selecionadas e
semeadas em &gar Tripticase de Soja (TSA, Acumedia) suplementado com

extrato de levedura (YE, Acumedia), e incubadas a 30°C por 24 horas. Para a
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confirmacgéo da presenca de Listeria sp., foram realizados os testes da catalase
e coloracdo de Gram. Para a diferenciacdo bioquimica das espécies, foram
realizados os seguintes testes: prova da motilidade em agar SIM (Merck),
verificacdo de hemolise em agar sangue (Columbia, Micro Med) e capacidade
de fermentacdo dos carboidratos ramnose (Vetec), xilose (Vetec) e manitol
(Vetec).

3.2.2.2 Enumeragéo de Pseudomonas sp.

Para a enumeracdo de Pseudomonas sp. nas amostras dos quartos
traseiros, superficies de processamento e maos de manipuladores da desossa,
foram realizadas diluicdes decimais seriadas até 10 em solucéo salina 0,85%.
No caso dos cortes carneos embalados a vacuo, 25 g foram homogeneizadas
em 225 mL de solucdo salina 0,85%, diluicdo 10™, a partir da qual foram
realizadas diluices decimais seriadas até 10 De cada uma das diluigbes,
aliquotas de 0,1 mL foram transferidas, em duplicata, para agar Cetrimida Base
(Acumedia) e incubadas a 25°C por 48 horas. Os resultados foram expressos
em unidades formadoras de colénias por area de amostragem (UFC/cm?) ou
por grama da amostra (UFC.g™") (NEL et al., 2004).

3.2.2.3 Enumeracao de coliformes termotolerantes (CTT)

Para a pesquisa de coliformes termotolerantes, foi utilizada a técnica do
Numero Mais Provavel, segundo o protocolo proposto pela FDA (2002). A partir
das diluicées 10° 10" e 107, aliquotas de 1 mL foram transferidas para uma
série de trés tubos com Durhan invertido contendo 9 mL de caldo Lauril Sulfato
de Sddio (LSS, Micro), e incubados a 37°C por 48 horas. Os tubos positivos,
com formacao de gas no Durhan, foram submetidos ao teste de confirmacao de
coliformes termotolerantes. Dos tubos positivos no LSS, foram transferidas
aliguotas para outros tubos contendo Durhan invertido e 9 mL de caldo
Escherichia coli (EC, Micromed), os quais foram incubados em banho-maria a
45°C por 48 horas. Os resultados foram expressos em Numero Mais Provavel
de coliformes termotolerantes por area amostrada (NMP.cm™) ou por grama de
amostra (NMP.g-).
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3.2.2.4 Enumeracao de Bactérias Acido Lacticas (BAL)

Para a enumeracdo de BAL nos cortes carneos embalados a vacuo, a
partir das mesmas diluicbes decimais seriadas, aliqguotas de 0,1 mL foram
transferidas para placas contendo agar De Man, Rogosa e Sharpe (MRS,
Acumedia) e incubadas em anaerobiose a 35 + 2°C por 96 horas. Os
resultados foram expressos em unidades formadoras de colbnias por grama da
amostra (UFC.g™) (JONES et al., 2008).

3.2.3. Anadlise estatistica

As contagens dos micro-organismos foram analisadas estatisticamente
através de andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Fisher ao nivel
de 5% de significancia.

3.3. Resultados e discussao

Os resultados das contagens de Pseudomonas sp. nas amostras

analisadas durante o experimento sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Médias das contagens de Pseudomonas sp. nas amostras

analisadas.
Pseudomonas sp.
Coleta Quartos traseirzos Superfl’cies2 M&os . cgrorgecl)ss*
(log UFC.cm™) (log UFC.cm™) (log UFC.méao™) (log UFC.g™)

1 3,4%¢ 3,42 1,32 3,7%

2 1,200 1,2° 1,32 3,9°

3 2,5Ped 5,3%¢ 1,0 1,0

4 1’2b,C,d 1’8b,d 1,03 3,43
Média 2,1 2,9 11 3,0

" No dia do processamento

” Letras iguais nas colunas representam valores que nao diferem significativamente entre si
elo Teste de Fisher (p<0,05).

" Letras diferentes nas colunas representam valores que diferem significativamente entre si

pelo Teste de Fisher (p<0,05).

Foi verificada diferenca significativa entre as coletas com relagdo as
contagens de Pseudomonas sp. nos quartos traseiros antes de serem enviados

a desossa, onde a primeira coleta apresentou as maiores contagens, sendo
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significativamente superiores as verificadas na segunda e quarta coletas, mas
nao diferindo das verificadas na terceira coleta (Tabela 1). Estes resultados
refletem uma falta de padronizagdo nos procedimentos de higiene operacional
realizados durante os cortes primarios das carcacas.

A elaboracéo dos cortes primarios das carcacas, previamente a etapa de
desossa, quando realizada de forma inadequada, pode favorecer a
disseminacdo e multiplicacdo de bactérias patogénicas e deteriorantes
relacionadas com a vida de prateleira do produto (GILL et al., 1999; YASHODA
et al; 2000).

Quanto as contagens de Pseudomonas sp. nas superficies de
processamento da sala de desossa (mesas, carrinhos e monoblocos) e méaos
de manipuladores, ndo foram verificadas diferencas significativas entre as
amostras. Porém, em relacdo as coletas, verificou-se que as contagens nas
superficies de processamento da terceira (apresentando média de 5,3 log
UFC.cm™) foram significativamente superiores as apresentadas na segunda e
quarta coletas, cujas médias foram, respectivamente, 1,2 log UFC.cm™ e 1,8
log UFC.cm™, nao diferindo da primeira (3,4 log UFC.cm™). As contagens nas
maos de manipuladores ndo diferiram significativamente, apresentando média
de 1,1 log UFC.m&o™ nas quatro coletas (Tabela 1).

Com relacdo as contagens de CTT, a média encontrada para as
amostras dos quartos traseiros foi -0,5 log UFC.cm™?, ndo sendo verificada
diferenca significativa entre as coletas.

Segundo Silva Jr. (1995), o padrdo microbiolégico para utensilios de
producdo de alimentos e maos de manipuladores indica que os mesmos devem
estar livres de coliformes termotolerantes. Neste estudo, para as contagens de
CTT, a média encontrada nas amostras de superficie foi -0,4 log UFC.cm™,
enquanto nas maos foi -0,06 log NMP.m&do™*, ndo havendo diferenca
significativa entre as coletas. Embora em contagens baixas, este resultado
evidencia contaminacao de origem fecal, e preocupa em funcéo da participagéo
da bactéria Escherichia coli neste grupo de micro-organismos, a qual & uma
importante causadora de doencas transmitidas por alimentos (TORTORA et al.,
2005).

As embalagens a vacuo sdo amplamente utilizadas para aumentar a

vida-de-prateleira dos produtos atravées da reducdo da concentracdo de
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oxigénio e consequente aumento nos niveis de didxido de carbono dentro da
embalagem (SINGH; SINGH, 2005; BRIGHTWELL et al., 2009).

Avaliando a qualidade microbioldgica dos cortes de carne bubalina
acondicionados a vacuo e mantidos sob refrigeracdo, com relacdo a
Pseudomonas sp., ndo verificou-se diferencas significativas entre as coletas no
dia do processamento (Tabela 1), porém, durante o prazo de validade, as
contagens deste micro-organismo foram significativamente inferiores no dia do
processamento dos cortes (3 log UFC.g™) quando comparadas as contagens
observadas nas demais semanas de armazenamento. Apds a primeira semana
de armazenamento refrigerado, as contagens mantiveram-se praticamente
constantes (Figura 1A). Estes resultados se assemelham com os relatados por
Mexis et al. (2012), nos quais a utilizacdo de atmosfera modificada para o
acondicionamento de carne de frango ndo proporcionou um crescimento
microbiano relevante, mas também nao eliminou a presenca de Pseudomonas
sp.

Nel e colaboradores (2004) afirmam que o acondicionamento de cortes
carneos em embalagens anaerdbias inibe parcialmente o crescimento de
Pseudomonas sp., pois verificaram contagens deste micro-organismo variando
entre 4 log UFC.g™* a 5,9 log UFC.g™ durante dois meses de armazenamento
sob refrigeracdo de cortes de carne bovina acondicionados a vacuo, néo
havendo diferenca significativa entre as semanas de armazenamento.

Ordoiiez e colaboradores (2005) afirmam que as carnes acondicionadas
a vacuo mantém uma determinada taxa de oxigénio residual dentro da
embalagem durante os primeiros dias de armazenamento refrigerado, mas que
esse gas € rapidamente esgotado pelas atividades metabdlicas do musculo e
de micro-organismos. Assim, embora estas embalagens contribuam para
retardar o crescimento de micro-organismos aeréobios, 0 oxigénio residual no
seu interior ainda os mantém viaveis, o que pode explicar o crescimento de
Pseudomonas sp. significativamente superior entre o dia do processamento e a
primeira semana de armazenamento, assim como a manutencdo das
contagens até o final do prazo de validade.

Além disso, muitos materiais a partir dos quais sédo elaboradas as

embalagens a vacuo sdo suficientemente permeaveis ao oxigénio, de modo
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gue a respiracdo e, consequentemente, 0 crescimento de micro-organismos
aerébios ndo sdo inibidos (NEWTON; RIGG, 1979).

O estudo realizado por Marshall e colaboradores (1992) afirma que
bactérias do género Pseudomonas podem crescer em condicfes anaerbbias
devido a incorreta vedacdo das embalagens ou até mesmo por vazamentos
gue resultam na penetragédo de O,, 0 que foi confirmado neste estudo.

Em relacdo as BAL, observou-se um comportamento similar a partir da
segunda semana de armazenamento. As contagens verificadas no dia do
processamento dos cortes carneos foram significativamente inferiores as
contagens apresentadas apds a primeira semana de armazenamento, e ambas
foram significativamente inferiores a todas as outras semanas até o final do
prazo de validade dos produtos (Figura 1B). Jones (2004) também notaram o
aumento das contagens de BAL durante dezesseis semanas de
armazenamento a -1,5°C de cortes de carne bovina embalados a vacuo, onde
as médias de contagem no dia do processamento e ao término do periodo de

armazenamento foram, respectivamente, 3,3 log UFC.g™ e 8,4 log UFC.g™.

A

Média Log UFC.g"
£

S0 S1 52 S3 54 S5 S6 s7 S8
Prazo de validade (semanas)
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Média Log UFC g

S0 S1 S2 S3 sS4 S5 S6 s7 S8
Prazo de validade (semanas)

Figura 1 — Médias das contagens nos cortes de carne bubalina durante o prazo

de validade. A: Pseudomonas sp. B: Bactérias Acido Léacticas.

Ja em relacdo as contagens de CTT nos cortes, ndo houve diferenca
significativa entre as coletas, assim como entre as semanas analisadas no
decorrer do prazo de validade, apresentado contagens médias de 0,9 log
NMP.g™* no momento do processamento e 1 log NMP.g™* ao final do prazo de
validade.

Segundo a Resolugcdo n°12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) (BRASIL, 2001), sdo aceitaveis contagens de CTT até 4 log NMP.g™
em carnes embaladas a vacuo, ndo maturadas. Neste trabalho, todas as
amostras apresentaram valores abaixo dos permitidos pela legislagéo.

E importante salientar que as contagens encontradas nos cortes de
carne bubalina no dia do processamento refletem a qualidade higiénico-
sanitaria da elaboracdo dos produtos. Os procedimentos pré- e operacionais,
quando realizados de forma inadequada, mesmo associados a baixa
temperatura ambiente exigida pela legislacdo (até 16°C) (BRASIL, 2000),
proporcionam a manutencdo e multiplicacdo de micro-organismos patogénicos
e deteriorantes no ambiente de processamento, exercendo influéncia direta
sobre a qualidade microbiolégica do produto final.

Os resultados mostram que as contagens médias dos cortes (3,0 log
UFC.g") estdo acima das encontradas para as amostras dos quartos traseiros

(2,0 log UFC.cm™) e das superficies (2,9 log UFC.cm™) para Pseudomonas sp.
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O mesmo foi verificado para as contagens de CTT, cujas médias foram -0,5 log
UFC.cm™ nas amostras dos quartos traseiros, -0,4 log UFC.cm™ nas amostras
de superficies e 0,9 log NMP.g™ nos cortes, indicando possivel contaminacéo
da matéria-prima durante o processamento, em funcdo do contato com as
superficies de manipulacéo.

Ainda neste estudo, notou-se que durante o armazenamento sob
refrigeracdo dos cortes, houve a perda do vacuo nas embalagens, com
acumulo de géas. Além disso, as carnes apresentavam-se com alteracdes
sensoriais, como coloracdo esverdeada e odor fétido, exsudativas e
inconsistentes, provavelmente em fungcdo da atividade proteolitica, conforme
descrito por Rossi Junior e colaboradores (2011). Estas alterag6es ocorreram
ao mesmo tempo em que as contagens de BAL mantiveram-se constantes,
apresentando média de 6,5 log UFC.g™, e significativamente superiores as
verificadas nas semanas anteriores de armazenamento, 0 que pode ser
justificado pelo metabolismo destas bactérias, que, segundo relatos de alguns
estudos, € responsavel pela producdo de sabores e odores estranhos, carnes
exsudativas e com coloracdo esverdeada, e limosidade na embalagem
(CAYRE; VIGNOLO; GARRO, 2003; ZHANG et al., 2009).

Além disso, algumas BAL heterofermentativas sdo capazes de produzir
gas no interior de embalagens a vacuo quando estocadas em temperaturas de
refrigeracdo (HANNA et al., 1979). Portanto, as populacdes encontradas nos
cortes podem ter contribuido para as alteracdes visualizadas nas embalagens.

Outros autores mencionam que a interacdo entre BAL e enterobactérias
intensifica o grau de deterioracdo do produto, o que também pode estar
associado as alteracbes notadas neste estudo, pois CTT, mesmo que em
baixas quantidades, estiveram presentes durante todo o periodo de
armazenamento sob refrigeracéo dos cortes (BORCH et al., 1996).

Entre as 35 amostras de quartos traseiros analisadas previamente a
desossa, isolou-se L. innocua em apenas uma delas (2,9%). Dimic et al. (2010)
analisaram Listeria spp. em 29 amostras de carnes resfriadas (frango, suina e
bovina) e verificaram a presenca deste género bacteriano em 82,7% das
amostras, sendo que L. welshimeri foi a espécie de maior incidéncia (31%),

seguida de L. monocytogenes (27,6%) e L. innocua (24,1%).
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Nas amostras de superficies e méos de manipuladores, este género
bacteriano n&o foi encontrado, diferindo do estudo apresentado por Barros e
colaboradores (2007), os quais verificaram a presenca de Listeria spp. em
amostras de equipamentos (76/148; 51,4%) e instalacbes (23/65; 35,4%) de
plantas processadoras de carne e de abatedouros.

Nas amostras de cortes carneos, L. monocytogenes também néo foi
encontrada, mas verificou-se a presenca de L. innocua e de L. welshimeri em
amostras durante o periodo de armazenamento, ndo sendo isoladas no dia do

processamento dos cortes (Tabela 2).

Tabela 2 — Espécies de Listeria encontradas nos cortes carneos durante o

periodo de armazenamento (60 dias).

Coleta Armazenamento (dias) Espécie de Listeria
1 21 L. welshimeri
2 28 L. innocua
2 35 L. innocua
3 35 L. innocua
3 49 L. innocua
3 56 L. welshimeri

Este resultado vai de encontro ao obtido por Nel et al. (2004), que
identificaram a presenca de L. monocytogenes em 52% (26/50) das amostras
de cortes de carne bovina embalados a vacuo e armazenados sob refrigeracéo.
Ja Franca (2008), ao analisar 30 amostras de cortes de carne bovina
embalados a vacuo, provenientes do fim da linha de desossa de frigorificos-
matadouros localizados em diferentes Estados do Brasil, detectou a presenca
de L. monocytogenes em 13,33% das amostras, enquanto 86,67% foram
negativas para esta espécie bacteriana.

Segudo McLauchlin (1997), a presenca de qualquer espécie de Listeria
em alimentos pode ser um indicador de falta de higiene e pode ser interpretada
como um indicativo de condicbes adequadas para a presenca do principal
patdgeno do género, L. monocytogenes (VITAS et al., 2004). Segundo Aguado
e colaboradores (2004), L. innocua € uma variante ndo patogénica de L.
monocytogenes, estando normalmente associada a ela. Por isso, um dos

principais objetivos dentro das industrias € inibir este género de micro-
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organismos e manter as condicdes que evitam a sua multiplicacdo em
alimentos sempre controladas.

Alguns autores afirmam que o metabolismo de bactérias do género
Pseudomonas, através da sua capacidade de hidrolisar proteinas, pode liberar
fatores estimulantes para o crescimento de espécies de Listeria (MARSHALL et
al.,, 1992; VERHEUL; ROMBOUTS; ABEE, 1998; BOREZEE; PELLEGRINI;
BERCHE, 2000), o que justifica o isolamento deste género bacteriano ao longo
do periodo de armazenamento, quando as contagens de Pseudomonas sp.
aumentam e, posteriormente, estabilizam. Lebert e colaboradores (2000),
avaliando as interacdes entre Pseudomonas spp. e Listeria em produtos
carneos, notaram que nenhum crescimento de Listeria foi observado até que
Pseudomonas atingisse a fase estacionaria de crescimento, o que corrobora 0s
resultados encontrados neste estudo.

Para reduzir a contaminacdo inicial da carne por micro-organismos
deteriorantes e patogénicos, praticas higiénico-sanitarias adequadas devem ser
adotadas no seu sistema de producéo, desde a correta limpeza e desinfeccdo
do ambiente de processamento até a higiene pessoal dos manipuladores, a fim
de retardar a deterioragdo e evitar riscos a saude dos consumidores,
assegurando a qualidade do produto final durante toda a sua vida (til.

3.4. Concluséo

Através deste estudo, pode-se observar contagens inferiores de micro-
organismos nos quartos traseiros previamente a desossa em comparagao as
contagens observadas nos cortes carneos no dia do processamento, assim
como aquelas encontradas nas superficies de processamento e maos de
manipuladores. Assim, ficou claro que a contaminacdo inicial durante o
processamento e intensa manipulacdo na etapa de desossa tem influéncia
direta sobre a qualidade microbiolégica dos cortes embalados a vacuo.

Os resultados encontrados podem ser atribuidos a falta de
procedimentos padronizados de higiene das instalacdes, equipamentos e
utensilios utilizados na sala de desossa, bem como a praticas de higiene

pessoal inadequadas por parte dos manipuladores.
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Sugere-se uma maior supervisdo das condi¢cdes higiénico-sanitarias
antes e apos o término das atividades na linha de processamento de cortes
carneos, e também a implementacao de rigidos programas de autocontrole, de
modo a prevenir a contaminacdo por micro-organismos deteriorantes e
patogénicos e garantir aos consumidores um produto final de qualidade durante

toda a sua vida util.
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4 CONCLUSAO

Embora as embalagens a vacuo sejam capazes de prolongar a vida-de-
prateleira de cortes carneos em comparagdo com as embalagens aerdébias, a
contaminacao inicial da carne durante o processamento e intensa manipulacao
na etapa de desossa exerce influéncia negativa sobre os beneficios deste tipo
de embalagem. Apesar da presenca de Pseudomonas sp. e bactérias acido
lacticas ndo representar risco a saude dos consumidores, as populacdes
destes micro-organismos devem ser controladas por meio da adocdo de
medidas higiénico-sanitarias adequadas, como a correta limpeza e desinfeccao
do ambiente de processamento dos cortes, além de praticas de higiene pessoal
por parte dos manipuladores, de modo a manter os niveis destes micro-
organismos 0s mais baixos possiveis e a auséncia de patégenos no produto

final, assegurando a sua qualidade durante todo o prazo de validade.
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