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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as condi¢ées microbiolégicas
de carne bovina resfriada in natura, submetida a amaciadores de bife,
comparando-a a das carnes sem esse processo de manipulacio,
comercializadas no municipio de Sinop-MT. Foi realizada a contagem de
aerdbios mesoéfilos totais, a enumeracdo de coliformes totais e
termotolerantes, uma pesquisa de Escherichia coli e a identificacio de
Salmonella spp. Na contagem de aerdbios mesofilos, observou-se nas
amostras submetidas ao amaciador uma variagdo de 1,8x10*> UFC/g a
9,1x10¢ UFC/g; e nas amostras sem esse processo de manipulagio, a
variagdo foi de 1,4x10? UFC/g a 7,3x104 UFC/g. Nao houve diferenca
estatistica significativa quanto a contagem de aerdbios mesofilos totais.
Coliformes totais foram encontrados em 100% das amostras. Seis (40%)
amostras submetidas ao amaciador e trés (20%) nido submetidas a esse
processamento apresentaram valores >3 NMP/g de coliformes
termotolerantes. A E. coli foi isolada em 26,66% das amostras submetidas
ao amaciador e 6,66% das ndo submetidas a esse processamento. Em
ambos os grupos niao foram identificadas estirpes de Salmonella. Torna-se
imprescindivel que sejam aplicadas ferramentas de boas praticas de
fabricagdo, higiene e manipulacdo em todos os setores de processamento de
carne, a fim de minimizar os riscos de transmissio de agentes etiol6gicos
causadores de doengas alimentares.

Palavras-chave: Amaciador de bife, Contaminacio, Escherichia coli,
Salmonella.

Introducao

A carne ¢é considerada uma excelente fonte de nutrientes,

compreendendo proteinas de alto valor bioldgico, vitaminas, acidos graxos
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essenciais e minerais (BURIN et al., 2016). Contudo esse alimento torna-se
um meio para o crescimento bacteriano quando processado, armazenado ou
manipulado em condi¢ées higiénico-sanitarias inadequadas.

Segundo a Organizagdo Mundial de Satude — OMS, 60% das doencgas
de origem alimentar se devem a técnicas inadequadas de manipulacido e
processamento de alimentos (ROSSI, 2006). Dessa forma, os consumidores
estdo cada vez mais exigentes no que se refere a qualidade da carne e a
condic¢ao sanitaria dos produtos comercializados (BRASIL, 2007).

A maciez da carne é um dos fatores de maior importancia na
comercializacao desse alimento. Assim, diferentes métodos sao utilizados a
fim de obter essa caracteristica no produto final (PEDREIRA, 2001),
destacando-se, nos estabelecimentos comerciais, o amaciador mecanico de
carne. De acordo com United States Departament of Agriculture — USDA, os
produtos de carne bovina amaciada mecanicamente, reconstituidas ou em
que foram injetadas solugbes para aumentar o flavor ou a maciez
compreendem o grupo das carnes classificadas como nao intactas. Esses
alimentos podem representar um risco para a saude coletiva, uma vez que,
devido ao processo a que esse alimento é submetido, os patégenos podem ser
transferidos da superficie da carne previamente contaminada por
contaminacao-cruzada para o interior do tecido (USDA, 2002).

Para a avaliacdo da qualidade microbiolégica dos alimentos sao
realizadas técnicas de identificacdo de microrganismos (JAY, 2005) que
fornecem informacoes sobre a qualidade sanitaria e as condi¢ées higiénico-
sanitarias as quais o alimento foi submetido (FRANCO & LANDGRAF,
2008).

Sendo assim, objetivou-se, no presente estudo, avaliar as condigées
microbiolégicas de carne bovina resfriada in natura submetida a
amaciadores de bife, comparando-as a de carnes sem esse processo de
manipulacdo, comercializadas no municipio de Sinop-MT, através da

contagem de aerdbios mesoéfilos, da enumeracgio de coliformes totais e
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termotolerantes, da pesquisa de Escherichia coli e da identificacdo de

Salmonella spp.

2. Material e métodos

Foram adquiridas, na condi¢do de consumidor, 30 amostras de carne
bovina resfriada in natura (Biceps femoris — coxdo duro) em 15
supermercados do municipio de Sinop — Mato Grosso. Em cada um dos 15
pontos comerciais foram adquiridos, simultaneamente, no minimo 400 g de
carne bovina in natura, sendo 200 g submetidos ao amaciador de carne
utilizado pelo estabelecimento comercial e 200 g sem esse processo de
manipulacdo, totalizando 30 amostras. As amostras foram mantidas nas
embalagens originais, armazenadas em caixa isotérmica e transportadas ao
Laboratério de Microbiologia Veterinaria do Campus Universitario de Sinop
para analises microbiolégicas compostas por: contagem de microrganismos
aerobios mesoéfilos; enumeragao de coliformes totais e termotolerantes e
identificacdo de Salmonella spp (BRASIL, 2003; BACTERIOLOGICAL
ANALYTICAL MANUAL, 2010).

2.1 Contagem de aerdobios mesofilos totais

Para a contagem de microrganismos aerdbios mesofilos totais foram
utilizados 25 gramas da amostra homogeneizadas em 225 mL de agua
peptonada 0,1%. Apds esse procedimento, 1,0 mL dessa solucdo foi
transferido para um tubo contendo 9,0 mL de agua peptonada 0,1%,
procedendo-se a diluicdo até 10-3. Foram semeados 0,1 mL de cada diluicao
em Agar Padrido para Contagem — PCA por plaqueamento em superficie.
Estas foram incubadas a 35°C/48 h, realizando-se a contagem nas placas

que apresentaram uma faixa entre 25 e 250 colonias.
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2.2. Enumeracao de coliformes totais, termotolerantes e

Escherichia coli

Para esse procedimento foram utilizadas as dilui¢cées descritas
anteriormente. De cada diluicao transferiu-se 1,0 mL para trés séries de trés
tubos contendo 10 mL Caldo Lauril Sulfato Triptose — LST, os quais foram
incubados em estufa bacteriologica a 35°C/24-48 h. Apds esse periodo, dos
tubos positivos (turvos e com producdo de gas no interior dos tubos de
Durham) transferiu-se uma alcada para tubos contendo Caldo Verde
Brilhante-VB e tubos contendo Caldo Escherichia coli-EC, incubando-os,
respectivamente, em estufa bacteriolégica a 35°C/48 h e em banho-maria a
44,5°C/24 h. A partir dos tubos VB e EC positivos foram realizados o Calculo
do Numero mais Provavel — NMP de coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente, por grama de amostra. A partir dos tubos positivos de
Caldo EC, procedeu-se a identificacao de E. coli através do cultivo em Agar
Eosyn Methylen Blue — EMB. De cada placa com crescimento caracteristico
de E. coli selecionaram-se duas colonias para realizacdo das provas
bioquimicas compostas por Agar Citrato de Simmons, Agar Sulfeto Indol
Motilidade -SIM e Caldo MR-VP — prova do vermelho de metila e Voges-

Proskauer.

2.3. Identificacao presuntiva de Salmonella spp

Para a pesquisa de Salmonella spp. foram utilizados 25 g da amostra
homogeneizados em 225 mL de agua peptonada tamponada, incubados em
estufa bacterioldgica a 35°C/18-20 h. Apés esse periodo, transferiu-se 0,1 mL
da solugao para tubo de ensaio contendo 10 ml de caldo Rappaport-
Vassiliadis e 1,0 mL para tubo de ensaio contendo 10 ml de caldo Selenito
Cistina, incubando-os, respectivamente, em estufa bacteriolégica a 41°C/24
h e a 35°C/24 h. Em seguida, as amostras foram semeadas em placas
contendo Agar Xilose Lisina Desoxicolato — XLD, Agar Salmonella-Shigella
— SS e Agar Entérico Hektoen, incubados a 35°C/24 h. Foram selecionadas
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cinco colonias sugestivas de Salmonella spp. para a realizacdo das provas
bioquimicas compostas por: Agar Triplice Sugar Iron -TSI; Agar Lisina
Ferro — LIA; Agar Sulfeto Indol Motilidade — SIM; Caldo MR-VP — prova do
vermelho de metila e Voges-Proskauer, Agar Citrato de Simmons, Agar

Ureia e Agar Fenilalanina.

2.4 Analise Estatistica
Os resultados obtidos na contagem de aerdbios mesoéfilos totais foram

submetidos a analise estatistica pelo Teste t ndo pareado ao nivel de 5% de

significancia, utilizando o Software Estatistico R (R CORE TEAM, 2014).

3. Resultados e discussao

Os resultados da avaliacdo microbioléogica para a contagem de
aerobios mesofilos totais, a enumeracdo de coliformes totais e
termotolerantes e a identificacdo de Escherichia coli estdo representados na

Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das andlises microbiolégicas obtidas de carnes bovinas in natura
submetidas ao amaciador de bife e sem esse processamento, provenientes de estabelecimentos
comerciais de Sinop, Mato Grosso.

Bactélfigs aeréb.ias Coliformes totais Coliformes o .
mesoéfilas totais termotolerantes Escherichia coli
Amostra (UFClg) (NMP/g) (NMP/g)

SA! CA? SA CA SA CA SA CA
1 9,7x102 1,0x103 43 38 <3 <3 ausente ausente
2 7,3x10% 9,1x10% 210 43 <3 3,6 ausente ausente
3 1,4x102 6,4x102 3,6 240 <3 <3 ausente ausente
4 2,1x103 9,2x102 3,6 15 <3 <3 ausente ausente
5 1,6x102 3,8x102 23 23 <3 <3 ausente ausente
6 3,2x102 4,2x102 38 240 <3 <3 ausente ausente
7 3,1x102 2,9x103 150 >1.100 9,2 6,2 presente  presente
8 1,7x102 1,8x102 15 240 <3 <3 ausente ausente
9 3,7x102 2,3x103 23 460 <3 15 ausente  presente
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10 3,9x103 4,6x103 9,2 1.100 <3 38 ausente  presente
11 1,0x108 5,2x103 23 >1.100 3,6 9,2 ausente ausente
12 1,4x102 1,9x103 >1.100 >1.100 3,6 11 ausente  presente
13 3,4x102 6,3x103 9,2 460 <3 <3 ausente ausente
14 2,56x102 6,7x102 93 3,6 <3 <3 ausente ausente
15 3,5x102 4,3x102 23 43 <3 <3 ausente ausente
Padrao* 1,0x10° NAO HA 1,0x10* AUSENTE

Legenda: SA! (Sem amaciador); CA% (Com amaciador).
* “Bactérias aerdbias mesoéfilas” (MORTON, 2001; SILVA et al., 2007, p. 536);
*Coliformes termotolerantes (BRASIL, 2001).

Na contagem de microrganismos aerdbios mesoéfilos, observou-se nas
amostras submetidas ao amaciador uma variacao de 1,8x102 UFC/g a
9,1x104 UFC/g; e nas amostras in natura sem esse processo de manipulacao
a variagao foi de 1,4x102 UFC/g a 7,3x10*¢ UFC/g. Os valores obtidos
assemelham-se aos descritos por Oliveira et al. (2008), que relataram, em
carne bovina, contagem média de 4,1x10* UFC/g. No entanto, Nogueira et
al. (2011), avaliando carne bovina in natura comercializada no estado da
Paraiba, obtiveram os valores de 0,27x105 a 16,2x105> UFC/g, semelhantes
aos obtidos por Barros e Violante (2014), que encontraram os valores médios
de bactérias aerdbias mesoéfilas de 7,28x10> UFC/g ao analisarem carne
bovina in natura comercializada em feiras livres em cidades localizadas no
reconcavo da Bahia.

A contagem de bactérias aerdbias ou facultativas mesoéfilas (35-37°C)
tem sido utilizada como indicador microbiolégico da qualidade sanitaria dos
alimentos (FRANCO & LANDGRAF, 2008). Esse grupo representa a
maioria dos microrganismos de interesse para a industria e todos os
microrganismos que constituem problemas para a seguranca de alimentos
(CIRQUEIRA & BARROS, 2014), informando-se a limpeza, a desinfecgio e o
controle de temperatura durante o processo industrial, com transporte e
armazenamento realizados corretamente (SILVA, 2002). Uma alta contagem
de aerdbios mesofilos totais na carne in natura reflete a qualidade

microbiolégica do produto comercializado, evidenciando microrganismos
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deteriorantes e/ou patogénicos (SILVA, 2002). Segundo o Cédigo Sanitario
de Sao Paulo, o valor maximo para contagem microbiana total em placa para
carne bovina é de 3,0x10% UFC/g (BRASIL, 1978), e de acordo com Franco e
Landgraf (2008), contagens superiores a 106 UFC/g podem ser obtidas de
produtos com alteracgoes detectaveis visualmente. No entanto na legislagao
brasileira (BRASIL, 2001) ndo constam limites de tolerancia para a
contagem de aerdbios mesofilos em placas para carnes in natura. Porém,
contagens acima de 1,0x10> UFC/g em carne moida fresca comprometem o
produto em relacdo a sua qualidade higiénico-sanitaria (MORTON, 2001;
SILVA et al., 2007).

Barros et al. (2007) identificaram um alto grau de contaminagao por
microrganismos aerobios mesofilos, superior a 104 UFC/cm?2, em diferentes
equipamentos utilizados em estabelecimentos que comercializam produtos
carneos. De acordo com os mesmos autores, amaciadores mecanicos de carne
sao dificeis de higienizar, podendo acumular grande quantidade de
materiais organicos e formar biofilmes que reduzem a eficacia dos processos
de sanitizacdo. Assim, a tenderizacdo poderia favorecer a incorporacio de
microrganismos a carne bovina in natura através do processo de
amaciamento mecanico.

No presente estudo, ndo houve diferencas estatisticas significativas
entre os grupos com amaciador e sem amaciador (p=0,7616), demonstrando
que, nas amostras analisadas, o amaciador mecanico nao aumentou de
contaminagdo por microrganismos aerdbios mesoéfilos totais. Nao obstante,
tanto as amostras submetidas ao amaciador quanto as amostras nio
submetidas a esse procedimento apresentaram contagens inferiores as
encontradas por outros pesquisadores, refletindo as boas praticas de higiene
dos equipamentos e da manipulacdo do alimento adotadas nos pontos de
venda onde as amostras foram adquiridas.

Para a avaliag¢ido da qualidade microbiolégica dos alimentos podem ser

realizadas técnicas de identificacdo de microrganismos indicadores. Esses
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agentes, quando em grande quantidade, podem levar a reducao de vida de
prateleira do produto ou ainda refletir a seguranca do alimento, nesse
altimo caso, devido a presenca de patogenos (JAY, 2005). Nesse contexto, a
pesquisa de coliformes totais, termotolerantes e de Escherichia coli fornecem
informacoes sobre as condi¢bes higiénico-sanitarias as quais o alimento foi
submetido.

Os coliformes sdo microrganismos representados por quatro géneros:
Citrobacter, Enterobacter, Escherichia e Klebsiella (JAY, 2005). A presenca
dessas bactérias ndo indica necessariamente uma contaminag¢do de origem
fecal, podendo estar relacionada a manipulacdo e armazenamento
inadequados e ao acondicionamento do alimento in natura em embalagens
contaminadas (FRANCO, 2012). Todavia, FEscherichia coli indica
contaminacao fecal, visto que esse microrganismo tem como habitat o trato
intestinal do homem e de animais homeotérmicos (FRANCO, 2012). A
presenca dessa bactéria nos alimentos pode representar um risco a saude do
consumidor, uma vez que algumas linhagens sao capazes de causar
gastroenterites em humanos (JAY, 2005; FRANCO, 2012).

Em relacdo aos resultados obtidos quanto ao NMP/g de coliformes
totais, em todas as amostras foi identificado esse grupo de microrganismos.
Contudo, em somente trés amostras submetidas ao amaciador (20%) e uma
nao submetida a esse processamento (6,6%) foram obtidos valores de NMP/g
>1.100. Entretanto convém destacar que duas dessas amostras
apresentaram NMP/g >1.100 somente apds o amaciamento mecanico.

Em relagdo aos resultados obtidos quanto aos coliformes
termotolerantes, seis amostras submetidas ao amaciador (40%) e trés
amostras nao submetidas a esse processamento (20%) apresentaram valores
>3 NMP/g. Vale ressaltar que, dessas amostras, trés apresentaram NMP/g
>3 apods o procedimento para aumentar a maciez da carne bovina.

Silva et al. (2014) encontraram 100% das amostras de carne bovina in

natura contaminadas com coliformes totais e, das 20 amostras, em apenas
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duas os valores MNP/g foram >1.100 (10%). Quanto aos coliformes
termotolerantes, os mesmos autores identificaram esses microrganismos em
100% das amostras.

A legislacao brasileira, por intermédio da Resolugao n° 12 de 2001,
nao estabelece padrées para coliformes totais em carnes in natura. Contudo,
em relacdo aos coliformes termotolerantes, ha padrao para produtos carneos
crus refrigerados ou congelados, sendo estabelecido o limite maximo de 104
NMP/g (BRASIL, 2001). Assim, uma vez que em nenhuma amostra foram
encontrados valores desses coliformes superiores a 38 NMP/g e 9,2 NMP/g,
respectivamente, de carne submetida ao amaciador e ndo submetida a esse
procedimento, podemos considerar que as carnes bovinas analisadas
estavam adequadas para o consumo.

Em relacdo a presenca de E. coli, houve maior isolamento dessa
bactéria em amostras submetidas ao amaciador (4/15) em comparacao
aquelas nao submetidas a esse processamento (1/15). Os valores obtidos
foram inferiores aos demonstrados por Oliveira et al. (2008) e Nogueira et
al. (2011), que evidenciaram, respectivamente, E. coli em 70% e 50% das
amostras analisadas. Contudo, Silva et al. (2014) identificaram essa
bactéria em 20% da carne in natura avaliada.

Em trés amostras submetidas ao amaciador mecanico em que foi isolada E.
coli, essa bactéria nao foi identificada na amostra correspondente a carne bovina in
natura nao tenderizada. Isto posto, supbe-se que essa bactéria tenha sido
introduzida na carne pelo amaciador mecanico, pelas méos dos manipuladores ou
pelas embalagens previamente contaminadas, indicando falha no processamento,
higienizacdo inadequada de equipamentos e/ou manipulacdo inadequada nesses
estabelecimentos comerciais.

E. coli e outros patégenos podem ser inseridos nos alimentos diretamente
pelas maos dos manipuladores, os quais sdo considerados agentes disseminadores
de microrganismos aos equipamentos, utensilios e alimentos (DHAROD et al.,
2009; CAMPOS et al., 2013; SILVA et al., 2014). Ademais, equipamentos e

utensilios mal higienizados também podem ser responsaveis pela contaminacao dos
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alimentos, visto que os residuos aderidos aos equipamentos e utensilios se
transformam em fontes de contaminacdo (REZENDE et al., 2012). A tenderizacéo,
a qual envolve cortes de tecidos musculares e fibras por agulhas ou laminas, pode
transferir E. coli através da superficie da carne contaminada para o interior do bife
ou pelas agulhas contaminadas para bifes nfo contaminados (contaminagio-
cruzada) (USDA, 2002; GLEN, 2012). Estudos realizados destacam que ha uma
maior contaminacio de E. coli em bifes ndo intactos quando comparados a bifes
Intactos, assim como observado no presente estudo. Além disso, a tenderizacio, ao
Inserir as bactérias no interior dos tecidos, poderia protegé-las da destruicédo pelo
aquecimento se os produtos fossem mal cozidos (USDA, 2002).

Diversos surtos alimentares nos Estados Unidos foram atribuiveis ao
consumo de carne amaciada mecanicamente e preparada em restaurantes
ou ambientes domésticos (FALKENSTEIN, 2009; CFA, 2013). Tais dados
destacam a importancia das boas praticas de manipulacdo e preparo dos
alimentos a fim de evitar disseminacio de agentes etiolégicos causadores de
infeccoes e/ou intoxicacoes alimentares.

No Brasil, a fim de reduzir os riscos de enfermidades ocasionadas por
agentes etioldgicos transmitidos por alimentos, em alguns estados foram
elaboradas legislagées proibindo o uso de amaciadores de bifes em
estabelecimentos comerciais (BRASIL, 1995; BRASIL, 2009).

Outrora, para garantir ao consumidor um alimento seguro, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2001) aprovou o Regulamento
Técnico sobre Padrées Microbiolégicos para Alimentos, por meio da
Resolu¢ado RDC n° 12, estabelecendo para a carne bovina resfriada ou
congelada in natura carcagas inteiras ou fracionadas, quartos ou cortes,
auséncia de Salmonella spp. em 25 g de amostra, ja que esse género é
causador de gastroenterite de origem alimentar (JAY, 2005).

Salmonella spp. nao foi presuntivamente detectada em nenhuma
amostra de carne avaliada, corroborando Oliveira et al., (2008) e Silva et al.,

(2014) os quais também ndo isolaram essa bactéria, estando em
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conformidade com os padroes estabelecidos pela RDC n° 12, sendo proéprias

para o consumo humano.

4. Conclusao

Carnes submetidas a amaciadores de bifes apresentaram as mesmas
contagens de aerdbios meso6filos em relacdo aquelas sem esse processo de
manipulacdo. Em nenhum dos dois foram observadas variacoes expressivas
em relacdo aos valores obtidos na enumeracdo de coliformes totais e
termotolerantes nem identificadas estipes sugestivas de Salmonella.
Amostras avaliadas submetidas ao amaciador mecanico apresentaram
maior contaminacido por Escherichia coli. Assim, torna-se imprescindivel
que sejam aplicadas constantemente ferramentas de boas praticas de
fabricacdo, higiene e manipulacdo em todos os setores de processamento de
carne, a fim de minimizar a transmissdo de agentes etiolégicos causadores

de doencas alimentares.

*%%

Microbiological analysis of cattle beef in natura subjected to
softeners

Abstract

This study aimed to evaluate the microbiological conditions chilled beef in
natura subjected to softening steak comparing it to meat without this
manipulation process, commercialized at Sinop-MT. Were realized aerobic
mesophilic count, enumeration of total thermotolerant coliforms, research
of Escherichia coli and identification of Salmonella spp. In aerobic
mesophilic count was observed in samples submitted at softener a
variation of 1.8x10? CFU /g to 9.1x104 CFU/g and the samples without that
handling process a variation was 1.4x10> CFU/g to 7.3x104 CFU/g. There
was no significant statistic difference as the totals aerobic mesophilic
count. Total coliforms were found in 100% of samples. Six (40%) samples
submitted at softener and three (20%) samples not subjected to that
processing had values >3 MPN/g of thermotolerant coliforms. The E. coli
was isolated in 26.66% of the samples submitted at softener and 6.66 % of
not subject to that processing. In both groups were not identified strains of
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Salmonella. It 1is indispensable that they are applied in good
manufacturing practice tools, hygiene and handling in all meat processing
sectors in order to minimize the risk of transmission of etiological agents of
foodborne illness.

Keywords: Meat tenderizer, Contamination, Escherichia coli, Salmonella.
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