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RESUMO

Objetivou-se reduzir a carga microbiana inicial de cortes primarios bovinos maturados e resfriados
com uso agentes antimicrobianos de fonte natural e a técnica de desinfeccdo de carcacas por aspersao
muito utilizada em abatedouros com intuito de retardar a deterioracdo e atender a seguranca
microbiologica, assim como verificar a eficiéncia dos agentes e comparar a resposta destes pelos
métodos de analise tradicional e rapido. Para tal, utilizou-se de 5 agentes antimicrobianos diferentes
e 5 pecas de Longissimus dorsi com 85 dias de validade perfazendo 5 tratamentos: Tratamento 1
(controle com &gua deionizada estéril), Tratamento 2 (vinagre tamponado), Tratamento 3 (lactatos e
diacetatos), Tratamento 4 (lactato de sodio, acetato de sodio e nisina) e Tratamento 5 (vinagre
tamponado e e-polilisina), utilizando-se de 2 repeticGes (A e B) aos quais analisou-se a eficiéncia
desses agentes antimicrobianos na reducao da carga microbioldgica dos corte bovinos, em duplicata,
o valor de pH e atividade antimicrobiana dos agentes por difusdo em disco, em triplicata, onde foram
selecionados 3 microrganismos, sendo uma bactéria Gram-positiva (Listeria monocytogenes) e duas
bactérias Gram-negativas (Escherichia coli e Salmonella typhimurium). O antibidtico estreptomicina
(4 mg. L) foi utilizado como controle positivo e 4gua deionizada estéril como controle negativo. Os
resultados microbioldgicos foram avaliados por estatistica descritiva e pH pela ANOVA e teste de
Tukey pelo Programa Estatistico R, considerando o nivel de significancia de 5%. O pH variou de
5,44 a 5,83 e foram encontradas auséncia de Salmonella sp. e E. coli em todas as amostras. O estudo
de eficiéncia mostrou uma reducdo em um log para contagem de bactérias totais e bactérias acido
laticas e em amostras positivas para Staphylococcus aureus (T1A e T4) houve uma reducao de 100%,
tendo T3 o melhor resultado e T1 o pior. Quando se comparou 0s tipos de métodos de detecgdo dos
microrganismos, tradicional e rapido, teve-se que o metodo rapido foi mais sensivel em 1 log em
detrimento do método de contagem em placas. A proporcio que todos os agentes antimicrobianos
testados somente o T4 obteve resultado positivo na analise de atividade antimicrobiana por difuséo
em disco, demonstrando quase a metade da eficiéncia em comparacdo a estreptomicina a 4%. Os
resultados obtidos mostraram uma acao antimicrobiana eficaz pelos agentes naturais, além de uma
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assisténcia superficial de descontaminacao para reduzir patdgenos (S. aureus), podendo contribuir
para a extensdo da vida Util da carne bovina, sendo comprovado via teste de halo de inibi¢do com
lactato de sddio, acetato de sodio e nisina.

Palavras-chave: Longissimus dorsi, pH, Salmonella sp, Atividade antimicrobiana por difusdo em
disco.

ABCTRACT

The objective was to reduce the initial microbial load of matured and chilled beef primal cuts using
antimicrobial agents from natural sources and the technique of disinfection of carcasses by sprinkling
widely used in slaughterhouses in order to delay deterioration and meet microbiological safety, as
well as to verify microbiological safety and the efficiency of the agents and compare their response
by traditional and rapid analysis methods. For this, we used 5 different antimicrobial agents and 5
pieces of Longissimus dorsi with 85 days of shelf life, making 5 treatments: Treatment 1 (control
with sterile deionized water), Treatment 2 (buffered vinegar), Treatment 3 (lactates and diacetates) ,
Treatment 4 (sodium lactate, sodium acetate and nisin) and Treatment 5 (buffered vinegar and e-
polylysine), using 2 repetitions (A and B) which analyzed the efficiency of these antimicrobial agents
in reducing microbiological load of beef primal cuts, in duplicate, the pH value and antimicrobial
activity of the agents by disc diffusion, in triplicate, where 3 microorganisms were selected, one
Gram-positive bacteria (Listeria monocytogenes) and two Gram-negative bacteria (Escherichia coli
and Salmonella typhimurium). The streptomycin antibiotic (4 mg. L-1) was used as a positive control
and sterile deionized water as a negative control. The microbiological results were evaluated by
descriptive statistics and pH by ANOVA and Tukey test by the Statistical Program R, considering
the significance level of 5%. The pH ranged from 5.44 to 5.83 and the absence of Salmonella sp. and
E. coli in all samples. The efficiency study showed a reduction in a log for counting total bacteria and
lactic acid bacteria and in positive samples for Staphylococcus aureus (T1A and T4) there was a
100% reduction, with T3 the best result and T1 the worst. When comparing the types of
microorganism detection methods, traditional and rapid, it was found that the rapid method was more
sensitive in 1 log to the detriment of the plate counting method. As all antimicrobial agents tested,
only T4 obtained a positive result in the analysis of antimicrobial activity by disk diffusion,
demonstrating almost half the efficiency compared to 4% streptomycin. The results obtained showed
an effective antimicrobial action by natural agents, in addition to a superficial decontamination
assistance to reduce pathogens (S. aureus), which may contribute to the extension of the shelf life of
beef, being proven via inhibition halo test with sodium lactate, sodium acetate and nisin.

Key words: Longissimus dorsi, pH, Salmonella sp, Antimicrobial activity by disk diffusion.

1 INTRODUCAO

A carne é um componente essencial para uma dieta saudavel e equilibrada, principalmente
como fonte de proteina de alta qualidade, aminoécidos e acidos graxos essenciais, minerais, além de
vitaminas do complexo B e ferro de alta disponibilidade, que ndo sdo prontamente disponiveis em
uma dieta vegetariana (FAO, 2014; BIESALKI, 2005).

A carne fresca, devido a sua composigdo rica em nutriente, é altamente perecivel, pois fornece
condicOes favoraveis para atividades quimicas, enzimaticas ou microbianas, que influenciam em sua
vida util do ponto de vista de qualidade e seguranca (DAVE & GHALY, 2011; CUTTER etal., 2012;
SHARIF et al., 2017).
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A vida util da carne bovina é extremamente curta, ao passo que em temperaturas 4 e 8°C e em
atmosferas com altos niveis de O, duram de 10 a 7 dias, respectivamente. J& em bandejas persistem
por cerca de 1 a 2 dias, tanto pela deterioracdo microbioldgica quanto pela descoloragdo, variando de
acordo com a temperatura de refrigeracéo e do tipo de corte (SIROCCHI et al., 2017; SORHEIM et
al., 1999; SARANTOPOULOS et al., 1998).

O principal determinante da deterioracdo de cortes carneos in natura € a acdo microbiana que
ocorre principalmente na superficie dos alimentos oriunda do processamento (GILL, 1979;
QUINTAVALLA & VICINI, 2002). E uma das formas tradicionais de controlar o crescimento
microbiano da carne, melhorar a seguranca e retardar a deterioracdo é a aplicacdo de banhos ou sprays
antimicrobianos na superficie (KERRY et al., 2006).

Para tal, varios métodos e tecnologias de preservacéo de alimentos foram desenvolvidos para
atender aos requisitos de seguranca microbioldgica, valores nutricionais e propriedades sensoriais
(PISOSCHI et al.,, 2018). Ao passo que, neste momento, 0 uso de agentes antioxidantes e
antimicrobianos em produtos carneos é um dos temas mais estudados devido a demanda por alimentos
“organicos” ou “naturais” (CARDOSO et al., 2016).

Os produtos naturais sdo utilizados para a preservacao das qualidades organolépticas,
prevencao da degradacdo rapida e armazenamento conveniente para uma maior vida Gtil de alimentos
(MOGOSANU et al., 2017). Contudo, o prazo de validade da carne bovina e extremamente curto,
mesmo apos o uso de tecnologias de embalagem e maturacdo em atmosfera modificada.

Objetivou-se reduzir a carga microbiana inicial de cortes primarios bovinos maturados e
resfriados com uso agentes antimicrobiano de fonte natural e a técnica de desinfec¢cdo de carcacas
por aspersdo muito utilizada em abatedouros com intuito de retardar a deterioracdo e atender a
seguranca microbioldgica, assim como verificar a eficiéncia dos agentes e comparar a resposta destes

pelos métodos de analise tradicional e rapido.

2 MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi conduzido nos laboratérios da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT), do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso — campus avancado
Lucas do Rio Verde (IFMT LRV) e da Perfect Foods Factory em Dubai — Emirados Arabes Unidos.
Para tal utilizou-se de 5 pegas de corte primario bovino (contrafilé - Longissimus dorsi) maturado de
diferentes animais embalados a vacuo com 85 dias de validade, adquiridos em matadouro-frigorifico
com Servico de Inspecdo Federal (SIF) do estado de Mato Grosso - Brasil, sendo estes conduzidos
para o laboratério e mantidos sob refrigeracdo 5 °C £ 2 até 0 momento do processamento das

amostras.
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Visando a ndo contaminacéo cruzada entre o produto e os utensilios utilizados, procedeu-se a
descontaminacao dos mesmos utilizando de banho de imersdo em Extran® a 10% por 24 horas.

Em seguida, em ambiente devidamente sanitizado e com controle de temperatura proprios
para manipulacdo de alimentos, as pecas de contrafilé foram desembaladas e separadas em 5
tratamentos sendo: Tratamento 1 (controle com &gua deionizada estéril), Tratamento 2 (vinagre
tamponado), Tratamento 3 (lactatos e diacetatos), Tratamento 4 (lactato de sddio, acetato de sodio e
nisina) e Tratamento 5 (vinagre tamponado e e-polilisina), onde todos os agentes antimicrobianos
naturais foram oriundos de doagéo de representantes de ingredientes comerciais e utilizados em
concentragdo conforme indicado pelos fabricantes, utilizando-se de 2 repeti¢Ges por tratamento (A e
B).

Antes de realizar a descontaminacéo superficial das pecas, realizou-se uma amostragem com
swab estéril em cada repeticdo conforme descrito por Taylor et al. (2015) e pela ISO 17604: 2015.
Ap0s procedeu-se com a descontaminagao através de aspersdo com uso de borrifador por toda a peca
e aguardou-se 5 minutos de gotejamento antes da retirada de nova amostragem com swab estéril,
assim como, a coleta de amostras para analise de pH.

O valor de pH foi determinado por potenciometria utilizando pHmetro digital de bancada -
método 981.12 (AOAC, 2012), previamente calibrado com solucbes tampdo de pH 4 e 7, em
triplicata. Ao passo que as analises microbiologicas foram divididas em 2 formas e realizadas em
duplicata: analise antes e apds a aspersdo de agentes naturais (contagem total (método AOAC 010404
com uso de Compact Dry®; e tradicional por plagueamento de superficie conforme proposto por
Silva et al. (2017)), Staphylococcus aureus (método AOAC 081001 com uso de Compact Dry®) e
bactérias do acido latico (método 1SO 15214 com uso de Compact Dry®)); analises apenas antes:
pH, Salmonella sp. (Método AOAC 2014.01 com uso de Petrifilm® da 3M®), E. coli (método AOAC
110402 com uso de Compact Dry®) e bolores e leveduras (método AOAC 997.02 com uso de
Petrifilm® da 3M®).

Logo apds, conduziu-se a andlise de atividade antimicrobiana dos agentes por difusdo em
disco onde foram selecionados 3 microrganismos, sendo uma bactéria Gram-positiva (Listeria
monocytogenes (ATCC 7644)) e duas bactérias Gram-negativas (Escherichia coli EHEC (FIOCRUZ
INCQS 0017, LOTE 021417, 28/08/14) e Salmonella typhimurium (ATCC 14028)). O antibiotico
estreptomicina (4 mg. L) foi utilizado como controle positivo e agua deionizada estéril como
controle negativo.

Neste sentido, os microrganismos foram cultivados previamente em meio Luria Bentani (LB)
(10 g.L™ de triptona, 5 g.L* de extrato de levedura e 5 g.L* de NaCl) durante 24 horas a 36 + 1°C,

sob agitacdo de 100 rpm segundo Lai et al. (2009). Em seguida, foram inoculados em placas de Petri
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(150 x 20 mm), com meio de cultura Agar Mieller-Hinton (Merck®) utilizando swab estéril num
volume de 200 pL (10 UFC.mL™1) as quais foram aplicados 10 pL de cada agente antimicrobiano
natural, assim como, do controle positivo e negativo em discos de papel filtro qualitativo Whatmann
n° 3, com 7 mm de didmetro (Silvestri et al., 2010). As placas foram incubadas a 4°C por 4 h, depois
retiradas e postas em repouso por 24h a 30°C. Os resultados foram analisados medindo-se o didmetro
do halo de inibicdo de crescimento das bactérias cuja indicacdo se da pela presenca de zonas claras
ao redor dos discos de papel, incluindo o diametro do disco de papel. Os resultados foram expressos
em milimetros pela média aritmética dos valores dos halos obtidos nas trés repeticdes.

Os resultados microbioldgicos e de atividade antimicrobiana por difusdo em disco foram
avaliados por estatistica descritiva e pH pela ANOVA e teste de Tukey pelo Programa Estatistico R,

considerando o nivel de significancia de 5%.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O pH variou de 5,33 a 5,79 (Tabela 1) e foram encontradas auséncia de Salmonella sp. e E.
coli em todas as amostras na anélise antes do tratamento da carne bovina maturada, auséncia de
bolores e leveduras apenas na amostra 1A, 4B e 5A e maximo de 2,8 .10° na amostra 3A atendendo
em 100% a legislacgdo brasileira (Tabela 2).

Tabela 1. Resultados da anélise de pH da carne bovina maturada antes da aspersdo com agentes antimicrobianos naturais.

Tratamento pH
T1A 5.36°+0.11
T1B 5.41° +0.18
T2A 5.61% +0.10
T2B 5.65+0.10
T3A 5.33°+£0.19
T3B 5.34°+0.11
T4A 5.45° +0.21
T4B 5.55P +0.18
T5A 5.712 £ 0.27
T5B 5.79% £ 0.36

*Médias seguidas pela mesma letra nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Gongalves et al. (2004) descreve que o valor ideal de pH para a carne bovina é de 5,5 visto
que tal condicdo confirma que as proteinas miofibrilares (actina e miosina) encontram-se rompidas
e, com isso, a carne demonstra maior maciez.

Contudo, tal condicdo provou-se ser dificilmente atendida, ndo somente neste estudo como

com outros autores como Bosco et al. (2016) e Andrade et al. (2010) que observaram,
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respectivamente, valores de pH em carne bovina maturada de 4,63 e 5,48, em seus trabalhos com
carnes bovinas maturadas e tenderizadas a venda na regido de Dracena/SP e na evolucdo das
caracteristicas de qualidade da carne no musculo Longissimus thoracis de bovinos Nelore e Red
Norte submetido a maturacéo (2 °C) por 21 dias.

Tabela 2. Resultados das analises microbioldgicas da carne bovina maturada antes da aspersao dos agentes microbianos.

Tratamento Salmonella sp. E. coli (UFC.g?}) Bolores e leveduras (UFC.g?)
T1A Auséncia <0 <0
TiB Auséncia <0 0,4 .10
T2A Auséncia <0 3,1.10
T2B Auséncia <0 0,1.10%
T3A Auséncia <0 2,8 .10°
T3B Auséncia <0 0,5 .10
T4A Auséncia <0 3,6 .10*
T4B Auséncia <0 <0
T5A Auséncia <0 <0
T5B Auséncia <0 0,9 .10*

A legislacdo brasileira pondera como analise microbioldgica em carnes maturadas embaladas
a vacuo os microrganismos: coliformes a 45 °C (n=5, c= 3, m= 5 .10%, M= 5 .10%), estafilococos
coagulase positiva (n=5, ¢c=2, m=5.10%, M= 3 .10%) e auséncia de Salmonella sp. em 25g de produto)
(BRASIL, 2001). Enquanto que no municipio de Sdo Paulo, em suas Normas Técnicas Especiais
Relativas a Alimentos e Bebidas, descreve que em demais conservas, exceto as carnes preparadas
embutidas, as carnes preparadas envasadas, os afiambrados e 0s presuntos, ndo sendo valido também
para as carnes cruas, tém-se que o maximo de bolores e leveduras admitido é de 5 .10 UFC.g*
(BRASIL, 1978).

Em estudos com carne bovina comercializadas no varejo como Becker & Kiel (2011) ao
avaliarem o corte patinho in natura de 5 supermercados com 3 analises em intervalo de 15 dias no
municipio de Cascavel (PR), os mesmos verificaram que 80% de suas amostras deram resultado
negativo para Salmonella sp., contudo relataram presenca de 7,16 .10* UFC.g! em uma amostra, ao
passo que obtiveram presenca de coliformes termotolerantes em 100% das suas amostras (media de
2,2 .10° NMP.g%l) e presenca de 100% de bolores e leveduras em pelo menos 1 coleta de cada
supermercado observando média de 5,7 .10 UFC.g™* e maior concentragio em 2,9 .10 UFC.g™.

A medida que estudos realizados no municipio de Jodo Pessoa por Lundgren et al. (2009) e

Oliveira et al. (2008), em feiras livres/ mercados publicos e supermercados, respectivamente,
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constataram auséncia de Salmonella sp. em todas as amostras; presenca de coliformes fecais e E. coli
com valores de 9,3 .10 a> 2,4 .10° NMP.g e 70% de positividade; e em bolores e leveduras de < 10
al1,0.10° UFC.gte<10a5,4.10* UFC.g,

O estudo de eficiéncia mostrou uma redugdo em um log para contagem de bactérias totais e
bactérias acido laticas e em amostras positivas para Staphylococcus aureus (T1A e T4) houve uma

reducdo de 100%, tendo T3 o melhor resultado e T1 o pior (Tabela 3).

Tabela 3. Resultados das analises microbioldgicas da carne bovina maturada antes e ap6s o uso de aspersdo de agentes
antimicrobianos naturais.

Contagem total de mesofilos Staphylococcus aureus Bactérias Acido Laticas
Tratamento aerdbios (UFC.g?) (UFC.g?) (UFC.gh
Antes Apds Antes Apbs Antes Apbs

T1A 8.1.107 5.6 .10° 1.1.10° <0 1.0.108 4.9 .107
TiB 1.1.10° 1.8.10° <0 <0 1.3.108 1.6 .10’
T2A 1.2.107 2.2.108 <0 <0 2.0.107 0.9.108
T2B 1.2.108 1.6 .10° <0 <0 5.2.107 1.0.106
T3A 1.2.10° <0 <0 <0 0.9.107 <0
T3B 2.3.107 1.7 .10° <0 <0 0.5.107 <0
T4A 2.3.107 1.5.10° <0 <0 1.4 .108 2.3.10°
T4B 1.0 .107 5.0.10° 3.5.107 <0 2.5.107 1.2.10°
T5A 3.6.107 2.6.10° <0 <0 2.1.10° <0
T5B 3.8.107 2.3.10° <0 <0 7.4 .10° <0

Outros pesquisadores também observaram carga microbiana total reduzida, assim como
bactérias mesofilas aerdbias e bactérias psicotroficas em paleta de ovelhas maturadas e maminhas
bovinas por imersdo em solucéo de &cido acético a 1% por 1 min (SILVA, 1995; VASCONCELOS
etal., 2002).

Quando se comparou os tipos de métodos de deteccdo dos microrganismos, tradicional e rapido
(Tabela 4), teve-se que 0 método rapido foi mais sensivel em 1 log em detrimento do método de
contagem em placas, contudo, ambos demonstraram resultados acima do previsto na legislagéo

vigente.
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Tabela 4. Estudo comparativo dos resultados microbioldgicos de Contagem total de mesdfilos aerébios antes e ap6s
aspersao de agentes antimicrobianos naturais em carne bovina maturada — método tradicional versus método rapido.

Contagem total de mesdfilos aerdbios (UFC g?)

Tratamento Método Rapido Método Tradicional
Antes Apos Antes Apos

T1A 8.1.107 5.6 .10° 4,2 108 3,6 107
T1B 1.1.107 1.8 .106 55108 5,6 107
T2A 1.2 .107 2.2.10° 4,0108 4,2 107
2B 1.2 .108 1.6 .107 3,4108 2,510
T3A 1.2 .106 <0 2,9 107 1,0 10°
T3B 2.3.107 1.7 .10° 1,7 108 1,3 107
T4A 2.3.107 1.5.108 3,0108 2,2 107
T4B 1.0 .107 5.0.10° 2,9108 2,310
T5A 3.6.107 2.6 .10° 4,2 108 2,8 107
T5B 3.8.107 2.3.108 2,7 108 3,0 107

Silva (2002), avaliando microbiologicamente diversos tipos de alimentos com a utilizacéo de
metodologia convencional e sistema Simplate, relatou em carne bovina valores de contagem total de
mesofilos aerdbios de 9,3 .10° e 8,7 .10® UFC.g™* em metodologia tradicional e 1,6 .10% e 3,2 .10°
NMP.g* via Simplate; e pelo teste de T-Student valores de 5,9475% e 3,4219".

Mesmo néo sendo correlato ao trabalho exposto, vale ressaltar que Watanabe et al. (2006) ao
analisar contagens de mesoéfilos aerdbios totais em agua de alta rotacdo de consultérios dentéarios do
municipio de Ribeirdo Preto/SP por diferentes métodos, tradicional em placa de Petri e método rapido
via Petrifilm da 3M, constatou valores maximos de 1,91 .10® UFM.ml? e 3,35 .10° UFC.ml*,
respectivamente, demonstrando a maior eficiéncia do método rapido em comparagéo ao tradicional.

A proporcio que na Tabela 5 tem-se que de todos os agentes antimicrobianos naturais
testados somente o T4 (lactato de sdédio, acetato de sddio e nisina) obteve resultado positivo na analise
de atividade antimicrobiana por difusdo em disco, demonstrando quase a metade da eficiéncia em

comparacgéo a estreptomicina a 4% (controle positivo).

Tabela 5. Resultado da analise de atividade antimicrobiana dos agentes por difusdo em disco (halo de inibicao).
Microrganismos

Agentes antimicrobianos Listeria Escherichia coli Salmonella
monocytogenes EHEC typhimurium
Agua deionizada estéril ndo reativo ndo reativo ndo reativo
Estreptomicina (4mg. L?) 1,60 mm 2,35 mm 1,20 mm
Vinagre tamponado ndo reativo ndo reativo ndo reativo
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Lactatos e diacetatos nao reativo nao reativo nao reativo
Lactato Qe_sodlo_, gcetato de 1,00 mm 0,60 mm 0,65 mm
sodio e nisina
Vinagre tamponado e e- x . x . x .
nao reativo nao reativo nao reativo

polilisina

Neste mesmo sentido, Oliveira (2006) através de avaliacdo da atividade antimicrobiana do
vinagre via aspersao em cortes de dianteiro bovino embalado a vacuo averiguou, por intermédio da
técnica de difusdo em poco em concentracGes de 2,1%, 4,2% e 6,3% de acidez, a presenca de halos
de inibicdo sobre todas as linhagens isoladas (em agar para contagem total de meséfilos aerdbios e
Pseudomonas). Relatando que os halos chegaram até 12,9 mm de didmetro, sendo que as linhagens
que apresentaram 0s menores halos de inibicdo na concentracdo 2,1% de acidez foram isoladas a
partir do meio Agar de contagem total (PCA) e do Agar Dextrose de batata (ABG).

No tempo em que Silva (2015), em estudo com metabdlitos especiais de fungos endofilicos
associados a Hyptis suaveolens (L.) Poit. (LAMIACEAE), exp06s que no teste de difusdo em disco,
todos os extratos avaliados (A. terreus, C. flabelliforme, M. indicus, N. pseudofischeri, T. biformis e
T. curticatenata) apresentaram resultados positivos na inibi¢cdo dos microrganismos testados (E. coli,

E. coli ESBL+, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus).

4 CONSIDERA(;()ES FINAIS

Os resultados obtidos mostraram uma agdo antimicrobiana eficaz pelos agentes naturais, além
de uma assisténcia superficial de descontaminacao para reduzir patégenos (S. aureus), contribuindo
para a extensdo da vida Util da carne bovina, sendo comprovado via teste de halo de inibicdo com a
mistura de lactato de sodio, acetato de sodio e nisina.
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