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RESUMO

A maturacdo a seco (dry-aged) da carne bovina atribui caracteristicas organolépticas
desejaveis ao consumidor e pode agregar valor aos cortes comerciais. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar a qualidade e seguranca microbioldgica de contrafilé in
natura e verificar a evolucao das contagens de aerobios mesofilos (AM) e psicrotroficos
(PSC) durante 30 dias de maturagdo a seco a 4°C. Pools de oito pegas de contrafilé
(Longissimus dorsi) foram avaliadas nos dias 0, 5, 13, 20 e 30 de maturacéo a seco. A
qualidade e seguranca microbiologica da carne in natura (dia 0) foi avaliada por métodos
microbiologicos e moleculares. Da carne in natura, coliformes totais e termotolerantes
foram <3 NMP/g, AM, PSC, bolores e leveduras e estafilococos coagulase positiva foram,
respectivamente, 1,52 x 10%, 103, 3 x 10* e 5 x 102 UFC/g, além de negativa para pesquisa
de Salmonella e Listeria spp., em conformidade com as legislacdes sanitarias da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Em relacdo as contagens de AM e PSC foi
observado tendéncias lineares e progressivas de aumento das contagens durante a
maturacio, até 3,45 x 108 para AM e 2,67 x 10° para PSC no trigésimo dia de maturag&o
a seco. A evolugéo da contagem mais expressiva de PSC em relagéo a AM possivelmente
estd relacionada a composicdo da microbiota mesofila da carne in natura ser mais
composta por mesoéfilos e psicrotroficos facultativos e restritos, respectivamente. A
possivel composicdo dessa microbiota inicial da carne a ser maturada, portanto, pode
interferir no atendimento dos padrdes de qualidade microbioldgica ao longo da maturagéo
a seco.

Palavras-chave: contagem bacteriana total, contrafilé, patdgenos microbianos,
refrigeragéo.

ABSTRACT

Dry maturing of beef gives desirable organoleptic characteristics to the consumer and can
add value to commercial cuts. The objective of the present work was to evaluate the
microbiological quality and safety of fresh beef tenderloin and to verify the evolution of
mesophilic aerobic (MA) and psychrotrophic (PSC) counts during 30 days of dry-aged
maturation at 4°C. Pools of eight pieces of tenderloin (Longissimus dorsi) were evaluated
ondays 0,5, 13, 20 and 30 of dry-aged maturation. The microbiological quality and safety
of fresh meat (day 0) was evaluated by microbiological and molecular methods. From
fresh meat, total and thermotolerant coliforms were <3 MPN/g, MA, PSC, molds and
yeasts and coagulase positive staphylococci were, respectively, 1.52 x 104, 103, 3 x 10*
and 5 x 102 CFU/qg, as well as negative for research of Salmonella and Listeria spp., in
accordance with the health legislation of the Brazilian National Health Surveillance
Agency (ANVISA). Regarding the counts of MA and PSC, linear and progressive trends
of increasing counts were observed during maturation, up to 3.45 x 108 for AM and 2.67
x 10° UFC/g for PSC on the thirtieth day of dry maturation. The evolution of the more
expressive PSC count in relation to MA is possibly related to the composition of the fresh
meat mesophilic microbiota to be more composed of facultative and restricted mesophiles
and psychrotrophic, respectively. The possible composition of this initial microbiota of
the meat to be matured, therefore, can interfere in meeting the Brazilian standards of
microbiological quality throughout dry-aged maturation.
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1 INTRODUCAO

A maturacdo a seco (dry-aged) de carnes esta se tornando cada vez mais popular
para agregar caracteristicas organolépticas desejaveis ao consumidor, além de agregar
valor comercial ao produto (Monsén et al., 2005; Poleti et al., 2016). O processo de
maturacdo € realizado mantendo-se a carne desossada ou ndo sob condi¢Bes de
refrigeracdo por até 30 dias ap6s o abate do animal (Monsén et al., 2005). Durante esse
periodo, ocorre a acdo de proteases enddgenas, como a catepsinas, proteassomas e
caspases, além do sistema calpaina, principal responsavel pela protedlise post mortem,
promovendo 0 amaciamento da carne (Krause et al., 2011).

Na maturacdo a seco, as pecas sdo submetidas a refrigeracdo sem embalagem em
camaras frigorificas controladas (Lautenschlaeger, 2012) ou com sem fluxo de ar que
pode influenciar na sua qualidade microbioldgica (Lee et al., 2019). E relacionada com
aumento e preservacao da sua qualidade (Ortigues-Marty et al., 2006), justificada pela
condicdo limitante da multiplicacdo de micro-organismos deteriorantes e favorecimento
da multiplicacdo de bactérias laticas, que produzem acidos, peroxidos e bacteriocinas,
que também inibem a multiplicacdo de micro-organismos deteriorantes e patogénicos
(Pidcock et al., 2002; Marty et al., 2012), aumentando a vida atil da carne (Damez e
Clerjon, 2008).

A maturacdo a vacuo (wet-aged) da carne, em embalagens de polietileno, é a mais
frequentemente utilizada (Mateus et al., 2018). No entanto, essa condicdo € relacionada
com a preservacdo da umidade superficial da peca, o que pode favorecer a manutengédo
de patdgenos e contaminantes da carne pré-embalada. O estudo de Lautenschlaeger
(2012) demonstrou que houve pouca influéncia da maturagdo a seco e Umida nas
propriedades fisico-quimicas de carnes, como pH, perda de peso pelo cozimento, maciez,
sabor e suculéncia. O autor relata maior influéncia das condi¢cdes do musculo antes da
maturacdo do que do tipo de maturagdo empregado.

Sabe-se que micro-organismos podem contaminar a carne desde a obtencdo da
carcaca durante o abate e processamento (Koutsoumanis e Sofos, 2004; Van Ba et al.,
2018; Mezali et al., 2019). Todas as etapas do processamento de carnes devem ser
realizadas de forma higiénica prevenindo a contaminacdo de origem ambiental, que pode
comprometer a sua qualidade, seguranca microbioldgica e, consequentemente, risco a
salde publica (Brasil, 2017).
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Determinados grupos de micro-organismos podem indicar a qualidade dos
alimentos e se o alimento oferece risco ao consumo (Franco e Landgraf, 2003). Contagem
de aerobios mesofilos ou contagem bacteriana total de um alimento indica toda a
contaminacdo mesofila do alimento até 0 momento da andlise (Jay, 2005).

Quando um alimento é submetido a refrigeracdo, parte da microbiota mesofila,
predominantemente sacarolitica, passa por alteracdes estruturais e metabodlicas que
permitem a sua multiplicacdo mesmo sob baixas temperaturas. Esses micro-organismos
sdo chamados de psicrotréficos, que sintetizam fosfolipidos e lipidios neutros contendo
proporcdes aumentadas de &cidos graxos insaturados, resultando em redugéo do seu ponto
de fusdo. Essa alteracdo permite a estes micro-organismos manter a fluidez da membrana
celular sob baixa temperatura e, portanto, a sua funcionalidade continua, transporte de
solutos e secrecdo de enzimas extracelulares, como proteases e lipases, que podem
comprometer a qualidade e vida util dos alimentos refrigerados (Beales, 2004; Jay, 2005;
Oliveira et al., 2015; Xin et al., 2017).

A contagem de psicrotroficos em alimentos €, portanto, indicadora da
contaminacdo total de alimentos mantidos sob refrigeracdo uma vez que a baixa
temperatura limita a multiplicacdo de mesofilos estritos (Santana et al., 2001; Jay, 2005).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade e seguranca microbioldgica
de contrafilé in natura e verificar a evolucdo das contagens de aerdbios mesofilos e

psicrotréficos durante 30 dias de maturacgdo a seco sob refrigeragéo.

2 MATERIAL E METODOS

Foram avaliadas oito pecas de contrafilé (Longissimus dorsi) obtidas de animais
diferentes abatidos em um frigorifico sob regime de inspecéo federal no municipio de
Araguaina, Tocantins. As carcacas dos bovinos foram mantidas em refrigeracéo a 7°C por
24 horas, retiradas as pecas de contrafilé em ambiente de desossa a 12°C no proprio
estabelecimento e encaminhadas sob refrigeracdo a unidade frigorifica do Programa de
Pds-Graduacgdo em Ciéncia Animal Tropical Universidade Federal do Norte do Tocantins
(UFNT), Escola de Medicina Veterinaria e Zootecnia (EMVZ), campus universitario de
Araguaina. A cémara frigorifica foi limpa e sanitizada antes da realizagcdo do
experimento.

As pecas foram mantidas em prateleiras de aco inox sem embalagem sob

refrigeracdo constante a 4 + 1°C na cdmara frigorifica pelo periodo de 30 dias (14 de
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novembro a 13 de dezembro de 2019) para maturacdo a seco, ou seja, sem embalagem a
VAcuo.

Uma aliquota superficial de cada peca foi retirada assepticamente imediatamente
na chegada das pecas a unidade frigorifica da UFNT. Durante o periodo de maturacéo,
outras aliquotas superficiais de todas as pecas foram retiradas, também de forma
asséptica, nos dias 5, 13, 20 e 30 de maturacdo a seco para contagem de aerdbios
mesofilos e psicrotréficos.

As aliquotas de todas pecas foram avaliadas em pool. As amostras das pecas de
carne foram encaminhadas sob refrigeracdo ao Laboratério de Microbiologia de
Alimentos (LabMA) da mesma instituicdo, onde foram imediatamente analisadas. De
cada pool foram retiradas assepticamente duas aliquotas de 25g de carne representativas
de todas as pecas. Uma dessas aliquotas de 25g foi homogeneizada em Stomacher com
225mL de agua peptonada tamponada (H20p) e outra com 225 mL de caldo Half-Fraser
por 180 segundos em saco plastico tipo Bag estéril. A aliquota diluida em H20p (10?) foi
diluida decimal e sequencialmente até a diluicdo 10° em solugdo salina (0,85%)
peptonada (0,001%).

Considerado o pool retirado imediatamente no momento de recebimento das pegas
na Universidade como dia O de maturacdo e como carne in natura, foram avaliados 0s
micro-organismos dos grupos dos coliformes totais (30°C) e termotolerantes (45°C) pelo
método do Numero Mais Provavel conforme o Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods da American Public Health Association (APHA,
2015a).

Da carne in natura também foram quantificados bolores e leveduras (BL) ap0s a
semeadura de 0,1mL em superficie de agar Dicloran Rosa Bengala Clortetraciclina
(DRBC) e incubacgédo por 5 dias a 25+1°C e estafilococos coagulase positiva (ECP)
realizada conforme a International Organization for Standardization (ISO) 6888-
1:1999/Amd 1:2003. A deteccdo da producdo de coagulase foi realizada conforme Costa
et al. (2011) utilizando-se plasma de equino.

A pesquisa de Salmonella spp. foi realizada conforme o método 1SO 6579 (2005)
e Listeria spp. foi realizada conforme o método 1SO 11290 (2004), ambos modificados.
A partir do isolamento de colonias sugestivas de Salmonella spp. em placas de agar de
Xilose Lisina Desoxicolato (XLD) e Salmonella-Shiguella (SS) e isolados sugestivos de
Listeria spp. em agar Oxford (Acumedia) e Listeria Seletive (Acumedia), ambos

suplementados conforme instrucGes dos fabricantes, os isolados foram recuperados em
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caldo cérebro coracao (BHI) e submetidos a extracdo de DNA (Ribeiro Janior et al., 2016)
para confirmacdo em PCR género e espécie-especifica conforme os primers e condi¢des
de amplificacdo apresentadas na Tabela 1. As reacdes de PCR foram realizadas com
volume final de 25 pL e as condicdes de elaboracdo dessas reacdes foram as mesmas
descritas por Ribeiro Junior et al. (2019).

No decorrer do periodo de maturacdo e da carne in natura, foi realizada a
contagem de aerobios mesoéfilos pela semeadura em duplicata de 1mL das diluicbes em
agar padrdo para contagem (PCA) em pour-plate e incubacdo por 48 horas a 35+1°C
(APHA, 2015b). Os psicrotroficos foram quantificados pela semeadura em superficie de
0,1mL das diluicdes também em PCA e incubacdo por 10 dias a 7+1°C em cabine BOD
(APHA, 2015c).

A anélise estatistica das contagens microbioldgicas foi realizada pelo Software
Statistica (StatSoft, OK, USA) v. 6.0 apds a conversdo dos resultados em log utilizando
o teste T de Student com o = 5%.
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Tabela 1 - Genes e condicfes de amplificacdo das reacdes de PCR.

Peso Condices de amplificagéo

Micro-organismo  Gene Primers (5’ - 3?) (pb) Referéncia

Salmonella spp. invA GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA 284 94°C-1m Shanmugasamy et
35x (94°C-1m, 64°C-30s, 72°C-30s) al. (2011)
72°C-7m

TCATCGCACCGTCAAAGGAACC
Listeria spp. iap ATGAATATGAAAAAAGCAAC 1450-  95°C-5m Chen e Khnabel
1600 40x (94°C-45s, 52°C-45s, 72°C-2m) (2007)

72°C-10m

TTATACGCGACCGAAGCCAAC

Listeria Imo0733 CGCAAGAAGAAATTGCCATC
monocytogenes

Liu et al. (2004)

TCCGCGTTAGAAAAATTCCA
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi observado que no pool das pecas de carne in natura as contagens de coliformes
totais e termotolerantes foram <3 NMP/g, ndo sendo observado nenhum tubo positivo
(turbidez com producdo de gés) na etapa de pré-enriquecimento seletivo (caldo lauril
sulfato de sodio) na menor diluicdo possivel de ser avaliada (10%).

As contagens de aerébios mesofilos, psicrotroficos, bolores e leveduras e ECP da
carne in natura foram, respectivamente, 1,52 x 104, 103, 3 x 10* e 5 x 102 UFC/g.

Foram recuperados 14 isolados sugestivos de Salmonella spp. e 26 sugestivos de
Listeria spp. nos meios de cultura seletivos. No entanto, nenhum isolado foi confirmado
nas PCRs género-especificas, controladas em paralelo com extraidos positivos das cepas
padrdo S. enteritidis ATCC 13076 e L. monocytogenes ATCC 19115. Portanto, a carne
in natura foi considerada negativa para 0s dois micro-organismos patogénicos
indicadores da seguranca microbioldgica pesquisados.

Esse resultado era esperado uma vez que as carnes frescas foram rapidamente
processadas em condicdes asséepticas e 0 género Salmonella spp. esta mais relacionado a
carne de aves e suinos (Althaus et al., 2017; Pesciaroli et al., 2017). L. monocytogenes é
um micro-organismos de importancia em saude publica por ser responsavel por casos de
aborto e meningite bacteriana (Radoshevich e Cossart, 2018), principalmente. Em
ambiente industrial de obtencdo de carnes, assim como de todos os produtos de origem
animal, tem especial importancia por ser um micro-organismo psicrotréfico formador de
biofilmes, aumenta o potencial dos alimentos refrigerados em serem veiculadores desse
patogeno e reduzindo a eficacia dos procedimentos de sanitizacdo industrial previstos nos
programas de autocontrole (Schafer et al., 2017; Rodriguez-L6pez et al., 2019).

A Instrucdo Normativa n°60 de 2019 (Brasil, 2019) da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que estara vigente a partir de 23 de dezembro de 2020,
fixa padrdes microbioldgicos para carnes in natura ou maturadas. S&o previstos requisitos
de contagem de E. coli maxima de 100 UFC/g (M) em até duas (c) amostras no plano
amostral (n) de cinco unidades do lote e limite inferior (m) de até 10 UFC/g nas outras
trés unidades do lote analisado; auséncia de Salmonella spp. em 25g em cinco unidades
amostrais; e, contagem de aerdbios mesofilos de até 108 UFC/g em até trés amostras do
plano amostral de cinco unidades, sendo permitido até 10° UFC/g nas outras duas
amostras que compdem o plano de amostragem de trés classes: qualidade aceitavel,

intermediaria e inaceitavel.
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Considerado os resultados do presente trabalho para carne in natura, € possivel
observar o atendimento a todos os padrdes microbiolégicos previstos pela
IN60/2019/ANVISA, ou seja, de qualidade aceitavel.

A legislacdo vigente no momento de realizagdo desse experimento era a
Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n°12 de 2001 (Brasil, 2001), que estabelecia o
unico padrdo para carne in natura a auséncia de Salmonella spp. em 25g no plano
amostral (n = 5) e para amostra indicativa do lote (n = 1). Considerando essa legislacéo,
a amostra indicativa de carne in natura do presente trabalho presentava-se como
conforme.

O acompanhamento das contagens de aerdbios mesofilos e psicrotroficos ao longo
do periodo de maturacdo de 30 dias esta representado na Tabela 2. Pode-se se observar
que as contagens de aerébios mesofilos foram superiores as contagens de psicrotroficos
na carne in natura. No entanto, com a manutencao das pecas em condi¢des de refrigeracao
(4°C) para o processo de maturagédo a seco, foi observada a alteracdo para a dominancia
da microbiota psicrotréfica em relacdo a mesofila a partir da primeira analise de
acompanhamento no quinto dia de maturacdo, certamente devido a refrigeracdo ser um
fator limitante da multiplicacdo de mesofilos estritos, conforme esperado em alimentos

refrigerados (Santana et al., 2001).

Tabela 2 - Contagem de aerdbios mesdfilos e psicrotréficos de carne bovina (Longissimus dorsi) ao longo
de 30 dias de maturagdo a seco (dry-aged).

Dias de maturacéo a 4°C Aerobios Mesdfilos” Psicrotroficos”
0 1,52 x 10 103
5 5,7 x 10* 8,05 x 10°
13 6,65 x 10° 3,27 x 108
20 3,25 x 107 8,9 x 108
30 3,45 x 10%8 2,67 x 10%8

* Valores seguidos de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste T de Student ao nivel
de 5%

Considerando o padrédo de qualidade determinado pela IN60/2019/ANVISA para
aerobios mesofilos, ja mencionados, foi possivel observar que as amostras do presente
trabalho apresentaram-se em desacordo com o padrdo de 10 UFC/g a partir do quinto dia
de maturagdo até o momento da reanalise no décimo terceiro dia. Isso pode estar
relacionado a contaminacdes ambientais, que nessa condicdo experimental houve

tentativa de ser minimizada na medida do possivel; ou, ainda, ao aumento das contagens
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e da tendéncia linear progressiva da microbiota psicrotrofica, conforme pode ser

observado na Figura 1.

Figura 1 - Progressdo das contagens de aerobios mesdéfilos e psicrotréficos em carne bovina (Longissimus
dorsi) ao longo de 30 dias de maturacéao a seco a 4°C.
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Sabe-se que a parte da composicdo da microbiota psicrotrofica é oriunda da
adaptacdo de micro-organismos mesofilos (Jay, 2005; Oliveira et al., 2015; Xin et al.,
2017). Pode ser possivel que parte dos micro-organismos mesoéfilos da carne in natura se
adaptaram a condicdo psicrotréfica e se multiplicaram também em temperatura de
refrigeracdo. Assim, no momento de realizacdo da analise microbiologica, foi possivel a
sua quantificagdo acima dos limites determinados pela legislacéo.

Também na figura 1, é possivel verificar possivel selecao de psicrotroficos estritos
ou linhagens de micro-organismos mais adaptados a condicgéo de refrigeracdo. O aumento
foi expressivo e significativo em relacdo aos meséfilos no mesmo periodo de maturacédo
e também em relagdo a quantificagdo de psicrotroficos da carne antes da maturacao.

Dessa forma, conhecer a composi¢do da microbiota mesdéfila da carne in natura a
ser maturada, determinar a origem da sua contaminacédo e possiveis formas de controle,
podem ser uma alternativa para promocao da qualidade microbioldgica e atendimento aos

padrdes higiénico-sanitarios da carne maturada a seco.
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Em um estudo preliminar realizado pela equipe do presente trabalho (Ribeiro
Junior et al., 2021) foi verificado que a maturacao a seco promoveu reducdo significativa
de coliformes totais, aerébios meséfilos, psicrotréficos e bolores e leveduras em relacédo
a maturacgdo a vacuo (wet-aged). Esse estudo ainda demonstrou que nas carnes mantidas
em dry-aged é possivel tornar inviavel a manutencao de E. coli diarreiogénicas e Listeria
monocytogenes apos 30 dias, tornando esse tipo de carne maturada de melhor qualidade
microbioldgica e com menor risco de causar infeccdo e/ou toxinfeccdo de origem
alimentar, ou seja, mais segura para consumo.

Outros estudos fazem-se necessarios para verificar a evolugdo das quantificacdes
de outros micro-organismos indicadores durante diferentes periodos de maturacao a seco
e a viabilidade dos patdgenos microbianos durante a maturacdo em diferentes condicdes
de temperatura, umidade e pH, principalmente. Esses trabalhos poderdo auxiliar empresas
processadoras a aplicar processos tecnolégicos de maturacdo a seco da carne mais

adequados a fornecer ao consumidor produtos de melhor qualidade e mais seguros.

4 CONCLUSOES

Foi observado que a carne in natura avaliada pelo presente trabalho apresentou
qualidade microbioldgica compativel com os requisitos legais brasileiros determinados e
auséncia de patdgenos microbianos de origem entérica e ambiental. A maturacdo a seco
realizada a 4°C promoveu aumento progressivo da contagem de psicrotroficos e, com
tendéncia inferior, também de aerdbios mesofilos, possivelmente relacionados a
composicdo da microbiota mesofila da carne in natura ser composta por mesofilos e
psicrotréficos facultativos e restritos, respectivamente. A possivel composi¢cdo dessa
microbiota inicial da carne a ser maturada, portanto, pode interferir no atendimento dos

padrdes de qualidade microbioldgica ao longo da maturacéo a seco.
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