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RESUMO

Atualmente, os desafios das industrias que fabricam produtos carneos vém se tornando cada
vez maiores quando se trata do controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos. A
composic¢do da carne por si s6 ja é um meio muito favoravel ao crescimento microbiano, uma
vez que possui nutrientes, elevada atividade de agua e pH proximo do ideal. Além disso,
diversos fatores no dia a dia do frigorifico, como o ambiente fechado, a manipulacéo e o
processamento podem ser fontes de contaminagéo, sendo higienizados e realizados de forma
correta. Diante da diversidade de microrganismos deteriorantes e patogénicos que podem
estar presentes nos alimentos, a indudstria de alimentos tem buscado analises mais detalhadas
da populacdo microbiana nos produtos, com vista a promover uma agdo mais eficiente nos
controles do processo. Uma dessas alternativas é a analise por sequenciamento de DNA.
Assim, o presente relato de caso teve como objetivo a identificacdo dos principais
microrganismos deterioradores de linguica calabresa, antes e apds o cozimento em um
frigorifico de suinos na cidade de Ponte Nova, Minas Gerais. Como resultado, foi observado
que os principais fungos encontrados na primeira fase antes da defumacdo foram
Cryptococcus, Candida e Trichosporon, além de bactérias do acido latico (BAL) e
Pseudomonas spp.. Ao passo que, nas etapas apds cozimento houve um predominio de BAL,
Pseudomonas spp., Enterobactérias e Bacillus spp. Foi observado ainda que a etapa de
cozimento tem sido eficiente para a eliminacdo da grande parte dos microrganismos, sendo
houve um predominio de Bacillus, provavelmente em forma de esporos. Dessa forma,
considerando que a populagdo microbiana, antes e apds o processamento térmico foi
semelhante, evidencia-se uma recontaminacdo ou cozimento inadequado.

Palavras-chave: Controle de Qualidade, Microbiologia, seguranca de alimentos,
sequenciamento de DNA,

ABSTRACT

Today, the challenges of industries that manufacture meat products are becoming increasingly
greater when it comes to controlling deteriorating and pathogenic microorganisms. The meat
composition alone is already a very favorable medium for microbial growth, since it has
nutrients, high water activity and pH close to ideal. In addition, several factors in the daily life
of the refrigerator, such as the closed environment, handling and processing can be sources of
contamination, if not sanitized and performed correctly. In view of the diversity of
deteriorating and pathogenic microorganisms that may be present in food, the food industry
has sought more detailed analyzes of the microbial population in products, with a view to
promoting more efficient action in the process controls.
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One of these alternatives is DNA sequencing analysis. Thus, the present case report aimed to
identify the main deteriorating microorganisms of pepperoni sausage, before and after
cooking in a pork refrigerator in the city of Ponte Nova, Minas Gerais. As a result, it was
observed that the main fungi found in the first stage before smoking were Cryptococcus,
Candida and Trichosporon, in addition to lactic acid bacteria (BAL) and Pseudomonas spp ..
Whereas, in the stages after cooking there was a predominance of BAL, Pseudomonas spp.,
Enterobacteria and Bacillus spp. It was also observed that the cooking step has been efficient
for the elimination of most microorganisms, with a predominance of Bacillus, probably in the
form of spores. Thus, considering that the microbial population, before and after thermal
processing was similar, showing a recontamination or a inadequate cooking.

Keywords: Quality Control, Microbiology, food safety, DNA sequencing;

1. INTRODUCAO

As carnes sdo alimentos com alto valor nutritivo, elevada atividade de dgua e com pH
favoravel ao desenvolvimento microbiano.

Por ser um produto nutritivo, ela pode ser deteriorada com rapidez devido a
multiplicacdo de microrganismos e até ser prejudicial a salde se contaminada com
patogenos(Forsythe, 2013).

Os microrganismos estdo intimamente associados a disponibilidade, abundéncia e a
qualidade do alimento para o consumo humano. Os alimentos, de forma geral, sdo facilmente
contaminados com microrganismos da natureza, durante a manipulacdo e o0 processamento.
Apls ter sido contaminado, o alimento serve como meio para 0 crescimento de
microrganismos e se esses microrganismos tiverem condicdes de crescer, podem alterar as
caracteristicas quimicas e fisicas do alimento, podendo levar a sua deterioracdo. Além disso,
0s microrganismos nos alimentos também podem ser responsdveis por intoxicacdes e
infeccOes transmitidas por alimentos (Pelczar, et al., 1997).

No ambiente de um frigorifico, inGmeros microrganismos podem estar presentes,
oriundos de vérias fontes de contaminacdo. Alguns desses microrganismos apresentam-se
como indicadores de contaminacdo de origem fecal, de provavel presenca de patdgenos ou de
deterioracdo potencial do alimento, além de indicar condi¢des sanitarias inadequadas durante
0 processamento, produgdo ou armazenamento Landgraf (2008).

Atualmente, com a aplicacio de métodos qualitativos e quantitativos mais
abrangentes, como o sequenciamento de DNA. Em situagOes reais de producdo, tem-se
percebido que os problemas ndo sdo derivados unicamente de um grupo especifico de
microrganismos a ser controlado para cada tipo de matriz, mas sim das associac¢des entre eles.
Isso pode gerar compostos e metabdlitos que favorecam o crescimento de outros grupos, além
da dindmica de crescimento dessas populagdes e suas sucessoes (Paranhos, 2019)

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a identificacdo, através do
analises de sequenciamento DNA de microrganismos, a causa raiz do processo de
deterioracdo de linguica calabresa produzida em um frigorifico de suinos da cidade de Ponte
Nova, Minas Gerais.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas Gerais da Carne
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O principal componente da carne € o musculo. Em geral, ele apresenta cerca de 75%
de agua, 21 a 22% de proteina, 1 a 2% de gordura, 1% de minerais € menos de 1% de
carboidratos (Roca, 2011). A carne é considerada um produto altamente proteico, sendo o
contetido total de nitrogénio do musculo de aproximadamente 95% de proteina e 5% de
pequenos peptideos, aminoacidos e outros compostos (Andrighetto et al., 2010 apud Varmam
& Stherland, 1998; Foegeding et al., 2000).

Por ser um alimento rico em nutrientes, pode ocorrer a multiplicacdo de
microrganismos quando ali presentes. Portanto, € importante saber que algumas
caracteristicas podem interferir na qualidade microbiolédgica da carne, como a atividade da
agua, pH, temperatura, as quais estdo descritas abaixo.

2.1.1. A importancia da qualidade da Carne

A producdo de carne tem um papel importante no cenario econémico do Brasil,
segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) em 2019 foram
produzidos 3,983 milhdes de toneladas de carne suina sendo destes exportados 750 mil
toneladas e 13,245 milhdes de toneladas de carne de aves, sendo destes exportados 4,214
milhdes de toneladas.

Segundo (FEIJO, 2011) a carne pode ser considerada como um alimento nobre para o
homem, pois serve para a producéo de energia, para a producédo de novos tecidos organicos e
para a regulacdo dos processos fisioldgicos, respectivamente, a partir das gorduras, proteinas e
vitaminas constituintes dos cortes carneos .

O grande mérito nutricional da carne é a quantidade e a qualidade dos aminoacidos
constituintes dos musculos, dos acidos graxos essenciais e das vitaminas do complexo B
presentes, tendo também importancia o teor de ferro (FEIJO, 2011).

E grande o desafio das indUstrias de carnes, em produzir um alimento seguro. Segundo
Forsythe, 2013, além de precisar produzir alimentos que sejam seguros ao serem consumidos,
a induastria de alimentos ainda deve produzi-los de forma que tenham a qualidade esperada
pelo consumidor.

2.1.2. Fatores que favorecem o crescimento de microrganismos na carne

Segundo Franco, Bernadette; Landgraf (2008) a carne é considerada um excelente
meio de cultura para os microrganismos, pois apresenta fatores intrinsecos e extrinsecos que
favorecem o crescimento microbiano. Sendo alguns destes: alta atividade de agua; pH
favoravel para a maioria dos microrganismos e elevado teor de nutrientes. Além disso, nao
possui constituintes antimicrobianos. Por isso € importante o controle de todos estes
elementos no processo de fabricacdo de produtos carneos:

2.1.2.1. Atividade de agua

De modo geral, a atividade de agua da carne (aw) fresca é de 0,99 ou mais, 0 que
contribui para o nivel favoravel ao surgimento de grande variedade de bactérias (Pardi et al.,
2001). A maioria dos microrganismos, incluindo as bactérias patogénicas, se desenvolve
rapidamente a niveis de aw entre 0,99 a 0,98 (Terra; de Freitas; Cichoski, 2007).

2.1.2.2. pH
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Um

outro fator que pode contribuir para o crescimento microbiano é o pH da carne, ainda

gue o crescimento de microrganismos seja possivel numa faixa ampla de pH. Apesar que, a

maior parte das bactérias tem seu ponto 6timo de crescimento proximo da neutralidade, ou

seja, pH= 7,0 (Bandeira, 2004). De acordo com Sarcinelli; Venturini; Silva (2007) um

musculo vivo possui o valor do pH de 7,2. Ocorrido o abate, o pH da carne diminui, devido a

producdo de &cido lactico pelo musculo. Assim, a carne passa apresentar pH final entre 5,7 e
5,9.

2.1.2.3. Temperatura

A temperatura € um importante fator que regula o crescimento bacteriano. Cada
microrganismo possui uma faixa de temperatura que pode potencializar o crescimento,
neutralizar, diminuir a niveis que ndo comprometem a saude e qualidade dos produtos, ou até
mesmo a eliminacéo total dos microrganismos presentes nos produtos. Apesar do crescimento
microbiano ser possivel em uma faixa de temperatura de - 8 até + 90° C, a maioria dos
patdgenos tem temperatura 6tima de 35° C (Hoffman Fernando Leite, 2001).

2.1.2.4. Composicao Atmosférica

A composigédo gasosa do ambiente que envolve um alimento pode determinar os tipos
de microrganismos que poderdo predominar nele. A presenca de oxigénio favorecera a
multiplicacdo de microrganismos aerdbios, enquanto a sua auséncia causara a predominancia
dos anaerobios, embora haja bastante variacdo na sensibilidade dos anaerdbios ao oxigénio
(Franco, Bernadette; Landgraf, 2008).

2.2. Deterioracao da carne

A deterioracdo dos alimentos é um processo complexo que pode ser resultado de uma
sucessao de reacdes enzimaticas originarias dos microrganismos deterioradores ou da propria
matriz alimentar como as enzimas liticas presentes nos tecidos (Landgraf, 1996). As carnes
podem apresentar varias alteragdes quando deterioradas, dentre elas:

2.2.1. Limosidade Superficial

A ocorréncia da limosidade superficial estd relacionada com a temperatura de
armazenamento e com a quantidade de agua disponivel no produto (Franco, Bernadette;
Landgraf, 2008).

2.2.2. Alteracéo de Cor

Os pigmentos na carne sdo constituidos, principalmente, por duas proteinas: a
hemoglobina, que é o pigmento do sangue, e a mioglobina, que é o pigmento dos musculos. A
porcdo heme do pigmento € importante na determinacdo da cor da carne. Os pigmentos da
carne podem reagir com diversos substratos resultantes em alteragdes na sua cor (Carvalho,
2010).

O ciclo da cor em carnes frescas é reversivel e dindmico permitindo constante
interconversdo das trés formas do pigmento até que a carne seja processada. Por exemplo,
com o cozimento a carne muda de cor para 0 marrom (de Alcantara et al., 2012).
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2.2.3. Rancificagao

A oxidacdo lipidica constitui a principal causa da deterioragdo dos corpos graxos,
sendo espontanea e inevitavel, com implicacGes diretas sobre o seu valor comercial e de todos
0s produtos que a partir deles sdo formulados (de Lima Janior et al., 2013 apud Larguerre et
al., 2007).

Os principais produtos finais da oxidacdo lipidica compreendem os derivados da
decomposicdo de hidroperéxidos, como &lcoois, aldeidos, cetonas, ésteres e outros
hidrocarbonetos (Ferrari, 1998).

2.3. Microrganismos da carne

De acordo com Forsythe (2013) a carne, por si so, é estéril quando no corpo do
animal. Entretanto, pode ser contaminada facilmente durante o abate, na evisceragdo, na
manipulacdo no processamento e na estocagem inapropriada. A multiplicacdo de
microrganismos na carne pode torna-la deteriorada e inaceitavel para consumo ou mesmo
causar toxiinfecgdes alimentares nos consumidores.

No processo de obtengéo da carne, os microrganismos podem vir de variadas fontes de
contaminacdo, como o solo, a agua, utensilios, dos manipuladores, do trato gastrointestinal
dos animais, dentre outros.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e Saude (Anvisa), regulamenta os padrbes
de alguns microrganismos através Instrucdo Normativa n° 60 de 23 de dezembro de 2019 que
entrara em vigor a partir de dezembro de 2020, até esta data todos os parametros seguem
conforme RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001. Cada categoria de produtos, possui um limite
aceitavel para estes indicados, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Microrganismos Indicadores e patogénicos pesquisados por categoria de produto e
seus limites aceitaveis

MICRORGANISMO PESQUISADO

CATEGORIA . Clostridium ~ £staftlococos
Coliformes a . coagulase Salmonella
SDE sulfito redutor a .
positiva spp/25¢g

probuTos P CUFCI)  “sgec (UFCy) T (+/-)

Listeria
monocytogenes

Carnein
naturae Na&o se aplica Na&o se aplica N&o se aplica Auséncia Né&o se aplica
Miudo Suinos
Carnes
temperadas
resfriadas ou
congeladas
Embutidos
frescais
refrigerados ou
congelados
Produtos
carneos
cozidos,
embutidos

1x10* Né&o se aplica Né&o se aplica Auséncia Né&o se aplica

5x10° 3x10° 5x10° Auséncia No se aplica

1x10° 5x10? 3x10° Auséncia Auséncia
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Produtos
carneos Na&o se aplica Na&o se aplica 1x103 Auséncia Né&o se aplica
salgados
Bacon N&o se aplica N&o se aplica 3x 108 Auséncia Auséncia
Carne

mecanicamente
separada de
suino

N&o se aplica 1x10° 5x10° Auséncia No se aplica

Fonte: (ANVISA, 2001)
2.3.1. Microrganismos indicadores

Dada a grande variedade, os frigorificos costumam adotar, em seus autocontroles,
pesquisas para alguns microrganismos que podem ser chamados de indicadores. Segundo
Ferreira, et al. (2014) esses microrganismos podem ser utilizados para refletir a qualidade
microbioldgica dos alimentos em relacdo a vida de prateleira ou a seguranca, neste ultimo
caso, devido a presenca de patdgenos alimentares. Em geral, microrganismos indicadores sao
utilizados para avaliar aspectos de qualidade a higiene na producdo dos alimentos. Alguns
microrganismos indicadores serdo descritos abaixo.

2.3.1.1. Coliformes Totais

Este grupo é composto por bactérias da familia Enterobacteriaceae, capazes de
fermentar a lactose com producdo de gas, quando incubados a 35-37°C, por 48 horas. S&o
bacilos Gram-negativos e ndo formadores de esporos. As bactérias pertencentes aos géneros
Escherichia spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Klebsiella spp. fazem parte desse
grupo (Ferreira; Lima; Coelho, 2014). De acordo com Franco, Bernadette; Landgraf (2008)
além de ser encontrado nas fezes, também estdo presentes em outros ambientes como vegetais
e solos. Assim, consequentemente, a presenca de coliformes totais no alimento ndo indica,
necessariamente, contaminacao fecal recente ou ocorréncia de enteropatogénos.

2.3.1.2. Coliformes Fecais ou Coliformes a 45°C

A denominacdo coliformes fecais foi utilizada durante muitos anos para descrever
coliformes que fermentavam a lactose com producdo de gas a 44,5°C (Silva; Cavalli; Oliveira,
2006). O Ministerio da Saude atraves da Resolucdo - RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da
ANVISA adotou a denominacdo coliformes a 45°C.

A Escherichia Coli é o principal microrganismo pertencente a este grupo. A presenca
destes microrganismos em alimentos é o Unico indicador valido de contaminagdo fecal.
Segundo Franco, Bernadette; Landgraf (2008) em alimentos frescos de origem animal, sua
presenca pode indicar manipulagdo sem cuidados de higiene e/ou armazenamento inadequado.
Ja em alimentos processados, pode indicar o processamento inadequado ou recontaminacao
pos processamento.

2.3.1.3. Enterobacteriaceae

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae abrangem muitos géneros,
incluindo aqueles que fermentam lactose (p. ex., E. coli) e os que ndo a fermentam (p. ex.,
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Salmonella spp.). A sua presenga, principalmente em carcagas, € um indicador da higiene no
seu processo de matanca dos animais.

2.3.1.4. Bactérias Mesofilas Aerobios

De acordo com Sarkis et. al (2003) apud Bourgeios et al. (1994) os microrganismos
mesofilos sdo aqueles que apresentam crescimento em temperaturas entre 20-45°C. Estas
bactérias sdo produtoras de gas e provocam estufamento da lata que tende a estourar. O pH do
produto tende a se elevar e o odor tipico de podre é detectado (LANDGRAF, 1996). A
presenca elevada destes microrganismos em alimentos segundo Franco, Bernadette; Landgraf
(2008) indica que a carne é insalubre e pode indicar abuso em relacdo ao binémio
tempo/temperatura durante armazenamento em relacdo ao binémio tempo/temperatura.

2.3.2. Microrganismos patogénicos

As doengcas transmitidas por alimentos (DTA) séo causadas pela ingestédo de alimentos
contaminados por um agente infeccioso especifico ou por toxinas por ele produzidas
(BRASIL, 2001)

Os organismos causadores de doencas transmitidas por alimentos sdo normalmente
divididos em dois grupos: Infecciosos e intoxicantes. O primeiro grupo compreende 0s
microrganismos que se multiplicam no trato intestinal humano, enquanto o segundo é
formado por aqueles que produzem toxinas, tanto nos alimentos quanto durante sua passagem
pelo trato intestinal. (Forsythe, 2013). Abaixo serdo descritos alguns desses microrganismos.

2.3.2.1. Salmonella spp.

A Salmonella spp. € uma agente importante, causador de doencas de origem alimentar
no mundo todo, com significativa morbidade, mortalidade e perdas econdmicas. A
salmonelose é considerada uma das doencas de origem alimentar relatadas mundialmente com
mais frequéncia. Salmonella spp. € um género da familia Enterobacteriaceae (Forsythe,
2013).

Segundo o Ministério da Saude, a Salmonella spp. € uma bactéria que possui duas
espécies causadoras de doencas em humanos: S. entérica e S. bongori, que podem causar dois
tipos de doenca, dependendo do sorotipo: salmonelose n&o tifoide e febre tifoide.

A salmonelose é caracterizada por apresentagdo aguda com febre, dor abdominal,
diarreia, nduseas e por vezes vomito. O aparecimento dos sintomas pode variar de 6 a 72
horas (geralmente 12-36) ap0s a ingestdo do alimento contaminado e a doenca dura de 2 a 7
dias (FERRASSO, 2015 apud WHO, 2013).

2.3.2.2. Clostridium botulinum

O Clostridium botulinum é um bacilo Gram positivo, que se desenvolve em meio
anaerdbio, produtor de esporos, encontrado com frequéncia no solo, em legumes, verduras,
frutas, sedimentos aquaticos e fezes humanas (Cereser et al., 2008).

De acordo com Forsythe (2013) Existem sete tipos de toxinas produzidas pelo
Clostridium botulinum: A, B, C, D, E, F e G. Elas sdo diferenciados, basicamente pela
antigenicidade, sendo os tipos A, B, E e F 0s principais causadores de botulismo humano.

Segundo Franco e Landgraf (2008) existem trés formas de botulismo conhecidas: o
botulismo cléssico, correspondente a intoxicacdo causada pela ingestdo de alimentos contendo
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neurotoxinas; o botulismo de lesbes, que é uma doenca infecciosa causa pela proliferacdo e
consequente liberacdo de toxinas em lesbes infectadas por C. Botulinum e o botulismo
infantil, que é também uma doenca infecciosa causada pela ingestdo de esporos. As trés
formas séo clinicamente semelhantes.

2.3.2.3. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens é uma bactéria Gram-positiva que apresenta a conformacao de
bacilo, com laterais paralelas retas e pontas levemente arredondadas (Souza, 2017).

Segundo Forsythe (2013) existem cinco tipos de o C. Perfringens (A, B, C, D e E), 0s
quais causam dois tipos bem diferentes de doengas alimentares, devido a producdo de uma ou
mais toxinas. Desses tipos, somente 0 A, C e D séo importantes em salude puablica.

A sintomatologia por infeccGes de C. perfringens é caracterizada pelo aparecimento de
diarreias, dores abdominais e nauseas. Geralmente, ndao ocorrem voOmitos e febres.
Usualmente, estes sintomas iniciam-se entre 8 a 20 horas apds a ingestdo dos alimentos
contaminados (Pinto, 1996).

2.3.2.4. Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus spp. sdo cocos Gram e catalase-positivos, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de didmetro, imdveis, ndo-esporulados e geralmente ndo-
encapsulados (Santos et al., 2007).

A distribuicdo de S. aureus é muito ampla, visto que essa bactéria é significativamente
capaz de resistir a dessecacdo e ao frio, podendo permanecer viavel por longos periodos em
particulas de poeira (Santos et al., 2007).

As intoxicacdes humanas sdo causadas pela ingestdo de enterotoxinas produzidas nos
alimentos por algumas cepas de St. aureus, em geral porque o alimento ndo foi mantido
quente (60° C ou mais) ou frio o suficiente (7,2° C ou menos) (Forsythe, 2013).

O periodo de incubagdo, de acordo Franco e Landgraf (2008), varia de 30 minutos até
8 horas, e 0s principais sintomas sao nausea, vomito, cdibras abdominais, diarreias e sudorese.

2.3.2.5. Listeria monocytogenes

A Listeria spp. é uma bactéria Gram-positiva que ndo forma endésporos. E movel,
pois possui flagelos, e multiplica-se entre 0 e 42° C. Portanto, a L. monocytogenes pode
multiplicar-se vagarosamente sob temperaturas de refrigeracdo, ao contrario da maioria dos
outros patdgenos de origem alimentar (Forsythe, 2013).

Além disso, € um microrganismo resistente a diversas condi¢cBes ambientais e pode se
multiplicar em temperaturas baixas, como 3° C. E encontrada em uma variedade de alimentos,
tanto crus como processados, nos quais pode sobreviver e multiplicar-se com rapidez durante
a estocagem (Forsythe, 2013).

A listeriose caracteriza-se por um quadro de alta severidade (meningite, septicemia,
aborto) e natureza ndo entérica, havendo predilecdo por individuos imunodeprimidos, idosos,
neonatos e gestantes (Fai et al., 2011).

2.4. Métodos de deteccdo de microrganismos na carne

Para Forsythe (2013), a analise microbioldgica de alimentos inicialmente era utilizada
para testar o produto final, cuja liberacdo dependia do resultado. Atualmente, a abordagem
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mais eficaz de seguranca de alimentos tem por objetivo eliminar os patdgenos alimentares por
meio de uma atuacdo proativa, considerando desde os ingredientes até o produto final, assim
previne-se a entrada dos patdgenos no processo produtivo ou reduz a niveis aceitaveis. Com
controle microbiano nos locais criticos, o produto final deve sair de acordo com as
especificacOes desejadas.

Atualmente, existem varios testes rapidos para deteccdo dos mais variados
microrganismos. Além disso, existem outros diversos tipos de teste que sdo validados de
acordo com os protocolos oficiais para cada tipo de microrganismos e que auxiliam a
industria para o controle dos agentes deteriorantes ou patdgenos dos alimentos. Estes métodos
devem ser confiaveis, consistentes e acreditados (MAPA, 2018).

2.4.1. Analises por contagem em placas

O método convencional de contagem de microrganismos consiste no plagueamento de
aliquotas do alimento homogeneizado e das suas dilui¢cbes, em meios de cultura sélidos,
adequadamente selecionados em fungcdo do microrganismo a ser enumerado (Franco,
Bernadette; Landgraf, 2008).

Para expressar o resultado, € necessario contar as unidades formadoras de col6nias.
Em uma placa de Petri, preconiza-se contar placas com até 300 UFC. Os manuais de analises
e as legislacbes especificas para microbiologia de alimentos estipulam limite maximo e
minimo de contagem de cada microrganismo (GUERRA, 2016).

2.4.2. Analises numero mais provavel (NMP) ou tubos multiplos

Na técnica NMP, o produto a ser analisado, ap6s a homogeneizacdo, é submetido a
pelo menos trés diluicdes decimais seriadas. De cada uma dessas diluicdes, aliquotas iguais
séo transferidas para trés ou cinco tubos contendo o meio de cultura escolhido e um tubo
coletor de gas invertido (tubo de Durhan) (Franco, Bernadette; Landgraf, 2008).

A técnica de tubos multiplos é bastante Gtil para deteccdo de poucas quantidades de
microrganismos. Esta técnica permite deteccdo de até 0,3NMP/g ou mL de alimentos. Este
nivel de deteccdo ndo é possivel quando se utiliza o método de contagem em placas
(GUERRA, 2016).

2.4.3. Andlises rapidas em placas petrifilm

As placas Petrifilm consistem de cartdes de papel quadriculado, revestido de
polietileno, recoberto com nutrientes desidratados e um gel hidrossoltvel a frio, protegido por
um filme plastico superior transparente revestido internamente pelo mesmo gel e um corante
indicador 2, 3, 5 cloreto de trifeniltetrazélio (TTC) (Souza et al., 2002), os quais sao
especificos para cada microrganismo.

As principais vantagens das placas Petrifilm™ em relagdo aos métodos convencionais
é que sdo simples de utilizar, de tamanho pequeno, com longa vida de prateleira e facilitam a
leitura dos resultados (SOUZA, 2013 apud FUNG, 2002).

2.4.4. Bioluminescéncia de ATP

A molécula de adenosina trifosfato (ATP) é encontrada em todas as células vivas
(eucaridticas e procaritticas). Dessa forma, sua presenca indica que existem celulas vivas.

O ATP bioluminescéncia tem se configurado como método amplamente utilizado na
industria alimenticia para validar e monitorizar a limpeza ambiental (Oliveira; Viana, 2014).
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2.4.5. Sequenciamento DNA

Este modelo de analise ainda é pouco utilizado nas industrias de alimentos em
comparagao com 0s outros métodos e consiste na determinacdo da sequéncia de nucleotideos
que constituem os genes.

A inclusdo dos dNTPs, pela enzima DNA polimerase, interrompe a sintese proteica na
respectiva posicdo e resulta em uma fita marcada com &atomos radioativos, ou, mais
recentemente, com uma molécula fluorescentePor meio de eletroforese, as fitas produzidas
sdo alinhadas pelo comprimento e é determinada a ordem em que cada nucleotideo ocorre.
Atualmente, o sequenciamento é realizado em equipamentos automaticos que realizam a
eletroforese em capilares (tubos muito finos), permitindo a precisdo, alto rendimento rapidez
no processo (Hepp; Schmitt De Nonohay, 2017 apud Watson et al., 2009).

Sabendo da importancia microbiolédgica dos alimentos e do risco de contaminagédo do
mesmo, por diferentes microrganismos, durante a producdo e manipulacdo, o presente estudo
teve como objetivo a identificacdo dos principais microrganismos relacionados ao processo de
deterioracdo de linguica calabresa um produto c&rneo produzida em um frigorifico de suinos
da cidade de Ponte Nova/Minas Gerais.

3. RELATO DO CASO
3.1. A Empresa

O Frigorifico localizado na cidade de Ponte Nova possui selo do Servico de Inspecao
Federal (SIF) e realiza o abate em média de 2.700 suinos por dia produzindo um mix variado
de produtos in natura e derivados carneos.

Atualmente, a planta conta com mais de mil colaboradores diretos e quase 4 mil
indiretos, fornecendo os produtos para 0 mercado nacional e internacional.

3.2. O produto

O produto utilizado no presente relato é uma linguica calabresa ou linguica defumada
suina que, de acordo com a Norma Interna N° 06/DIPOA/SDA de 10 de dezembro de 2014, é
classificado como Produto Submetido a tratamento térmico.

O processo de fabricagdo consiste no preparo da massa, embutimento, defumacao em
estufa com temperatura entre 72°C e 74°C por 4 horas, resfriamento e por fim, o produto é
embalado a vacuo. Todo processo tem por objetivo a reducdo da populacdo microbiana a
niveis seguros para consumo do produto sem nenhuma prepara¢do (Coc¢ao ou cozimento).

3.3. Ainvestigacao da qualidade microbiolégica do produto

Foi realizada uma rastreabilidade em todo o processo, com coletas desde a matéria
prima até o produto final. Em seguida, as analises foram para identificacdo de fungos e
bacteérias.

As andlises foram realizadas por meio de Diagnostico Microbioldgico Digital (DMD)
por uma empresa especializada através da extracdo de DNA, diretamente dos alimentos e de
swabs. O DMD tem como principio a utilizacdo de marcadores genéticos para a identificacdo
de microrganismos, utilizando como base as novas tecnologias de sequenciamento de DNA
em larga escala. Este método possui duas etapas principais: i. A etapa laboratorial que
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compreende a purificacdo e extragdio do DNA, preparo molecular da amostra e
sequenciamento do DNA; e; ii) As etapas computacionais que consistem em analises de
bioinformatica e a implementacdo dos dados na plataforma de visualizag&o.
A analise de bactérias por meio do DMD é realizada por sequenciamento de DNA em
larga escala das regifes V3-V4 do gene rRNA 16S.
A investigacao foi dividida em 2 fases, sendo a primeira realizada analises até o
processo de estufa (defumacdo) e a segunda fase foi realizada nas etapas ap6s a defumacéo do

produto.

3.3.1. Primeira fase de andlise: até o processo de estufa (defumacéo)

Nesta fase, as coletas foram realizadas em matérias primas, utensilios e ambientes
anteriores a etapa de defumacdo do produto. Todas as coletas foram realizadas em duplicatas

e tiveram os seguintes pontos de coleta, como descrito na Tabela 2.

Tabela 2 - Pontos de coleta da primeira fase de analise, antes da defumacao

Categoria | Ponto de Coleta Categoria Ponto de Coleta
Massa do dia Carne
Embutido depois da fumaca Matéria Prima Mildos
Embutido depois do cozimento CMS
Produto Final Gordura
Massa _do silo - Ingredientes Mix

Producao Embut!do depo!s da fum_aga Pr_oteina
Embutido depois do cozimento Misturador
Produto Final Equipamentos Triturador
Tripas naturais Embutidora
Tripas de coladgeno
Ma&o de manipulador Ambiente Sala de producéo
Agua da bandeja de tripas

3.3.2. Segunda fase: etapas apds a defumacéo

As coletas, nesta fase, foram realizadas apds a etapa de defumacgdo do produto,
também em duplicada, com os pontos de coleta descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Pontos de coleta da segunda fase de analise, depois da defumacéo

Categoria Ponto de Coleta Categoria Ponto de Coleta
Estufas Varetas antes do cozimento
Ralos Varetas apds o0 cozimento
Setor de resfriamento Carrlnhps antes do
cozimento
Ambiente Setor de embalagem Equipamentos | Carrinhos apds o cozimento
Estogue de embalagem Termoformadoras
Setor de fracionados Mesas para embalagem de
calabresa
Entrada da barreira Caixas azul
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Embalagens calabresa Evd’s
Embalagem Filme tampa
Filme fundo " < L
. Luvas — Setor Embalagem Agua Agua de higienizago
Manipulador -
Luvas — Setor Fracionado

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Primeira: até o processo de estufa (defumacéo)

Os bolores e leveduras também sdo responsaveis por doencas alimentares, devido a
possibilidade de multiplicacdo de determinadas espécies, as quais sdo capazes de produzir
toxinas flangicas, como as micotoxinas, encontradas na superficie dos alimentos, quando
condigdes de conservagdo e armazenamento ndo sdo adequadas (Ledo et al., 2015 apud Silva
et al., 2004).

Dentre os fungos encontrados nas analises, os principais foram Cryptococcus, Candida
e Trichosporon. Os fungos do género Cryptococcus spp. podem ser encontrados no ambiente,
possuem temperatura étima de crescimento entre 30 e 35° C, e sdo capazes de assimilar varias
fontes de carbono e caracterizam-se por apresentar blastoconidios globosos ou ovalados e
reproducdo assexuada unibrotante, de colo estreito, 0s quais possuem uma capsula de
polissacarideo (Paulo et al., 2008 apud Kon et al., 2008).

Apesar deste género estar associado a deterioracdo de produtos carneos, ndo foram
encontrados relatos na literatura de que esta producdo de lipidios seja de fato a causa da
deterioracéo.

O género Candida é constituido de aproximadamente 200 diferentes espécies de
leveduras, que vivem normalmente nos mais diversos nichos corporais, como orofaringe,
cavidade bucal, dobras da pele, secre¢des brénquicas, vagina, urina e fezes (Inez; Svidzinski,
2007). A maioria das espécies do género Candida é mesofila, com temperatura 6tima de
multiplicagdo em temperaturas de 25 a 30° C, mas podem crescer em temperaturas abaixo de
0°Ceaté 50 °C.

O Trichosporon spp habita o solo, a agua, vegetais, mamiferos e passaros, fazendo
parte da flora normal da pele (principalmente na regido inguinocrural), unhas e mucosa
oral(Pereira et al., 2009).Todas as espécies deste género sdo capazes de assimilar diferentes
fontes de carbono, de degradar ureia, hidrolisar gorduras e proteinas. Algumas cepas deste
género estdo relacionadas a casos clinicos como infecgdes superficiais, atingindo
principalmente pacientes imunocomprometidos e por isso sdo tidos como patdgenos
oportunistas.

Em se tratando das bactérias, foram encontradas bactérias do acido lactico (BAL),
Brochothrix thermosphacta, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., outras bactérias Gram-
negativas e bactérias da ordem Clostridiales com um predominio inicial de Bacillus no
produto final.

O BAL é o principal grupo bacteriano associado a deterioragcdo de produtos carneos
cozidos. A combinacdo de condi¢Ges microaerofilicas no produto, a presenca de cloreto de
sodio e nitrito de sodio e a atividade de agua reduzida sdo favoraveis ao seu crescimento.
Defeitos de deterioracdo nos produtos incluem turbidez do suco livre na embalagem,
formacdo de lodo, producédo de gés, e descoloragdo. As carnes sdo geralmente cozidas entre
65 e 75°C, temperatura suficiente para destruir a maioria dos microrganismos vegetativos,
mas ndo enterococos termoduricos e formadores de esporos bacterianos. (Sperber, 2009).
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Segundo, Sperber, 2009 quando os produtos cozidos sdo embalados anaerobicamente
em filmes impermeaveis, a deterioracdo € causada pelo crescimento de bactérias do acido
lactico, no entanto, quaisquer bactérias sobreviventes ao cozimento e bactérias contaminantes
secundarios se multiplicam durante o armazenamento subsequente, podendo causar as
deterioracdes e diminuigéo de vida de prateleira.

4.2. Segunda Fase: etapas apés a defumacéo

As andlises ap0s a etapa de cozimento apresentaram um predominio de bactérias do
acido latico (BAL), Pseudomonas spp., Enterobactérias e Bacillus spp.

As BAL sdo invariavelmente o grupo de microrganismos predominantes em carnes
embaladas a vacuo e produtos carneos que possam produzir deterioracdo por acidificacéo
(Chaves, 2010 apud Shaw et al., 1984). A grande parte das BAL relacionadas a deterioracéo
dos alimentos s@o encontradas de forma onipresente no solo e nas plantas, na pele e nos
epitélios dos animais, nas superficies abioticas e nas plantas de processamento de alimentos.
Assim, frigorificos e nos ambientes de abate e processamento de carnes, uma contaminacao
pode acontecer facilmente devido ao contato dos utensilios, das superficies e das méos dos
manipuladores com trato digestivo dos animais ou com superficies ou carcagas ja
contaminadas, ocorrendo contaminagdo cruzada, visto que a carne é um excelente meio de
cultura para propagacéo bioldgica ((Franco, Bernadette; Landgraf, 2008).

As espécies de Pseudomonas spp. sdo microrganismos ambientais de ocorréncia
mundial tanto na agua como no solo, s vezes em plantas. Pseudomonas aeruginosa também
é encontrada na pele, nas membranas mucosas e nas fezes (Quinn et al., 2005).

Os géneros Pseudomonas e Achromobacter sdo os principais responsaveis pelas
alteragdes das carnes refrigeradas e conservadas em condi¢des de aerobiose, tendo como
espécie tipica a Pseudomonas fluorescens. (de Alcantara et al., 2012 apud Pardi et al., 2001).

As Pseudomonas spp. utilizam preferencialmente a glicose disponivel. Quando a
glicose é exaurida, os organismos iniciam o catabolismo do aminoacido. Enquanto os
produtos do metabolismo da glicose sdo inofensivos, aqueles do catabolismo de aminoéacidos,
tais como amoOnia, aminas e sulfetos organicos, resultam em odores e sabores questionaveis,
mesmo quando em pequenas quantidades (de Alcantara et al., 2012apud Holley & Gill, 2005)

A familia Enterobacteriaceae, se caracteriza por possuir como representantes bactérias
em bastonete gram-negativas, facultativas, mdveis e que reduzem NO2 a NOz, Vivem no trato
gastrointestinal do homem e de animais, mas certas espécies podem ser encontradas vivendo
saprotificamente em plantas ou mesmo sendo patdégenos em vegetais(Carvalho, 2010).

A fonte de Enterobactérias na carne frequentemente esta associada com a manipulagao
da carne e superficies de trabalho (Felipe, 2008). Por isso sua presenca é frequentemente
usada como indicador para possivel contaminacdo fecal decorrente de inadequado
processamento ou contaminagao pos-processamento.

Os Lactobacillus sdo microrganismos em bastonetes, gram-positivos, podendo ser
moveis ou imoveis. Possuem metabolismo fermentativo, podendo ser homolatico (no
processo fermentativo tem como produto final &cido latico) ou heterolatico (no processo
fermentativo tem como produto final A&cido latico e outros produtos da
fermentacdo)(Carvalho, 2010). Como relatado anteriormente, as BAL sdo as principais
bactérias deteriorantes de linguicas e foram encontradas em varias etapas do processo de
producdo da calabresa, tanto antes como ap06s o cozimento, evidenciando a dispersdo dessas
bactérias pelo ambiente de producao.

Quando comparadas as amostras do carrinho e da vareta antes e apds o cozimento,
pode-se observar que o perfil antes do cozimento € formado, basicamente, por
Enterobactérias e BAL e apds o cozimento é evidenciado um consorcio de Pseudomonas.
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Esse mesmo consorcio foi também observado em outras amostras e sugere uma formacao de
biofilme nesses utensilios e equipamentos.

Os biofilmes podem ser compostos por uma Unica espécie ou por um consorcio de
bactérias e constituem uma forma de resisténcia das bactérias a intempeéries, como acdo de
sanitizantes e altas temperaturas. Os biofilmes, por protegerem as bactérias, se tornam
importantes fontes de contaminacdo, principalmente quando formados em superficies ou
utensilios que tém contato direto com os produtos.

A presenca de biofilmes e a dispersdo de bactérias do acido latico no ambiente pos
cozimento podem estar contribuindo para contaminagdes cruzadas do produto apds o
cozimento das linguicas.

Outro resultado que sugere uma contaminacdo pos cozimento é a presenca de
Lactobacillus sakei nas luvas durante o processamento, sendo necessario uma troca mais
periddica das luvas, para minimizar o impacto na producao.

Nas mesas para embalagem foi verificado também a presenca de BAL e
Enterobactérias, que, caso ndo estejam bem higienizadas no inicio do processamento, também
podem uma fonte de contaminagéo pds cozimento.

5. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos foi possivel observar na etapa antes do cozimento que o
perfil microbiol6gico foi semelhante para todas as amostras, tanto com a tripa natural ou
colageno como para a massa do dia ou do silo. Foi observado ainda que a etapa de cozimento
tem sido eficiente para a eliminacdo da grande parte dos microrganismos, sendo que ap6s ao
cozimento houve um predominio de Bacillus, provavelmente em forma de esporos.

Por fim, as andlises evidenciaram que recontamina¢fes aconteciam apds a etapa de
cozimento.

Diante disso, se faz necessario uma validagdo do processo de higienizacdo dos
equipamento, utensilios e salas de producdo de calabresa, a fim de verificar a eficacia do
processo e identificar as possiveis formacdes de biofilme, para que uma acao de higienizacédo
mais efetiva possa ser realizada.

Uma outra opcdo é o uso da nisina na composic¢do do produto, uma vez que 0 Seu uso
foi liberado no Brasil para utilizagdo em carnes e produtos carneos através da RDC N° 272, de
14 de margo de 2019, com publicacdo no DOU dia 18 do mesmo més.

A nisina tem atividade em varias espécies, incluindo Lactococcus, Streptococcus,
Listeria e Micobacterium, assim como em células vegetativas e esporos de Bacillus e
Clostridium. O efeito da nisina se da pela interacdo com os fosfolipidios da membrana
plasmatica, promovendo a formacdo de poros que ocasionam o efluxo do material
intracelular. (Revista Aditivos e Ingredientes, 2016)
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