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RESUMO

O conhecimento da diversidade e das concentracfes das bactérias esporuladas anaerdbias
mesofilas e psicrotréficas com potencial patogénico ou deteriorante em matérias primas carneas e
ingredientes usados no processamento de produtos carneos cozidos e curados, pode levar a
adocdo de medidas efetivas de intervencdo para o controle desta microbiota. Estas informactes
sdo de grande relevancia para que a industria de carnes possa garantir a seguranca microbiol6ogica
de seus produtos, assim como garantir a qualidade dos mesmos. As metodologias de producéo e
deteccdo de esporos de bactérias anaerobias mesoéfilas e psicrotréficas utilizadas neste estudo
possibilitaram a recuperacédo dos esporos presentes em massas cruas de formulacdes comerciais
de mortadela. Verificou-se a presenca de esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas e
psicrotréficas em 79% das amostras de massas cruas de mortadelas analisadas. Nas amostras em
que foi confirmada a presenca de esporos a grande maioria (98,2%) apresentou contagens
reduzidas, inferiores a 1,5x10'NMP/g. Apenas 1,8% das amostras apresentaram contagens

superiores a 1,0x10°NMP/g.
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ABSTRACT

The knowledge of the diversity and concentrations of anaerobic mesophilic and
psychrotrophic sporulated bacteria with pathogenic or spoilage potential found in raw meat
materials and ingredients used in the processing of cooked and cured meat products can lead to the
adoption of effective intervention measures for the control of the microbiota. This information is of
great importance for meat industries to assure microbiological safety and quality of their products.
The methodologies for the production and detection of anaerobic mesophilic and psychrotrophic
bacteria spores used in this study allowed their recovery from the raw batter of bologna commercial
formulations. The presence of spores of anaerobic mesophilic and psychrotrophic bacteria was
detected in 79% of samples of raw batter of bologna analyzed. Among the positive samples, the
vast majority (98.2%) presented reduced counts, below 1.5x10'NMP/g. Only 1.8% of the samples
presented counts above 1.0x10°NMP/g.
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1. INTRODUCAO

A carne e os produtos carneos sdo 6timos substratos para o crescimento microbiano, sendo
estes alguns dos alimentos mais pereciveis que se tém disponiveis para alimentacdo humana. A
composicdo destes alimentos é o principal motivo responsavel pela rapida proliferacdo de
microrganismos, pois estes contém elevado teor de agua e diferentes compostos ricos em
nutrientes como aminoacidos, peptideos, nucleotideos, sais minerais, vitaminas e aclUcares. A
microbiota presente em carnes é heterogénea, sendo constituida por bactérias mesofilas e
psicrotréficas provenientes do préprio animal, agua, solo, equipamentos e utensilios utilizados no

processamento.

A mortadela, por possuir caracteristicas intrinsecas, como elevada atividade de &gua e altos
teores de nutrientes, constitui um meio propicio para o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos. Por se tratar de um produto carneo embalado a vacuo, este apresenta as condigfes
necessarias para o desenvolvimento de Clostridium botulinum (RIBEIRO e SERAVALLI, 2004).
Esta bactéria caracteriza-se por ser anaerdbia estrita, produtora de esporos e, portanto, altamente
resistente a diversos agentes quimicos e fisicos. Divide-se em dois grupos, o proteolitico e o ndo
proteolitico, que além de produzirem tipos distintos de toxinas botulinicas, apresentam diferentes

requerimentos de crescimento e produgéo de esporo. E possivel ocorrer a producéo de toxina de
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Cl. botulinum nas mortadelas, principalmente pelo fato destas serem pasteurizadas (tratamento
térmico que visa destruir as células bacterianas em estado vegetativo), armazenadas em
temperatura ambiente e, por se tratarem de produtos consumidos sem aquecimento prévio.

A industria de produtos carneos toma medidas para assegurar a preservagao e a seguranca de
seus produtos, minimizando o risco de germinacdo de esporos de Cl. botulinum e a producéo da
toxina botulinica. Para tanto, ela adota medidas como Boas Praticas de Fabricacdo, para evitar a
contaminacdo de seus produtos durante seu processamento, combinadas com 0 uso de agentes
fisicos e quimicos, tais como tratamento térmico, sais, pH, agentes conservantes, embalagens,
tempo e temperatura de estocagem. O armazenamento da mortadela sob refrigeracdo, em
temperaturas inferiores as necessarias para a germinacdo dos esporos de Cl. botulinum, se
constituiria em uma medida alternativa para garantia da seguranca deste produto. Porém, esta
medida ndo parece ser viavel visto que as altas temperaturas que se registram no Brasil,
especialmente em areas de maior consumo deste produto, regides Norte e Nordeste, fazem com
gue a cadeia de frio ndo seja adequada para a garantia da seguranca.

E importante que se determinem quais s&o as incidéncias de esporos de bactérias anaerdbias
mesofilas e psicrotréficas em massas carneas cruas comerciais que sdo usadas na elaboracao de
mortadelas estaveis em temperatura ambiente. Desta forma pode haver um dimensionamento dos
riscos que este produto pode oferecer ao consumidor, o que favorecera a tomada de decisfes para

a garantia de sua seguranca.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Coleta das amostras

As amostras de massas cruas de mortadela estaveis em temperatura ambiente foram coletadas
em plantas processadoras de produtos carneos cozidos localizadas no estado de Sdo Paulo. Foi
analisado um total de 57 amostras de massas de mortadelas as quais foram congeladas e
encaminhadas até o laboratério de microbiologia de carnes do Centro de Tecnologia de Carnes do
ITAL.

De acordo com os dados fornecidos pelas plantas processadoras das mortadelas analisadas as
amostras apresentaram atividade de &agua entre 0,950 e 0,973, teores de nitrito entre 300 e

900ppm e adicéo de 40 a 60% de carne mecanicamente separada (CMS).
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2.2. Preparo dos microrganismos
2.2.1. Microrganismos

Os microrganismos utilizados como controle positivo dos testes foram: a cultura de Clostridium
sporogenes PA3679 para determinacdo de esporos de bactérias anaerébias mesdfilas e as
culturas de Clostridium estertheticum NCIMB12511 e Clostridium gasigenes DMS12272 para
determinacdo de esporos de bactérias anaerdbias psicrotroficas. As condicdes de ativagdo e

manutencao sdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Condicdes de cultivo das culturas de bactérias.

Condig¢des de cultivo

Microrganismos

Ativacédo Manutencéo

Cl. sporogenes TGM? (35°C/24h) CMM" (4°C)
Cl. estertheticum TPGY® (7°C/14d) CMM (4°C)
Cl. gasigenes TPGY (7°C/7d) CMM (4°C)

éCaldo Tioglicolato
®Caldo de Carne Cozida
“Tripticase-Peptona-Glicose-Extrato de Levedura

2.2.2. Producéo de esporos

O método de referéncia usado para o preparo da solugéo de esporos foi o0 de MAH et al. (2009).
A solucdo de esporos de Cl. sporogenes foi preparada conforme o método selecionado, porém
para o preparo das solu¢cdes de esporos de Cl. estertheticum e Cl. gasigenes ajustou-se a
temperatura de incubagédo para 7°C por 7 dias durante as transferéncias no caldo Tripticase-

Peptona-Glicose-Extrato de Levedura (TPGY) e, para 40 dias durante a etapa de esporulacao.

2.3. Deteccdo de esporos de bactérias anaerGbias mesoéfilas e psicrotréficas em massas
cruas de mortadelas

Os métodos analiticos selecionados para a quantificacdo de esporos de bactérias anaerobias
mesodfilas e psicrotréficas foram preconizados pela American Public Health Association — APHA
(FRANK e YOUSEF, 2004) para amostras de leite fluido e queijo e foram adaptados para a andlise
de carnes e produtos carneos, substituindo o Meio Reforgado para Clostridios (RCM) pelo Caldo de
Carne Cozida (CMM). Para a quantificagdo de esporos de bactérias anaerdbias psicrotroficas foram
alteradas as temperaturas do choque térmico para 60+1°C por 30min e de incubacédo para 28°C
por 5 dias. Os resultados foram expressos em NMP/g, apdés comparacdo com a tabela de célculo

de Numero Mais Provavel (NMP) disponibilizada pelo Bacteriological Analytical Manual — BAM
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(BLODGETT, 2006). Esta técnica de inoculagdo proporciona um limite minimo de deteccdo de
0,3NMP/g.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Producéo de esporos

O método de esporulacdo de MAH et al. (2009) possibilitou a obtencdo de concentracdes
elevadas de esporos (na ordem de 10’UFC/mL) das trés espécies de Clostridium (Cl. gasigenes,
Cl. estertheticum e CI. sporogenes) usadas como controles positivos dos testes de avaliagdo da
presenca de esporos nas massas cruas de mortadela. De acordo com a metodologia usada,
apesar do tempo de obtencdo dos esporos ser relativamente longo, especialmente para as
espécies psicrotréficas (68 dias para o Cl. gasigenes e Cl. estertheticum e 18 dias para o Cl.
sporogenes), as concentracdes de esporos obtidas possibilitaram determinar a eficiéncia dos testes
de deteccao de esporos anaerobios mesdfilos e psicrotroéficos.

3.2. Deteccdo de esporos de bactérias anaerObias mesofilas e psicrotroficas em massas

cruas de mortadelas

Os resultados da quantificacdo de esporos de bactérias anaerébias mesdfilas e psicrotréficas
nas amostras de massas carneas cruas comerciais de mortadela sédo apresentados na Tabela 2 e
Figuras 1 e 2.

Verificou-se a presenca de esporos de bactérias anaerGbias mesofilas e psicrotréficas na maior
parte das 57 amostras de massas cruas de mortadela analisadas. Em 21% das amostras
analisadas ndo se pbdde confirmar a presenca de esporos de ambos 0s grupos pesquisados, pois
estas amostras apresentaram contagens inferiores aos limites de deteccdo dos métodos utilizados.
Nas amostras em que foram confirmadas a presenca de esporos, a grande maioria (75% e 63%,
respectivamente para esporos de bactérias anaerdbias mesoéfilas e psicrotréficas) apresentou
contagens reduzidas, entre 0,3 e 1,5x10:NMP/g. Em um total de 1,8% dessas massas cruas de

mortadelas verificou-se contagens superiores a 1,0x102NMP/g.
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Tabela 2. Incidéncia de esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas e psicrotréficas em amostras de
massas cruas de mortadela.

Esporos de bactérias Esporos de bactérias
Plantas anaerbbias mesofilas anaerobias psicrotroficas
processadoras n* (% de amostras) (% de amostras)
Positivas Negativas Positivas Negativas
A 0 100 0 100
B 100 0 83 17
C 33 90 10 97
D 9 100 0 100
Total 57 79 21 79 21

*namero de amostras

m<0,3NMP/g ®0,3-9,2NMP/g =9,3 - 1,5x10!NMP/g ®1,6x10* - 2,4x102NMP/g

Figura 1. Contagens de esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas isoladas em massas cruas de

mortadelas.
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E<0,3NMP/g ®0,3-9,2NMP/g 9,3 -1,5x10:NMP/g ®1,6x10* - 2,4x102NMP/g

Figura 2. Contagens de esporos de bactérias anaerébias psicrotroficas isoladas em massas cruas
de mortadelas.

Alguns trabalhos j& realizados corroboram com os resultados obtidos neste estudo.
GREENBERG et. al. (1966) realizaram um estudo para quantificar e isolar esporos de CI. botulinum
em amostras de carnes cruas. A conclusdo que tiveram do estudo € que o nivel de contaminacao
de esporos em carne crua € muito baixo, ocorrendo raramente a contaminacdo do produto.
STRINGER et. al. (2011) realizaram um estudo de determinacdo do potencial de producéo de
toxina botulinica durante a vida util de carne bovina resfriada embalada a vacuo. Estes concluiram
qgue a probabilidade de crescimento de Cl. botulinum e formacédo de toxina neste produto pode ser
reduzida, mas é possivel que ocorra a 5°C apdés 28 dias de armazenamento. GLASS e MARSHALL
(2013) verificaram que a prevaléncia de esporos de Cl. botulinum em carnes e produtos carneos é
inferior a 10%, sendo que a carga de esporos geralmente se apresenta em nidmeros muito baixos e
sua distribuicdo varia por regido geogréfica. Segundo estes autores, a presenca da bactéria Cl.
botulinum em concentragfes reduzidas apresenta um desafio para a seguranca dos produtos
carneos.

Em outras matrizes de alimentos também ja foi verificada a presenca dos esporos de CI.
botulinum. RAGAZANI et. al. (2008) realizaram um estudo para determinar a presenca de esporos
de CI. botulinum em amostras de mel comercializadas em seis diferentes estados brasileiros, e

verificaram a incidéncia de esporos em 61% das 100 amostras analisadas. DUTRA et. al. (2005)
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realizaram um estudo que detectou a presenca de esporos de Cl. botulinum em uma das amostras
de cama de frango usadas para alimentar bovinos de corte e leite, nos estados de S&o Paulo e

Minas Gerais.

4. CONCLUSAO

Verificou-se a presenca de esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas e psicrotréficas em 79%
das amostras de massas cruas de mortadelas analisadas. Nas amostras em que foi confirmada a
presenca de esporos a grande maioria (98,2%) apresentou contagens reduzidas, inferiores a
1,5x10'NMP/g, enquanto que em apenas 1,8% das amostras analisadas apresentaram contagens

superiores a 1,0x10°NMP/g.
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