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RESUMO

HENRIQUES, Luciana Salles Vasconcelos, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. Fevereiro de 2011. Qualidade microbioldgica da carne
ovina (Ovis aries) congelada, embalada a vacuo e irradiada. Orientador: Prof. Dr.
Féabio da Costa Henry. Co-Orientadora: Prof®. Dra. Meire Lelis Leal Martins.

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos do processo de irradiacdo, nas
doses de 3 kGy e 5 kGy, aos dois e quatro meses, na conservagao da carne ovina,
expresso em qualidade microbiolégica. Foram coletadas 30 amostras de 250 g de
carne de ovinos, oriundos de propriedades localizadas na regido Norte Fluminense.
As amostras foram removidas imediatamente ap6s o abate e resfriamento das
carcacas, embaladas a vacuo, devidamente identificadas (10 como controle, 10 a
serem irradiadas com 3 kGy e 10 a serem irradiadas com 5 kGy) e mantidas a
temperatura de congelamento (-18°C) até o momento da irradiagdo. As amostras
foram transportas refrigeradas até a Secdo de Defesa Nuclear do CTEx, em
Guaratiba — RJ, onde ocorreu a exposicao a radiacdo gama e, em seguida, foram
encaminhadas sob refrigeracdo a UENF, onde permaneceram a temperatura de
congelamento até o momento das analises microbiolégicas. Foram realizadas a
determinacdo do NMP/g de coliformes totais e coliformes a 45°C, contagem de
Estafilococos coagulase positiva e pesquisa de Salmonella spp. e os resultados
foram interpretados por meio de comparagdo com os padrbées da RDC N°12, de
02/01/2001. Do ponto de vista microbiolégico, as andlises demonstraram que as
amostras ndo irradiadas e avaliadas aos dois e quatro meses encontravam-se fora
dos padrdes estabelecidos pela legislacdo vigente e em condi¢des insatisfatérias
para o consumo humano. Todas as amostras irradiadas, em ambas as doses,
estavam enquadradas nos padrdes estabelecidos pela legislacdo e aptas para o
consumo humano do ponto de vista microbiologico em ambos o0s periodos
pesquisados, sendo que a dose 6tima de radiacdo gama foi obtida a 3 kGy. Os
resultados indicaram a necessidade de melhoria nas medidas de controle e garantia
de seguranca alimentar no abate e processamento da carne ovina e demonstraram
a eficiéncia da irradiagdo na eliminacdo dos microrganismos que apresentam
padroes microbioldgicos estabelecidos pela legislacao.

Palavras-chave: irradiagao de alimentos, microbiologia; qualidade da carne ovina.



ABSTRACT

HENRIQUES, Luciana Salles Vasconcelos, M.Sc., Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro. February; 2011. Microbiological quality of sheep (Ovis
aries) meat frozen, vacuum packed and irradiated. Advisor: Prof. Dr. Fabio da Costa
Henry. Co-Advisor: Prof. Dra. Meire Lelis Leal Martins.

This study aimed to evaluate the influence of the irradiation process at doses of 3
kGy and 5 kGy, using two different doses (3 kGy and 5 kGy), at two and four months,
in the conservation of sheep meat, expressed in microbiological quality. Thirty
samples of 250 g of sheep meat were collected, from properties located in the North
Fluminense region. They were removed immediately after slaughter and chilling of
carcasses, then vacuum packaged, properly identified (ten as control, ten to be
irradiated with 3 kGy and ten to be irradiated with 5 kGy) and kept at freezing
temperature (-18°C) until the time of irradiation. The samples were transported under
refrigeration to the Defense Nuclear Section CTEx in Guaratiba - RJ, where they
were exposed to gamma radiation and then sent under refrigeration to UENF, where
they were kept at freezing temperature until the time of microbiological analysis.
Determination of the MPN/g of total coliforms and 45°C coliforms, Staphylococcus
coagulase positive count, and Salmonella spp. detection were performed and the
results were interpreted by comparison with the standards of the RDC No. 12,
02/01/2001. From a microbiological standpoint, the analysis showed that non-
irradiated samples evaluated at two and four months were outside the parameters
established by law and in unsatisfactory conditions for human consumption. All
irradiated samples at both doses were within the standards set by legislation and
suitable for human consumption from a microbiological standpoint in both periods
studied, and the optimal dose of gamma radiation was obtained at 3 kGy. The results
indicated a need for improvement in control measures and food safety guarantee in
slaughtering and processing of sheep meat and demonstrated the effectiveness of
irradiation on the elimination of microorganisms present in microbiological standards
established by the legislation.

Key-words: food irradiation, microbiology; sheep meat quality.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, a carne ovina era considerada um artigo de luxo.
Atualmente, tem-se observado um aumento significativo em sua demanda,
principalmente nos grandes centros urbanos, como reflexo das mudangas dos
habitos alimentares do consumidor. Este fato vem contribuindo para a
expansdo da ovinocultura e, desta forma, para o aumento da oferta de uma
carne de alta qualidade.

As Regides Norte e Noroeste Fluminense detém 35,8% do rebanho de
ovinos do Estado do Rio de Janeiro, o que representa 18.226 animais em seu
territério. O municipio de Campos dos Goytacazes - RJ, por sua vez, possui a
maior porcentagem de animais deste Estado (9,5%), com rebanho efetivo de
4.815 animais.

O aumento crescente do consumo de carne desta espécie, aliado ao
consideravel numero de animais sendo criados no territério nacional, justificam
a necessidade de maiores pesquisas envolvendo novos métodos de
conservagao. Isso porque os alimentos ricos em proteinas e 4cidos graxos,
como a carne e seus derivados, sdo mais susceptiveis a perda de qualidade
durante o armazenamento.

Com o desenvolvimento cientifico no decorrer dos anos, as técnicas de
conservagao dos alimentos vém se aprimorando, de forma a aumentar a vida
de prateleira dos produtos e assegurar a qualidade dos mesmos do ponto de
vista de saude publica. Os métodos mais comumente utilizados sao o calor, o
frio, a secagem, a fermentagéo, a osmose e a adicdao de embalagens. Uma das
tecnologias alternativas que vem sendo adotada mundialmente para o
tratamento de alimentos € a irradiacdo. Pesquisas demonstram que este
método de conservagao pode vir a atender aos interesses tanto da industria
quanto dos consumidores, uma vez que possui diversas vantagens, como a
manutengcdo do frescor por periodos mais longos na maioria dos produtos
quando comparada, por exemplo, aos tratamentos térmicos convencionais,
além de diminuir ou até mesmo eliminar o ndmero de microrganismos

presentes nos alimentos, o que reduz o possivel risco de DTAs.
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Qualquer tipo de alteragdo nos alimentos vai depender de sua estrutura
e composicao sendo que, tanto os beneficios, quanto as limitacées do emprego
da irradiacdo em carnes como método de conservacdo, ainda nao foram
elucidados para todas as espécies animais comerciais. No Brasil, apenas Alves
(2008) se dedicou ao estudo do efeito da irradiagdo na diminuicdo da
contaminagdo microbiana da carne ovina. No entanto, ndo foi observada, na
literatura consultada, nenhuma pesquisa realizada com a espécie ovina em que
tivessem sido avaliados os efeitos da irradiagdo nos microrganismos que
possuem limites estabelecidos, pela legislagdo brasileira, para carne embalada
a vacuo e nao maturada. Desta forma, este trabalho teve o objetivo de avaliar a
influéncia do processo de irradiagcdo na conservagdo da carne ovina, com
doses de 3 kGy e 5 kGy, por meio da realizacao de analises bacteriolégicas,

aos dois e quatro meses apds a irradiagao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONSERVAGCAO DE ALIMENTOS

A conservacao pode ser definida como um método que permite, mesmo
em condigdes que seriam invidaveis, a manutencdo dos alimentos os mais
estaveis possiveis, por meio do retardo das alteragdes fisicas, quimicas e
microbiolégicas (SILVA JUNIOR, 2002).

Os antigos métodos de conservacdo de alimentos, ainda que
apresentassem bons resultados, careciam de bases cientificas. Com isso, ndo
havia explicagcbes para as origens dos agentes deteriorantes e, por
conseguinte, para as causas das modificagées ocorridas nos produtos. Mesmo
assim, € importante destacar que os primeiros métodos serviram de base para
os atuais e ainda hoje s&o considerados validos e seguidos (EVANGELISTA,
2005).

Existem diversos métodos de conservagao de alimentos disponiveis. O
que se observa, na pratica, € o emprego de processos combinados como, por
exemplo, a pasteurizacdo (conservacao pelo calor) combinada com posterior
refrigeracdo (conservagao pelo frio) no tratamento do leite (ALVAREZ et al.,
2006).

Varios fatores interferem na indicagdo do processo de conservagao dos
alimentos, como a sua origem (animal ou vegetal), seu estado fisico (sélido,
liquido, emulsionado, subdividido), o destino e o tempo de conservacgao
necessario ao produto (EVANGELISTA, 2005). O fator econémico também
deve ser levado em consideracao pois, dependendo do processo e do tipo de
alimento, a industria ndo consegue repassar os custos para o preco final e,
consequentemente, para o consumidor, o qual muitas vezes ndo consegue
visualizar os maiores beneficios de algumas técnicas mais onerosas (SILVA
JUNIOR, 2002).

Independentemente do método de conservagdao escolhido, é regra

absoluta, para todos os alimentos e produtos alimenticios, que estes estejam
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em adequadas condi¢des higiénico-sanitarias, uma vez que nenhum processo
consegue transformar um alimento deteriorado em um produto saudavel
(EVANGELISTA, 2005).

2.2 IRRADIACAO DE ALIMENTOS

2.2.1 Historico

A descoberta dos raios-X pelo alemao Wilhelm Konrad Rdntgen e da
radioatividade pelo francés Antoine Henri Becquerel datam de 1895 e 1896,
respectivamente (SEGRE, 1980), época em que o emprego da irradiagdo se
restringia a esterilizacao, aos diagnosticos médicos e dentarios e ao tratamento
de doencas (BREWER, 2009).

Em 1905, a radiacao ionizante foi objeto de pesquisas e patentes
pelos EUA e Inglaterra com fins de conservagao dos alimentos (IAEA, 1999).
Ja na década de 50, os EUA estabeleceram, durante a gestdo do presidente
Eisenhower, um programa de pesquisas cientificas sobre a irradiacado de
alimentos denominado “Atoms for peace”. Em 1955, o Departamento Médico
do Exército Americano comecou a avaliar a seguranca no consumo de
alimentos irradiados. A NASA, em 1970, visando a uma melhor conservacéo
dos alimentos no espacgo, passou a empregar a irradiacdo como processo de
esterilizacédo de carnes (SPOLAORE, 2003).

Em 1980, declaracdes da FAO e da IAEA asseguravam que doses de
até 10 kGy néo representavam riscos toxicoldégicos nem mudangas nutricionais
e microbioldgicas significativas (HAWTHORN, 2007). Em seguida, em 1983, a
comissao do Codex Alimentarius, um 6rgao conjunto da FAO e da OMS editou
e distribuiu padrées para alimentos irradiados (EMBRARAD, 2009). Antes
mesmo disso, na década de 60, a FDA ja havia autorizado o emprego da
irradiagcdo em batatas e trigo (SPOLAORE 2003). Durante as décadas de 80 e

90, uma série de regulamentacdes relacionadas a irradiagcdo de alimentos foi
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discutida mundialmente (EMBRARAD, 2009), o que permitiu a aprovagao para
uso em especiarias, temperos, frutas secas, carne suina, substancias secas e
desidratadas e frangos (IAEA, 1999).

No Brasil, a ANVISA publicou a RDC N¢ 21, de 26 de janeiro de 2001,
intitulada “Regulamento Técnico para Irradiacdo de Alimentos”, que autoriza a
irradiacao de qualquer alimento, desde que a dose maxima absorvida seja
inferior aquela que comprometa as propriedades funcionais e/ou os atributos
sensoriais do alimento e que a dose minima absorvida seja suficiente para
alcancar o objetivo pretendido. Por meio desta resolugdo, também ficou
estabelecido que no rétulo de qualquer produto irradiado, deve constar a frase
“Alimento tratado por processo de irradiacdo”. Ainda que apenas um
ingrediente ou parte do produto tenha sido irradiado, a mesma frase deve estar
presente com letras ndo inferiores a um terco (1/3) da letra de maior tamanho
dos outros dizeres da rotulagem. A radura, simbolo da irradiagdo de alimentos,
também € obrigatéria na embalagem de produtos tratados por radiacéo
ionizante (Figura 1) (BRASIL, 2001a).

l‘.~\
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Figura 1. Radura, simbolo da irradiagao de alimentos (BRASIL, 2001a).

Cerca de 40 paises possuem legislacdes especificas que permitem e
aprovam a irradiagdo de mais de 60 alimentos, como gréos, frutas, vegetais e
carnes desossadas de aves, bovinos e peixes. No Brasil, os alimentos mais
comumente irradiados sao temperos vegetais frescos e especiarias
(SPOLAORE, 20083).
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2.2.2 O processo de irradiagao

Radiagéo € a energia propagada de um ponto a outro no espago ou em
um meio material. Sendo assim, a irradiacdo € um processo fisico de aplicacao
desta energia ao alimento, jA embalado ou a granel, visando a inibicdo de
brotamentos em bulbos e tubérculos; retardo na maturacdo de frutas e
vegetais; reducdo da carga microbiana; eliminacdo de microrganismos
patogénicos; esterilizagdo; desinfeccdo de graos, cereais, frutas e especiarias
(LANDGRAF, 2005). A exposicao de um alimento ou qualquer outro corpo a
radiagdo ocorre sem contato com a fonte de radiagdo. Sendo assim, um
material irradiado n&o significa que o mesmo esteja contaminado por radiacao
(SATIN, 2002).

A unidade usualmente utilizada para determinar a dose de radiacao
ionizante absorvida € o Gy, que corresponde a quantidade de energia
absorvida por unidade de massa (VITAL e JUNIOR, 2008), sendo que 1 Gy
corresponde a 1 J de energia absorvida por quilograma de alimento
(CLELAND, 2006). O valor D10, por sua vez, corresponde a quantidade de
radiacdo suficiente para destruir 90% dos microrganismos, sendo que este
valor varia conforme a temperatura, o tipo de alimento e o préprio
microrganismo (NIEMIRA e FAN, 2006).

2.2.2.1 Formas de energia

Dependendo do nivel de energia liberada, a radiacao pode tomar varias
formas. Quando ha a possibilidade de excitagdo do atomo e de seus elétrons
serem levados as camadas mais externas sem serem ejetados, ou seja,
quando a energia disponivel ndo é suficiente para remover elétrons dos
atomos, tem-se a radiacdo ndo-ionizante (BREWER, 2004). A faixa de
frequéncia mais baixa do ultravioleta (UV-A ou UV préximo), as radiagées dos

monitores de computador CRT, de celulares e radiofrequéncias sdo exemplos
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deste tipo de radiagao (SILVA, 2007). A radiagao ionizante, por sua vez, possui
caracteristicas inversas: esta possui energia capaz de deslocar elétrons dos
atomos, produzindo ions, que sao particulas carregadas eletricamente
(BREWER, 2009). As particulas alfa e beta, os raios gama e X e os néutrons
sao exemplos de radiagao ionizante (SILVA, 2007).

Os diversos tipos de radiagdes ionizantes diferem uns dos outros por
varias caracteristicas, dentre elas, o comprimento de onda e o poder de
penetracao. Quanto menor o comprimento de onda, maior o seu efeito deletério
sobre os microrganismos, mas, de uma forma geral, as radiagdes ionizantes
apresentam menor comprimento de onda que as nao-ionizantes, ficando em
torno de 2000 A ou menos (LANDGRAF, 2005). Nos alimentos, s6 podem ser
utiizadas as radiagbes ionizantes que nao sao capazes de induzir
radioatividade no material irradiado, ou seja, aquelas em que a energia seja
inferior ao limiar das reac¢des nucleares (BRASIL, 2001a).

Em relagdo ao poder de penetracéo, a radiagédo alfa caracteriza-se por
ser blogueada pela primeira camada de pele ou por uma folha de papel, sendo,
portanto, dotada de pouca capacidade de penetracao. A radiacao beta, por sua
vez, é constituida por elétrons, mais penetrantes que a anterior, mas que néo
ultrapassam uma folha de aluminio com alguns milimetros de espessura. Os
néutrons também nado sdo utilizados na irradiacao de alimentos pois, podendo
possuir alta energia e grande poder de penetracdo, podem desencadear o
processo de ativacdo, ou seja, a producdo de elementos radioativos
(EMBRARAD, 2009). A radiagdo gama, além do elevado poder de penetracao,
possui comprimento de onda muito curto, 0 que permite que ela atravesse um
bloco de chumbo de pequena espessura, apesar de nao deixar residuos nos
materiais e ndo torna-los radioativos (FELLOWS, 1994). Finalmente, os raios-
X, além de serem menos penetrantes que a radiacdo gama, possuem baixo
rendimento em sua produgéo (FRAZIER e WESTHOFF, 2000).

No tratamento de materiais, podem ser utilizados os raios gama, raios-X
e elétrons acelerados, sendo que os dois ultimos sdo de dificil aplicacdo na
industria de alimentos devido ao menor poder de penetracao (SANTOS et al,
2003).
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2.2.2.2 Fontes de radiagéao

No Brasil, as fontes de iradiadores devem ser aquelas autorizadas pela
CNEN, segundo as determinagbes da RDC N° 21 de 26/01/2001. Ainda
segundo esta resolucdo, as fontes devem seguir os seguintes padrdes: a.
Isétopos radioativos emissores de radiacdo gama: ®°Co e *Cs; b. Raios-X
gerados por maquinas que trabalham com energias de até 5 MeV; c. Elétrons
gerados por maquinas que trabalham com energias de até 10 MeV (BRASIL,
2001a).

Inicialmente, as primeiras fontes de radiagdo utilizadas em alimentos
foram os raios-X. No entanto, seu uso foi descartado em decorréncia da baixa
poténcia das maquinas na época. Diante dessa situagdo e com o surgimento
dos reatores nucleares, na década de 50, passou-se a utilizar os raios gama
para tal finalidade (FERREIRA, 1999). A fonte mais comum, nesse caso, € 0
radioisétopo *°Co, mas também pode ser utilizado o '*’Cs, ambos autorizados
pela FDA e por padrbes internacionais para irradiagdo de alimentos
(CLELAND, 2006).

Grandes fontes de '*’Cs dificilmente encontram-se disponiveis, por isso
raramente sao utilizadas (CLELAND, 2006), além do fato de serem solUveis em
agua, o que gera risco de contaminagdo ambiental. O ®Co, comercialmente
disponivel, vem sendo utilizado como a principal fonte de radiacdo gama,
gracas a sua elevada capacidade de penetragdo, adequada uniformidade de
dose e ao baixo risco ambiental (formacao de niquel-60, nao radioativo). A sua
producao é feita em reatores nucleares a partir da irradiagdo de barras de **Co.
No entanto, € importante apontar a desvantagem desta fonte, que possui meia-
vida curta (5,3 anos), quando comparada a do *’Cs (30 anos), o que demanda
a reposicao de 12% da fonte anualmente (HERNANDES et al., 2003).
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2.2.2.3 Equipamentos

Como mencionado, o irradiador com fonte de ®°Co tem sido o principal
equipamento utilizado na industria de alimentos. Os materiais a serem
irradiados (in natura ou processados, embalados ou a granel), previamente
alocados em “containers”, sdo movimentados através de um monotrilho até
uma camara de irradiacao dotada de portas de chumbo e paredes de 2 metros
de espessura revestidas por blindagem de concreto. No interior desta camara,
os alimentos sdao submetidos a doses de radiagcdo adequadas por um periodo
pré-determinado (CENA/USP, 2007).

Por medidas de seguranca, a fonte de radiacao fica submersa em uma
piscina, caso ndo esteja em acdo, 0 que permite a absorcdo da energia da
radiagdo pela agua. Dispositivos de travamento e alarme complementam a
seguranga, uma vez que impedem que a fonte se eleve da piscina quando ha
necessidade de manutencdo no interior da camara (DANTAS, 1998, apud
SILVA, 2007). Todo o processo € operado e controlado por profissionais
devidamente treinados, tanto de nivel bésico (carregadores) quanto meédio
(operadores) e superior qualificados pelo CNEN (supervisores de protecao
radioldgica) (CENA/USP, 2007).

2.2.2.4 Doses de radiagao

As doses de radiagdo aplicadas nos alimentos vao depender das
diversas finalidades, do tipo de alimento e do microrganismo em questao.
Assim sendo, sdo conhecidas trés classificagbes: radurizacao, radicidagéao e
radapertizagéo.

A radurizagdo € o emprego de doses mais baixas (inferiores a 1 kGy) a
alimentos de baixa acidez e também aos acidos e secos, sujeitos a acao de
bactérias e fungos, respectivamente (SPOLAORE, 2003). Esta dose também

inibe brotamentos (alho, batata, cebola), retarda a deterioragcdo de frutas e
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hortalicas (morango, tomate), controla a infestagdo por insetos em cereais e
leguminosas (EVANGELISTA, 2005) e parasitos em carnes frescas
(MIYAGUSKU et al., 2003).

A radicidacao ou radiopasteurizag&o utiliza doses intermediarias (entre 1
e 10 kGy) e, basicamente, prolonga a vida-util dos alimentos (EMBRARAD,
2009). E o intervalo de dose mais requisitado comercialmente e, segundo
Miyagusku et al. (2003) e Evangelista (2005), destaca-se por promover a
pasteurizacao de sucos de frutas e retardar a deterioracdo de carnes, além de
controlar a presenga de microrganismos patogénicos ndo formadores de
esporos, como o0s dos géneros Salmonella, Shigella, Mycobacterium,
Escherichia, Proteus, Staphylococcus, Streptococcus, Campylobacter, Yersinia,
Listeria, dentre outros.

A radapertizacdo tem funcdo de esterilizacdo de carnes e produtos
processados por meio da aplicacdo de doses mais elevadas (entre 10 e 70
kGy). Também é indicada na destruicdo de esporos resistentes, como os do
Clostridium botulinum (MIYAGUSKU et al.,, 2003). O emprego de doses
elevadas é mais justificado na irradiacdo de alimentos para militares,
astronautas ou pacientes imunodeprimidos hospitalizados (OLSON, 1998).
Alguns trabalhos avaliam a utilizacdo da irradiacdo em determinados tipos de
refeicbes que permitam uma maior integracdo de um paciente imunodeprimido
— principalmente quando se trata de criangas e idosos - a sociedade, como o
desenvolvido por Pietranera et al. (2003) com sorvetes. Entretanto, nesta
pesquisa, foi observado que doses proximas a 10 kGy afetaram a aceitagao por
parte do paciente, sendo que uma dose de 3 kGy foi suficiente para reduzir a
contaminagdo microbiana total sem comprometer a qualidade sensorial e

nutricional.

2.2.3 Vantagens e limitacoes

A irradiacdo vem se firmando como uma excelente técnica de

conservacdo de alimentos devido as inuUmeras vantagens advindas de sua
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utilizagdo. Ao prolongar a vida-util dos alimentos, a irradiacdo tem como
consequéncias: reducdo das perdas poés-colheita; abastecimentos na entre-
safra; transporte para regides mais distantes e também a exportacdo de novos
produtos, o que aumenta a competitividade no mercado externo. Este método
de conservacao, ao reduzir a carga microbiana, promove a melhoria da
qualidade dos alimentos, que permanecem saudaveis por mais tempo; diminui
os riscos de DTAs e, consequentemente, 0os gastos na area de saude, além de
permitir o fornecimento de alimentos mais seguros a grupos especiais (como
astronautas, soldados e pacientes imunodeprimidos) (FELLOWS, 1994;
HERNANDES et al., 2003).

O CENA/USP (2007) ressalta as vantagens deste método quando
comparado aos tradicionalmente utilizados, como: possibilidade de
descontaminagdo de alimentos resfriados ou congelados sem aumento de
temperatura, ja que se trata de um processo a frio; aplicagcdo em uma gama
enorme de alimentos gragas ao seu elevado poder de penetracdo; o fato de
ndo deixar residuos surge como uma alternativa ao emprego de tratamentos
quimicos e, finalmente, a reducdo no tempo de cocgcao de certos alimentos,
principalmente os desidratados.

No entanto, assim como qualquer outro método de conservacao, a
irradiacao é dotada de algumas desvantagens, que podem ser melhor definidas
como limitagdes.Teoricamente, qualquer alimento pode ser submetido a
radiacdo ionizante, mas na pratica isso se torna inviavel; ha a necessidade, na
maioria das vezes, do uso conjunto com outros métodos de conservagao;
existe a possibilidade de fraudes, uma vez que é dificil afirmar se um alimento
foi irradiado ou ndo; podem ocorrer algumas perdas nutricionais, principalmente
de vitaminas A, B1, C, e E (FELLOWS, 1994) e a criacdo de produtos
radioliticos, 0 que ndo € o mesmo que dizer que o alimento se tornou radioativo
(HERNANDES et al., 2003). Vale ressaltar que todas essas caracteristicas
indesejaveis sdao também observadas em outros métodos de conservagao e até

mesmo, em alguns casos, com maior intensidade.



27

2.2.4 Efeitos sobre os microrganismos

Alteragbes da estrutura da membrana celular e das atividades
enzimatica e metabdlica sdo alguns dos efeitos mais comuns da radiacado
ionizante sobre 0s microrganismos presentes nos alimentos. No entanto, as
acOes mais importantes deste método de conservagao sao em niveis de DNA e
RNA, sendo ambos compostos essenciais para o crescimento e proliferacao
dos microrganismos (FELLOWS, 1994).

Urbain (1986), apud Santos (2006) descreveu que, durante o processo,
0s microrganismos perdem a capacidade de se reproduzirem e morrem como
consequéncia da intumescéncia e quebra ao longo da cadeia das moléculas de
DNA. Em algumas situagdes, a morte ndo ocorre e sim, uma alteracdo do
conteudo celular e desenvolvimento de células diferentes das originais apés a
reproducdo. No entanto, esta capacidade de auto-regeneracdo também pode
ocorrer em outros tratamentos de conservagao e, ainda, ao invés de criar uma
resisténcia, pode causar danos as células sobreviventes, que serdo mais
sensiveis a fatores ambientais de estresse, a outros agentes de injuria e
também a outros métodos de conservagao aplicados em sinergismo com a
irradiacao, como a refrigeracao (Szczawinska, 1983, apud FARKAS, 1998).

Teoricamente, espera-se que 0 numero de microrganismos diminua
proporcionalmente ao aumento da dose. Na pratica, isso nao é regra, pois nem
sempre a velocidade de destruicdo € linear (FELLOWS, 1994). Varios fatores
influenciam na eficacia da dose, como: a radiorresisténcia, o numero e as
condi¢cdes dos microrganismos presentes, a composi¢cao e o estado fisico do
alimento e a presenga ou auséncia de oxigénio (FRAZIER e WESTHOFF,
2000; LANDGRAF, 2005).
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2.2.5 Irradiacao de produtos carneos

A carne pode ser definida como o tecido muscular de um numero
limitado de espécies animais comerciais, como 0s bovinos, suinos, ovinos,
caprinos e, em determinadas areas especificas, os equinos (SATIN, 2002).
Prata e Fukuda (2001), no entanto, acreditam que este conceito seja um tanto
limitado, uma vez que a complexidade estrutural Unica e inimitavel deste
constituinte demanda por estudos cada vez mais aprofundados de suas
caracteristicas e propriedades, o que permitira o0 seu melhor aproveitamento.

Dentre as inUmeras caracteristicas da carne, duas sdo importantes do
ponto de vista sanitario: primeiramente, o alto teor de agua (75%) funciona
como um excelente substrato para o crescimento de microrganismos e
parasitos. Além disso, por ndo ser um alimento rico em carboidratos, o
crescimento de bactérias laticas, importantes na inibicdo do crescimento de
alguns patogenos, é desfavorecido (SATIN, 2002). Estes fatores, juntamente
com outros, tornam necessaria a adocdo de diferentes métodos de
conservagao, muitas vezes combinados, com a finalidade de inibir ou retardar o
desenvolvimento de agentes deteriorantes e, por conseguinte, aumentar o
prazo de vida comercial das carnes.

Os fatores que exercem influéncia na qualidade final da carne estao
presentes mesmo antes do animal ser abatido. O sistema e o local de criacéo,
além do tipo de transporte até o local de abate, sdo exemplos de pontos
fundamentais que irdo interferir no estado higiénico do animal. Alguns
microrganismos ja estdo presentes nos tecidos de animais sadios — mesmo
que de forma desprezivel - e, em animais doentes ou estressados, a
susceptibilidade ao ataque por outros patégenos pela queda da imunidade &
ainda maior. A qualidade higiénico-sanitaria das instalacbes de abate também
deve ser levada em consideracao, além da adocao de praticas adequadas de
obtencdo de carnes, principalmente nas fases tecnoldgicas principais — como
sangria, evisceracao e refrigeracdo — uma vez que serdao de suma importancia
na limitagdo da natureza e do grau de contaminagdo do produto final (SATIN,
2002; PRATA e FUKUDA, 2001). No entanto, alguns patégenos, como
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Escherichia coli O157:H7, ndo conseguem ser detectados por protocolos
convencionais de inspecdo, o que torna o consumidor vulneravel a infecgbes
e/ou intoxicagdes alimentares (SATIN, 2002).

A ANVISA, por meio da RDC N° 12, de 02 de janeiro de 2001, aprovou o
Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbiolégicos para Alimentos, em que
sao estabelecidas as tolerancias para amostras indicativas e representativas
dos microrganismos nos variados grupos de alimentos (BRASIL, 2001b).

No Brasil, diversos estudos acerca da irradiacdo em carnes ja foram
desenvolvidos, como os de Siqueira (2001) em carne de tilapia, Valente (2004)
em mexilhdes, Abreu (2005) em peixe-sapo, Costa (2006) em carne de peru,
Santos (2006), em carne de avestruz, Fernandez (2007) em carne de javali,
Teixeira (2009) em filé de tilapia, dentre outros. Para a espécie ovina, somente
a pesquisa de Alves (2008) foi observada na literatura nacional sem, no
entanto, ter considerado 0s microrganismos que possuem limites estabelecidos
pela legislagcéo brasileira para carne embalada a vacuo e ndo maturada.

Na aplicacdo deste método de conservagédo, um fator de fundamental
importancia é a escolha da dose adequada. A irradiacao pode ser aplicada a
carnes congeladas e recomenda-se a utilizacdo de doses um pouco mais
elevadas do que aquelas aplicadas em carnes resfriadas uma vez que, em
alimentos congelados, os efeitos sensoriais sdo minimizados em decorréncia

dos radicais livres encontrarem-se mobilizados.

2.2.5.1 Microrganismos pesquisados em carne embalada a vacuo, nao

maturada

2.2.5.1.1. Coliformes totais e Coliformes a 45°C

Pesquisas envolvendo a enumeracao de coliformes totais e coliformes a
45°C (ou coliformes termotolerantes) sdo amplamente utilizadas em avaliagcées

das condigbes higiénico-sanitarias dos alimentos (FILHO et al., 2007). As
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bactérias do grupo coliformes pertencem a familia Enterobacteriaceae e
diferem de outros membros, como Salmonella spp., Shigella spp. e Yersinia
spp., pela capacidade de fermentarem a lactose com producdo de gas dentro
de 24 — 48 horas (JAY, 2005).

Para os coliformes totais, as reagdes supracitadas ocorrem a 35°C. Os
coliformes a 45°C apresentam a mesma definicdo dos coliformes totais, exceto
por fermentarem a lactose e produzirem gas a 44,5-45,5°C em 24 horas (SILVA
et al., 2001).

2.2.5.1.2 Estafilococos coagulase positiva

O género Staphylococcus é composto por 38 espécies (GANDRA et al.,
2005). Dentre elas, cinco se caracterizam pela producdo de uma enzima
extracelular, a coagulase: S. aureus, S. intermedius, S. hyicus, S. schleiferi
subespécie coagulans e S. delphini, sendo que as duas Ultimas nao
apresentam relatos de isolamento em alimentos (VARALDO et al., 1988).

Durante muito tempo, apenas S. aureus foi objeto de pesquisas em
testes laboratoriais e foi considerado nos padrdes microbioldgicos sanitarios
para alimentos das legislacbes. Este fato ocorria porque se acreditava que
apenas esta espécie era dotada da capacidade de producado de coagulase,
termonuclease e enterotoxinas. Hoje se sabe que S. intermedius e S. hyicus
também compartiiham com S. aureus destas caracteristicas, além de serem
morfologicamente semelhantes em meios de cultivo seletivos e diferenciais
(GANDRA et al., 2005). Diante desta situacao, a legislacao brasileira teve que
se adaptar as novas descobertas, deixando de determinar os limites toleraveis
de S. aureus em alimentos (Portaria 451, de 19 de setembro de 1997) e
passando a estipular os limites para a presenca de Estafilococos coagulase
positiva (RDC N° 12, de 02/01/2001) (GANDRA, 2003).
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A catalase € uma enzima utilizada, basicamente, para diferenciar os
géneros Staphylococcus e Streptococcus. Sua atuacdo € por meio da
inativacao do perdxido de hidrogénio e de radicais livres toxicos formados no
interior de células fagocitarias. A termonuclease, por sua vez, tem a
propriedade de clivar o DNA ou o RNA. Finalmente, a coagulase tem como
papel a formagéao de coagulos para impedir a fagocitose do microrganismo em
questao (GANDRA, 2003).

De todas as espécies deste género, S. aureus é a que possui maior
importancia em alimentos devido a sua elevada associacdo a surtos de
intoxicagado alimentar (SARKIS, 2002). Em pesquisa realizada com produtos
alimenticios comercializados na lItalia, foi demonstrado que, das 541 amostras
que apresentaram contaminacao por Estafilococos coagulase positiva, 99,3%
delas foram identificadas como S. aureus (NORMANNO et al.,, 2005). Os
alimentos comumente envolvidos sdo a carne e seus subprodutos, saladas,
produtos de padaria com creme e produtos lacteos, que podem ser
contaminados durante o processamento ou na prépria manipulagdo em casa e
nos estabelecimentos alimentares (SARKIS, 2002). S. intermedius e S. hyicus,
por sua vez, sdo considerados patégenos de importancia médico-veterinaria
(GANDRA, 2003).

Ultimamente, o meio que tem sido mais utilizado para contagem direta
em placas de Estafilococos coagulase positiva é o Agar BP, adicionado de
solucdo aquosa de telurito de potassio 1% e emulsdo de gema de ovo. Estes
microrganismos produzem halos opacos, decorrentes da habilidade de
hidrolisar a gema de ovo (por acao de lipases e/ou lecitinases), ao redor das
colénias pretas (produzidas devido a habilidade de reduzir o telurito de
potassio). A desvantagem deste meio é ndo conseguir impedir o crescimento
de competidores, especialmente espécies nao patogénicas deste género.
Sendo assim, hd a necessidade de submeter as colbnias tipicas a testes
bioquimicos adicionais, como os da atividade de coagulase, termonuclease e
catalase (SILVA et al., 2001) que, no entanto, apenas permitirdo a confirmacao
de que os microrganismos observados pertencem ao grupo dos Estafilococos

coagulase positiva, como mencionado. A identificacdo dos mesmos é de suma



32

importédncia no controle e prevencdo de doengas de origem alimentar
(JAYARAO et al., 1996).

2.2.5.1.3 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae
(HAJDENWURCEL, 1998). Estas bactérias tém sido apontadas universalmente
como causadoras de diversos surtos de infeccoes alimentares e isso se deve a
sua ampla distribuicdo pela natureza, ao seu grande numero de reservatorios,
a apresentacao de sorotipos inespecificos quanto ao hospedeiro e também a
cepas multiresistentes aos antimicrobianos (GERMANO e GERMANO, 2001).

Na maioria das espécies hospedeiras (aves, mamiferos domeésticos e
silvestres e répteis), as salmonelas ndo provocam sintomas e se localizam,
principalmente, no trato gastrointestinal. Para o homem, no entanto, quase
todas as cepas sao patogénicas e causam doencas com variadas
caracteristicas e gravidades (GERMANO e GERMANO, 2001). E considerada,
pelo ICMSF, como um microrganismo de alto e direto risco tanto para o
produtor quanto para o consumidor de alimentos. Os principais veiculos de
transmissdo sdo a agua e os alimentos de origem animal, como a carne, 0s
ovos, o leite e seus derivados nao tratados, além de qualquer produto que seja
susceptivel a contaminagéo fecal (SARKIS, 2002).

Uma caracteristica importante desse género é a capacidade de
sobrevivéncia em baixas temperaturas por serem tolerantes ao congelamento
(ARCHER, 2004). Para efeito de irradiagdo, sdo os microrganismos Gram-
negativos mais resistentes, o que significa, portanto, que as doses minimas
para a sua destruicdo sdo suficientes na eliminacdo das demais bactérias
patogénicas Gram-negativas presentes no alimento (CHIRINOS, 2002;
FARKAS, 1998; MONK et al., 1995).
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3 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da irradiacdo, com doses de 3 kGy e 5 kGy, na
eliminagdo dos microrganismos padronizados pela legislacdo brasileira
(bactérias do grupo Coliformes, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella
spp.) para carne embalada a vacuo, ndo maturada, apds dois e quatro meses

de coleta e exposicao das amostras a radiagao gama.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAGEM

Foram coletadas, aleatoriamente, 30 amostras de 250 g de carne de
ovinos, oriundos de propriedadades localizadas na regidao Norte Fluminense.
As amostras foram removidas imediatamente apds o abate e resfriamento das
carcacgas, separadas em trés grupos com 10 amostras cada, a saber: nao
irradiadas (controle), irradiadas com 3 kGy e irradiadas com 5 kGy e

individualmente embaladas a vacuo.

4.2 LOCAIS DE EXECUGAO

4.2.1 Irradiacao e conservacao da carne congelada

No mesmo dia de sua obtencdo, as amostras foram tranportadas sob
refrigeracdo, em recipiente isotérmico, para o LTA do CCTA da UENF, onde
foram mantidas a temperatura de congelamento (-18°C) até o momento da
exposicao a irradiagdo

A exposicdo das amostras a radiacdo gama com fonte de '*’Cs ocorreu
no irradiador experimental pertencente a Seg¢do de Defesa Nuclear do CTEX,
em Guaratiba — RJ (Figura 2), cinco dias ap6s a aquisicdo das amostras. A
fonte de '*’Cs possuia 47 kCi de atividade e a taxa de dose média foi de 1,3
kGy/h, sendo que a irradiagcdo das amostras durou 2,3 e 3,8 horas, nas doses
de 3 kGy e 5 kGy, respectivamente. Os transportes das amostras para o CTEx

e retorno a UENF foram realizados sob refrigeracao.
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Figura 2. Irradiador de pesquisa do CTEX, do tipo cavidade blindada, com
porta e fonte moéveis, utilizado na irradiagdo das amostras de
carne ovina.

As amostras controle e irradiadas foram mantidas a -18°C, em freezer,
no LTA da UENF. Previamente as analises, as amostras destinadas a cada
etapa foram submetidas a descongelamento lento, a uma temperatura de 2—
4°C, em geladeira, durante 12 horas.

4.2.2 Analises laboratoriais

As analises microbiologicas (determinacdo do NMP/g de coliformes
totais e coliformes a 45°C, contagem de Estafilococos coagulase positiva e
pesquisa de Samonella spp.) foram realizadas nos Setores de Microbiologia
Industrial de Alimentos do LTA e de Bacteriologia Veterinaria do LSA,
pertencentes ao CCTA da UENF e no Laboratério de Enterobactérias da
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, RJ. Estas analises ocorreram apds dois e quatro

meses de coleta e exposicdo das amostras a radiagcdo gama para todos os
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grupos analisados (controle, irradiados com 3 kGy e irradiados com 5 kGy),
exceto para 0s mesmos grupos analisados quanto a contagem de Estafilococos
coagulase positiva, que foram avaliados apenas aos quatro meses. A cada
periodo, foram analisadas cinco amostras de cada grupo.

As analises obedeceram a metodologia descrita por Silva et al. (2001) e
os resultados foram interpretados por meio de comparagcao com os padroes
estabelecidos pela RDC N°12, de 02/01/2001 (BRASIL, 2001b).

4.3 ANALISES MICROBIOLOGICAS

4.3.1 Preparo das diluicdes e meios

As embalagens a vacuo foram assepticamente abertas (apds a limpeza
das superficies externas das mesmas com alcool 70%) e os procedimentos de
abertura da embalagem, retirada e pesagem da unidade analitica foram
realizados no interior de uma capela de fluxo laminar, sempre préximo a chama
do bico de Bunsen. Os instrumentos utilizados foram previamente esterilizados
e flambados nesta etapa e nas subsequentes, quando necessario. A unidade
analitica utilizada foi de 25 g, removida assepticamente de diversos pontos de
cada amostra, acondicionada em saco plastico de Stomacher esterilizado,
pesada em balanca analitica (Gehaka®) e adicionada a 225 mL de &gua
peptonada 0,1% estéril para as futuras andlises de coliformes totais e
coliformes a 45°C. Para a pesquisa de Salmonella spp., foi removida uma outra
unidade analitica de 25 g de cada amostra que, ap0s seguir 0 mesmo
procedimento, foi adicionada a 225 mL de Caldo Lactosado (caldo de pré-
enriquecimento).

A homogeneizagao da unidade analitica com o diluente foi feita em um
Stomacher (60”/230 rpm) (Seward®), obtendo-se assim, a diluigao inicial (10™").
Para o preparo da segunda diluicdo (10), foi transferido, assepticamente,

1,0mL da diluicdo anterior (107) para um tubo contendo 9 mL do mesmo
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diluente. O processo foi repetido até a obtencao da diluicdo 10°. Para a analise
de Salmonella spp., apenas a diluicdo 10" foi preparada. Foram utilizadas
pipetas diferentes na transferéncia de volumes entre as diluigbes.

Todos os tubos e placas foram previamente identificados para que as
etapas seguintes fossem iniciadas.

Os preparos dos meios de cultura seguiram as recomendacdes dos
fabricantes. Sendo assim, todos os meios, com exceg¢do dos destinados a
pesquisa de Salmonella spp., foram previamente esterilizados em autoclave
vertical (Phoenix®) a 121°C, durante 15 minutos.

4.3.2 Determinacao do NMP/g de coliformes totais e coliformes a 45°C

4.3.2.1 Determinagcé&o do NMP/g de coliformes totais

Foi realizada a inoculagédo de 1,0 mL das diluicdes 107, 10% e 10° em
trés séries de trés tubos contendo 8,0 mL de Caldo LST e tubos de Durhan
que, por sua vez, foram incubados a 35°C, por 48 horas, em estufa de
incubacdo (Quimis®). Decorrido este tempo, os tubos que apresentaram
turbidez e producao de gas (positivos) no interior dos tubos de Durhan foram
submetidos as analises de coliformes totais e coliformes a 45°C. Para a
confirmacdo de coliformes totais, foi transferida uma alcada para tubos
contendo 8,0 mL de Caldo VB e tubos de Durhan, que foram entdo incubados a
35°C por 24-48 horas em estufa de incubagéo. Os resultados positivos foram
interpretados na tabela do NMP adequada as diluigbes inoculadas e o NMP/g
foi calculado.
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4.3.2.2 Determinagé&o do NMP/g de coliformes a 45°C

Para a determinagédo do NMP/g de coliformes a 45°C, foi transferida uma
alcada dos tubos de Caldo LST com resultados positivos para tubos
correspondentes contendo 8,0 mL de caldo EC e tubos de Durhan. A
incubacdo foi feita em banho-maria (Tecnal®), até a uma altura superior a
superficie do meio de cultura, a uma temperatura de 45,5°C por 24 horas. O
nuamero de tubos com produgdo de gas nos tubos de Durhan (positivos) foi
anotado e comparado com uma tabela de NMP adequada as diluigbes

inoculadas.

4.3.3 Contagem de Estafilococos coagulase positiva

Para esta andlise, foi adotado o método do plagueamento em superficie.
Foram utilizadas as diluicdes 10" a 10 e, a partir delas, foi feita a inoculagéo
de 0,1 mL em placas contendo 20 mL de Agar BP. Neste meio, foi realizada a
adicao prévia de solucdo aquosa de telurito de potassio 1% e emulsdao de
gema de ovo (Fluka®), conforme instrucdes do fabricante

Os inéculos foram espalhados com o auxilio de uma alga de Drigalski,
das placas de maior para as de menor diluicdo, até que ocorresse a completa
absorcao do excesso de liquido. Apés secagem, as placas foram incubadas,
invertidas, a 35°C por 48 horas, em estufa de incubagéo.

Para a contagem de colbénias presuntivas, foram selecionadas as placas
com 20 a 200 coldnias tipicas. Para a confirmagéo, foram adotados os testes
de coloracdo de gram, coagulase, catalase e termonuclease. Estafilococos
coagulase positiva caracterizam-se por apresentar resulados positivos em
todos os testes supracitados.
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O célculo do numero de UFC/g foi baseado no numero de colbnias
tipicas contadas, na diluicdo inoculada e na porcentagem de coldnias

confirmadas.

4.3.4 Pesquisa de Salmonella spp.

Conforme anteriormente mencionado, apenas a diluicdo 10™ foi utilizada
na pesquisa de Salmonella spp. Apds a incubacao do Caldo Lactosado a 35°C
por 20 horas, para a execugdo da etapa de enriquecimento, foi feita a
transferéncia de 1,0 mL deste caldo para dois tubos (previamente submetidos,
junto com os meios seguintes, a fervura por 10 minutos): um contendo 10 mL
de Caldo TT e o outro 10 mL de Caldo SC. No momento do uso do Caldo TT,
foi adicionado, a cada tudo, 0,2 mL de solugéo de iodo. Ambos os caldos foram
incubados a 35°C, durante 24 horas, em estufa de incubagéo.

Para o plagueamento diferencial, os tubos foram agitados em agitador
tipo “vortex” (Quimis®) e, em seguida, para a obtengdo de coldnias puras, foi
feita a semeadura por esgotamento a partir de uma algcada do caldo TT em
placas contendo 20 mL de Agar HE e 20 mL de Agar XLD. O mesmo
procedimento foi repetido com o caldo SC para 0s mesmos meios
supracitados. As placas foram incubadas invertidas a 35°C por 24 horas em
estufa de incubacéo.

A partir das placas nas quais foram observadas colénias suspeitas de
Salmonella spp., foi realizado o teste api® 20 E (bioMérieux®), um sistema
padronizado que engloba 21 mini-testes bioquimicos. O teste consiste na
inoculagcdo de uma suspensao bacteriana em microtubos com os substratos
desidratados. Durante a incubacédo, a 35°C, por 24 horas, em estufa de
incubacao, ocorrem reagdes que sao reveladas, apds este periodo, por meio
da adicdo de reagentes, que desencadeiam viragens espontaneas de cor. A
leitura das reacgdes foi efetuada consultando-se o Quadro de Leitura presente
no kit do teste e a identificagdo com o indice de Perfil Analitico da bioMérieux.
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As cepas com caracteristicas bioquimicas de Salmonella spp. foram
semeadas em tubos contendo Agar MH e enviadas ao Laboratério de
Enterobactérias da FIOCRUZ para a confirmacado por meio da realizacao de
sorotipagem.

4.4 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica referente as analises microbiolégicas das carnes
nao irradiadas (controle) e submetidas a radiacdo (3 kGy e 5 kGy), aos dois e
quatro meses, foi realizada por meio da ANOVA, com nivel de significancia de

5%, e comparacao de médias pelo Teste de Tukey (SAS, 1999).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DETERMINAGAO DO NMP/g DE COLIFORMES TOTAIS E COLIFORMES
A 45°C

Os resultados das analises de coliformes totais, aos dois e quatro
meses, das amostras de carne ovina néo irradiadas e irradiadas com 3 kGy e
com 5 kGy, encontram-se dispostos na Tabela 1.

Tabela 1. Numero Mais Provavel por grama (NMP/g) de coliformes totais, aos
dois e quatro meses, nas amostras de carne ovina nao irradiadas e

irradiadas com 3 kGy e 5 kGy.
Analises
2 meses 4 meses
Amostras Coliformes totais Amostras Coliformes
(NMP/g) totais (NMP/g)
Grupo ! 2,4 x10° 6 2,4x10°
Controle 2 2,4 x 102 7 11 x 102
3 2,4x10 8 2,4x10
4 2,1x10° 9 24 x10°
S 2,1 x10° 10 2.4 x 10°
Amostras Coliformes totais Amostras Coliformes
(NMP/g) totais (NMP/g)
Irradiadas ! - 6 -
3 kGy 2 - 7 i
com 3 _ : _
4 - 9 ]
5 - 10 i
Amostras Coliformes totais Amostras Coliformes
(NMP/g) totais (NMP/g)
1 - 6 -
2 : 7 i
Irradiadas 3 ) 8 ]
com 5 kGy 4 ) 9 ]
5 - 10 i
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A RDC N° 12, de 02/01/2001, nao estabelece padrdes microbiologicos
para coliformes totais em nenhuma categoria de alimento. No entanto, a partir
dos resultados encontrados, foi possivel observar que todas as amostras de
carne ovina nao irradiadas analisadas apresentaram contaminagado por
coliformes totais (Tabela 1), representada pelo crescimento e producao de gas
no meio de cultura utilizado (Figura 3), tanto aos dois meses quanto aos quatro
meses. Também foi constatado que nao houve diferenga significativa na
contagem deste grupo de microrganismos entre os dois periodos estudados
(p>0,05). A contagem elevada de coliformes totais em alimentos pressupde
falhas durante o processamento, higienizacdo ou tratamentos térmicos
inadequados. (PARDI et al., 2001). Contudo, neste vasto grupo que inclui cerca
de 20 espécies, ndo estdo presentes apenas bactérias originarias do trato
gastrointestinal de humanos e animais de sangue quente, mas também
espécies nao entéricas como, por exemplo, as do género Serratia e
Aeromonas. Assim sendo, a sua enumeragao em alimentos é menos
representativa como indicador de contaminagao fecal do que a de coliformes a
45°C ou E. coli (SILVA et al., 2001).

Figura 3. Coliformes totais em amostras de carne
ovina nao irradiada (A) e irradiada (B);
Caldo Verde Brilhante Bile com tubos de
Durhan. Na amostra ndo irradiada (A),
houve crescimento e produgao de gas.
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Nao houve crescimento e/ou producdo de gas de coliformes totais nas

amostras irradiadas com doses de 3 kGy e 5 kGy em ambos os intervalos de

tempo analisados (Tabela 1 e Figura 3), o que demonstrou a eficiéncia da

radiagdo gama na eliminagao deste grupo de microrganismos na carne ovina.

Por ser mais econ6mica, mais rapidamente aplicavel e apresentar menores

chances de causar alteragdes sensoriais na carne, a dose de 3 kGy seria a

mais recomendada.

Os resultados das anadlises de coliformes a 45°C, aos dois e quatro

meses, das amostras de carne ovina ndo irradiadas, estao representados na

Tabela 2.

Tabela 2. NUumero Mais Provavel por grama (NMP/g) de coliformes a 45°C, aos
dois e quatro meses, nas amostras de carne ovina nao irradiadas e
irradiadas com 3 kGy e 5 kGy.

Analises
2 meses 4 meses
Amostras Coliformes a Amostras Coliformes a
45°C (NMP/g) 45°C (NMP/qg)
1 2,4 x10° 6 2,4x10°
Grupo 2 2.4 x 10° 7 93
Controle 3 2,4 x 10° 8 2,4 x10°
4 7 9 2,4x10°
5 28 10 2,4x10°
Coliformes a Coliformes a
Amostras 45°C (NMP/g) Amostras 45°C (NMP/g)
Irradiadas ; - 3 -
com 3 kGy 3 ) 8 )
4 - 9 -
5 - 10 -
Coliformes a Coliformes a
Amostras 45°C (NMP/g) Amostras 45°C (NMP/g)
1 - 6 -
2 - 7 -
Irradiadas 3 - 8 -
com 5 kGy 4 - 9 -
5 - 10 -
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A RDC N° 12, de 02/01/2001, estabelece padrdées microbioldgicos para
coliformes a 45°C em carnes embaladas a vacuo, ndo maturadas. Esta
Resolucédo determina que, em um grupo de cinco amostras analisadas, apenas
duas podem apresentar contagens entre 10° e 10* para que sejam classficadas
como aceitaveis. No presente estudo, das cinco amostras nao irradiadas
avaliadas aos dois meses, trés apresentaram contagens dentro deste intervalo
e, aos quatro meses, quatro amostras também se apresentaram entre estes
valores (Tabela 2), representado pelo crescimento e/ou producdo de gas no
meio de cultura utilizado (Figura 4). Sendo assim, estes resultados
demonstraram que as amostras ndo irradiadas encontravam-se fora dos
padrées estabelecidos pela legislagdo vigente e impréprias para o consumo
humano do ponto de vista microbioldgico. Nao houve diferenga significativa na
contagem deste grupo de microrganismos entre os dois periodos estudados
(p>0,05).

Figura 4. Coliformes a 45°C em
amostras de carne ovina
ndao irradiada (A) e
irradiada (B); Caldo
Escherichia Coli com
tubos de Durhan. Na
amostra ndo irradiada
(A), houve crescimento e
producéo de gas.



45

A presenca de coliformes a 45°C em alimentos é sugestiva de
contaminacéao fecal, uma vez que ha uma elevada incidéncia neste grupo de E.
coli, que tem como habitat primario o intestino de humanos e animais. No
entanto, os coliformes a 45°C também incluem algumas cepas que podem ser
encontradas em outros ambientes (vegetais e solo), como Enterobacter e
Klebsiella, o que torna cautelosa a correlagdo direta entre este grupo e
contaminagdes de origem fecal (SILVA et al., 2006).

Nao houve crescimento e/ou producao de gas de coliformes a 45°C nas
amostras irradiadas com doses de 3 kGy e 5 kGy em ambos os intervalos de
tempo analisados (Figura 4), o que demonstrou a eficiéncia da radiacdo gama
na eliminacdo deste grupo de microrganismos na carne ovina e 0 seu
enquadramento na legislagao vigente.

Informagdes acerca do efeito da radiagdo gama na carga microbiana e
extensdo da vida util da carne de ovinos ainda s&o limitadas, principalmente
quando se tratam dos microrganismos que apresentam padrdes estabelecidos
pela RDC N° 12, de 02/01/2001. Portanto, para efeitos de comparacéao, pode-
se predizer que os resultados deste estudo estdo de acordo com aqueles
reportados para outras espécies.

Sedeh et al. (2007) realizaram uma pesquisa na qual amostras de carne
bovina foram irradiadas a 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0 kGy e posteriormente mantidas sob
refrigeracdo (4-7°C) por trés semanas e em freezer (-18°C) por 8 meses. As
analises microbiol6gicas demonstraram que o numero de coliformes diminuiu
significativamente com o aumento da dose de irradiacdo, tanto para as
amostras refrigeradas quanto para as congeladas, sendo que este efeito foi
mais pronunciado naquelas que foram mantidas sob congelamento. Também
foi observado que a dose 6tima foi obtida a 3 kGy, isto é, a mesma dose em
que foram observados resultados satisfatorios na presente pesquisa em ovinos.

Oliveira et al. (2009) testaram o efeito da irradiacao (1,5 e 3,0 kGy) e de
dois tipos de embalagem (convencional e a vacuo) no NMP/g de coliformes
totais e coliformes a 45°C em carne de frango refrigerada durante 30 dias.
Durante os intervalos de tempo estudados, a irradiacdo, em ambas as doses,
foi eficiente para reduzir a carga microbiana, tanto no grupo dos coliformes

totais quanto dos coliformes a 45°C, embora nao tivesse sido demonstrada
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diferencga significativa entre os tratamentos no grupo dos coliformes a 45°C. Os
autores justificaram que este comportamento provavelmente foi causado pelo
elevado valor do desvio padrdo das amostras. A pesquisa também concluiu
que nao houve efeito da dose utilizada em relagdo as embalagens. Mantilla et
al. (2010) também testaram o efeito da irradiagcdo a 3 kGy e da atmosfera
modificada (80% CO2 / 20% N2) no crescimento dos coliformes em carne de
frango. Foi observado que os coliformes totais somente se desenvolveram nas
amostras embaladas em ar e em atmosfera modificada néo irradiadas. Os
coliformes a 45°C, no entanto, somente cresceram nas embalagens em ar nao
irradiadas, o que demonstrou que, independente da embalagem utilizada, ndo
houve crescimento de coliformes nas amostras irradiadas.

Em andlises com amostras de carne de camelo, Al-Bachir e Zeinou
(2009) observaram, em seus resultados, que a irradiagdo permitiu que a carne
desta espécie aumentasse a vida util de menos de duas semanas (em
amostras nao irradiadas) para mais de seis semanas (em amostras irradiadas
com 2, 4 ou 6 kGy), considerando o grupo dos coliformes totais.

Byun et al. (2001) relataram que a lavagem e irradiacdo a 3 kGy
eliminaram as bactérias do grupo coliformes em salsichas preparadas com
invélucros naturais de ovinos e suinos, sendo que a dose de 5 kGy destruiu
estes microrganismos sem a necessidade da etapa de lavagem.

Kanatt et al. (2010) demonstraram, em um estudo que utilizou uma
variedade de produtos carneos prontos para preparo disponiveis em
supermercados indianos, como carnes de carneiro e frango picadas, que as
amostras irradiadas a uma dose de 2,5 kGy tiveram uma vida util maior a 0-3°C
quando comparadas a amostras nao irradiadas. Nesta pesquisa, os coliformes
a 45°C foram destruidos pelo tratamento da irradiagéo.

Yildinnm et al. (2005) testaram o efeito da irradiagao (2, 4 e 7 kGy) sob as
bactérias do grupo coliformes em um prato tradicional turco (Cig Kofte),
comumente consumido como aperitivo e que utiliza carne bovina ou ovina
cruas em sua composi¢cao. Em tal estudo, demonstrou-se que a dose de 2 kGy

foi suficiente para eliminar estes microrganismos neste tipo de alimento.
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Os resultados obtidos nas analises de Estafilococos coagulase positiva,

aos quatro meses, das amostras de carne ovina nao irradiadas e irradiadas

com 3 kGy e 5 kGy, estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Contagens de Estafilococos coagulase positiva,
aos quatro meses, nas amostras de carne ovina
nao irradiadas e irradiadas com 3 kGy e 5 kGy.

Analises
Estafilococos coagulase
Amostras positiva (UFC/g)
1 4,4 x10°
Grupo 2 1,2x 10°
Controle 3 9.4 x 10°
4 1,6 x 10°
5 1,9 x 10°
Estafilococos coagulase
Amostras positiva (UFC/g)
1 -
Irradiadas 2 )
com 3 kGy 3 )
4 -
5 -
Estafilococos coagulase
Amostras positiva (UFC/g)
1 -
Irradiadas 2 ,
com 5 kGy 3 )
4 -
5 -

Tendo-se por base a RDC N° 12, de 02/01/2001, ficou demonstrado que

as amostras ndo irradiadas deste experimento encontravam-se fora dos

padroes estabelecidos pela legislacao e impréprias para o0 consumo humano do

ponto de vista microbiolégico. Isso porque esta legislacdo estabelece padrdes

microbiolégicos para Estafilococos coagulase positiva em carnes embaladas a
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vacuo, ndo maturadas na qual, em um grupo de cinco amostras analisadas,
apenas duas podem apresentar contagens entre 5 x 102 e 3 x 10° para que
sejam classficadas como aceitaveis. No presente estudo, das cinco amostras
ndo irradiadas avaliadas aos quatro meses, todas apresentaram contagens
acima deste intervalo (Tabela 3), representado pelo crescimento e producao de

gas no meio utilizado (Figura 5).

Figura 5. Estafilococos coagulase positiva em amostras de carne ovina nao irradiadas. A)
Contagem das colbnias tipicas em contador de colbnias; Agar Baird-Parker. B)
Fotomicrografia das colénias; Obj. 40x. A e B) Halos opacos produzidos ao redor
das colbnias pretas.

A elevada contagem de Estafilococos coagulase positiva € indicativa de
falhas no controle das condicées higiénico-sanitarias das superficies,
equipamentos e utensilios que entraram em contato com o alimento durante a
sua manipulacdo, assim como de seus manipuladores. Estes microrganismos
sao facilmente destruidos por tratamentos térmicos; as enterotoxinas
produzidas pelos mesmos, no entanto, sdo altamente termoestaveis e
permanecem no alimento (NORMANNO et al., 2005). Por meio da observagéao
das contagens de Estafilococos coagulase positiva das amostras nao
irradiadas no presente estudo (Tabela 3), pode-se aferir que estes valores
provavelmente eram suficientes para que as cepas enterotoxigénicas
produzissem enteroxinas em quantidades suficientes para desencadearem

surtos de intoxicagao alimentar, uma vez que a toxina é produzida quando a
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quantidade de células esté entre 10° e 10° UFC/g ou ml (WONG e BERGDOLL,
2002).

N&o houve crescimento destes microrganismos nas amostras irradiadas
nas duas doses empregadas, o que permitiu concluir, assim como mencionado
para a pesquisa de coliformes, que o processo de irradiacao foi eficiente na
eliminacao de Estafilococos coagulase positiva das amostras de carne ovina,
caracterizando-as como aptas para o consumo humano, de acordo com a

legislacao vigente, do ponto de vista microbiol6gico (Figuras 6 € 7).

Figura 6. Andlise de Estafilococos coagulase
positiva em amostras de carne ovina
irradiadas; Agar Baird-Parker.
Auséncia de crescimento  nas
amostras irradiadas com 3 kGy (A) e
5 kGy (B).
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Figura 7. Comparagao do resultado da analise de
Estafilococos coagulase positiva em
amostra de carne ovina nao irradiada (A)
e irradiada a 3 kGy (B).

Os resultados deste trabalho foram similares aos relatados em
pesquisas que testaram o efeito da irradiacdo sob a contagem de
Staphylococcus spp. em outras espécies.

Em estudos com carne bovina no Ira, Sedeh et al. (2007) observaram
que a contagem de Staphylococcus spp. em amostras refrigeradas e
congeladas diminuiu significativamente com o aumento da dose de irradiacao,
principalmente na carne congelada. A dose 6tima também foi obtida a 3 kGy,
ou seja, a mesma dose em que foram observados resultados desejados na
presente pesquisa em ovinos.

Em andlises de produtos carneos prontos para preparo disponiveis em
supermercados indianos, a dose de 2,5 kGy permitiu que as contagens de
Staphylococcus spp. em amostras irradiadas fossem mais baixas do que
aquelas encontradas em produtos nao irradiados, sendo que em pedacos de
frango irradiados esta dose foi suficiente para a eliminacdo destes
microrganismos (KANATT et al., 2010).

Yildinm et al. (2005) relataram que as amostras nao irradiadas, obtidas a
partir de prato tradicional turco (Cig Koéft), estavam altamente contaminadas
com Staphylococcus spp. A populacao bacteriana foi quase controlada com a
dose de 2 kGy e, nas doses de 4 e 7 kGy, ndo houve mais crescimento.
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5.3 PESQUISA DE Salmonella spp.

Os resultados obtidos na pesquisa de Salmonella spp. em amostras de
carne ovina nao irradiadas e irradiadas com 3 kGy e 5 kGy, aos dois e quatro

meses, encontram-se descritos na Tabela 4.

Tabela 4. Pesquisa de Salmonella spp., aos dois e quatro meses, nas
amostras de carne ovina nao irradiadas e irradiadas com 3 kGy e 5

kGy.
Anilises
2 meses 4 meses
Amostras Salmonella spp. Amostras Salmonella spp.
1 - 6 -
Grupo 2 - 7 -
Controle 3 - 8 -
4 - 9 Presente
5 - 10 -
Amostras Salmonella spp. Amostras Salmonella spp.
1 - 6 -
Irradiadas 2 - 7 -
com 3 kGy 3 - 8 -
4 - 9 -
5 - 10 i
Amostras Salmonella spp. Amostras Salmonella spp.
1 - 6 -
Irradiadas 2 - 7 -
com 5 kGy 3 - 8 -
4 - 9 -
5 - 10 -

Conforme demonstrado na Tabela 4, as analises realizadas aos dois
meses, em amostras nao irradiadas, permitiram verificar que estas nao
apresentavam contaminacao por Salmonella spp. Desta forma, todas atendiam
aos padrdes estabelecidos pela RDC N° 12, de 02/01/2001, que determina a

auséncia deste microrganismo em 25 g de amostra. Aos quatro meses, no



52

entanto, foi realizado o isolamento de Salmonella enterica subsp. houtenae e

Samonella Albany em uma das amostras ndo irradiadas (Tabela 4 e Figura 8).

Figura 8. Pesquisa de Salmonella spp. em
amostra de carne ovina néo irradiada;
Agar Xilose Lisina Desoxicolato.

Salmonella spp. pode vir a causar graves toxinfecgbes alimentares. Sua
presenga em amostra nao irradiada indica a necessidade de medidas de
controle e garantia de seguranca alimentar.

Jakabi et al. (1999) e Jones et al. (2000) afirmaram que S. enterica
subsp. houtenae tem como habitat natural os animais de sangue frio e o
ambiente. Alguns pesquisadores, no entanto, descrevem alguns achados que
diferem de tais afirmativas. Conforme mencionado por Tabarani et al. (2010),
este sorotipo tem sido isolado de alimentos de origem animal, animais de
estimagdo, aves selvagens, mamiferos incluindo gambas selvagens e da
maioria das espécies de répteis.

Salmonella enterica subsp. houtenae foi isolada, pela primeira vez, em
1978, em uma espécie aviaria (PHILLIPS e HATKIN, 1978). Runkel et al.
(1991) estabeleceram que gambas selvagens sao reservatorios desta
subespécie, uma vez que esta correspondeu a todos os isolados obtidos do
trato biliar destes animais. Ma et al. (2003) acreditam ter descrito o primeiro

relato de infecgdo humana por S. enterica subsp. houtenae e Lourengo et al.
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(2004) o primeiro relato humano de bacteremia causado por S. enterica subsp.
houtenae no Brasil associado a paciente com HIV. Estes ultimos autores citam
que é importante considerar o fato de que o paciente convivia com passaros e
cées, os quais podem ter servido como reservatério de Samonella spp., assim
como também ndo pbde ser descartada a possibilidade de contaminagao por
meio de alimentos ingeridos. Em uma avaliagao da contaminacdo de carne
caprina in natura e resfriada comercializada nos mercados da cidade do Recife,
Pernambuco, foi constatado que, das sete amostras contaminadas por
Salmonella spp., quatro foram identificadas como S. enterica subsp. houtenae
(MOURA et al., 2007). Em supermercados e acougues de Porto Alegre, das
333 amostras de salsicha suina analisadas, em 82 (24,4%) foram detectadas a
presenca de Salmonella spp. Neste estudo, no entanto, apenas um isolado nao
pertencia a subespécie enterica, e sim a subespécie houtenae. Os autores
também mencionaram que as infecgdes humanas associadas a esta
subespécie sdo raras (MURMANN et al., 2009). Este fato também foi
observado em estudo realizado por Tavechio et al. (2002), no qual, de cerca de
123 sorotipos diferentes de Salmonella spp. procedentes de diversas fontes
alimentares identificados, menos de 1% correspondeu a S. enterica subsp.
houtenae.

Em relagdo a Salmonella Albany, a literatura relata que este sorovar nao
é frequentemente correlacionado a infecgdes em seres humanos e animais
mas que, no entanto, vem sendo isolado de frangos, conforme ocorreram nos
estudos de Luiz et al. (2004), Moreira et al. (2008) e Brito et al. (2010). Além
destas correlacdes, Zaidi et al. (2006) realizaram um trabalho no qual foram
demonstrados os sorotipos de Salmonella spp. mais comumente isolados em
pessoas infectadas e fontes de alimento em Yucatan, Mexico, entre 2000-2002.
Os resultados desta pesquisa demonstraram que S. Albany foi o primeiro
sorotipo mais isolado em carne de aves, o sexto em criangas assintomaticas, o
oitavo em pacientes com diarréia e também em carne bovina. Em carne suina,
no entanto, nao foi observado este isolamento. Apesar dos relatos infrequentes
de isolamento destas cepas em seres humanos, estudos moleculares de S.
Albany em alimentos, como o de Doublet et al. (2003), demonstraram a

presenca de genes que conferem resisténcia mdultipla a antibiéticos nestas
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cepas, 0 que, segundo os autores, pode dificultar o tratamento de infec¢oes
intestinais decorrentes das mesmas.

Em relacdo as amostras irradiadas, nao foi detectada a presenca de
Salmonella spp. em ambos os periodos empregados (Tabela 4 e Figura 9), o
que as caracterizaram como aptas para o consumo humano, de acordo com a
legislagdo vigente, do ponto de vista microbiol6gico, assim como ficou
demonstrado para os outros microrganismos pesquisados em carne ovina

irradiada no presente estudo.

Figura 9. Pesquisa de Salmonella spp. em
amostras de carne  ovina
irradiadas. A) Agar Entérico de
Hektoen; B) Agar Xilose Lisina
Desoxicolato. Auséncia de
crescimento em ambos 0s meios.

Em pesquisas de Salmonella spp. em carne bovina, a dose étima de
radiagdo gama para eliminar este microrganismo foi de 3 kGy (SEDEH et al.,
2007). Para esta mesma espécie, Costa et al. (2004) observaram que a dose
de 2,5 kGy foi suficiente para exercer um controle efetivo de Salmonella
spp., independentemente do teor de gordura e da presenca de oxigénio. Em
carnes de frango, Oliveira et al. (2009) relataram que as amostras controle,
tanto em embalagem convencional quanto a vacuo, apresentaram
contaminacao por Salmonella spp. € que a dose de 1,5 kGy foi suficiente para
a sua eliminacao, independente da embalagem utilizada. No entanto, Santos et

al. (2003) afirmam que a dose de radiagdo gama recomendada para garantir a
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seguranga da carne de frango em relagdo a presenca de Salmonella spp. € de
3,8 kGy. Em amostras de carne de coelho refrigeradas, Salmonella spp. foi
detectada nas amostras controle e irradiadas a 1,5 kGy, mas ndo a 3 kGy
(BADR, 2004).

Alguns estudos, no entanto, ndo detectaram a presenca de Salmonella
spp., tanto nas amostras controle, quanto irradiadas, como foram os casos de
Yildinm et al. (2005) e Parlato et al. (2007), em um prato tipico turco (Cig Kofte)

e em carne de frango, respectivamente.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados, conclui-se que o tratamento por irradiagdo da
carne ovina, nas doses de 3 kGy e 5 kGy, foi eficiente na eliminacdo dos
microrganismos padronizados pela legislacao brasileira para carne embalada a
vacuo, ndao maturada, nas andlises realizadas apds dois e quatro meses de

coleta e exposicao das amostras a radiacao gama.
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