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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi realizar a anélise da presencga de adulterantes e a avaliagdo microbioldgica de carnes
bovina embaladas a vacuo. Para tanto, foram obtidas trés amostras de carne bovina (contrafilé) embaladas a vacuo de
diferentes marcas e posteriormente, avaliado quanto a presenca de formol e sulfitos. A avaliacdo microbiolégica foi
realizada pelo método de contagem de colénias, coloragcdo de Gram, prova de catalase e coagulase e provas bioquimicas
para enterobactérias. As andlises quimicas mostraram a presenca de formol, realizado pela técnica qualitativa de Schiff,
em todas as amostras avaliadas. Na andlise de sulfito, utilizando a técnica de verde malaquita, somente uma amostra
apresentou-se positiva. As anélises microbiol6gicas também apresentaram alteracdo em relacdo as bactérias causadoras
de doencas, sendo confirmada a presenca de Escherichia coli e Staphylococcus aureus em todas as amostras, em valores
excedentes ao preconizado pela legislagdo vigente. Entretanto, houve auséncia de Salmonella nas amostras analisadas,
conforme preconiza a legislagéo. O presente trabalho obteve resultados preocupantes, devido que a presenca de formol
e sulfito como conservante sdo proibidos em carnes in natura, pois estas substancias além de mascarar caracteristicas
de decomposi¢do e contaminacdo no alimento, podem trazer danos a saude. Além do mais, a presenca de
microrganismos acima do preconizado por legislacdo também é relevante, devido ao risco de infec¢des, intoxicacoes e
toxi-infecgOes alimentares,
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Abstract

The objective of this research was to carry out the analysis of the presence of adulterants and the microbiological
evaluation of vacuum-packed beef. For that, three samples of beef (ribeye) vacuum packed of different brands were
obtained and later, evaluated for the presence of formaldehyde and sulfites. The microbiological evaluation was
performed by the colony counting method, Gram stain, catalase and coagulase test and biochemical tests for
enterobacteria. Chemical analysis showed the presence of formaldehyde, performed by the qualitative technique of
Schiff, in all samples evaluated. In the sulphite analysis, using the malachite green technique, only one sample was
positive. Microbiological analysis also showed changes in relation to disease-causing bacteria, with the presence of
Escherichia coli and Staphylococcus aureus being confirmed in all samples, in excess of those recommended by current
legislation. However, there was no Salmonella in the analyzed samples, as recommended by the legislation. The present
work obtained worrying results, since the presence of formaldehyde and sulfite as a preservative are prohibited in fresh
meats, as these substances, in addition to masking decomposition and contamination characteristics in the food, can
harm health. Furthermore, the presence of microorganisms above those recommended by legislation is also relevant,
due to the risk of infections, intoxications and food poisoning.

Keywords: Microorganisms; Food adulteration; Food poisoning; Bacteria.

Resumen

El objetivo de esta investigacion fue realizar el analisis de presencia de adulterantes y la evaluacién microbioldgica de
carne vacuna envasada al vacio. Para ello se obtuvieron tres muestras de carne de res (chuletén) empacadas al vacio de
diferentes marcas y posteriormente evaluadas para la presencia de formaldehido y sulfitos. La evaluacién
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microbioldgica se realizé por el método de conteo de colonias, tincion de Gram, prueba de catalasa y coagulasa y
pruebas bioquimicas para enterobacterias. Los analisis quimicos mostraron la presencia de formaldehido, realizados por
la técnica cualitativa de Schiff, en todas las muestras evaluadas. En el analisis al sulfito, mediante la técnica del verde
de malaquita, s6lo una muestra resultd positiva. Los analisis microbiol6gicos también mostraron cambios en relacion
con las bacterias causantes de enfermedades, confirmandose la presencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
en todas las muestras, por encima de lo recomendado por la legislacién vigente. Sin embargo, no hubo Salmonella en
las muestras analizadas, como recomienda la legislacion. El presente trabajo obtuvo resultados preocupantes, ya que la
presencia de formaldehido y sulfito como conservante estan prohibidas en las carnes frescas, ya que estas sustancias,
ademas de enmascarar las caracteristicas de descomposicion y contaminacion del alimento, pueden dafiar la salud.
Ademas, también es relevante la presencia de microorganismos por encima de los recomendados por la legislacién, por
el riesgo de infecciones, intoxicaciones e intoxicaciones alimentarias.

Palabras clave: Microorganismos; Adulteracion de alimentos; Comida envenenada; Bacterias.

1. Introducéo

A ingestdo de alimentos € uma das principais portas de entrada de agentes biologicos, quimicos e fisicos (Noronha, et
al., 2019), sendo um dos perigos para a salde publica as toxinfec¢des alimentares (Lozano, et al., 2021).

Muitos produtos estdo expostos aos perigos da contaminagdo microbiana, o que pode ter relagdo com praticas de manipulacéo e
armazenamento inadequadas durante o processamento (Silva et al., 2020). A auséncia de cuidados nessas praticas pode ocasionar
infeccdo, intoxicagdo e toxinfeccdo alimentar (Lozano, et al., 2021).

Os surtos de toxinfecgBes alimentares envolvendo a carne bovina tém ocorrido devido a contaminagdo destas por
Enterobactérias, Clostridios e Estafilococos, tendo como agentes etioldgicos principais a Salmonella spp, Clostridium
perfringens e Staphylococcus aureus, respectivamente (Bernardes, et al., 2018).

Os sintomas causados por toxi-infec¢des provocados pelo consumo de alimentos, variam de acordo com o agente
etioldgico. As salmoneloses, por exemplo, apresentam sintomas como célicas abdominais, cefaléia constante, febre, calafrios,
diarreia, vomitos e nduseas (Segundo, et al., 2020). Na contaminagdo por Clostridios, vomitos e febre geralmente sdo ausentes,
mas 0s sintomas como célicas abdominais, diarreia e gases comumente ocorrem (Guilherme & Esteves, 2017). Além do mais, a
enfermidade causada por Clostridios dependera de seu crescimento e da quantidade de producgdo de toxinas clostridiais. Enterite
necrotica por meio de infecgbes subclinicas, reducdo na absorgdo de nutrientes e menor ganho de peso, sdo enfermidades
adquiridas pela contaminacéo do Clostridium sp. sendo também espécie especifica (Meneses, et al., 2018).

A carne trata-se de um alimento perecivel, que necessita de condicBes especiais, principalmente de armazenamento,
para a manutencdo da viabilidade de consumo, sendo o tempo de prateleira em torno de 3 a 5 dias quanto in natura ou com
prazos de 8 a 10 dias para carnes embaladas em condi¢des especiais, como as embalagens & vacuo, ambas sob condigdes de
refrigeracdo (Mateus, et al., 2018). As embalagens a vacuo tem como funcdo remover ou alterar o ar atmosférico, promovendo
troca por uma mistura gasosa, a qual ajudara no tempo de vida do alimento. A utilizacdo das embalagens, em atmosfera
modificada, como no caso da embalagem a vacuo, é de grande valia nas carnes bovinas, pois ajuda na qualidade, garantindo total
ou parcial inexisténcia de microrganismos, entretanto se realizada de maneira correta (Facco et al., 2020).

Contudo, a auséncia do oxigénio ndo permite com que a carne mantenha sua coloracdo avermelhada, o que causa
reprovacdo dos consumidores. Visando essa reprovacao, a indUstria de carne comecou a utilizar aditivos alimentares (Benedetti,
etal., 2011), que é regulamentada pela Resolugdo da Diretoria Colegiada - RDC N° 272, de 14 de marco de 2019 (Brasil, 2019a).
Todavia, cada tipo de aditivo quimico alimentar apresenta uma quantidade limite permitida, a fim de néo trazer risco a salde
humana. Em outras situacfes, alguns aditivos sdo proibidos em produtos cérneos, devido a possibilidade de mascaras
caracteristicas de putrefacdo do alimento, sendo entdo considerados adulterantes (Fernandes, et al., 2014).

O uso de conservantes em alimentos é proibido quando ha evidéncias ou algum tipo de suspeita que este ndo é seguro
a saude humana se consumido e também quando desfavorecer o valor nutritivo do alimento, ou ainda encobrir falhas nas técnicas
de manipulacéo ou processamento (Brasil, 2019a). Entretanto, o ndo cumprimento da legislagdo, bem como, de normas sanitarias
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vém sendo observadas em amostras de carnes, como forma de reduzir gastos com o descarte do alimento ou burlar métodos
inadequados de producdo, armazenamento e prazo de validade, o que pode trazer danos a satide dos consumidores (Tremea, et
al., 2019; Mena, 2021).

Dessa forma, o presente trabalho realizou a avaliagcdo de amostras de carnes bovinas embaladas a vacuo quanto a
presenca de aditivos e microrganismos.

2. Metodologia

Foram obtidas trés amostras de carne bovina, corte contrafilé (Longissimus dorsi), embaladas a vacuo, de diferentes
marcas. As amostras foram adquiridas em supermercados da cidade de Umuarama-PR, sendo encaminhadas para o laboratdrio
de Bromatologia e Tecnologia de Alimentos da Universidade Paranaense — UNIPAR, campus sede - Umuarama-PR, para
processamento. O transporte foi realizado por meio da coleta de amostras em embalagens proprias, sendo acondicionadas em
caixas térmicas com gelo seco, até o local de analise.

Todo o contetdo da embalagem de cada amostra foi triturado e armazenado em embalagens plasticas separadamente, e

mantidos sob refrigeracdo (8+2°C), até a realizacdo das andlises, que se iniciou imediatamente apés a trituragéo.

2.1 Andlise da presenca de formol

A anélise qualitativa de presenca de formol foi realizada por meio da reagdo de Schiff, método capaz de detectar a
presenca de formaldeido, sendo observado macroscopicamente uma coloragéo azul-pUrpura na amostra quando reagente (Martins,
et al., 2017). Foram pesados 2 gramas de amostra e posteriormente adicionadas 2 gotas de acido sulfurico e 2 mL de reativo de
Schiff e homogeneizado. Apds o processo, observa-se se ha presenca ou ndo da alteragéo na coloracéo da amostra, da qual caso

resulte em um tom azul-pUrpura, este é indicativo de positividade para concentra¢des de formol acima de 0,01%.

2.2 Analise da presenca de sulfito

Para a anlise da presenca de sulfitos nas amostras, foram pesados 3,59 de cada amostra, adicionando 0,5 mL de solucéo
de verde malaquita. Com o auxilio da espétula, o produto foi misturado de 1 a 2 minutos com a amostra. A presenga de sulfito
descorou a pigmentacéo da solu¢do na amostra contaminada. Na sua auséncia, prevaleceu na amostra a coloracéo verde-azulada
(Lutz, 2008 — 277/1V).

2.3 Analise Microbioldgica

Uma porcéo de 259 de cada amostra foi triturada em liquidificador com 225 mL de 4gua peptonada a 0,1%. Apds foram
realizadas diluigGes seriadas 1071, 102 e 10, Em seguida, 1 mL de cada diluicdo foi semeada em placa com agar nutriente, agar
Baird Parker e 4gar Eosina Azul de Metileno (EMB), das quais foram incubadas em estufa por 24h a 35°C+0,5°C (Silva, et al.,
2017 - adaptado).

A andlise primaria de bactérias foi realizada por coloragdo de Gram. Para as col6nias identificadas como bactérias Gram
positivas, foi realizada posteriormente a prova de catalase e coagulase. Em col6nias com bactérias Gram negativas, estas foram
semeadas em provas bioquimicas, com o0s tubos de ureia, lisina, triplo acucar ferro (TSI), triptofano, indol e citrato (Franco &
Landgraf, 2003). Em seguida, nas placas que demonstraram crescimento bacteriano, foram contadas o nimero de colénias
formadas, sendo o resultado liberado em unidade formadora de coldnias (UFC/g) (Brasil, 2019a). As anélises foram realizadas

em triplicata.
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2.4 Anélise dos resultados

Todas as analises foram realizadas em triplicata, sendo os resultados comparados com as normas legislativas.

3. Resultados e Discussao

No presente estudo, foi constatado a presenca de formol em todas as amostras analisadas, enquanto que para a avaliacdo
de sulfito, esta foi positiva somente na amostra 2.

A utilizacdo de aditivos em carnes e/ou produtos carneos, tem por finalidade aumentar seu tempo de prateleira, ou ainda
mascarar putrefacdo e outros tipos de falhas possiveis (Silva, et al., 2009). Segundo a RDC n° 272 de 14 de marco de 2019, traz
os aditivos autorizados em carnes e produtos carneos, bem como, sua tolerancia com limite quantum satis (q.s), significando que,
em quantidades suficientes, esses pode ser utilizado para efeitos tecnoldgicos desejaveis, desde que este ndo mude a genuidade
e identidade do alimento (Brasil, 2019b).

Para investigacdo de conservantes, foram realizadas as andlises qualitativas de formol e sulfito. A utilizacdo do formol
como conservantes, em qualquer tipo de alimento, é proibida. J4 o sulfito, bem como, suas formas, é utilizado nos alimentos
com a finalidade de controlar o escurecimento enzimatico e ndo-enzimético, por ter agBes antioxidantes, redutoras,
antimicrobianas e clarificantes (Silva, et al., 2019). Porém, o sulfito de sodio é um conservante proibido em carnes frescas (Brasil,
2019b).

Outra preocupacdo é em relagdo aos efeitos mutagénicos e carcinogénicos das substancias (Silva, et al., 2009; Menezes,
et al., 2022). Por conta de seu baixo custo e por apresentar grande eficiéncia na conservacao, o formaldeido vem sendo utilizado
com o intuito de amenizar a baixa qualidade das carnes. Essa substancia tem funcéo conservante e desinfetante, o que prolonga
a vida atil do alimento. Em contrapartida, a utilizacdo da mesma pode apresentar riscos a salide de quem consome o produto
(Menezes, et al., 2022). Disturbios neuroldgicos sérios foram também diagnosticados em alguns individuos que tiveram redugédo
da atividade da enzima sulfito oxidase, que tem como funcdo converter sulfito a sulfato, para que assim o organismo o excrete
rapidamente (Machado et al., 2006; Barros, et al., 2021). Além dos mais, a presenga de sulfito de sédio em alimentos pode causar
riscos a salde, em especial os asmaticos, desencadeando espasmos bronquiais, urticarias, anafilaxia e crise asmaticas em
individuos sensiveis a sulfitos (Souza, et al., 2021).

Na avaliagdo microbioldgica a identificacdo de E. coli foi através das provas bioquimicas e contagem realizada no meio
EMB, sendo obtido valores de E. coli de 7 x 103 UFC/g para amostra 1, 3 x 103 UFC/g para amostra 2 e 12 x 103 UFC/g para
amostra 3, sendo estes valores superiores ao permitido pela legislacdo que determina resultado inferior a 10 UFC/g (Brasil,
2019c). Pertencentes a familia Enterobacteriaceae, E. coli é um bastonete Gram negativo que tem como habitat primario o
intestino dos animais de sangue quente. Esta bactéria apresenta-se como indicador de contaminacéo fecal alimentar e sua ingestdo
via alimentar pode provocar desde infeccGes leves a severas, associado ao tipo de cepa realizado (Noronha, et al., 2019).

O meio de Baird Parker, é um meio seletivo para Estafilococos coagulase positivo, do qual foi realizado a contagem de
coldnias. Segundo Instrugcdo Normativa n° 60/2019 (Brasil, 2019c), Estafilococos coagulase positivo podem estar presentes em
quantidades de até 102 UFC/g, porém o presente estudo encontrou valores de 7,0 x 103 UFC/g na amostra 1, 18,0 x 103 UFC/g
na amostra 2 e 7,0 x 103 UFC/g na amostra 3 confirmando assim a presenca de S. aureus em todas as amostras em valores
excedentes ao preconizado em legislacdo. O S. aureus € uma bactéria gram positiva, catalase e coagulase positivas que causa
doenga em seres humanos por meio de toxinas proteicas termoestaveis, produzida por algumas cepas. A intoxicacao alimentar
por S. aureus tem inicio repentino, com sintomas fortes de nausea, vomito, abatimento fisico, célicas, hipotensao (pressdo baixa)
e oscilagdo de temperatura, bem como pode apresentar alterac6es no ritmo cardiaco (Melo, et al., 2018).

Alimentos contaminados ou que contenham alguma toxina indesejavel podem dar origem a doengas, comumente
chamadas de toxinfeccdes alimentares. Essas doengas, em geral, se apresentam com sintomas variaveis tais como febre, diarreia,
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nauseas, vémitos, dores abdominais, colicas, podendo estas serem leves ou de maior intensidade (Damer, et al., 2014). A carne
é um potencial veiculador de microrganismo e sua contaminagédo pode ocorrer durante qualquer etapa do processamento, ou seja,
desde o abate até o seu armazenamento (Ferreira & Simm, 2012).

Por conseguinte, falhas como inadequacdo nas divisfes de pecas, exposicdo ambiental, processo de congelamento e
descongelamento, embalagens e refrigeracdo (Ferreira & Simm, 2012), sdo formas de contaminacdo de produtos carneos, além
de que os manipuladores também podem ser fontes de contaminacdo para um alimento. Nesse cenario, a microbiota das maos e
a vestimenta externa refletem os habitos individuais do manipulador e o meio ambiente (Silva et al., 2020; Lozano, et al., 2021).

Para avaliacdo dos alimentos, analises microbioldgicas séo realizadas nas etapas de processamento, armazenamento,
distribuicéo, vida util e possiveis riscos a satide dos individuos, podendo assim determinar a qualidade dos alimentos. Acrescenta-
se que indicadores de qualidade também podem ser analisados, sendo o caso dos coliformes totais e termotolerantes (Franco &
Landgraf, 2003).

A Salmonella sp. também se apresenta em forma de bastonetes Gram negativos, pertencente a mesma familia da E. coli,
e € encontrada no mesmo habitat primario. A infec¢do por Salmonella acontece apds o consumo de alimentos contaminados, 0
que causa gastroenterite alimentar. Os principais alimentos contaminados por Salmonella, sdo em geral as carnes bovinas e de
aves, leite, ovos e, em alguns casos, vegetais contaminados por esterco (Santos, et al., 2020).

Destaca-se que o método presenca/auséncia para deteccdo da bactéria no alimento é eficiente, mesmo quando ha
desfavorecimento para o seu crescimento, isso acontece quando h& microbiota competidora em nimero elevado (Carvalho, 2010).
A IN n° 62/2019 preconiza que esta bactéria deve estar ausente a cada 25g de amostra. Dessa forma, as amostras analisadas no
presente trabalho foram condizentes com a resolugéo, por apresentarem resultado negativo para pesquisa de Salmonella (Brasil,
2019c).

4. Concluséo

Na avaliacdo de formol foi encontrada a presenca desse composto em todas as amostras analisadas. J& para verificagao
de sulfitos, somente a amostra 2 apresentou-se positiva. Visto serem substancias proibidas em carnes, os resultados obtidos
levantam uma preocupag¢do quanto a ingestdo consequente destas substancias, ao se consumir esse alimento.

Na andlise microbiol6gica foi identificado E. coli e S. aureus, em todas as amostras, das quais encontraram-se com
valores elevados em comparacéo ao estabelecido como aceitavel pela legislagéo.

As anélises se fazem importantes pelo fato de trazer ao consumidor um conhecimento maior sobre procedéncia do
alimento que consome, podendo assim melhorar suas escolhas na hora da compra e exigir maior investigacdo sobre 0s processos
alimenticios pelos quais passam os alimentos, 0s quais, em algumas situacoes, podem causar problemas a satide humana.

Sendo assim, se faz necessario maior fiscalizacdo dos 6rgdos responsaveis, como a Vigilancia Sanitaria, para que se
reduza ou anule a utilizacdo de substancias impréprias ao consumo, bem como, o cumprimento das normas legislativas da

producdo e comercializacdo de carnes para 0 consumo humano
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