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CAPITULO 1



CONSIDERACOES INICIAIS

INTRODUCAO

A producéo de carne com qualidade satisfatéria depende, entre outros fatores,
dos controles de perigos fisicos, quimicos e biolégicos, que estdo associados desde a
criacdo do animal até a oferta da carne e seus produtos aos consumidores. Durante 0s
procedimentos de abate, principalmente a esfola e a evisceracdo, as carcacas bovinas
estdo expostas a contaminagcdo por pelos, fezes, sujidades veiculadas pelo ar,
manipuladores, equipamentos e utensilios, representando um risco para a inocuidade
alimentar.

Devido ao desperdicio de alimentos e perdas econbmicas por parte das
empresas processadoras de carne em decorréncia da deterioracdo, somado ao
impacto na saude publica ocasionado pela contaminagdo com bactérias patogénicas,
€ de grande importdncia que a producdo da carne seja focada na garantia da
qualidade, contemplando os controles indicados pela legislacéo, assim como o uso de
medidas adequadas.

Um dos métodos utilizados na reducgéo destes contaminantes, aliados as Boas
Praticas de Fabricacdo, € a aspersdo de acidos orgéanicos, como o acido latico.
Embora inimeros estudos sobre a utilizacdo de acido latico como sanificante em
carcagas bovinas ja tenham sido realizados, existe uma caréncia de estudos que
considerem o sistema produtivo brasileiro, representado principalmente por Bos
indicus, de forma a determinar a concentragdo, a temperatura, o volume e o tempo de
contato necessarios na operacao de descontaminacao.

Perante estes aspectos, 0 objetivo do presente trabalho foi determinar a
eficacia da descontaminacdo de carcacas B. indicus, pelo uso da aspersdo de
diferentes concentragbes de &cido latico, sobre a condicdo microbiana inicial e sua

influéncia nos aspectos sensoriais da carcaca.

1 BOVINOCULTURA DE CORTE NO BRASIL
A pecuéria de corte no Brasil se destaca como uma das mais expressivas
atividades do agronegocio. O pais possui 0 maior rebanho bovino comercial do
mundo, com aproximadamente 209,1 milh6es de animais, sendo que em 2015 foram

abatidos 39,16 milhdes de cabecas, representando a producédo de 9,56 milhdes de



toneladas equivalente-carcaca. A exportacdo neste mesmo ano foi de 1,88 milhdo de
toneladas equivalente carcaca, representando 19,63% da producgéo, alcancando a
posicdo de segundo maior produtor e exportador de carne bovina. O pais também se
caracteriza por ser o segundo maior consumidor de carne bovina mundial, e o
mercado interno foi responsavel por consumir 81% da carne produzida no Brasil em
2015 (ABIEC, 2016).

Conhecer a realidade das condi¢cGes de criagdo, manejo e sistema produtivo
nacional se faz importante para a execucdo adequada dos estudos brasileiros. Em
2015 apenas 13% dos bovinos abatidos foram terminados em confinamento (ABIEC,
2016). Do rebanho nacional, mais de 80% é composto por animais de racas zebuinas
(Bos indicus), puros ou cruzados, sendo que aqueles com caracteristicas da raca
Nelore representam quase a totalidade desses animais (FERRAZ; FELICIO, 2010).

Dentre as diferencas apresentadas entre animais zebuinos e taurinos, a
pelagem se destaca, pois poderia influenciar na contaminagéo da carcaca. Um estudo
relata que racas com pelos mais longos (por exemplo, Simental), ttm maior potencial
para apresentarem a carcaga contaminada (DAVIES et al., 2000). Além disso, a
caracteristica genética € um fator importante que afeta as caracteristicas de carcaca e
composi¢cdo quimica da carne em bovinos (PRADO et al., 2009a.; b). Sendo, por
exemplo, o gado britdnico conhecido por sua carne altamente marmorizada, enquanto
racas zebuinas contém menos gordura e mais tecido conjuntivo (SILVA et al., 2002;
MOREIRA et al., 2003).

Apesar da posicdo de destaque alcancada pelo pais, problemas relacionados
com a condi¢cdo higiénico-sanitaria da carne bovina podem representar um perigo a
saude publica, além de dificultar uma maior expansédo neste segmento de mercado,
devido a reducdo da vida util decorrente de alteragcBes fisiol6gicas, bioquimicas e
microbioldgicas dos produtos (BORGES; FREITAS, 2002).

2 MICROBIOLOGIA DA CARNE BOVINA

A microbiota inicial da carne ira influenciar diretamente na sua validade
comercial, por meio da deterioracdo causada pelas bactérias, e no seu impacto na
saude publica, podendo estes microrganismos estarem relacionados com casos de
infecgBes e intoxicacdes alimentares. A carne, devido ao seu elevado valor biologico e
suas caracteristicas intrinsecas, como composi¢éo quimica, elevada atividade de agua
e pH proximo & neutralidade, € um Otimo meio para a multiplicagdo de
microrganismos, resultando em alteracGes indesejaveis e consequentemente na sua

deterioracdo (SIGARINI, 2004; LAWRIE, 2005; FONTOURA et al., 2010).



O musculo de animais sadios € considerado estéril. A contaminacdo
microbiana tanto por bactérias patogénicas como a propria microbiota deteriorante,
pode acontecer no processo de abate e também por falhas de procedimentos
operacionais para a produgcdo da carne (SCHWACH, 2007). Dessa forma, alguns
microrganismos podem ser originarios do trato gastrointestinal, assim como do
ambiente que o animal teve contato pouco tempo antes ou durante o abate
(KOUTSOUMANIS; SOFQOS, 2004).

A condicdo fisiolégica do animal no pré-abate, a disseminacao da
contaminacdo durante o abate e processamento, a temperatura e as condicbes de
armazenamento e distribuicdo estdo intimamente relacionados com a qualidade
microbiana da carne (NYCHAS et al., 2008). As fezes sdo consideradas as principais
fontes de contaminacdo e podem atingir a carcaca por deposi¢éo direta, pela pele, ou
por contato indireto com carcagas contaminadas, equipamentos, trabalhadores,
instalages e ar (BORCH; ARINDER, 2002). Durante o processo de abate, a esfola e a
evisceragdo representam etapas criticas, devido a possibilidade de contaminacao
cruzada entre a pele dos animais e a carcaga, assim como devido a possivel ruptura
do trato gastrointestinal. Dependendo do local da amostragem, a taxa de
contaminacdo microbiana da pele pode variar de 10* a 10° UFC/cm? (SERRAINO et
al., 2012).

Ao longo do processamento industrial, inimeros fatores contribuem para o
aumento e diversificagdo da microbiota contaminante. Devido ao nimero elevado de
operacdes e a intensidade de manuseio, normalmente as carnes apresentam elevados
nuimeros de contaminantes microbianos. Tais contaminantes sdo divididos entre
microrganismos patogénicos e deteriorantes, jA que a maioria dos deteriorantes ndo
representa perigo a saude publica, assim como a maioria dos patogénicos nao séo
responsaveis pela deterioracdo microbiana (BLACKBURN, 2006).

A deterioracdo microbiana dos alimentos gera grandes prejuizos econémicos e
pode resultar em um produto inaceitavel para o consumo humano (GRAM et al., 2002).
Pode ser caracterizada pelo aparecimento de limosidade, mudancas na textura ou
desenvolvimento de odores indesejaveis causados por rea¢des bioquimicas ou acdes
microbianas (JACKSON et al., 2001).

As mudancas sensoriais podem variar de acordo com o perfil microbiano
contaminante da carne e com o armazenamento deste alimento. Essas alteragbes
ocorrem pela utilizagdo de nutrientes da carne como agucares e aminoacidos livres
resultando em compostos volateis (ERCOLINI et al.,, 2006). Existem algumas
bactérias que estdo mais comumente envolvidas na deterioracdo deste produto, entre

elas as psicrotroficas, Acinetobacter spp., Psychrobacter spp. (CERVENY et al., 2009)



Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, e as bactérias acido-laticas (PENNACHIA et
al., 2011).

A seguranca e qualidade na carne in natura, podem ser estimadas pela
contagem de microrganismos indicadores como aerdbios mesdfilos, coliformes totais,

Escherichia coli e microrganismos psicrotréficos (LOPES et al., 2007).

2.1 MICRORGANISMOS INDICADORES HIGIENICO-SANITARIOS

Segundo Franco e Landgraf (2008), microrganismos indicadores sdo grupos ou
espécies que, quando presentes em um alimento, fornecem informacfes sobre a
ocorréncia de contaminacdo de origem fecal ou sobre a deterioracdo potencial do
alimento além de poderem indicar condi¢cdes sanitarias inadequadas durante o
processamento, produgdo ou armazenamento.

Nos estabelecimentos de abate e processamento, bactérias indicadoras como
mesofilos aerdbios, enterobactérias e E. coli sdo utilizadas durante o processo de
verificacdo e validacdo do sistema de Analises de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC). Embora suas correlagfes com a prevaléncia ou nivel de patdgenos
ndo tenha sido comprovada, estas sugerem a possibilidade da ocorréncia de
patégenos, por demonstrarem a condi¢do higiénica e contaminacdes de origem fecal
(MILIOS et al., 2014; COMISSAO EUROPEIA, 2007; USDA-FSIS, 1996). O
monitoramento sistematico de microrganismos indicadores de higiene e patégenos
garante informag6es fundamentais e uteis no controle da contaminagdo microbiolégica

de carcacas bovinas.

2.1.1 Bactérias mesofilas

As bactérias mesdfilas s@o microrganismos que se multiplicam em
temperaturas entre 20°C e 45°C, com temperatura 6tima entre 30°C e 40°C (JAY,
2000). Séo constituidas de espécies da familia Enterobacteriaceae, dos géneros
Bacillus, Clostridium, Corynebacterium, Streptococcus, dentre outros (SILVA et al.,
2001). Este grupo fornece uma estimativa da populacdo geral de microrganismos que
estdo presentes e altos niveis de contaminacdo estdo associados a baixa qualidade
microbiana (GILL et al., 1998).

Em superficies de carcagas, a quantificacdo da populacdo de microrganismos
aerdbios mesdfilos € comumente utilizada para fornecer dados que indiquem o grau de
cuidados higiénico-sanitarios durante as operacdes de abate, particularmente esfola e
evisceragdo (ZWEIFEL; STEPHAN, 2003). Em carcagas recém abatidas € observada

ocorréncia de <10°UFC/cm? de bactérias meséfilas (ICMSF, 2011). De uma maneira



geral, contaminagdo de carnes em niveis acima de 10° UFC/cm® indica inicio de
processo de deterioracdo, com producdo de odores tipicos e da validade comercial.
Quando o nivel de contaminac&o atinge valores da ordem de 10’ UFC/cm? a formac&o
de limosidade j& é evidente (GILL, 1998).

Phillips et al. (2001) analisaram 1.275 amostras de carcagas bovinas em
diferentes estabelecimentos e encontraram valores médios de 2,6 x 10> UFC/cm? para
contagem total de mesdfilos nas carcacgas apos refrigeracdo. Resultado semelhante foi
reportado por Hansson (2001), que apds andlise de 200 carcacas bovinas, encontrou
valores médios de meséfilos de 3,8 x 10> UFC/cm? e 2,7 x 10° UFC/cm?.

Por ndo diferenciar os tipos de bactérias, a contagem de microrganismos
aerdbios mesdfilos ndo é um indicador de seguranga, pois ndo esta diretamente
relacionado a presenca de patdgenos ou toxinas, porém € utilizado para obter
informacgdes gerais sobre a qualidade de produtos, praticas de manufaturas, matérias
primas utilizadas, condicbes de processamento, manipulagdo e validade comercial
(SILVA et al.,, 2001). No entanto, deve-se considerar que todas as bactérias
patogénicas de origem alimentar sdo mesdfilas, e assim, uma alta contagem de
mesofilos pode significar que houve condicbes para desenvolvimento de patégenos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.1.2 Bactérias psicrotroéficas

As bactérias psicrotroficas sdo um grupo de extrema importancia para a
avaliacdo da qualidade e da perspectiva da validade comercial de carnes
armazenadas e comercializadas sob refrigeracdo. A contagem total de aerdbios
psicrotréficos € utilizada como indicador geral de populagbes bacterianas em
alimentos refrigerados, ja que sdo os microrganismos que crescem entre 0 e 7°C.
Estdo distribuidos em diversos géneros como Escherichia, Listeria, Streptococcus,
Lactobacillus, Pseudomonas, Staphylococcus, podendo ser causadores de doengas
(SILVA et al., 2010). Em um estudo avaliando as médias das populagbes de
microrganismos psicrotréficos obtidas imediatamente apds a lavagem das carcagas,
Fontoura encontrou 6,4 x 10 UFC/cm?, enquanto que para as amostras colhidas apos
refrigerac&o o valor foi de 1,6 x 10*> UFC/cm? (FONTOURA, 2010).

O tipo e o numero de bactérias psicrotréficas, o pH da carne, a temperatura de
armazenamento e o tipo de embalagem irdo influenciar diretamente a deterioracdo
microbiana da carne (ICMSF, 2011). A deterioracdo da carne tem seu inicio quando a
populacdo de psicrotréficos esta na faixa de 10° UFC/g, resultando em defeitos fisicos

como a descoloracdo da superficie; entre 10 e 108 UFC/g surgem odores estranhos e



em contagens por volta de 10° UFC/g aparece o limo superficial (ROCA; SERRANO,
1995).

2.1.3 Bactérias da familia Enterobacteriaceae

As enterobactérias sugerem contaminagfes causadas por fezes, por serem
encontradas no intestino, mas também sdo encontradas em regides extra intestinais.
Sao bacilos Gram-negativos e estdo amplamente distribuidos no solo, agua, plantas e
intestinos do homem e dos animais (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Fazem parte
dessa familia, os géneros Citrobacter, Enterobacter, Erwinia, Escherichia, Hafnia,
Klebsiella, Proteus, Providencia, Salmonella, Serratia, Shigella e Yersinia (KORNACKI;
JOHNSON, 2001). A presenca de enterobactérias € frequentemente usada como
indicador para possivel contaminacgado fecal decorrente de inadequado processamento
ou contaminacdo poés-processamento (TORNADIJO et al.,, 2001), podendo refletir a
higiene do abate. Esta familia estd diretamente relacionada com a saude publica,
possuindo como membros alguns sorotipos enteropatogénicos como é o caso dos
géneros Escherichia e Salmonella.

Os microrganismos desta familia sdo mesofilos, mas ha cepas psicrotroficas
principalmente dentro dos géneros Escherichia e Enterobacter, e sdo indicadores Uteis
das condicdes de higiene dos processos de fabricacdo e contaminacdo pOs-
processamento, e indicadoras de possivel contaminagéo entérica (JAY, 2005; SILVA
et al.,, 2010). Também s&o importantes microrganismos deteriorantes, quando
presentes em niveis de 10" UFC/cm? (GRAU, 1981).

Dentro da familia Enterobacteriaceae, também estd o grupo dos coliformes
totais, ou coliformes a 35°C, representados pelos géneros Escherichia, Enterobacter,
Citrobacter e Klebsiella, que apresentam a capacidade de fermentar lactose
produzindo acido e gas quando incubadas a 35-37°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
Além de serem encontrados nas fezes, também estdo presentes em outros ambientes
como vegetais e solo, onde persistem por tempo superior ao de bactérias patogénicas

de origem intestinal como Salmonella e Shigella.

2.1.4 Bactérias acido-laticas

As bactérias acido-laticas sdo um grupo de microrganismos Gram-positivos,
catalase negativos, ndo formadores de esporos e que geralmente crescem sob
condigBes microaerdfilas ou estritamente anaerdbicas. Os mais importantes géneros
sdo Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus,

Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium e se



classificam em homofermentativas e heterofermentativas (BRUNO; CARVALHO,
2009).

As homofermentativas produzem acido latico e heterofermentativas produzem
além de &cido latico, substancias como dioxido de carbono, &cido acético, etanol,
aldeido e diacetil (BRUNO; CARVALHO, 2009). Crescem em diferentes temperaturas,
altas concentracdes de sal e sdo tolerantes a meios acidos e alcalinos (SALMINEN;
VON WRIGHT, 1993). Apenas poucas bactérias &cido-laticas, tais como os
enterococos, sdo envolvidas em casos de infeccdo de origem alimentar (DELAVENNE
et al., 2012).

Porém deve-se considerar que altas contagens de bactérias &cido-laticas
podem ser problematicas, podendo resultar em formacdo de sabor indesejavel em
alguns alimentos (HAYES; BOOR, 2001). Em carnes refrigeradas embaladas a vacuo
a condicao de microaerofilia e aumento de CO, promove o aumento da populacdo de
bactérias psicrotroficas Gram positivas, como as bactérias acido-laticas, no lugar das
bactérias psicrotréficas Gram negativas (predominantemente Pseudomonas).
Consequentemente, a fermentagdo das bactérias acido-laticas pode provocar odores
acidos, além da producdo de gas e limosidade, com alteracdes na coloracdo do
produto (BLACKBURN, 2006).

2.1.5 Escherichia coli patogénicas

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e € um componente
normal da microbiota intestinal dos animais de sangue quente, incluindo o homem
(ACHA; SZYFRES, 2003). Se caracteriza por ser um bacilo Gram negativo, ndo
esporulado e capaz de fermentar glicose com producdo de acido e gas (FRANCO;
LANDGRAF, 2008). A contagem alta de E. coli pode indicar falhas nas condigbes
higiénicas durante o abate e processamento, como também armazenamento em alta
temperatura (>7-8°C), sendo que <10 UFC/g da carne pode ser geralmente
encontrado nos processos de abate (ICMSF, 2011).

As cepas comensais de E. coli raramente causam doenca, exceto em animais
imunologicamente comprometidos ou quando a barreira gastrointestinal normal é
quebrada (MENG et al., 2007). Existem diversas linhagens comprovadamente
patogénicas para 0 homem e animais e sua presenca nos alimentos indica uma
possivel contaminagdo de origem fecal, assim como eventual ocorréncia de
enteropatégenos (FRANCO; LANDGRAF, 2008). As cepas patogénicas séo divididas
em diferentes grupos considerando suas propriedades virulentas, sindromes clinicas,
epidemiologia e diferentes sorogrupos (JAY, 2005). A sua classificacdo pode ser

realizada sorologicamente, por meio dos antigenos “O” dos lipopolissacarideos (LPS)



de parede e dos antigenos “H” do flagelo bacteriano (GYLES; FAIRBROTHER, 2010;
GYLES, 2007). Assim como, de acordo com a patogenicidade e os sintomas clinicos,
0s quais estdo diretamente relacionados aos fatores de viruléncia expressos (CDC-
HHS, 2015).

Segundo o “Centers for Disease Control and Prevention - CDC/HHS/USA”
(CDC-HHS, 2015), seis patotipos estdo relacionados a diarreia e sdo coletivamente
referidos como E. coli Diarreiogénicas (DEC): E. coli produtora de toxina Shiga
(STEC), sendo esta a mais frequente nas infeccbes em humanos veiculadas por
alimentos; E. coli Enterotoxigénica (ETEC); E. coli Enteropatogénica (EPEC); E. coli
Enteroagregativa (EAEC, ou EAQQEC); E. coli Enteroinvasiva (EIEC); e E. coli
Aderente Difusa (DAEC).

Nos ultimos anos E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), emergiu como o
maior risco associado as carnes vermelhas, tanto em aspectos de saude publica,
como em barreiras técnicas, comerciais e devolugbes de mercadorias (DUFFY et al.,
2014; EFSA, 2013a, 2013b). Animais ruminantes, especialmente os bovinos, sdo 0s
principais reservatorios naturais dos patotipos STEC e EPEC e estdo
epidemiologicamente relacionados a maioria dos surtos e mortes de humanos por
estes grupos de patégenos (BAKER et al., 2016; BUNCIC et al., 2014; CROSSLAND
et al., 2015; DUFFY et al., 2014).

A E. coli STEC é definida pela producéo de pelo menos um tipo de “Shiga toxin
(Stx)”, sendo que os dois principais tipos sao “Shiga toxin 1 (Stx1)” e “Shiga toxin 2
(Stx2)” (GYLES, 2007). Esta toxina na corrente circulatéria pode resultar em hemolise,
lesdo endotelial, oclusdo vascular e nefrite (KAPER et al., 2004), além da Sindrome
Urémica Hemolitica — SHU, caracterizada por insuficiéncia renal aguda, que acomete
principalmente criangas menores de cinco anos, idosos e imunocomprometidos
(FULLER et al., 2011; GOMES et al., 2016; HE et al., 2012; KARMALI et al., 2010),
assim como, da Trombocitopenia Trombotica Parpura (TTP) em adultos (PAULA et al.,
2014).

As E. coli STEC que apresentam associa¢cdo com o gene eae sdo conhecidas
como STEC eae+, antiga E. coli Enterohemorragica (EHEC), e apresentam cepas com
alta viruléncia para os seres humanos, como E. coli 0157:H7, que foi a primeira cepa
STEC reconhecida como uma ameaca a saude publica (HE et al., 2012; KARMALI et
al., 2010; RILEY et al., 1983). Este sorotipo é 0 mais isolado de surtos em humanos
nos Estados Unidos, Canada e Argentina, principalmente dos casos com a
necessidade de hospitalizacdo (CRIM et al., 2014; GOULD et al., 2013; TARR et al.,

2005). Em outros paises, como Australia, Alemanha e Austria, outros sorotipos,
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conhecidos por STEC “non-O157”, se destacam nos surtos em humanos (TARR et al.,
2005).

Em 2012, os seis sorotipos mais frequentes, conhecidos como “top six non-
0157 STEC” (026, 045, 0103, 0111, O121 e 0145), foram declarados pelo governo
dos Estados Unidos, junto com o sorotipo O157, como adulterantes da carne bovina
(USDA-FSIS, 2012). No Brasil, o Programa Nacional de Controle de Patégenos
(PNCP) determinou que os estabelecimentos sob fiscalizacdo do Servico de Inspecéo
Federal (SIF), especializados no abate e/ou na desossa de bovinos, realizem o
monitoramento de E. coli O157:H7 e de seis sorotipos ndo-0157 STEC (026, 045,
0103, 0111, 0121 e 0O145) na carne bovina in natura (BRASIL, 2015).

Embora a incidéncia de SHU no Brasil seja baixa e somente dois casos de E.
coli 0157:H7 tenham sido descritos, sorotipos importantes como 026, 0103, Ol11l e
0145 tém sido isolados de pacientes, assim como alguns sorotipos incomuns (O1,
024 e O77). Além disso, altas prevaléncias de STEC tém sido verificadas nas fezes de
animais, como ovinos, bovinos e suinos, inclusive para os sorotipos O157:H7 e
0103:H2, que estao frequentemente relacionados aos surtos em humanos (GOMES et

al., 2016) e podem representar um grande risco para a cadeia produtora da carne.

3 ACIDO LATICO

Apesar da intensificacdo dos procedimentos de Boas Praticas de Fabricacao e
Andlise de Perigos e Pontos Criticos, o uso de intervencbes especificas pode
contribuir com a reducdo ou eliminacdo de bactérias patogénicas ou de
microrganismos deteriorantes de carnes (BUNCIC; SOFOS, 2012). A utilizacdo de
agentes quimicos na sanitizacdo de carcacas de animais recém-abatidos tem sido
intensivamente estudada, na busca de reduzir a presenca de microrganismos
patogénicos. Alguns destes agentes de sanitizagdo sdo 0s acidos orgéanicos, 0s quais
podem ser empregados para diminuir a contaminag&o microbiana (DREHMER, 2005).

Sobre o mecanismo de ac¢do dos acidos organicos, ha diferentes suposicoes.
Russel (1992) explicou que a forma nédo dissociada do acido seria lipossoluvel e nessa
forma teria capacidade de atravessar de forma passiva a membrana celular. No
interior da célula, o &cido se dissociaria alterando o pH citoplasmético, modificando o
gradiente de prétons e a carga elétrica com o exterior celular. Isso interferiria no
sistema de transporte de aminoacidos e fosfatos além de inativar enzimas. Outra
consequéncia seria 0 aumento da pressdo osmoética celular devido aos mecanismos
de compensacdo de carga elétrica, aumentando os niveis de sédio, potassio ou
glutamato e a forga ibnica intracelular, provocando um aumento da pressdo mecanica

sobre a parede do microrganismo, o que faria com que essa se rompesse.
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Lues e Theron (2011) descreveram que a atividade bactericida dos &acidos
organicos ocorre devido as suas formas nado dissociadas, as quais tém como alvo as
fungbes metabodlicas dos micro-organismos, tais como a producdo de proteina, a
inibicdo de ATP e um aumento na pressdo osmotica.

Silva (1998) enfatizou que a atividade antimicrobiana dos &acidos organicos
depende da reducdo do pH, da minima dissociacdo do &cido e da toxicidade da
molécula. Os acidos fracos sao mais eficientes do que os acidos fortes, visto que os
acidos fracos sao capazes de acidificar o interior da célula.

Entre os &cidos organicos, o acido latico € o mais utilizado nos abates
comerciais (BOSILEVAC et al., 2008). Ele tem acdo lipofilica, promovendo a entrada
de ions hidrogénio na membrana celular do microrganismo, o que acidifica o seu
interior e ocasiona o desiquilibrio homeostético, inibindo reagbes metabdlicas
essenciais e promovendo o acumulo de substancias toxicas (DAVIDSON; TAYLOR,
2007). Exerce tanto efeito bactericida, imediatamente apds sua aplicagdo, como efeito

bacteriostéatico, de acdo prolongada (PRASAI et al., 1992).

3.1 ACIDO LATICO NA DESCONTAMINACAO DE CARCACAS BOVINAS

A aspersdo do acido latico € um procedimento amplamente disseminado e
regulamentado em paises como Estados Unidos (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA,
2014), onde é considerado uma das intervenc¢des mais comuns para descontaminacao
de carne bovina in natura (FOULADKHAH et al.,, 2013) e no continente Europeu
(UNIAO EUROPEIA, 2013), sendo permitido o uso em concentracdes entre 2 a 5%,
com a solugédo em temperatura de até 55°C.

A sua eficcia tem sido relatada por grande quantidade de estudos (CUTTER;
RIVERA-BETANCOURT, 2000; ARTHUR et al., 2004; HARRIS et al., 2006; ARTHUR
et al., 2008) e a descontaminagdo microbiana € aumentada por concentracfes de
acido latico superiores a 2% na solugéo aplicada (STOPFORTH et al., 2005). O efeito
redutor da contaminacéo foi observado até mesmo em carcagas bovinas ja resfriadas,
sendo utilizado em concentragdo de 4%, a temperatura de solucdo de 55° C, aplicado
por 30 segundos, numa quantidade de 500 ml por meia carcaca (CASTILLO et al.,
2001).

Pittman et al. (2012) avaliaram a aspersédo de concentra¢ges de &cido latico
(2% ou 5%) em carcagas bovinas, em uma Unica aplicacdo e outra posterior, com
intervalo de 24 horas e encontraram reducdo na viabilidade de E. coli O157: H7 e de
12 cepas de E. coli STEC nd0-0157 de E. coli de 1,6 e 2,5 log UFC/cm?, quando

utilizado como um Gnico tratamento, e de 2,4 a 3,4 log UFC/cm? ap6s o segundo
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tratamento, independentemente da concentragdo utilizada. Ainda avaliando o efeito
em E. coli, Youssef, Bandoni e Gil (2012) relataram que dependendo do tipo de tecido
tratado (adiposo, membranoso ou muscular) a reducéo pode variar.

Em condi¢bes de contaminacao natural da carcaga, ja foram reportados efeitos
sobre bactérias mesofilas (CASTILLO et. al, 2001; BARBOZA de MARTINEZ et al.,
2002; GILL; BADONI, 2004; BOSILEVAC et al., 2008), coliformes (CASTILLO et. al,
2001; BARBOZA de MARTINEZ et al., 2002), Enterobacteriaceae (BOSILEVAC et al.,
2008) e E. coli (CASTILLO et al., 2001; BARBOZA de MARTINEZ et al., 2002). Em um
estudo avaliando a aspersdo de 2% de acido latico em carcacas foi observada a
reducdo no numero de bactérias mesdfilas, psicrotréficas, coliformes, E. coli e
bactérias acido-laticas, logo apds o tratamento, e que se manteve apés 24 horas de
resfriamento (DORMEDY et al., 2000). Em um relatério da Comissdo Europeia (EFSA,
2011), o A&cido latico reduziu entre -0,1 e 3,7 log UFC as contagens referentes a
contaminacdo natural de Enterobacteriaceae em carcagas de bovinas pré-resfriadas e
entre -0,2 e 5,8 log UFC em carcagas apos o resfriamento.

Porém, alguns estudos demonstram que as solu¢des de &cido latico podem ter
efeitos reduzidos na descontaminacdo de carcacas ou cortes na pratica comercial
(BACON et al., 2002; GILL; LANDERS, 2003). A eficiéncia da asperséo do acido latico
esta diretamente relacionada com fatores como a concentragéao, o tipo de tecido a ser
tratado, o volume de solucdo e o grau de contaminacao inicial (YOUSSEF et al.,
2012), o que poderia explicar tais resultados e ressalta a importancia de se avaliar
cada sistema de producédo e condigbes de abate. Silva (1998) também relatou que o
efeito do tratamento com &cidos orgéanicos depende da concentracao do &cido, do
tempo de aplicacéo, da temperatura e do método de aplicacao.

3.2 ACIDO LATICO E A COR DA CARNE BOVINA

T&o importante quanto seus efeitos na redugdo microbiana, as implica¢des nas
caracteristicas sensoriais da carne e da carcaca devem ser consideradas no uso de
procedimentos de descontaminagdo. A cor da carne € o primeiro critério utilizado pelo
consumidor no momento da compra (Muchenje et al. 2009). Apesar deste atributo ndo
afetar a palatabilidade, € um aspecto importante na comercializag&o, visto que carnes
com coloragdo mais escura sofrem maior rejeicdo por parte dos consumidores.

Os principais pigmentos responsaveis pela cor caracteristica da carne sédo a
mioglobina e a hemoglobina, formadas em sua maior parte por proteinas. A mioglobina
€ 0 pigmento muscular que retém o oxigénio nos tecidos e hemoglobina é o pigmento
sanguineo responsavel pelo transporte de O2 na corrente sanguinea. A molécula da

mioglobina consiste em uma fracéo proteica, a globina, e um grupo heme, que tem um
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atomo de ferro localizado na porcéo central. Este pode formar seis ligagdes, sendo
gue o ligante presente na sexta ligacao e a valéncia do ion ferro resultam na cor da
carne (MANCINI; HUNT, 2005).

Na auséncia de oxigénio, predomina deoximioglobina, forma reduzida do
pigmento (Fe++), de coloracdo vermelho-parpura. Quando a deoximioglobina €
exposta ao oxigénio, este se liga ao ferro e ocorre oxigenagéo, responsavel pela cor
vermelha brilhante (oximioglobina). A oxidacdo do ion ferroso (Fe++) para a forma
férrica (Fe+++), em baixas concentracdes de oxigénio, resulta na formacdo de
metamioglobina, marrom (MANCINI; HUNT, 2005).

Conhecer os mecanismos de estabelecimento da cor da carne e como ele pode
ser afetado é essencial nos estudos considerando a carne bovina, incluindo aqueles
relacionados com a melhoria da qualidade microbiana das carcagas. As informacdes
sobre o efeito do &acido latico nas caracteristicas sensoriais sdo limitadas e
controversas (JIMENEZ-VILLARREAL, et al. 2003; QUILO, et al., 2010).

Altas concentracdes de solucdo de acido latico resultam em descoloragéo da
carne e aparecimento de coloragdo marrom na gordura, conforme verificado por
Smulders et al. (1986).

Ellebracht et al. (1999), ao utlizarem recortes de carne submetidos a
tratamento com &agua quente, seguido por aplicacdo de 2% de &cido latico,
observaram que as superficies das amostras se tornaram mais escuras. Porém, a
carne moida proveniente destes recortes, ndo teve diferencas para os valores de L*,
a*, b*. Portanto, os autores relataram que a mudanca da coloracdo da carne foi
temporaria, e nao foi suficiente para alterar as caracteristicas do produto final.

Stivarius et al. (2002), ao utilizarem recortes de carne bovina tratados por trés
minutos com agua quente (82°C), acido lactico a 5% ou um controle ndo tratado,
encontraram que o tratamento com acido latico apresentava cor mais clara e menor
teor de oximioglobina, guando comparado aos demais tratamentos.

Ja em um estudo de Jimenez-Villareal et al. (2003), a carne moida bovina
tratada com solucdo de acido latico 2% manteve caracteristicas sensoriais de cor e
odor semelhantes a carne sem tratamento.

Semler et al. (2013), utilizando cortes de Psoas major e Gluteus medius
inoculados com E. coli genérica e tratados com 4,17% de &cido latico, apesar de
encontrarem diminuigcdo significativa na contagem bacteriana, observaram reducéo no
valor do pardmetro L* e do parametro a*, para os dois cortes avaliados, além de
aumento no valor de b* para o Gluteus medius.

Recentemente, um estudo avaliou a aspersédo de diferentes concentracées de

acido latico (2, 3, 4 e 5%) em cortes de carne da regiao do pescoco, e seus efeitos na
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reducdo microbiana e na avalicdo da cor da carne, tanto por avaliagdo instrumental
(sistema CIELAB), quanto andlise sensorial por avaliadores treinados e escala
hedbnica. Comparando todos os tratamentos juntos com o controle, a luminosidade
aumentou (L*= 36.52 + 4.47 vs 30.98 + 5.37), o vermelho diminuiu (a*= 12.12 + 2.84 vs
7.75 + 3.01; P < 0.01) e 0 amarelo aumentou (b*= 12.87 + 2.88vs 6.51 + 4.13). Os
avaliadores consideraram a aspersao de 5% prejudicial para cor, odor e aparéncia da
carne, sendo que a aspersdo de 2 a 4% n&o afetou a aceitabilidade (RODRIGUEZ-
MELCON, 2017).

4 OBJETIVOS

Apesar das inimeras comprovacdes do efeito do acido latico na reducdo da
contaminacéo de carcagas bovinas, ndo séo relatados estudos considerando carcagas
provenientes de Bos indicus, que compdem 80% do rebanho nacional, sendo que
aqueles com caracteristicas da raca Nelore representem quase a totalidade desses
(FERRAZ; FELICIO, 2010). Além da espécie, a realidade nacional do sistema de
criacdo destes animais e do manejo alimentar € muito diferente daquelas praticadas
nos paises onde se concentra a grande maioria das pesquisas no assunto, que
também possuem tecnologia de abate diferente.

Perante estes aspectos, o objetivo geral do presente trabalho foi determinar um
protocolo de descontaminagdo de carcagas B. indicus utilizando aspersdo de
diferentes solugbes de acido latico.

Obijetivos especificos:

- Determinar a eficacia na reducdo microbiana de carcacas B. indicus, pelo uso
da asperséo de diferentes concentracdes de &cido latico.

- Determinar o efeito da temperatura de solucdo de acido latico sobre a
reducdo microbiana.

- Avaliar se o processo de resfriamento das carcagas bovinas em camara fria
pode interferir na acao da solucao de acido latico.

- Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de solugcbes de acido latico

sobre a cor instrumental de carcagas.

A presente pesquisa resultara no artigo intitulado “AVALIACAO MICROBIANA E COR
DE CARCACAS DE BOVINOS (Bos indicus) ASPERGIDAS COM DIFERENTES
SOLUCOES DE ACIDO LATICO”, o qual sera submetido & revista Meat Science

conforme as suas regras de publicacéo.
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AVALIACAO MICROBIANA E COR DE CARCAGCAS DE BOVINOS (Bos indicus)
ASPERGIDAS COM DIFERENTES SOLUCOES DE ACIDO LATICO

RESUMO
A contaminacdo de carcacas bovinas pode veicular patdégenos e afetar a

inocuidade alimentar, o que eleva o risco de doencas ao consumidor, além de reduzir
a validade comercial da carne e acarretar em prejuizos econémicos para a inddstria.
Neste sentido, &cido latico tem sido utilizado na reducdo da contaminagdo microbiana
inicial de carcagas nos Estados Unidos e na Europa, entretanto existe caréncia de
estudos considerando a realidade da pecuéria e da tecnologia de abate brasileira. O
objetivo do presente trabalho foi determinar a efichcia da aspersédo de diferentes
concentracdes de &cido latico como intervencdo antimicrobiana em carcacas Bos
indicus, pelo uso, sobre a carga microbiana e sua influéncia na cor da carcaca. Para
isso, o estudo foi dividido em duas fases. O estudo 01 foi realizado com 132 meias
carcacas Bos indicus distribuidas entre quatro tratamentos: aspersdo de solucédo de
acido latico a 1, 1,5 e 2%, em temperatura ambiente de 33°C, e controle sem
aspersdo. O estudo 02 foi realizado com 200 meias carcagas de bovinos Bos indicus
distribuidas entre quatro tratamentos: aspersdo de solugédo de acido latico a 2, 2,5 e
3%, em temperatura de 55°C, e controle sem aspersédo. Todas as meias carcacas
foram amostradas para condicdo microbiana (bactérias mesdfilas, bactérias
psicrotréficas, bactérias acido-laticas, enterobactérias, coliformes totais, Escherichia
coli genérica, E.). coli (STEC e EPEC). No estudo 02 foi realizada a avaliacdo da cor
instrumental, por meio dos parametros L*, a*, b* com colorimetro, na regido da
picanha e paleta das meias carcagas. Os resultados foram submetidos a testes de
normalidade e homocedasticidade para adequacdo da andlise de variancia e do teste
de comparac¢8es multiplas a 5% de probabilidade. Considerando o estudo 01, antes do
resfriamento, carcacas nao tratadas apresentam em média 6,28 vezes maior chance
de estarem contaminadas por coliformes em relacdo as tratadas com 2,0% de acido
latico. O tratamento com acido latico reduz a contagem média de mesofilos e bactérias
acidos laticas em 0,34 e 0,21 log;y UFC/lcm?® respectivamente, a cada unidade
percentual de &cido latico utilizada. ApGs o resfriamento, esta reducao foi de 0,24 e
0,16 log;o UFC/cm? para mesdfilos e bactérias acido laticas. No estudo 02, antes do
resfriamento, o tratamento com &cido latico reduz a contagem de enterobactérias,
mesdfilos, psicrotroficos, bactérias acido laticas totais e bactérias acido laticas
homofermentativas em 0,12; 0,31; 0,23; 0,33 e 0,32 logi0 UFC/cm?, respectivamente, a
cada unidade percentual de &acido latico. Os parédmetros de Luminosidade (L) e

intensidade do vermelho (a*) foram afetados com a aspersdo do acido latico.
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Considerando o aspecto visual das carcagas e a reducdo da contagem bacteriana
obtida neste estudo, recomenda-se o0 uso da aspersao de solucdo de acido latico a
partir 2%, para tratamento antimicrobiano de carcacas bovinas Bos indicus.

Palavras-chave: validade comercial, &cidos organicos, bactérias deteriorantes,
descontaminacao, Nelore.
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MICROBIAL EVALUATION AND COLOR OF BOVINE CARCASS (Bos indicus)
TREATED WITH DIFFERENT SOLUTIONS OF LACTIC ACID

ABSTRACT
Contamination of bovine carcasses can lead to pathogens and affect food

safety, which increases the risk of diseases to the consumer, as well as reducing the
commercial value of meat and causing economic losses for the industry. In this sense,
lactic acid has been used in the reduction of the initial microbial contamination of
carcasses in the United States and Europe, however there is a lack of studies
considering the reality of livestock and Brazilian slaughter technology. The aim of the
present study was to determine the efficacy of spraying different lactic acid
concentrations as an antimicrobial intervention in Bos indicus carcasses on the
microbial load and its influence on carcass color. For this, the study was divided into
two phases. Study 01 was performed with 132 Bos indicus half carcasses distributed
among four treatments: 1, 1,5 and 2% lactic acid solution and control. In study 02, the
instrumental color evaluation was performed using L *, a *, b *, with colorimeter. The
results were submitted to normality and homoscedasticity tests for the adequacy of the
analysis of variance and the multiple comparisons test with 5% of probability.
Considering the study 01, before cooling, untreated carcasses had a mean of 6.28
times greater chance of being contaminated by coliforms than those treated with 2.0%
of lactic acid. Treatment with lactic acid reduces the mean count of mesophiles and
lactic acid bacteria by 0.34 and 0.21 log,o CFU/cm?,, respectively, to each percentage
unit of lactic acid used. After cooling, this reduction was 0.24 and 0.16 for mesophiles
and lactic acid bacteria. In study 02, before cooling, treatment with lactic acid reduced
the count of enterobacteria, mesophiles, psychrotrophic bacteria, total lactic acid
bacteria and homofermentative lactic acid bacteria in 0.12; 0.31; 0.23; 0.33 and 0.32
logio CFU/cm?, respectively, to each percentage unit of lactic acid. The parameters of
Luminosity (L) and intensity of red (a *) were affected with the spray of lactic acid.
Considering the visual appearance of the carcasses and the reduction of the bacterial
count obtained in this study, it is recommended to use a spray of lactic acid solution

from 2% for antimicrobial treatment of Bos indicus bovine carcasses.

Key-words: commercial  validity, organic  acids, deteriorating bacteria,

decontamination, Nelore.
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1 INTRODUCAO

O musculo de animais sadios é considerado estéril, sendo que a contaminacao
microbiana pode acontecer no processo de abate, por falhas de procedimentos
operacionais, e a deterioracdo esta diretamente relacionada com o crescimento de
bactérias em sua superficie (SCHWACH, 2007). Quanto maior a carga inicial de
bactérias, menor a validade comercial da carne, decorrente do aumento da atividade
destes microrganismos (FORSYTHE et al.,2002). A deterioragéo dos alimentos gera
grandes prejuizos econdmicos, representando para a industria da carne, varejistas e
consumidores uma perda de até 40% de carne in natura (SPERBER, 2010).

Além do aspecto econbmico, a contaminacdo da carne bovina pode
representar perigo a inocuidade, se destacando como um dos principais alimentos
envolvidos na ocorréncia de zoonoses e infecgbes em humanos veiculadas por
alimentos (EFSA, 2013a, 2013b). Nos ultimos anos o grupo de bactérias Escherichia
coli produtora de toxina “Shiga-like” — STEC, emergiu como o maior risco associado as
carnes vermelhas, tanto em aspectos de salude publica, como em barreiras técnicas
comerciais e devolugbes de mercadorias (DUFFY et al., 2014; EFSA, 2013a, 2013b).
Os bovinos sao os principais reservatorios de STEC e estdo relacionados a maioria
dos casos e mortes em humanos por este grupo de patégenos (BUNCIC et al., 2014;
DUFFY et al., 2014; EFSA, 2013). Nos Estados Unidos, alimentos de origem bovina,
especialmente crus ou malcozidos, estdo relacionados a aproximadamente 75% dos
surtos de E. coli STEC sorotipo 0157 (CALLAWAY et al., 2009).

Apesar da intensificacao dos procedimentos de Boas Praticas de Fabricacdo e
Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, o uso de intervencdes especificas
de descontaminacao pode contribuir com a reducdo de bactérias patogénicas e de
microrganismos deteriorantes de carnes. Dentre estas técnicas, se destaca a
aplicacdo de acidos organicos, sendo o latico o mais utilizado nos abates comerciais
(BOSIVELAC et al., 2008). A aspersédo do acido latico é um procedimento amplamente
disseminado e regulamentado na Europa (UNIAO EUROPEIA, 2013) e nos Estados
Unidos (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2014), pais este onde é considerada uma
das praticas mais comuns para descontaminacdo de carne bovina in natura
(FOULADKHAH et al., 2013).

A sua eficacia tem sido relatada por numerosos estudos (ARTHUR et al., 2004,
PIPEK et al.,, 2005; HARRIS et al.,, 2006; ARTHUR et al., 2008), e o grau da
descontaminacdo é aumentada por concentracdes de Acido latico superiores a 2% na
solucéo aplicada (STOPFORTH et al., 2005). Em condi¢cdes de contaminacdo natural
da carcaca, ja foram reportados efeitos sobre bactérias mesdfilas (CASTILLO et al.,
2001; BARBOZA de MARTINEZ et al., 2002; GILL; BADONI, 2004; BOSILEVAC et al.,
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2008), coliformes (CASTILLO et al.,, 2001; BARBOZA de MARTINEZ et al., 2002),
Enterobacteriaceae (BOSILEVAC et al.,, 2008) e E. coli (CASTILLO et al., 2001;
BARBOZA de MARTINEZ et al, 2002). O efeito redutor da contaminagdo foi
observado até mesmo em carcagas bovinas ja resfriadas, sendo utilizado em
concentracdo de 4% e temperatura de solucdo de 55° C (CASTILLO et al., 2001).

Apesar dos evidentes beneficios para redugdo microbiana, o uso de &cido
latico pode afetar algumas propriedades sensoriais da carne, como a cor, 0 sabor e 0
aroma deste alimento. Em carcacas bovinas naturalmente contaminadas, a aspersao
de 2% de acido latico aumentou o L*- luminosidade, e reduziu o a* - intensidade de
vermelho, sendo que este Ultimo teve seu valor aumentado apos o resfriamento da
carcaca (PIPEK et al., 2005).

A maioria dos estudos publicados considera a acdo do &cido latico em
carcagcas de bovinos taurinos, poucos estudos reportados considerando carcacas
provenientes de Bos indicus, que compbdem 80% do rebanho brasileiro, sendo que
aqueles com caracteristicas da raca Nelore representem quase a totalidade do
rebanho de corte nacional (FERRAZ; FELICIO, 2010). Dentre as diferencas
apresentadas entre animais zebuinos e taurinos, a pelagem se destaca e estudos
publicados indicam que racas com pelos mais longos (por exemplo, Simental), tém
maior potencial para apresentarem a carcaca contaminada (DAVIES et al., 2000).

No Brasil, o procedimento de aspersdo de &cido latico ndo esté oficialmente
implementado e existe caréncia de evidéncias cientificas que considerem a realidade
do pais e do sistema de producdo. Neste contexto, pesquisas nessa area podem
contribuir para o desenvolvimento de um protocolo de aplicacdo de &cido latico
coerente com a realidade nacional. Portanto, com este estudo, espera-se estabelecer
a concentracao da solucao de acido latico para aspersdo em carcacas bovinas Bos
indicus, adequada para o cenario nacional de produgéo proposto nesta pesquisa, que
reduza a contaminacao bacteriana natural inicial, sem interferir nos atributos sensoriais

da carcaca.
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2 MATERIAL E METODOS

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, UNESP, Campus
de Botucatu.

Foram realizados dois estudos em um abatedouro frigorifico de bovinos,
localizado no Municipio de Mozarlandia, Estado de Goias, para validacdo microbiana
do uso de solucao de &cido latico sobre meias carcagas bovinas, utilizando boxe de
aspersdo localizado apés a lavagem das mesmas. O estudo 01 ocorreu entre
29/02/2016 a 15/03/2016 e o estudo 02 foi realizado entre 08/09/2016 a 20/09/2016.

Em sintese, a Figura 1 esquematiza o fluxograma de trabalho realizado para a
colheita e o0 processamento das amostras obtidas do estudo 01 e a Figura 2

representa o fluxograma de trabalho do estudo 02.

2.1 Selecdo das meias carcagas esquerdas

Os critérios de selecdo de cada lote, para ambos estudos, foram bovinos Bos
indicus, com predominio da raga Nelore, machos, nédo castrados e oriundos da mesma
propriedade rural e sistema produtivo. O abate do lote selecionado foi sempre
realizado no periodo da manha@ para comportar os procedimentos amostrais e
analiticos.

As carcacgas foram divididas em meias carcacas, onde apenas as esquerdas
foram utilizadas no experimento, sendo avaliadas quanto a cobertura de gordura, para
caracteriza-las e padroniza-las.

O estudo 01 foi realizado com 3 (trés) lotes de abate em dias distintos,
totalizando 132 machos Bos indicus. Cada lote foi dividido igualmente em 4 (quatro)
grupos de meias carcagas: sem aspersao (grupo controle) e tratadas com 1,0%, 1,5%
ou 2,0% de &acido latico utilizando agua em temperatura ambiente (= 33°C). A ordem
de execugdo dos tratamentos foi alternada entre os lotes avaliados visando a
aleatorizacdo dos tratamentos dentro dos lotes. Este estudo foi realizado com 33
meias carcacas por tratamento (n=33).

O estudo 02 foi realizado com 4 (quatro) lotes de abate em dias distintos,
totalizando 200 machos Bos indicus. Cada lote foi dividido igualmente em 4 (quatro)
grupos de meias carcagas: sem aspersao (grupo controle); e tratadas com 2,0%, 2,5%
ou 3,0% de &cido latico utilizando agua na temperatura de 55°C. A ordem de execucéo
dos tratamentos foi alternada entre os lotes avaliados visando a aleatorizacdo dos
tratamentos dentro dos lotes. Em sintese, este estudo foi realizado com 50 meias

carcacgas por tratamento (n=50).



Sala de Abate

132 Bovinos (Nelore)

s Selec¢do de 132meias-carcagas esquerdas

30

Ac. Léatico Ac. Lético Ac. Léatico Controle
1% 1,5% 2% Sem aspersao
33 meias- 33 meias- 33 meias- 33 meias-carcacas
carcacas carcacas carcacas
\ Y Vi
Camara de ANTES DO RESFRIAMENTO, NA ENTRADA DA CAMARA:

Resfriamento
(Entrada — carcaca

R/

quente) “*

Esponja 3 pontos de 100cm? (coxo, peito e pescogo) - Total 300cm?

\4

/

% Amostras das meias-carcagas esquerdas:

> Bactérias mesofilas
» Bactérias psicrotroficas
Laboratério de » Enterobactérias Placas 3M
Analises > Coliformes Totais / E. coli Petrifilm™
> Bactérias acido-laticas — Caldo MRS
J
Camara de ANTES DO RESFRIAMENTO, NA ENTRADA DA CAMARA:

Resfriamento
(Saida — carcaca
fria)

% Esponija 3 pontos de 100cm? (cox&o, peito e pescoco) - Total 300cm?

Vv

-

Laboratério de
Andlises

.

¢+ Amostras das meias-carcacas esquerdas:
Bactérias mesofilas

Bactérias psicrotroficas
Enterobactérias

Coliformes Totais / E. coli

Bactérias acido-laticas — Caldo MRS

YV VVVYVY

Placas 3M
Petrifilm™

J

Figura 01 - Fluxograma da colheita e processamento das amostras de meias carcagas

bovinas — Estudo -01.
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Aplicacéo do acido latico

Apoés o abate e a lavagem das meias carcacas, estas foram encaminhadas

pela nérea para o boxe de aspersdo de A&cido latico, com pressdo e vazdo

monitoradas. Este sistema de asperséo é composto por:

01 Tanque em Inox AISI 304 de diluicdo e homogeneizacdo de &cido latico,
com serpentina para aguecimento e manutencdo de temperatura do produto;
01 Bomba sanitaria em aco inox AISI 304 para recirculagdo e homogeneizacdo
da solucéo;

01 Bomba sanitdria em aco inox AISI 304 para alimentacdo da linha de
aspersao;

01 Sistema de controle de temperatura do tanque através de PT100 na saida
da bomba e controle de vazdo por controle de velocidade da bomba de
alimentacao;

01 Cabine de aspersdo de &cido latico, construida em ago inox AISI 304,
composta por dois “manifolds” em aco inox AISI 304 com bicos de aspersao.
No estudo 01, a cabine de aspersdo foi composta por duas fileiras paralelas
verticais de 16 bicos, totalizando 32 bicos aspersores. No estudo 02, o boxe de
aspersdo foi composto por duas fileiras paralelas verticais de 09 bicos,
totalizando 18 bicos aspersores.

Controle de temperatura através de PID alimentado pelo valor da temperatura
da solucéo na saida da bomba de alimentacéo da linha de aspersao.

Controle de vazao da solucéo de acido latico através de inversor de frequéncia
para variagcdo da velocidade da bomba de alimentagéo da linha de aspersédo de
acido.

A aplicagdo se mantém continua nas carcagas durante toda a producao,
possuindo sistema de seguranga e intertravamento automatica com a nérea

para parar a aplicacdo nas paradas de produgéo.

As solugbes de 1, 1,5 e 2% de acido latico do estudo 01 e de 2, 2,5 e 3% de

acido latico do estudo 02 foram preparadas manualmente utilizando 4gua potavel e o

produto comercial PURAC® (Corbion), composto por 84,5-85,5% de acido latico

natural, na forma isomérica Optica levogira [L(+)].

No estudo 01, em média, 4,2 litros de solugdo em temperatura ambiente

(=33°C) foram aplicados em cada meia carcaca, e no estudo 02, em média 1,6 litros

de solucdo na temperatura de 55°C foram aplicados em cada meia carcaca,

imediatamente apds a lavagem das mesmas em ambos estudos. A temperatura e o
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potencial hidrogénionico (pH) foram mensurados antes e apds a aplicacdo de cada
tratamento, com auxilio de termémetro e peagbmetro de puncado direta (Modelo HI
99163 - Hanna Instruments), previamente calibrado com solucbes de pH 4 e 7.

2.3 Procedimentos realizados nas meias carcacas esquerdas

No estudo 01, amostras de todas as meias carcagas esquerdas foram colhidas
para analise em dois momentos: apés 30 minutos da aplicagdo da solucéo e apos 24
horas de resfriamento e foram analisadas para 5 (cinco) grupos microbianos:
enterobactérias, coliformes, Escherichia coli, mesofilos e bactérias acido-laticas.

No estudo 02, amostras de todas as meias carcacas esquerdas foram colhidas
para analise ap6s 30 minutos da aplicacdo da solucdo (Unica avaliagdo). Estas
amostras foram analisadas para 8 (oito) grupos microbianos: enterobactérias,
coliformes, Escherichia coli, mesofilos, psicrotréficos e bactérias acido-laticas (total;

homo e heterofermentativas).

2.3.1. Amostragem e anélises microbianas

O método de amostragem das meias carcacas foi realizado segundo “Non-
destructive methods, Sponge sampling method” da I1ISO 17604:2015 (ISO, 2015),
utilizando esponja modelo 3M™ Dry Sponge, previamente umidificada) com 10 ml de
solucdo salina 0,85% peptonada 0,1% estéril (SSP 0,1%), preparada conforme
recomendacdes da Instrugdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2003).

Cada meia carcaca foi amostrada com uma esponja em trés regides: 100 cm?
da superficie do coxao-bola (Musculus semimembranosus, M. semitendinosus, M.
biceps femoris), 100 cm? da superficie do peito (M. cutaneous trunci, M. pectoralis
superficialis, M. pectoralis profundus) e 100 cm® da superficie do pescoco (M.
trapezius, M. brachiocephalicus, M. rhomboideus), totalizando 300 cm? (ISO, 2015;
USDA-FSIS, 1996). Estas é&reas foram estabelecidas por moldes descartaveis
estéreis, onde as esponjas foram esfregadas na regido delimitada, iniciando o
procedimento no sentido vertical, depois esfregando horizontalmente e, por fim, no
sentido diagonal.

A esponja foi acondicionada em um saco estéril e mantida sob refrigeracéo a
4 °C até o momento da andlise no laboratério do frigorifico, que ocorreu logo apds a
coleta. O responsavel pela colheita trocou de luva estéril a cada esponja colhida.

Em seguida, as amostras foram individualmente submetidas a diluigdo seriada
em escala decimal utilizando SSP 0,1% estéril, seguido do plagueamento de até trés
diluicdes. No estudo 01, cada esponja foi analisada para enterobactérias segundo
método AOAC 2003.01 (AOAC, 2012a), coliformes segundo método AOAC 991.14
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(AOAC, 2012b), Escherichia coli B-glucuronidase positiva segundo método AOAC
998.08 (AOAC, 2012c) e bactérias mesofilas segundo método AOAC 990.12 (AOAC,
2012d), todos utilizando placas 3M™ Petrifilm™. A anélise de bactérias Acido-laticas
foi realizada segundo Ortolani et al. (2007), com diluicdo em caldo MRS (Man-Rogosa-
Sharpe), inoculagdo em placas 3M™ Petriflm™ AC, acondicionamento em
anaerobiose (Anaerobac - Probac do Brasil) e incubagé&o por 48 horas.

No estudo 02, cada esponja também foi analisada para bactérias psicrotroficas
utilizando placas 3M™ Petrifilm™ AC, com incubacéo a 7° C = 1° C por 10 dias (APHA,
2001). Além disso, na contagem de bactérias acido-laticas foram caracterizadas as
proporcBes de coldnias com (heterofermentativas) e sem formacdo de gas
(homofermentativas).

Em ambos estudos foi utilizado o volume de trabalho de 25 ml, conforme
recomendacdo da ISO 17604:2015 (ISO, 2015). Desta forma, considerando os 300
cm? da area de amostragem, o limite de deteccéo analitico para todos os parametros
foi de 0,083 UFC/cm?, ou seja, -1,08 log,, UFC/cm?.

Para as andlises moleculares de E. coli STEC, as placas Petrifim™ EC das
amostras que apresentaram crescimento de E. coli tiveram suas colOnias repicadas
por amostra para um tubo com 1,5 ml de Caldo Infusédo Cérebro e Coracédo (Brains
Heart Infusion — BHI). Esses tubos foram incubados por 35°C+1°C/24h+2h e
posteriormente congelados. Estas amostras congeladas foram avaliadas no
Laboratorio de Diagnostico Molecular do Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Biociéncias — DMI/IBB/UNESP, Botucatu-SP para qualificacdo
(ocorréncia) dos patotipos de Escherichia coli EPEC (gene eae) e STEC (genes stxl e
stx2).

2.3.2. PCR quantitativa

2.3.2.1 Gene normalizador da etapa de extragdo do DNA
O gene Rep da regido ORF-1 conservada do Circovirus Suino Tipo 2 (PCV-2)

foi utilizado como gene normalizador da etapa de extragdo e andlise molecular, de
modo a validar as extracdes realizadas.

Durante a extracdo, todas as amostras, inclusive dos controles positivo e
negativo, foram adicionadas de 15 pl de controle PCV-2 diluido 1:100. Este foi
constituido pelo sobrenadante do lisado de cultura de células ST (testiculo suino)
infectadas com PCV-2, que foram tratadas com 5% de Vertrell (DuPont®), clarificadas

a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante armazenado a -20°C.
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Utilizando andlise por qPCR, segundo protocolo descrito por Cruz e Aradjo
(2014), foram aceitas somente as extracfes que apresentaram concentracdo viral de
4,2+0,2 log copias/ul.

2.3.2.2 Extracao do DNA
Para a obtencdo do DNA, 1,0 ml de cada tubo foi centrifugado a 10.000 x g por

10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o sedimento (“pellet”) foi suspendido em
1,0 ml de solucéo tampéo de fosfato (PBS — 0,146M NaCl, 0,01M PO42- , pH 7,2) e
centrifugado a 10.000 x g por 5 minutos. Em seguida o sobrenadante foi novamente
desprezado e o sedimento ressuspendido em 185 pl de PBS e 15 ul de PCV-2. As
amostras foram extraidas com auxilio do Chelex 100® (BIO-RAD) conforme as
recomendacdes do fabricante na propor¢do 1:1 e concentragdo 10%. O produto
adquirido foi armazenado em tubos de microcentrifuga com 1,5 ml (Axygen) para a

realizacdo das andlises moleculares.

2.3.2.3 Curva padrao e controles negativos das analises
A cepa EDL-933 (“hemorrhagic colitis outbreak, Michigan”; PERNA et al., 2001;

RILEY et al., 1983) de E. coli O157:H7 (positiva para os genes eae, stxl e stx2), e a
cepa C-600 (E. coli derivada K-12) (APPLEYARD, 1954) de E. coli (negativa para
estes genes), foram cultivadas em caldo LB [DifcoTM LB Broth, Miller (Luria-Bertani) -
BD], conforme Sezonov et al. (2007). A concentracdo aproximada destas cepas, em
células por mililitro, foi determinada por densidade Optica (DO) a 600 nm utilizando
espectrofotbmetro (Ultrospec 2000 - Pharmacia Biotech), conforme descrito por
Sezonov et al. (2007).

A partir desta aproximagdo, somente a concentracdo da cepa EDL-933 foi
confirmada pela média da contagem em agar MacConkey (DifcoTM MacConkey Agar -
BD), conforme Feng et al. (2016), de 3 diluicbes e 4 repeticbes de cada diluicdo
(média final de 5x108 UFC/mI). Logo em seguida, ambas as cepas em caldo LB foram
divididas em aliquotas de 500 pl, que foram armazenadas em tubos de microcentrifuga
de 1,5 ml (Axygen), centrifugadas a 10.000 x g por 5 minutos, desprezados 0s
sobrenadantes e os “pellets” gerados foram congelados (-20°C).

Para a extracao do DNA, os “pellets” foram adicionados de 285 ul de tampao
fosfato salino (PBS; pH 7,4; 0,146 M NaCl; 0,01 M PO4-) e cultivo PCV-2. Apés
agitacéo, o DNA foi extraido utilizando o kit “ilustraTM blood genomicPrep Mini Spin Kit
— GE Healthcare”, com o protocolo “Protocol for the purification of genomic DNA from

50-300 ul whole blood and its cell fractions”, entretanto, a etapa de eluicdo do DNA foi
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realizada com 250 pl, de modo que a concentracéo do controle positivo fosse de 1x10°
copias por mililitro (ou 1x10° copias/ul).

Com o intuito de aumentar a solubilidade, todas as diluicbes preparadas e as
amostras analisadas foram previamente aquecidas a 37°C por 15 minutos a 500 rpm
(ThermoMixer C - Eppendorf). Foram realizadas sete diluigcbes seriadas de 1:10, com
volume final de 200 pl, utilizando o “Elution buffer type 5”, até obter a concentracao de

1x10? copias/ml (ou 1x10™ copias/pl).

2.3.2.4 Analise qualitativa dos genes alvo
Todas as andlises de Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa em tempo

real (QPCR) foram realizadas no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System
(Applied Biosystems) com o 7500 Software v2.3 (Applied Biosystems). Estas analises
tiveram a mistura de reacdo com volume final de 20 pl, sendo destes, 10 ul de
GoTag® gPCR Master Mix (Promega) e 4,0 yl de amostra (DNA extraido). A
concentracao dos iniciadores (“primers”) dessalinizados (Sigma-Aldrich®), teve
variacdo dependendo do gene alvo (Tabela 02).

A programagédo utilizada consistiu em 95°C por 10 minutos (desnaturagéo
inicial), seguido por 45 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60°C por 60
segundos (transcricdo). Sendo ao final, determinada a curva de dissociacdo
(“melting”), por meio da deteccao da fluorescéncia do “SYBR green” (intercalante de
DNA) durante aumento gradual de temperatura entre 60 e 95°C.

Cada andlise de qPCR foi composta por 90 amostras, mais as duas ultimas
diluigdes com fluorescéncia detectavel (“endpoint”) do controle positivo EDL-933, em
duplicata, assim como, uma do controle negativo C-600 (utilizando a mesma diluicdo
do controle positivo) e um controle negativo somente com agua “Nuclease-Free”
(Promega).

Para garantir a especificidade, as amostras com pico de dissocia¢do (Tm) fora
da variagdo +1°C em relagdo ao Tm médio do controle positivo foram consideradas
negativas para o gene alvo em questdo. Com relagdo a sensibilidade, o Ct (“cycle
threshold”) das reagdes foi obtido a partir do “threshold level” estabelecido
automaticamente pelo programa para cada analise. Assim sendo, as amostras com Ct
maior que o “Ct endpoint” do controle positivo foram consideradas negativas para o

gene alvo.

2.3.3. Avaliagédo da cor instrumental

Apés 24 horas de resfriamento das meias carcacas em camara fria, foi

realizada a avaliagdo da cor instrumental na regido da picanha (Gluteus biceps) e da
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paleta (Triceps brachialis). Foram realizadas trés leituras dentro de cada &rea, com
auxilio de colorimetro Konica Minolta DL65, &dngulo de visdo de 0°, com iluminacao
difusa e componente especular, modelo CR 400, Camera Co., Ltd Osaka, Japan. Os
parametros avaliados foram L*, a* e b* do sistema CIELab sendo que L* representa a
luminosidade (L* = O preto e L* = 100 branco), a* representa intensidade de vermelho,
variando de verde (0 a -60) a vermelho (0 a +60) e b* intensidade do amarelo,
variando de azul (0 a -60) ao amarelo (0 a +60) (AMSA, 2012). O colorimetro foi

calibrado previamente as andlises conforme orientacéo do fabricante.

2.4 Analise estatistica

Todas as andlises foram realizadas no software estatistico SAS 9.4 TS1M2
(SAS Institute, Cary, NC, USA), considerando um nivel de significancia de 5%.

As variaveis resposta (parametros) com frequentes resultados abaixo do limite
de deteccdo analitico (enterobactérias, coliformes, E. coli e bactérias acido-laticas)
foram analisadas de trés formas: primeiro, como variaveis binéarias utilizando todos os
resultados, sendo presenca=1 e auséncia=0. Segundo, como variaveis quantitativas
utiizando somente os resultados positivos obtidos. Terceiro, como variaveis
guantitativas utilizando todos os resultados obtidos e sendo adotado o valor de 0,083
UFC/cm? (limite de detecg&o analitico) para os resultados abaixo do limite de deteccéo
analitico (negativos).

Todos os parametros foram analisados com modelos lineares mistos (“Proc
Mixed”) e mistos generalizados (“Proc Glimmix”). Os residuos dessas analises foram
avaliados quanto a normalidade e a homocedasticidade (homogeneidade da
variancia), utilizando ferramentas descritivas como gréafico de dispersao de residuos
versus valores preditos (derivados do modelo estatistico construido) e os gréaficos
“box-plot” e histograma. Os valores de residuos que ultrapassaram os desvios de
dispersdo dos dados em torno do valor O (zero) foram investigados e considerados
“outliers” quando devido. Nenhum paradmetro analisado teve mais do que 3 (trés)
valores desconsiderados. Os dados continuos de todos os parametros foram
transformados em escala logaritmica de base 10 por apresentarem melhores ajustes
aos modelos propostos e utilizados.

A analise global (Tabela 2) foi realizada somente com os dados continuos do
estudo 01 obtidos das amostras colhidas antes do resfriamento, mais todos os dados
continuos do estudo 02. As varidveis comuns a ambos os estudos foram submetidas a
analise de regressdo multipla utilizando o procedimento “Proc Mixed” do SAS, com
“tratamentos” (controle; 1, 1,5, 2, 2,5 e 3% de acido latico) como efeito fixo, “estudos”

(01 e 02) e “dia de abate” (sete lotes de abate em dias distintos) como efeitos
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aleatérios e “animal’ (total de 332 bovinos) como unidade experimental. A
aproximagao de Kenward-Roger foi utilizada para ajustar os graus de liberdade. A
andlise de todos os parametros foi realizada testando-se a significAncia de equacdes
de terceiro (cubica), de segundo (quadratica) e de primeiro (linear) grau.

Os dados do estudo 01 foram submetidos a analise de variancia (Tabela 07)
utilizando o procedimento “Proc Mixed” do SAS, com “tratamentos” (controle; 1, 1,5 e
2% de acido latico), “momentos” (antes e apods o resfriamento) e a sua interagcdo como
efeitos fixos, “dia de abate” como efeito aleatério e “animal” como unidade
experimental. A unidade experimental (“animal”) foi considerada medida repetida
dentro de “momentos”, sendo utilizada a estrutura de covariancia nao estruturada para
todos os parametros avaliados. A aproximacdo de Kenward-Roger foi utilizada para
ajustar os graus de liberdade e o teste de Tukey-Kramer para ajustar as comparacoes
multiplas.

Os dados binarios do estudo 01 (Tabela 3) foram submetidos a andlises de
regressao logistica utilizando o procedimento “Proc Glimmix” do SAS, com

“tratamentos”, “momentos” e a sua interagdo como efeitos fixos, “dia de abate” como
efeito aleatério e “animal” como unidade experimental. A unidade experimental
(“animal”) foi considerada medida repetida dentro de “momentos”, sendo utilizada a
estrutura de covariancia ndo estruturada para todos os parametros avaliados. A
aproximagao de Kenward-Roger foi utilizada para ajustar os graus de liberdade e o
teste de Tukey-Kramer para ajustar as comparacbes mudltiplas. Predicao linear
marginal (“noblup”) adicionada da férmula “y = exp(x)/[1+exp(x)]” foi utilizada para
calcular as ocorréncias ajustadas e os respectivos intervalos de confianca com 95% de
probabilidade.

A andlise estatistica preliminar dos resultados do estudo 01 indicou auséncia
de interacdo estatistica (P > 0,05) entre o tratamento e o resfriamento para todos os
parametros avaliados, ou seja, a resposta dos tratamentos (controle, 1,0%, 1,5% e
2,0% de &cido latico) foi sempre a mesma, independente do momento de avaliagéo
das carcacas (antes ou apos 24 horas de resfriamento). Portanto, devido a limitagdes
operacionais e laboratoriais e, com o0 intuito de ampliar ao maximo o tamanho
amostral, o estudo 02 foi realizado com a avaliagdo das carcacas em um unico
momento (antes do resfriamento). Os dados do estudo 01 também foram submetidos a
andlises estatisticas sem considerar o efeito “momento” (antes e apds o resfriamento).

Os dados quantitativos, mas considerando bancos de dados isolados (estudo
01 antes do resfriamento; estudo 01 ap6s 24 horas de resfriamento; e estudo 02),
foram submetidos a analise de regressdo mudultipla (Tabelas 5 e 10), de forma

semelhante a andlise global, mas sem “estudos” (2 e 3) como efeito aleatorio. Estes
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mesmos bancos de dados também foram submetidos a andlise de variancia (Tabelas
6 e 11), mas utilizando o procedimento “Proc Mixed” do SAS, também com
“tratamentos” como efeito fixo, “dia de abate” como efeito aleatério e “animal’” como
unidade experimental. A aproximagdo de Kenward-Roger foi utilizada para ajustar os
graus de liberdade e o teste de Tukey-Kramer para ajustar as comparac¢des multiplas.
Os dados binarios, mas considerando bancos de dados isolados [estudo 01
antes do resfriamento (Tabela 2); estudo 01 apds 24 horas de resfriamento (Tabela 4);
e estudo 02 (Tabelas 8 e 9)], foram submetidas a analises de regressao logistica com
razdo de chances utilizando o procedimento “Proc Glimmix” do SAS, com
“tratamentos” como efeito fixo, “dia de abate” como efeito aleatdrio e “animal” como
unidade experimental. A aproximagdo de Kenward-Roger foi utilizada para ajustar os
graus de liberdade e o teste de Tukey-Kramer para ajustar as comparac¢des multiplas.
Predicao linear marginal (“noblup”) adicionada da formula “y = exp(x)/[1+exp(x)]” foi
utilizada para calcular as ocorréncias ajustadas e o0s respectivos intervalos de
confianga com 95% de probabilidade. A interpretacdo deste tipo de analise deve levar
em consideracdo primeiro o valor de P e depois, somente se P<0,05, o resultado da

Razdo de Chances.



Tabela 1- Descrigcao dos iniciadores utilizados (“primers”)
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Tamanho

Parametros Sequéncia “Primer” (5’-3’) « e Referéncia Concentragéo
Amplicon
Gene Rep (ORF-1/
PCV-2)!
“Forward primer” GAT GAT CTA CTG AGA CTG TGT GA Ladekjaer-Mikkelsen et al.
1 H 1 152pb 2002 0,25 HM
Reverse primer AGA GCT TCT ACA GCT GGG ACA (2002)
Gene eae (E. coli EPEC)
p . » ACT GGACTT CTT ATT RCC GTT CTA
Forward primer
TG 189pb Hardegen et al. (2010) 0,25 uM
“Reverse primer” CCT AAA CGG GTA TTA TCA CCA GA
Gene stx; (E. coli STEC)
“Forward primer” AGT CGT ACG GGG ATG CAG ATA AAT .
, 418pb Bellin et al. (2001) 0,15 uM
“Reverse primer” CCG GAC ACA TAG AAG GAA ACT CAT
Gene stx, (E. coli STEC)
“Forward primer” GAT GTT TAT GGC GGT TTT ATT TGC
« . TGG AAA ACT CAATTT TAC CTT TAG 83pb Yoshitomi et al. (2006) 0,15 uM
Reverse primer CA

1 Gene normalizador utilizado.
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3 RESULTADOS

3.1 Indicadores higiénico-sanitarios

3.1.1 Anédlise global (estudos 01 e 02) — Antes do Resfriamento
Nas condi¢cdes estabelecidas pelos estudos 01 e 02, foi possivel determinar

equagles lineares de predicdo estatisticamente significativas para todos os grupos
bacterianos, com excec¢éo de E. coli (Tabela 2). Por meio da equacédo obtida para a
contagem de enterobactérias, por exemplo, “Y = -0,12*X -0,21”, sendo: “Y”, a
contagem de em log;, UFC/cm?, e “X”, a concentragéo (%) de acido latico utilizada, é
possivel determinar que carcacas bovinas tratadas com solucdo de &cido latico na
concentracdo de 2% terdo reducdo média de 0,24 log,, UFC/cm? na contagem de
enterobactérias, resultando em uma contagem média de -0,45 log;, UFC/cm?.

Tabela 2- Equacéo linear para predicdo da contagem em log;o UFC/cm? de grupos
bacterianos na superficie de meias carcagas bovinas tratadas com solugédo de acido
latico e avaliadas antes do resfriamento

Parametros  Intercepto EP?  I.C. 95%° Czﬁgz'g;}e EPS  I.C.95%°  ValorP
Enterobactérias 0,21 0,10 (-0,43a0,01) 0,12 0,03 (-0,17 a-0,06) <0,0001
Coliformes 0,45 011 (-1,36a0,46) -0,05 0,03 (-0,10a-0,002) 0,0427
E. coli 0,81 005 (-0,93a-0,69) -0,03 0,02 (-0,0720,0003) 0,0524
Meséfilos 191 033 (-1,99a581) -0,32 0,03 (-0,38a-0,26) <0,0001
BAL’ 041 025 (235a317) 031 0,03 (-0,36a-0,25) <0,0001

' Intercepto da equacéo obtida por modelo linear misto (regresséo linear mdltipla). Este valor
representa a contagem inicial do grupo bacteriano na meia-carcaga sem tratamento com
acido latico.

% Erro padrdo do intercepto da equacao.

® Intervalo de confianca de 95% do intercepto da equacéao.

* Coeficiente angular da equacao obtida por modelo linear misto (regressédo linear multipla).
Este valor representa a taxa de reducdo do grupo bacteriano por percentual de acido
latico (concentracdo) utilizado para tratar as meias carcagas, ou seja, a eficiéncia do acido
latico. Equacdo estatisticamente valida para concentracdes entre 0 e 3% de &cido latico,
independente da temperatura utilizada.

® Erro padréo do coeficiente angular da equagéo.

® Intervalo de confianca de 95% do coeficiente angular da equacéo.

' Bactérias acido-laticas.

A partir da analise global (Tabela 2) foi possivel detectar que o tratamento com
acido latico reduz a contagem média de enterobactérias em 0,12 log;, UFC/cm? (P <
0,0001) a cada unidade percentual de acido latico utilizada. Deste mesmo modo,
também foi possivel determinar taxas de redugcdo para as contagens médias de
coliformes (0,05 log,y UFC/cm?/% de &cido latico; P = 0,0427), de mesdfilos (logo
UFC/cm?cm?/% de &cido latico; P < 0,0001) e de BAL (0,31 log;, UFC/cm?/% de &cido
latico; P < 0,0001). Para E. coli foi obtida taxa de reducdo com tendéncia estatistica
(0,03 log1o UFC/cm?/% de &cido latico; P = 0,0524), embora o valor P = 0,0524 seja

muito proximo do nivel de significancia (valor P < 0,05).
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3.1.2 Resultados do Estudo 01
Nas condi¢cbes estabelecidas pelo estudo 01, com valor P = 0,0379, meias

carcacas bovinas nao tratadas (controle) apresentaram em média 6,28 vezes maior
chance de estarem contaminadas com coliformes do que as meias carcagas tratadas
com solu¢do de 2% de acido latico. A ocorréncia no grupo controle (91,32% de
positivos) foi superior ao grupo tratado com 2% de acido latico (62,21%), quando

avaliadas antes do resfriamento (Tabela 3).

Tabela 3- Razdo de chances e ocorréncia ajustada dos grupos bacterianos nas meias
carcacas bovinas tratadas com solu¢cdes de acido latico e avaliadas antes do
resfriamento

Ocorréncia

Parametros  Coeficiente EP' ValorP ~ OR? .C. 95%° Ajustada (%)* .C. 95%°
Enterobactérias
Intercepto 3,41 1,05
Tratamentos 0,2773
Controle  Referéncia Referéncia 96,80 (78,08 a 99,66)
1,0% -1,12 1,19 0,33 (0,03 a 3,40) 90,79 (68,51 a 97,88)
1,5% -1,98 1,11 0,14 (0,02 a 1,25) 80,68 (54,26 a 94,08)
2,0% -1,73 1,13 0,18 (0,02 a 1,65) 84,23 (60,22 a 95,75)
Coliformes
Intercepto 1,18 0,46
Tratamentos 0,0379
Controle 1,18 0,73 3,24 (0,76 a 13,83) 91,32% (68,61 a 97,79)
1,0% Referéncia Referéncia 76,45 (44,80 a 91,98)
1,5% 0,58 0,64 1,78 (0,50 a 6,99) 82,25% (57,91 a 95,29)
2,0% -0,66 0,55 0,52 (0,18 a 1,52) 62,21° (30,83 a 84,51)
Intercepto 1,75 0,55
Tratamentos
Controle 0,60 0,78 1,82 (0,39 a 8,50)
1,0% -0,58 0,64 0,561 (0,16 a 1,99)
1,5% Referéncia Referéncia
2,0% -1,24 0,61 0,29 (0,09 2 0,97)
Intercepto 0,52 0,44
Tratamentos
Controle 1,84 0,70 6,28* (1,56 a 25,23)
1,0% 0,66 0,55 1,94 (0,66 a5,71)
1,5% 1,24 0,61 3,45* (1,04 a 11,52)
2,0% Referéncia Referéncia

" Erro padrao.

> Razao de chances (“odds

logistica).

® Intervalo de confianca de 95% da raz&o de chances.
* Ocorréncia (predicdo linear marginal) derivada do modelo linear misto generalizado
5gregressé\o logistica).

Intervalo de confianca de 95% da ocorréncia ajustada.
* Sao significativas as comparagbes com o nimero 1 ausente no intervalo de confianca de

95%.
ab,c,d

de Tukey-Kramer.

ratio”) derivada do modelo linear misto generalizado (regressao

Valores com letras distintas sdo diferentes (Valor P < 0,05), considerando o teste
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Tabela 3: Continuacao

Ocorréncia

Parametros  Coeficiente EP' Valor P OR? .C. 95%° Ajustada (%)° .C. 95%"
E. coli
Intercepto 0,39 0,52
Tratamentos 0,0944
Controle  Referéncia Referéncia 59,70 (42,45 a 81,16)
1,0% -1,09 0,53 0,34 (0,12 a2 0,95) 33,23 (19,38 a 58,23)
1,5% -0,43 0,52 0,65 (0,23 a1,82) 49,02 (32,86 a 73,05)
2,0% -1,11 0,52 0,33 (0,12 a0,92) 32,70 (21,37 a 59,39)
BAL
Intercepto 2,42 0,81
Tratamentos 0,5557
Controle  Referéncia Referéncia 91,82 (66,84 a 95,96)
1,0% -0,38 0,74 0,69 (0,16 a 2,96) 88,52 (61,41 a 94,67)
1,5% -0,04 0,77 0,96 (0,21 a4,41) 91,54 (66,10 a 95,86)
2,0% -0,83 0,69 0,43 (0,11 a1,69) 82,99 (51,67 a 89,51)

" Erro padrao.
? Razao de chances (“odds ratio”) derivada do modelo linear misto generalizado (regressao
logistica).
® Intervalo de confianca de 95% da razdo de chances.
* Ocorréncia (predicéo linear marginal) derivada do modelo linear misto generalizado
gregresséo logistica).

Intervalo de confianca de 95% da ocorréncia ajustada.
* S&o significativas as comparacdes com o nimero 1 ausente no intervalo de confianca de
95%.

abed y/alores com letras distintas sdo diferentes (Valor P < 0,05), considerando o teste de

Tukey-Kramer.

Nas condi¢cbes estabelecidas pelo estudo 01, com valor P = 0,0136, meias
carcacgas ndo tratadas apresentam em média 3,83, 5,50 e 6,03 vezes maiores chances
de estarem contaminadas por BAL em relagéo respectivamente as tratadas com 1,0%,
1,5% e 2,0% de acido latico. Além disso, ocorréncia de BAL em carcacas néao tratadas
(84,96%) foi maior (P = 0,0136) que nas tratadas respectivamente com 1,5% (50,67%)
e 2,0% (48,38%) de acido latico quando considerado o0 momento apés o resfriamento
(Tabela 4).
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Tabela 4 - Razdo de chances e ocorréncia ajustada dos grupos bacterianos nas
meias carcacas bovinas tratadas com solu¢des de acido latico e avaliadas apés 24
horas de resfriamento

Ocorréncia

Parametros  Coeficiente EP' Valor P OR? 1.C. 95%° Ajustada (%)° 1.C. 95%°
Enterobactérias
Intercepto 0,18 0,35
Tratamentos 0,6305
Controle Referéncia Referéncia 54,55 (1,39 a 99,03)
1,0% -0,36 0,49 0,69 (0,001 a 371,47) 45,46 (0,97 a 98,61)
1,5% -0,56 0,50 0,57 (<0,001 a 334,90) 40,63 (0,70 a 98,51)
2,0% 0,17 0,49 1,19 (0,002 a 630,34) 58,32 (1,68 @ 99,17)
Coliformes
Intercepto -0,53 0,39
Tratamentos 0,7066
Controle  Referéncia Referéncia 37,05 (17,74 a 60,11)
1,0% 0,36 0,51 1,44 (0,53 a3,91) 45,34 (23,84 a 68,82)
1,5% 0,43 0,51 1,54 (0,56 a 4,19) 47,46 (25,18 a 69,67)
2,0% -0,04 0,51 0,96 (0,35 a2,63) 36,07 (17,17 a 58,84)
E. coli
Intercepto -2,22 0,70
Tratamentos 0,8521
Controle  Referéncia Referéncia 9,80 (3,80 a 34,42)
1,0% 0,55 0,71 1,73 (0,43 a7,01) 15,79 (6,41 a 44,16)
1,5% 0,51 0,71 1,66 (0,41 a6,72) 15,28 (6,95 a 43,82)
2,0% 0,23 0,73 1,26 (0,30 a 5,30) 12,03 (5,11 a 37,98)
BAL
Intercepto 0,39 0,65
Tratamentos 0,0136
Controle 1,34 0,59 3,83* (1,19 a 12,35) 84,96% (62,09 a 92,54)
1,0% Referéncia Referéncia 59,63 (36,37 a 76,23)
1,5% -0,36 0,53 0,70 (0,25 a 1,98) 50,67" (29,92 a 69,80)
2,0% -0,45 0,52 0,64 (0,23 a1,76) 48,38° (25,25 a 64,38)
Intercepto 0,03 0,66
Tratamentos
Controle 1,70 0,60 5,50* (1,68 a 17,97)
1,0% 0,36 0,53 1,44 (0,51 a 4,08)
1,5% Referéncia Referéncia
2,0% -0,91 0,52 0,91 (0,33 a 2,56)
Intercepto -0,06 0,65
Tratamentos
Controle 1,80 0,58 6,03* (1,89 a 19,17)
1,0% 0,45 0,52 1,58 (0,57 a 4,38)
1,5% 0,09 0,52 1,10 (0,39 a 3,07)
2,0% Referéncia Referéncia

‘Erro padréo.

’Razao de chances (“odds ratio”) derivada do modelo linear misto generalizado (regr. logistica).
*Intervalo de confianca de 95% da raz&o de chances.
“*Ocorréncia derivada do modelo linear misto generalizado (regressao logistica).

®Intervalo de confianca de 95% da ocorréncia ajustada.

* Significativas as comparacdes com o numero 1 ausente no intervalo de confianga de 95%.

a,b,c,

Tukey-Kramer.

Valores com letras distintas sé@o diferentes (Valor P < 0,05), considerando o teste de
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Tabela 5- Equacdo linear para predicdo da contagem em log;, UFC/cm? de grupos
bacterianos na superficie de meias carcacas bovinas tratadas com solucdo de &cido
latico

Parametros  Intercepto! EP? I.C.95%° COCMCIENte rpns | o 95065 valor P
Angular
Antes do resfriamento
Mes6filos 227 0,19 %’22)‘3 034 0,08 ('%51%)‘3 " <0,0001
7 (-0,50 a i (-0,33 a-
BAL 0,08 0,18 0.66) 0,21 0,06 0,09) 0,0008
Apbs 24 horas de resfriamento
- (0,99 a i (-0,39a-
Mesofilos 1,58 0,19 218) 0,24 0,08 0,09) 0,0024
7 ) (-1,02 a i (0,25 a -
BAL 0,48 0,15 0.05) 0,16 0,05 0,06) 0,0011

' Intercepto da equacéo obtida por modelo linear misto (regresséo linear mdiltipla). Este valor
representa a contagem inicial do grupo bacteriano na meia-carcaga sem tratamento com
acido latico.

% Erro padrdo do intercepto da equacao.

® Intervalo de confianca de 95% do intercepto da equacéo.

* Coeficiente angular da equacdo obtida por modelo linear misto (regressédo linear multipla).
Este valor representa a taxa de reducdo do grupo bacteriano por percentual de acido
latico (concentracdo) utilizado para tratar as meias carcagas, ou seja, a eficiéncia do acido
latico. Equagéo estatisticamente valida para concentracdes entre 0 e 2% de &cido latico.

® Erro padréo do coeficiente angular da equagéo.

® Intervalo de confianca de 95% do coeficiente angular da equacéo.

' Bactérias acido-laticas.

Nas condi¢Oes estabelecidas pelo estudo 01, foi possivel determinar equacdes
lineares de predicdo estatisticamente significativas (P < 0,001) para mesoéfilos e
bactérias acido-laticas, tanto antes como ap6s o resfriamento (Tabela 5). A cada
percentual adicional de acido latico (taxa de reducao linear) foi possivel constatar uma
reducdo de 0,34 e 0,21 logo UFC/cm? para, respectivamente, mesdfilos e bactérias
acido-laticas antes do resfriamento e reducédo de 0,24 e 0,16 logio UFC/cm? ap6s o
resfriamento. Esta reducdo é estatisticamente valida para concentracdes de acido
latico entre 0 e 2%.

Considerando o0 momento antes do resfriamento, a contagem média de
mesofilos em carcagas tratadas com 2,0% de éacido latico (1,52 logio UFC/cm?) foi
menor (P = 0,0003) que no grupo controle (2,24 log,o UFC/cm?). A contagem média de
BAL em carcagas tratadas com 2,0% de é&cido latico (-0,37 log,, UFC/cm?) foi menor
(P = 0,0087) que no grupo controle (0,06 log;o UFC/cm?) (Tabela 6).

Em relacdo ao momento apoés o resfriamento a contagem média de mesdfilos
em carcacas tratadas com 2,0% de Acido latico (1,08 log;, UFC/cm?) foi menor (P =

0,0238) que no grupo controle (1,57 log,, UFC/cm?). A contagem média de BAL em
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carcacas tratadas com 2,0% de &cido latico (-0,79 log;, UFC/cm?®) foi menor (P =
0,0100) que no grupo controle (-0,46 log;o UFC/cm?) (Tabela 6).

Tabela 6- Média de contagem em log10 UFC/cm? de grupos bacterianos na superficie
de meias carcacas bovinas tratadas com solu¢des de acido latico

. Tratamentos® 5
Parametros Controle 10% 15% 5 0% EPM Valor P

Antes do resfriamento
Enterobactérias

Todos® 0,21 -0,30 0,32 0,41 0,11 0,4498

Positivos* -0,34 -0,36 -0,30 -0,39 0,10 0,9373
Coliformes

Todos® -0,31 0,41 -0,30 -0,58 0,11 0,0965

Positivos® -0,42 0,41 -0,34 -0,38 0,09 0,9358
E. coli

Todos® -0,82 -0,89 -0,82 -0,96 0,08 0,1348

Positivos* -0,86 0,72 0,75 -0,89 0,11 0,2879
Mesofilos 2,24° 1,95 1,83% 1,52° 0,20 0,0003
BAL® 0,06 -0,10% -0,21% -0,37° 0,18 0,0087
Apos 24 horas de resfriamento
Enterobactérias

Todos® -0,79 -0,79 -0,78 -0,82 0,06 0,9703

Positivos* -0,74 -0,69 -0,43 -0,80 0,09 0,0433*
Coliformes

Todos® -0,91 -0,86 0,76 -0,92 0,06 0,1533

Positivos* -0,73 -0,78 -0,53 -0,86 0,11 0,1345
E. coli

Todos® -1,04 -1,01 -1,02 -1,04 0,03 0,8310

Positivos* -1,00 -0,95 -0,92 -0,96 0,10 0,9511
Mesofilos 1,57° 1,34%® 1,28% 1,08° 0,20 0,0238
BAL® -0,46° -0,69% -0,69% 0,79 0,15 0,0100

! Média dos quadrados minimos obtida por modelo linear misto (anélise de variancia).

2 Erro padréo médio.

® Anélise estatistica considerando todos os resultados. Para os resultados negativos foi adotado o valor do
limite de deteccéo analitico de -1,08 logsg UFC/cm?.

* Analise estatistica considerando somente os resultados positivos (acima do limite de deteccéo analitico).
® Bactérias acido-laticas.

* Valor P > 0,05 em todas as comparagdes multiplas, considerando o teste de Tukey-Kramer.

No Estudo 01 foram testadas todas as possiveis interagfes entre os efeitos
tratamento e momento (antes e apds o resfriamento) para todos 0s grupos
bacterianos, e em todos 0s casos, ndo houve interagdo estatisticamente significativa
(Tabela 7).
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Tabela 7- Média de contagem em log, UFC/cm? de grupos bacterianos na superficie de meias carcacas bovinas tratadas com solugdes
de acido latico e avaliadas antes e apds 24 horas de resfriamento

X Tratamento (T)* , Resfriamento (R)* , Valor P
Parametro EPM - EPM 3
Controle 1,0% 1,5% 2,0% Antes Apobs T R T*R

Enterobactérias

Todos* -0,49 054 -052  -0,59 0,07 -0,28° -0,79° 0,04 0,7461 < 0,0001 0,5445

Positivos® -0,55 052  -037  -0,60 0,07 -0,34° -0,68° 0,05 0,1360 <0,0001 0,4023
Coliformes

Todos* -0,61 064 -053  -0,75 0,06 -0,40° -0,86" 0,04 0,0915 < 0,0001 0,1224

Positivos® -0,58 060  -044  -0,62 0,07 -0,39° -0,74° 0,05 0,2481 <0,0001 0,5177
E. coli

Todos* -0,93 095 -092  -1,00 0,05 -0,86° -1,04° 0,04 0,2355 <0,0001 0,1598

Positivos® -0,95 083 -0,86  -0,96 0,09 -0,79° -1,02° 0,08 0,5365 0,0018 0,9539
Meso6filos 1,93 1,64° 156"  1,26° 0,20 1,89° 1,30 0,18 <0,0001 <0,0001 0,8066
BAL® -0,22° -0,40® 047"  -0,59° 0,13 -0,20° -0,63° 0,12 0,0003 <0,0001 0,6743

1 Média dos quadrados minimos obtida por modelo linear misto (analise de variancia).

2 Erro padrdo médio.

* Interagao entre os efeitos fixos: tratamento (controle, 1,0, 1,5 e 2,0% de 4cido latico) e resfriamento (avaliacdo antes e depois do resfriamento).

* Analise estatistica considerando todos os resultados. Para os resultados negativos foi adotado o valor do limite de deteccéo analitico de -1,08 log;o UFC/cm?.
> Anélise estatistica considerando somente os resultados positivos (acima do limite de deteccdo analitico).

® Bactérias acido-laticas.

b \/alores com letras distintas na mesma linha e para 0 mesmo efeito (T ou R) s&o diferentes (Valor P < 0,05), considerando o teste de Tukey-Kramer.
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3.1.3 Resultados do Estudo 02
Nas condicbes estabelecidas pelo estudo 02, meias carcacas bovinas nao

tratadas apresentam em média 3,64 e 4,00 vezes maiores chances de estarem
contaminadas com enterobactérias do que meias carcacas tratadas respectivamente
com solucdo de 2,5% e de 3,0% de acido latico, além disso, a ocorréncia no grupo
controle (86,43% de positivos) foi superior ao grupo tradado com 3% de acido latico

(61,44% de positivos), quando avaliadas antes do resfriamento (Tabela 8).

Tabela 8 - Raz&o de chances e ocorréncia ajustada dos grupos bacterianos nas meias
carcacas bovinas tratadas com solucdes de acido latico e avaliadas antes do
resfriamento

Parametros  Coeficiente EP' ValorP  OR? 1.C. 95%° A%Z?;&Z”(C(}/f)‘f 1.C. 95%°
Enterobactérias
Intercepto 0,53 0,52
Tratamentos 0,0272
Controle 1,32 0,54 3,75* (1,29 a 10,90) 86,43% (67,75 a 92,96)
2,0% Referéncia Referéncia 62,97 (49,24 a 82,45)
2,5% 0,03 0,47 1,03 (0,41a2,59) 63,61% (42,06 a77,38)
3,0% -0,07 0,47 0,94 (0,37 a2,35) 61,44° (40,07 a 75,78)
Intercepto 0,56 0,50
Tratamentos
Controle 1,29 0,50 3,64* (1,36 29,77)
2,0% -0,03 0,47 0,97 (0,39 a 2,45)
2,5% Referéncia Referéncia
3,0% -0,09 0,43 0,91 (0,39a2,13)
Intercepto 0,47 0,50
Tratamentos
Controle 1,39 0,50 4,00* (1,50 a10,70)
2,0% 0,07 0,47 1,07 (0,43 a 2,68)
2,5% 0,09 0,43 1,10 (0,47 a 2,57)
3,0% Referéncia Referéncia
Coliformes
Intercepto 0,83 0,54
Tratamentos 0,375
Controle  Referéncia Referéncia 69,66 (47,97 a 80,39)
2,0% -0,53 0,47 0,59 (0,23a1,51) 57,59 (45,82 a 78,62)
2,5% 0,71 0,44 0,49 (0,21a1,17) 53,00 (33,45 a 68,22)
3,0% 0,62 0,44 0,54 (0,23a1,28) 55,29 (35,30 a 69,99)
E. coli
Intercepto -0,57 0,46
Tratamentos 0,7404
Controle  Referéncia Referéncia 36,08 (20,71 a 54,69)
2,0% 0,38 0,45 1,46 (0,60 a 3,51) 45,11 (31,96 a 66,28)
2,5% -0,72 0,43 0,93 (0,402 2,19) 34,43 (19,70 a 53,43)

3,0% 0,21 0,43 1,23 (0,53 a 2,86) 40,97 (24,43 a 59,51)
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Tabela 8: Continuacao.

Parametros  Coeficiente EP' ValorP  OR? 1.C. 95%° A%CS?;;Z”(CO'/& 1.C. 95%°
BAL (hetero)®

Intercepto 4,50 1,25

Tratamentos 0,0544
Controle  Referéncia Referéncia 98,90° (86,47 2 99,75)
2,0% -2,77 1,13 0,06 (0,01a0,58) 84,92ab (64,98 a 92,26)
2,5% -2,55 1,09 0,08 (0,01a0,68) 87,51ab (62,85 a91,75)
3,0% -2,98 1,09 0,05 (0,01a0,43) 82,00b (54,88 a 87,94)

T Erro padrao.

2 Razdo de chances (“odds ratio™) derivada do modelo linear misto generalizado (regressao logistica).

* Intervalo de confianca de 95% da razdo de chances.

* Ocorréncia (predicdo linear marginal) derivada do modelo linear misto generalizado (regressdo
logistica).

% Intervalo de confianca de 95% da ocorréncia ajustada.

¢ Bactérias acido-laticas heterofermentativas.

* S8o significativas as comparagdes com o nimero 1 ausente no intervalo de confianca de 95%.

b \/alores com letras distintas sdo diferentes (Valor P < 0,05), considerando o teste de Tukey-Kramer.

Para bactérias acido-laticas totais e homofermentativas, a auséncia de meias
carcagas isentas no grupo controle ndo permitiu a estatistica analitica utilizando o

modelo linear misto generalizado (regressao logistica), conforme Tabela 9.

Tabela 9 - Ocorréncia descritiva dos grupos bacterianos nas meias carcagas bovinas
tratadas com solugdes de &cido latico e avaliadas antes do resfriamento

Parametros* Frequéncia Relativa (%) Intervalo de Confianga (95%)

BAL (total)®

Controle 100 (50/50) (0,93 a 1,00)

2,0% 89,36 (42/47) (0,77 2 0,97)

2,5% 91,84 (45/49) (0,80 a 0,98)

3,0% 91,84 (45/49) (0,80 a 0,98)
BAL (homo)?

Controle 100 (50/50) (0,93 a 1,00)

2,0% 87,23 (41/47) (0,74 a2 0,95)

2,5% 79,59 (39/49) (0,66 a 0,90)

3,0% 85,71 (42/49) (0,732 0,94)

T Estatistica descritiva..

% Total de bactérias acido-laticas (homo e heterofermentativas).
® Bactérias acido-laticas homofermentativas.
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Nas condicfes estabelecidas pelo estudo 02, para todos 0s grupos bacterianos
avaliados foi possivel determinar as equacdes de predigdo linear, vélidas para
concentracdes de &cido latico entre 0 e 3%. Considerando somente as amostras com
resultado positivo, o tratamento com acido latico reduz a contagem de Escherichia coli
em 0,09 log;,, UFC/cm? (P = 0,0209) a cada unidade percentual de é&cido latico
utilizada. Com valor P < 0,0001, o tratamento com &cido latico reduz as contagens
médias de mesofilos em 0,31 log10 logy,, UFC/cm?, de psicrotréficos em 0,23 logs,
UFC/cm?, de BALtotal em 0,33 log10 log;; UFC/cm? de BALhetero em 0,25 logyo
UFC/cm? e de BALhomo em 0,32 log;o UFC/cm? a cada unidade percentual de acido

latico utilizada (Tabela 10).

Tabela 10 - Equacdo linear para predicdo da contagem em log;, UFC/cm2 de grupos
bacterianos na superficie de meias carcacas bovinas tratadas com solugéo de acido
ltico e avaliadas antes do resfriamento

Coeficiente

Parametros Intercepto’  EP? 1.C. 95%° Angular® EP® I.C. 95%° Valor P
Enterobactérias -0,22 0,16 (-0,67 a0,24) -0,12 0,03 (-0,19a-0,05) 0,0005
E. coli (positivos)’ -0,54 0,11 (-0,79 a-0,29) -0,09 0,04 (-0,16a-0,01) 0,0209
Mes6filos 1,57 0,13 (1,24a1,90) -0,31 0,03 (-0,38a-0,25) <0,0001
Psicrotroficos 1,20 0,15 (0,80a1,61) -0,23 0,03 (-0,30a-0,17) <0,0001
BAL (total)® 0,69 0,13 (0,33a1,05) -0,33 0,03 (-0,39a-0,27) <0,0001
BAL (hetero)® 0,23 0,14 (-0,16 a0,62) -0,25 0,03 (-0,30a-0,19) <0,0001
BAL (homo)*® 0,44 0,13 (0,09a0,80) -0,32 0,03 (-0,37a-0,26) <0,0001

! Intercepto da equagéo obtida por modelo linear misto (regressao linear multipla). Este valor representa a
contagem inicial do grupo bacteriano na meia-carcaga sem tratamento com acido latico.

2 Erro padréo do intercepto da equagao.

® Intervalo de confianca de 95% do intercepto da equagao.

* Coeficiente angular da equagdo obtida por modelo linear misto (regressdo linear maltipla). Este valor
representa a taxa de reducdo do grupo bacteriano por percentual de acido latico (concentracéo)
utilizado para tratar as meias carcagas, ou seja, a eficiéncia do &cido latico. Equacdo estatisticamente
valida para concentragdes entre 0 e 3% de 4cido latico.

> Erro padréo do coeficiente angular da equacéo.

® Intervalo de confianca de 95% do coeficiente angular da equag&o.

’ Andlise estatistica considerando somente os resultados positivos (acima do limite de deteccéo analitico).
® Todas as bactérias acido-laticas (homo e heterofermentativas).

% Bactérias acido-laticas heterofermentativas.

19 Bactérias cido-laticas homofermentativas.

A contagem média de enterobactérias em carcacas tratadas com 2,5% (-0,58
logi, UFC/cm?) e 3,0% de Acido latico (-0,54 logy, UFC/cm?) foram menores (P =
0,0048) que no grupo controle (-0,21 log;; UFC/cm?®). Com valor P < 0,0001, as
contagens médias de mesdfilos, psicrotroficos, BALtotal, BALhetero e BALhomo em
todas as carcacas tratadas (2,0, 2,5 e 3,0%) com solucdo de &acido latico foram

menores que nos respectivos grupos controle (Tabela 11).
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Tabela 11 - Média de contagem em log;,, UFC/cm® de grupos bacterianos na
superficie de meias carcacas bovinas tratadas com solu¢cbes de &cido latico e
avaliadas antes do resfriamento

. Tratamentos 5
Parametros Controle 2.0% 25% 3.0% EPM Valor P

Enterobactérias

Todos® -0,21° -0,44% -0,58" -0,54" 0,17 0,0048

Positivos*  -0,22 -0,25 -0,44 -0,33 0,16 0,4005
Coliformes

Todos® -0,59 -0,62 -0,71 -0,68 0,12 0,4825

Positivos*  -0,50 -0,41 -0,54 -0,51 0,06 0,7567
E. coli

Todos® -0,82 -0,79 -0,90 -0,91 0,08 0,1914

Positivos*  -0,58 -0,58 -0,82 -0,85 0,11 0,0278*
Mesofilos 1,60°% 0,88" 0,72 0,72° 0,13 <0,0001
Psicrotréficos 1,20 0,72 0,67° 0,47° 0,16 <0,0001
BAL (total)® 0,72° -0,04° -0,19° -0,23" 0,14 < 0,0001
BAL (hetero)® 0,25° -0,31° -0,43° -0,46° 0,14 < 0,0001
BAL (homo)’ 0,46° -0,21° -0,39° -0,45° 0,13 < 0,0001

! Média dos quadrados minimos obtida por modelo linear misto (anélise de variancia).

2 Erro padréo médio.

% Analise estatistica considerando todos os resultados. Para os resultados negativos foi adotado o valor do
limite de deteccdo analitico de -1,08 logyg UFC/cm?.

* Anélise estatistica considerando somente os resultados positivos (acima do limite de deteccio analitico).
® Todas as bactérias acido-laticas (homo e heterofermentativas).

® Bactérias acido-laticas heterofermentativas.

’ Bactérias acido-laticas homofermentativas.

abed \zalores com letras distintas na mesma linha sdo diferentes (Valor P < 0,05), considerando o teste de
Tukey-Kramer.

*Valor P > 0,05 em todas as comparacfes multiplas, considerando o teste de Tukey-Kramer.

E. coli STEC e EPEC
Todas as amostragens de carcaca situaram-se abaixo do limite de deteccdo da
gPCR (< 0,35 log copias/cm?) para STEC (stx, e stx,) e EPEC (eae).

3.2 Avaliagao da cor instrumental

A avaliacdo da cor objetiva da gordura de cobertura demonstrou que a
luminosidade (L*) na regido da picanha, ou seja, a cor branca foi maior nas carcacas
aspergidas independente da concentragdo utilizada (P<0,05). N&o foram detectadas
diferencas estatisticas para este parametro na regido da paleta (Figura 03).

Ainda, a intensidade de vermelho (a*) diminuiu com a aspersao do acido latico.
Para a regido da paleta, a intensidade do vermelho foi menor nos tratamentos de 2,5 e
3% de &cido latico. J& para regido da picanha, a aspersao da solucéo de 2% de &cido

latico diminuiu a intensidade de vermelho, a qual foi reduzida gradativamente, sendo
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gue a aspersdo de 3% de &cido latico apresentou menor valor para este parametro
(P<0,05), conforme Figura 04.
O parametro b* ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos para as duas

regides avaliadas (Figura 05).

Avaliagdao da cor - L*

80 7 b b
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% 71,488
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Controle 2% 2.5% 3%

Concentragao acido latico

PICANHA PALETA

Figura 03- Valor do parametro de Luminosidade (L), com Intervalo de Confianca
(95%), para a gordura de cobertura da regido da paleta e da picanha da superficie das

carcacgas aspergidas com diferentes concentra¢des de &cido latico.

ab valores com letras distintas para a mesma regido da carcaca sdo diferentes (P <
0,05).

Avaliacdo da cor - a*
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Figura 04 — Valor do parametro de intensidade do vermelho (a*), com Intervalo de
Confianca (95%), para regido da paleta e da picanha da superficie das carcacas

aspergidas com diferentes concentracdes de acido latico.
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abc valores com letras distintas para a mesma regido da carcaca sdo diferentes (P <
0,05).

Avaliagdo da cor - b*

20 -~
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=
—
5 14,97 14,95
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Concentracao acido latico

PICANHA PALETA

Figura 05 - Valor do parametro de intensidade de amarelo (b*), com Intervalo de
Confianca (95%), para regido da paleta e da picanha da superficie das carcagas

aspergidas com diferentes concentracdes de acido latico.

4 DISCUSSAO

A descontaminagdo de carcagas no abate € considerada uma medida de controle
importante que pode aumentar a seguranca do alimento e reduzir 0 risco
microbioldgico para os consumidores. Dentro deste conceito, a aspersdo de acido
latico pode representar uma das intervengdes tecnolégicas utilizadas para tratamento
das carcacgas bovinas.

A partir da andlise global (estudo 01 e estudo 02) foi possivel detectar que o
tratamento com acido latico reduz a contagem média de enterobactérias, coliformes,
mesofilos e bactérias acido-laticas. Para E. coli foi obtida taxa de reducdo com
tendéncia estatistica. Apesar da temperatura e do volume das soluc¢des de acido latico
serem diferentes entre os dois estudos, os resultados da analise global sugerem que a
administracdo de acido latico é eficiente na reducéo da contagem microbiana antes do
resfriamento. As taxas de redugdo sdo estatisticamente validas para as condicbes
estabelecidas por estes estudos: concentracdo de &cido latico entre 0 e 3%; uso do
boxe de aspersédo; temperatura da solugdo de 33 ou 55°C; volume utilizado em cada
meia carcaca de 1,6 ou 4,2 litros; e avaliagdo (amostragem) das meias carcacas ap0s

30 minutos da aplicag&o da solugéo.
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Os baixos valores P derivados dos modelos mistos de regressao linear para
enterobactérias, mesofilos e BAL na analise global (P < 0,0001), corroboram com 0s
resultados do estudo 01 (mesdfilos, P < 0,0001; e BAL P = 0,0008) e do estudo 02
(enterobactérias, P = 0,0001; mesdfilos, P < 0,0001; e BALtotal, P < 0,0001). Ademais,
a tendéncia estatistica observada para Escherichia coli na andlise global (P = 0,0524),
assemelha-se a significancia reportada no estudo 02 (P = 0,0209). A diferenga na
concluséo dos resultados deve-se apenas a significancia observada para os coliformes
na analise global (P = 0,0427) quando comparado aos estudos analisados de forma
individual (P > 0,05), o que pode estar relacionado ao maior tamanho amostral da
analise global e consequente maior poder estatistico.

No estudo 01 foram testadas todas as possiveis interacdes entre os efeitos
tratamento e momento (antes e apds o resfriamento) para todos 0s grupos
bacterianos, e em todos 0s casos, ndo houve interacdo estatisticamente significativa.
Portanto o processo de resfriamento ndo afetou o comportamento do acido latico na
reducdo das contagens bacterianas, conforme também verificado por Dormedy et al.
(2000), que avaliando a aspersédo de 2% de &cido latico em carcacas, observaram
reducdo no numero de bactérias mesdfilas, psicrotroficas, coliformes, E. coli e
bactérias acido-laticas, logo apds o tratamento e que se manteve ap0s 24 horas de
resfriamento. Na presente pesquisa, considerando a aspersao de acido latico em até
2%, o efeito injuriante do frio e da dessecacao da superficie das carcacas durante o
resfriamento foi mais importante na reducdo das contagens bacterianas do que os
proprios tratamentos.

Ainda considerando o estudo 01, foram aspergidas diferentes concentracbes
de &cido latico em carcagas bovinas, em temperatura ambiente (aproximadamente
33°C), com efeito na reducdo de ocorréncia de coliformes antes do resfriamento e
bactérias acido-laticas apdés o resfriamento. As contagens médias foram reduzidas
apenas para mesofilos e bactérias acido-laticas. Castilho (1998) observou que em
temperaturas superiores (50 a 55°C) os acidos organicos sdo mais eficazes. Ademais,
foi relatado que o grau da descontaminagéo é aumentado por concentragdes de acido
latico superiores a 2% na solugéo aplicada (STOPFORTH et al., 2005). Portanto, estes
dois fatores associados podem explicar a baixa eficiéncia na reducdo dos grupos
bacterianos avaliados nesta fase da pesquisa.

No estudo 02, em que foram utlizadas concentracbes de acido latico
superiores ao estudo 01 e o acréscimo da temperatura, foi observado reducdo na
ocorréncia de enterobactérias e bactérias acido-laticas heterofermentativas, além da
diminuicdo na contagem média em todos 0s grupos bacterianos avaliados, com

excecdo de coliformes e E. coli. Russell (1992) levantou a hipétese de que alguns
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microrganismos sdo mais resistentes aos acidos organicos porque sdo capazes de
permitir que seu pH interno diminua. Assim, concentraces maiores de &cido latico
podem ser mais efetivas para estes grupos, do que aquelas utilizadas nesta pesquisa.

A eficcia dos 4cidos organicos esta relacionada com a concentracéo, pH, pKa
e a concentragdo da molécula ndo dissociada (BAIRD, 1987). Ainda, a gordura e a
superficie irregular da carcaca podem atuar como prote¢do aos microrganismos.
Também, a presenca de quantidades excessivas de matéria organica pode modificar
os efeitos dos acidos organicos sobre os microrganismos (BUCHANAN et al., 1993).

O tratamento de superficies de carne bovina com 5% de acido latico resultou
em maior eficdcia quando inoculado maior nivel de E. coli do que com o nivel mais
baixo (YOUSSEF, et al. 2012). No presente estudo, as contagens de E. coli,
enterobactérias e coliformes totais, foram baixas, de modo que o efeito da reducéo
ocasionada pela asperséo do 4cido latico nao foi expressivo ou até mesmo ausente,
conforme também observado por outros autores (PIPEK, et al. 2005; RODRIGUEZ-
MELCON, et al. 2017).

Apesar de estudos demonstrarem a agdo do acido latico na redugédo da
contagem de E. coli (CASTILLO et al., 2001; BARBOZA de MARTINEZ et al., 2002),
nesta pesquisa, este efeito ndo foi observado. A comunidade cientifica tem verificado
menor eficacia do acido latico para E. coli em relacdo aos demais grupos microbianos,
devido a aspectos relacionados a acido-resisténcia (WANG et al., 2014; YOUSSEF et
al.,, 2012). Ainda, a tendéncia estatistica para um determinado parametro geralmente
sugere a necessidade de maior tamanho amostral para a correta avaliagdo do mesmo,
possivelmente devido a sua maior variabilidade (PAGANO; GAUVREAU, 2012).

As analises por qPCR de E. coli obtidas nas amostras de carcagas positivas
deste estudo, ndo detectou a ocorréncia de E. coli STEC e EPEC. O Petrifilm EC,
utilizado na presente pesquisa, seleciona somente E. coli beta-glucuronidase positiva,
0 que pode ter prejudicado a deteccdo de STEC e EPEC.

Entre as limitacdbes do uso dos &cidos organicos, estdo as possiveis
descoloragdo da carne e alteragfes sensoriais (WHEELER, et al., 2014). De maneira
geral, a aplicagdo de &cido latico neste estudo afetou a coloracdo da gordura de
cobertura das carcacas e locais com concentragdo de sangue. Visualmente, quanto
maior a concentragéo utilizada, os efeitos se tornam mais pronunciados.

A avaliacdo da cor objetiva da gordura de cobertura demonstrou que a
luminosidade (L*) na regido da picanha, ou seja, a cor branca foi maior nas carcacas
aspergidas independente da concentracdo utilizada, corroborando com pesquisas ja
realizadas (FRIEDERICH et al., 2008; JIMENEZ-VILLARREAL et al., 2003; KOTULA e
THELAPPURATE, 1994; NAVEENA et al.,, 2006; STIVARIOUS, et al., 2002). A
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gordura de cobertura, em sua maioria escassa, nas carcagas bovinas brasileiras, ndo
permite o procedimento de refile adotado em outros paises, em que as carcacas
apresentam maior cobertura de gordura. Este fator implica ao Brasil uma condicéo
diferenciada para o uso do &cido latico, em que os protocolos de aspersdo devem
considerar as alteragfes na coloragéo das carcagas.

Ndo foram detectadas diferencas estatisticas para a luminosidade (L*) na
regido da paleta, o que pode ter ocorrido devido a desuniformidade desta regido, que
apresenta pouca cobertura de gordura e possui o carimbo do Servico da Inspecao
Federal.

Ainda, a intensidade de vermelho (a*) diminuiu com a asperséo do acido latico,
ou seja, a cor tendeu ao cinza. Este parametro € provavelmente um dos mais
importantes para cor da carne fresca (RODRIGUEZ-MELCON, 2017), pois pode
remeter ao tempo que esta carne estd acondicionada. A reducdo no valor da
intensidade do vermelho também foi relatada por outros autores (FRIEDERICH et al.,
2008; JIMENEZ-VILLAREAL et al., 2003; NAVEENA et al., 2006, RODRIGUEZ-
MELCON, 2017).

O parametro b* ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos para as duas
regides avaliadas, ou seja, a intensidade de amarelo ndo foi alterada pela asperséo
das diferentes solucdes de acido latico (P<0,05), diferente do que ja foi relatado em
demais pesquisas (NAVEENA et al., 2006; RODRIGUEZ-MELCON, 2017).

De maneira geral, a coloracdo mais escura das manchas de sangue presentes
nas carcacas pode ocorrer devido a oxidacdo do ferro ligado ao grupo heme da
hemoglobina, resultando na formacdo de metahemaoglobina.

A descoloracao é o principal problema associado a descontaminacdo da carne
com &cidos organicos, em niveis mais elevados. Melhorar a estabilidade da cor é a
preocupacdo para a industria de carne, visto que a cor € o principal atributo de
gqualidade que afeta as decis6es dos consumidores no momento da compra (CANTO
et al., 2016). Por esta razdo, quaisquer possiveis impactos do tratamento de
descontaminacgédo sobre a cor da superficie devem ser considerados.

Portanto, com base nos resultados e no valor biolégico dos mesmos, foi
possivel verificar que os estudos supracitados (estudos 01 e 02), realizados
considerando a realidade produtiva nacional, corroboram com a literatura internacional
existente (GREIG et al., 2012; PITTMAN et al., 2012; RODRIGUEZ-MELCON et al.,
2017; WHEELER et al., 2014; YOUSSEF et al., 2012) e com as especificacfes da
Unido Europeia (CE, 2013) e dos Estados Unidos (USDA, 2017), no que diz respeito
ao tratamento antimicrobiano de carcagas bovinas com concentrac¢des a partir de 2,0%

de &cido latico em &gua potavel.



57

5. CONCLUSAO

O tratamento de carcagas bovinas com solugdo de acido latico utilizando boxe
de aspersédo é eficiente na reducdo de ocorréncias e contagens de enterobactérias,
coliformes e bactérias acido-laticas, assim como, de contagens de mesofilos e
psicrotréficos. Também foi observado reducéo de ocorréncias e contagens de E. coli,
entretanto, de um modo geral, com tendéncia estatistica, o que também pode
representar e repercutir em melhorias reais para as industrias e para cadeia produtiva
da carne.

A aspersao de qualquer concentracdo de 4cido latico implica em alteracbes na
coloracdo e no aspecto da cobertura de gordura das carcacas, sendo que, os efeitos
negativos se tornam mais pronunciados conforme a concentragdo do Acido latico é
aumentada.

Considerando o aspecto visual das carcacas e a redugdo da contagem
bacteriana obtida neste estudo, recomenda-se o0 uso da asperséo de solugéo de acido

latico a partir 2%, para tratamento antimicrobiano de carcacgas bovinas Bos indicus.
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IMPLICACOES

A indastria de alimentos, em especial a de carnes, pode ser acometida por
prejuizos decorrentes da contaminacdo bacteriana em seus produtos, sejam eles
financeiros, que estdo relacionados a deterioracdo destes produtos, reducdo da
validade comercial ou devolu¢des. Porém, com maior destaque, estdo os problemas
relacionados a salde publica. Sendo assim, todas as técnicas que contribuam na
cadeia de producdo de alimentos para manutencdo da qualidade microbiana,
merecem destaque.

Neste sentido, o uso de acido latico, alvo deste estudo, poderia contribuir para
estender a validade comercial das carnes e evitar riscos a saude publica. A presente
pesquisa, inédita no Brasil, avaliou como este produto utilizado amplamente em
diversos paises pode contribuir na reducdo da contaminacdo de carcacas,
considerando a realidade nacional de nosso rebanho e de abate. Muitas das
pesquisas executadas em outros paises, ndo se aplicam as condi¢cbes brasileiras.
Neste estudo, foi possivel determinar um protocolo de aplicacdo de acido latico
adequado para a realidade nacional.

T&o importante quanto seus efeitos na reducdo microbiana, as implicagdes nas
caracteristicas sensoriais da carne e da carcaca devem ser consideradas no uso de
procedimentos de descontaminacéo. As alteragdes da cor da carne continuam sendo
um grande problema no uso destas técnicas e € uma grande preocupacao para toda
cadeia da carne, visto ser este dos principais atributos considerados pelo consumidor
como critério de escolha de compra. Estes impactos devem ser considerados e
técnicas de descontaminagdo com &cido latico devem ser avaliadas e aprimoradas,
objetivando a redugéo da carga bacteriana, associando a manutencdo dos atributos
sensoriais, de modo a contribuir com a melhoria da industria da carne e da saude

publica.



