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MICROBIOLOGIA DA CARNE MOIDA = 2. AVALIACAO
DA QUALIDADE POR METODO MODIFICADO, BASEADO
NA REDUCAO DA RESAZURINA *
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RESUMO

Quarenta amostras de carne (bovina) moida, provenientes de
quatro supermercados da cidade de Piracicaba, SP, foram analisados
quanto & contagem total de bactérias, .segundo as recomendacgdes da
<American Public Health Associatony (incubacéio das placas a 320C
por 48 horas). As mesmas amostras foram utilizadas em estudo de
modificagio de teste baseado na reducgdo da resazurina, proposto para
a8 avaliacBio da qualidade, sob o ponto-de-vista, microbiolégico, do
alimento em questdo. Os resultados podem ser resumidos como segue:
1) As contagens totais foram elevadas, em geral, com diversas amos-
tras na faixa de 107 a 109 bactérias/g: a média obtida foi de 3,0 x 107
bactérias/g. 2) Niao foi constatada diferenga significativa, quanto a
contagem total de bactérias, entre os quatro estabelecimentos onde as
amostras foram obtidas. 3) Uma correlacio altamente significativa
(r——=0,91) foi verificada entre a contagem total de bactérias e o
tempo necessirio & reduclo da resazurina até a descoloracfio, pelo
método modificado estudado.

INTRODUGCAO

A populacao microbiana existente na carne moida encontrada & venda no
mercado varejista depende da qualidade, sob o ponto-de-vista microbiolégico,
da matéria-prima utilizada no seu preparo, do estado de limpeza do equipa-
mento empregado, do tempo e da temperatura de armazenamento do produto.
As fontes de contaminacdo da carne foram relacionadas e discutidas por AY-
RES (1955) e por FRAZIER (1967), entre outros autores. A carne moida cons-
titui meio altamente favoravel a multiplicacdo de bactérias, em virtude da
fragmentacdo dos tecidos, com liberacao de suco celular e da incorporacao

dos microrganismos (normalmente encontradas na superficie) a massa (RO-
GERS e McCLESKEY, 1957).
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GRANER et al. (1971) encontraram, para a carne moida comercializada
em Piracicaba, SP, contagens em geral elevadas, com diversas amostras na
faixa de 107 a 10° bactérias/grama. Uma diferenca significativa foi observada
entre amostras provenientes de agougue, recebendo carne de matadouro mu-
nicipal, e as adquiridas em supermercado, comercializando carne de gado
abatido em frigorifico da regiao; essa diferenca, favoravel ao segundo es-
tabelecimento, esteve relacionada com o horario de coleta das amostras, fei-
ta pela manha e a tarde. Ndo foi verificada uma diferenca significativa entre
as contagens em placas feita apos incubacio a 21°C (72 horas) e as realizadas
depois de 48 horas a 32°C.

Conforme lembrou FOSTER (1966), um numero elevado de microrganis-
mos presente na carne nao significa que o alimento €, necessariamente,
prejudicial & satde do consumidor. Todavia, uma contagem bacteriana ele-
vada podera ser indicio de um produto alterado, sob o ponto-de-vista micro-
biolégico, ou semi-deteriorado, independentemente do efeito que o mesmo pas-
sa ter sobre a satde do consumidor (ROGERS e McCLESKEY, 1957).

Uma extensa revisao sobre o controle e a avaliacdo da deterioracao da
carne foi publicada por DAINTY (1971). Esse autor incluiu em seu trabalho
uma discussdo dos métodos indiretos de estimar o niimero total de bactérias,
baseados na redugdo, pelos microrganismos, de indicadores sintéticos. O
tempo necessario para que haJa uma mudanga de coloracdo dessas substan-
¢ias é tomado como indice do numero de células ativas e, consequentemente,
da quahdade da carne. Todavia, pouca informacé@o existe para esclarecer se
um tempo curto, observado na redug:ao de tais 1nd1cadores se deve a presenca
de um grande ntimero de microrganismos ou a um pequeno namero de células
com elevada atividade. =

‘Apesar das limitacoes apontadas diversos trabalhos foram realizados
utilizando diferentes indicadores do potencial de 6xido-reducao e, em diversos
casos, boa correlagdo tem sido obtida entre o tempo de reducido dessas subs-
tincias e a qualidade da carne. WALKER et al. (1959) verificaram a existén-
cia de uma correlagéo negativa entre o tempo necessario a reducio da resa-
zurina e o.nimero de microrganismos/cm? na superficie (pele) de carcacas
de aves. A <American Public Health Association» (SHARF, 1966) incluiu,
entre. os métodos recomendados para o exame da carne de aves, um teste
baseado no trabalho daqueles autores, : :

SAFFLE et al. (1961) estudaram trés métodos para a réplda detecgao da
detemoragao da carne moida, incluindo entre eles a reducdo da resazurina.
Esses autores verificaram que o tempo necessario & reducio do indicador cor-
relacionava melhor com valores atrlbuldos ao odor das amostras do que com‘
a contagem total de bactérias. :

O presente trabalho foi conduzido com os seguintes 'objetivos: 1) Estudar
uma modificacdo do teste descrito por SAFFLE et al. (1961), baseado na re-
dugdo da resazurina, tendo em vista a possibilidade de sua utilizacdo para
uma avaliacfo rapida da qualidade, sob o ponto-de-vista microbiolégico, da
carne moida. 2) Obter informactes: adicionais as relatadas por GRANER
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et al. (1971), no que diz respeito a contagem total de bactérias, sobre a qua-
lidade microbiolégica da carne moida comercializada em Piracicaba, SP. .

MATERIAL E METODOS

Quarenta amostras de carne (bovina) moida foram obtidas em quatro
estabelecimentos do tipo supermercado. (A, B, C, e D) localizados na cidade
de Piracicaba, SP. As amostras, consistindo em porcoes de 200-250 g, foram

obtidas semanalmente (uma amostra de cada estabelecimento), as tergas
ou quintas-feiras, entre as 7 e as 9 horas, nos meses de margo a junho de 1973.

A contagem total de bactérias foi realizada pelo método recomendado
pela «<American Public Health Association» (SHARF, 1966). Cada amostra,
imediatamente ap0s sua obtencdo, foi tratada conforme descrito em GRA-
NER et al. (1971) tendo a 1ncubagao das placas de Petrl 51do feita a 32°C
por 48 horas.

O teste baseado na redugdo da resazurina foi conduzido de duas manei-
ras: 1) Conforme descrito por SAFFLE et al. (1961), utilizando-se uma solu-
cdo do indicador contendo 10 mg/ZOO ml e dois tubos de ensaio (14 mm de
didmetro x 150 mm de comprimento) para cada amostra. 2) Diferindo da an-
terior pela utilizagdo, como inoculo, em lugar de 1 g de carne rnmda para
cada tubo, 1 ml ‘da suspensdo (1:10) preparada para a contagem total de
bactérias; sobre o conteudo de cada tubo foi ainda colocada uma camada de
6leo mmeral esterilizado. O tempo necessario para a reducdo do indicador
nos tubos incubados a 30°C ao abrigo da luz foi determinado fazendo-se ob-
servacoes de meia em meia hora, até que o contetdo tivesse passado de sua
coloracdo inicial (azul-violeta), através de uma coloracdo rosada, para ama-
relado, estado este correspondente a forma incolor da resazurina. O tempo
de reducdo em tubos contendo 6leo mineral foi comparado com o tempo cor-
respondente a tubos sem oéleo.

Para efeito de analise estatistica, os valores encontrados para a contagem
total de bactérias (x. 10° bactérias/g) foram convertidos nos respectivos
logaritimos decimais (y = log x); o delineamento utilizado na comparacao
entre os diferentes estabelecimentos foi do tipo blocos casualizados com 3
observagoes por parcela (GOMES, 1970). O delineamento tipo blocos casua-
lizados com 2 tratamentos foi empregado na comparacao entre os tempos ne-
cessarios & reducdo do indicador pelo método original e pelo modificado e
por este ultimo, com e.sem a adicao de -6leo mineral

As -médias das contagens bacterianas (x. 10° bactenas/g) para as 40
amostras anahsadas foram convertidas nos respectivos logaritimos decimais
(Y = log. x. 10°) e estes valores foram comparados, em teste de correlagio,
com os valores correspondentes em horas, do tempo necessario a reducao
do indicador. - - '

RESULTADOS E DISCUSSAO

O exame do quadro 1 mostra que a contagem total de bactérias variou de
2,9 x 10° bactérias/g a 2,8 x 10° bactérias/g, tendo a média geral sido de
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3,0 x 107 bactérias/g. As diferencas entre as médias de contagens correspon-
dentes aos estabelecimentos ndo foram significativas. O quadro 1 e a figura
1 mostram que diversas amostras analisadas apresentaram elevadas conta-
gens totais de bactérias, embora a ocorréncia de odores francamente acidos
ou putridos, indicativos de deterioracéo, nédo tivesse sido notada em nenhum
dos casos. | |

No teste baseado na redugdo da resazurina, podemos notar, pelo exame
do Quadro 2, que o emprego do método original de SAFFLE et al. (1961) condu-
ziu a valores para o tempo de reducdo geralmente discordantes entre dois
tubos preparados a partir da mesma amostra, o que ndo ocorreu quando foi
utilizada a modificagdo em estudo. Nao houve diferenca significativa entre
os dois procedimentos, pelo teste F. Dados contidos no Quadro 2 mostram
ainda que a utilizagcdo de uma camada sobrenadante de 6leo mineral resultou
em valores menores para o tempo de reducdo do indicador, em relagao aos
valores encontrados para os tubos sem o6leo; a diferenca foi significativa ao
nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F. |
" "Uma correlacao altamente significativa (r=-—0,91) foi obtida entre a
contagem total de bactérias e o tempo necessario a descoloracao da resazu-
rina (Quadro 3 e Figura 2). Os valores encontrados para este tempo foram
da mesma ordem dos observados por SAFFLE et al. (1961), embora a corre-
lagdo relatada pelos mesmos tivesse sido inferior (r=-—0,80). A quantidade
de amostra utilizada para cada tubo no caso do presente trabalho, pelo mé-
todo modificado, foi aproximadamente igual a décima parte da empregada

Quadro 1 - Contagem tdtal de bactérias (x.lOS‘ bactérias/g); os valores apresenta-

dos sdo médias resultantes da contagem de 3 placas.

ESTABELECIMENTOS
SEMANAS
1 A | B C D
1 256,0 5433 2823,3 2783,3
2 19,8 76,0 116,3 220,7
3 196,3 153,0 98,7 149,3
4 94,3 550,0 20,6 63,3
5 32,0 202,7 1046,7 47,0
6 42,3 79,7 1176,7 126,7
7 2,9 134,3 | 56,3 12,1
8 95,7 155,3 1226,7 42,7
9 64,7 11,1 7.9 S 21,1
10 224,7 124,0 11,5 31,7

Médias . 102,87 202,94 558,47 349,79
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Figura 1 - Frequeéncias de contagens totais de bacterias obtidas
para 40 amostras de carne moida provenientes de 4
supermercados.
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Quadro 2 — Tempo (horas) de redugio do indicador na comparagdo (I) do método
’ original (SAFFLE et al, 1961) com o modificado e (II) do método
modificado com ¢ sem oOlco mincral. Cada valor apresentado corres-

pontle -3 chscrvacio de um tubo de ensaio.

I 11
Original | Modificado ~ Com 6leo Sem oleo

9,0-9,5 - 90-90 50-50 5,555

45—6,5 ' 6,5-6,5 4,0 - 4,0 4,0 — 4,5

3,0-5,5 55—5,5 8,0—-8,0 8,0 — 8,0

3,0-3,5 50-—5,0 6,0 — 6,5 6,5 — 6,5

6,5 - 17,5 4,5 - 4,5 7,5 — 8,0 8.0—2,5

45-17,0 55-55 50-5,0 50—5.5

4,5 - 6,0 6,0 — 6,0 4,0 - 4,0 4,0 — 4,0

6,0—6,5 6,0 - 6,5 6.5 — 6,5 6,5 — 6.5

7.5 —17.5 6.0 — 6,5 7,0 -7.0 7.0~ 7,5

8,0-9.5 8,5—9,0 .. 6,0~6,0 6,0 — 6,0

6,27 6,32 5,95 6,15

no método original; todavia, o indéculo foi preparado a partir de uma quan-
tidade de amostra onze vezes maior, o que contribui para explicar os melho-
res resultados obtidos pelo método modificado, inclusive no que diz respeito
a concordancia de valores entre tubos correspondentes & mesma amostra.

Ao contrario do que foi realizado por SAFFLE et al. (1961), que prepara-
ram as amostras de carne moida a partir de carne nao moida, no caso do
presente trabalho as quarenta amostras utilizadas foram obtidas do comér-
cio varejista local, refletindo, assim, as condi¢coes nele existentes quanto aos
fatores importantes na determinacdc da qualidade do produto, sob o ponto-de
-vista microbiolégico.

Se o numero de microrganisimos presentes na carne moida é tomado como
indice da qualidade da mesma, e tendo havido uma correlagao negativa, sig-
nificativa ao nivel de 1% de probabilidade entre a contagem total de bactérias
e o tempo de reducado da resazurina no presente estudo, pode-se entao sugerir
o teste em questdo para uma avaliagdo da qualidade microbiolégica daquele
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alimento. Nas condi¢cdes em que a carne é comumente encontrada no comércio
varejista, atualmente, e nas condigcbes em que foi conduzido o teste, uma
tentativa de classificagdo é apresentada a seguir:

Tempo (hr) de reducéao Condicdo da Amostra
> 75 Aceitavel
>40e £ 75 Questionavel
Z 4,0 Inaceitavel

WALKER et al. (1959), em seu trabalho com carcacas de aves, considera-
ram o tempo de reducdo da resazurina até a forma incolor excessivamente
longo, utilizando como ponto final uma coloragcdo que descreveram como rosa
fluorescente. No presente trabalho, a reducdo completa do indicador foi esco-
lhida, em virtude do aparecimento nos tubos, logo ap6s o inicio da incubacio,
de uma coloragdo rosada, provavelmente resultante de uma reducdo parcial
do indicador. A mudanga da coloracdo, nos tubos, de rosa para incolor era
brusca e permitia a determinagdo do ponto fina] sem margem para davidas.

Quadro 3 — Tempo (horas) de redugdo do indicador pelo método modificado, com

6leo; os valores apresentados sdo médias resultantes da observagdo de 2 tubos.

ESTABELECIMENTOS
SEMANAS

A B C D

1 6,50 3,50 4,00 3,50
2 9,00 6,50 5,50 5,00
3 6,00 4,50 5,50 6,00
4 5,00 4,00 - 8,00 6,25
5 7,75 5,00 4,00 6,50
6 7,00 6,00 3,50 5,50
7 - 10,00 6,25 6,25 8,75
. 7,00 | 5,50 5,50 7,00
9 7,00 | 8,50 9,25 7,00

10 - 7,50 o 5,00 9,00 8,00

Médias 7,27 5,47 6,05 6,35
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Figura 2 - Relagao entre contagem totel de bacterias e tempo de
redugao do indicador,

SUMMARY

MICROBIOLOGY OF GROUND BEEF = II. A MODIFIED RESAZURIN
REDUCTION TEST FOR DETERMINATION OF QUALITY.

Forty samples of ground beef were taken at four supermarkets in the
city of Piracicaba, SP. Total bacterial counts were determined using a pro-
dure recommended by the American Public Health Association; the plates
were incubated at 32°C (48 hours). A modified procedure based on resazurin
reduction for the determination of ground beef microbiological quality was
studied. The results can be summarized as follows = 1) Total counts were
generally higth, with several samples in the range 107 to 10° cells/gram; the
average count was 3,0 x 107 cells/gram. 2) The differences between counts
related to any two supermarkets were not statistically significant. 3) Resa-
zurin reduction to colorless was significantly correlated with total bacterial
counts (r=—0,91).
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