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RESUMO

O hamburguer gourmet é uma preparacdo versatil e personalizada. No entanto,
algumas praticas de coccdo estdo em desacordo com parametros de temperaturas
seguras estabelecidos por legislagBes brasileiras e internacionais para produtos a
base de carne moida. Esse estudo propds a padronizacdo de uma receita de
hamburguer gourmet e a avaliacdo da seguranca da preparacao através da reducao,
apos uso de diferentes parametros de coccao, de um pool de Escherichia coli (8 log
UFC/g) artificialmente inoculada nos hamburgueres crus. As contagens finais foram
modeladas pelo software GlnaFiT e o modelo Weibull apresentou melhor ajuste.
Mesofilos totais foram quantificados e os géneros sobreviventes identificados por
Espectrometria de Massa Associada a Dessorcao/lonizacdo de Matriz Assistida por
Laser e Tempo de voo (MALDI-TOF/MS). Além disso, foram determinados os
parametros intrinsecos, fisico-quimico e textura dos hamburgueres crus e apds 0s
diferentes pontos de tratamento térmico foram determinados. Os resultados das
caracteristicas fisico-quimicas apresentaram conformidade com o recomendado para
carne bovina, demonstrando que a matéria prima era de boa qualidade. Expondo os
hamburgueres a 77 °C por 14 minutos (ponto bem passado), a contagem inicial de
mesofilos totais foi significativamente (p < 0,05) reduzida para 4,34 log UFC/g e a
analise por MALDI-TOF/MS encontrou espécies do género Citrobacter, Lactobacillus,
Hafnia e Pseudomonas, indicando resisténcia destes microrganismos ao tratamento
térmico testado. O modelo cinético apresentou uma correlagéo alta com os resultados
de contagem, validando os dados experimentais. A menor contagem de E. coli foi
alcancada no hamburguer bem-passado, equivalendo a uma reducdo de 4,83 log
UFC/g, ou seja, nao atingindo a recomendacéo internacional de reducao de E. coli (5
log UFC/g) para produtos carneos. Apenas a exposicdo do hambuirguer a mais um
ponto de tratamento térmico, denominado como muito bem passado (81 °C na parte
central por 16 minutos), resultou em uma quantificacdo de E. coli abaixo do limite de
detecgdo da técnica. Contudo, a exposi¢do prolongada ao calor neste ponto afetou
negativamente a cor, textura e suculéncia dos hamburgueres, e pode ser indesejavel
para consumidores e de dificil reproducéo pelos restaurantes. Assim, é recomendada
a adocao de procedimentos de higiene adequados em toda a producdo, além da
validacdo da acdo de tempo e temperatura considerando a realidade especifica de
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cada estabelecimento, como os equipamentos térmicos utilizados, o uso adequado de
termbémetro durante todo o preparo, além de definir a formulacdo dos hamburgueres,
através de matéria prima de qualidade, o corte bovino e o peso das carnes para
proporcionar hamburgueres gourmet com qualidade e sem riscos a saude dos
consumidores.

Palavras-Chave: carne bovina; gastronomia; hamburguer; tratamento térmico.



ABSTRACT

The gourmet hamburger is a versatile and customized preparation. However, some
cooking practices are not in accordance with safe temperature parameters established
by national and international legislation for ground meat products. The aim of this study
was to standardize a gourmet hamburger recipe and evaluated its safety through the
reduction, after different degrees of doneness, of a pool of Escherichia coli (6-7 log
CFU/qg) artificially inoculated into the raw hamburgers. The final counts were modeled
by GlnaFiT software, and the Weibull model showed the best fit. Total mesophiles were
guantified and surviving genera identified by Matrix-Assisted Laser and Time-Of-Flight
desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-TOF/MS). In addition, intrinsic
parameters of raw hamburger and color and texture analyses after different degrees
of doneness were determined. The results of physicochemical characteristics showed
compliance with what is recommended for beef, demonstrating the raw material was
of high-quality. Exposing the burgers to 77 °C for 14 minutes (well-done degree), initial
total mesophilic count was significantly (p < 0.05) reduced to 4.34 log CFU/g and
MALDI-TOF/MS analysis found species of genera Citrobacter, Lactobacillus, Hafnia
and Pseudomonas, indicating they were resistant to the heat treatment tested. The
kinetic model showed a high correlation with count results, validating the experimental
data. The lowest E. coli count was achieved in at well-done hamburger, equivalent to
a reduction of 4.83 log CFU/g, i.e., not reaching the minimum international
recommendation of E. coli reduction (5 log CFU/g) for meat products. Only by exposing
the hamburger to one more heat treatment degree named as very well-done (81 °C -
16 minutes) resulted in an E. coli quantification below the detection limit of technique.
However, prolonged heat exposure at this degree affected negatively on color, texture,
and juiciness of the hamburgers, and may be undesirable for consumers and difficult
for restaurants to replicate. Thus, it is recommended adoption hygiene practices
throughout all production, in addition to the validation of time and temperature
considering the particular reality of each restaurant, such the proper use of
thermometer during the entire preparation, and define the formulation of hamburgers,
with high-quality raw meat, the bovine cut and the weight of the meats to provide
gourmet hamburgers with quality and without risks to the health of consumers.

Keywords: beef; gastronomy; hamburger; heat treatment.
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1. CAPITULO 1
1.1 INTRODUCAO

A industria de carnes vem apresentando importantes modificagfes que surgem
como consequéncia de inovacdes tecnoldgicas e novas tendéncias de consumo
(ABIEC, 2019). Nessa perspectiva, os produtos carneos, como a preparacao
hamburguer, vém apresentando significativa expansédo de consumo na ultima década,
por ser um alimento bastante apreciado pela populacdo de diversas faixas etarias
(COSTA, 2018; FERNANDES., 2019)

Assim, os estabelecimentos alimenticios, como as hamburguerias, entenderam
este movimento e adequaram uma série de praticas em funcdo de melhores
experiéncia para seus clientes. Novas versées denominadas de hamburgueres
gourmets, estdo ganhando cada vez mais espaco dentro da gastronomia por meio de
formas criativas e até sofisticadas de preparacdo, como o uso de misturas de cortes,
chamado de blend, ou bifes com tamanhos variados (GAYLER, 2004; HULANKOVA
et al., 2018).

Outro aspecto peculiar dos hamburgueres gourmets é o modo de cocc¢éo, onde
alguns restaurantes permitem que o cliente escolha o ponto da carne que deseja
consumir, tornando-o ainda mais versatil. Os pontos variam de malpassado, ao ponto
e bem passada. A opcdo malpassada, com temperatura central proxima a 55 °C, é
uma das mais consumidas entre os apreciadores de hamburgueres, que justificam
gue o sabor e a suculéncia sdo mantidos neste ponto (COSTA, 2018; ROSSVOLL et
al., 2014).

Todavia, conforme orientacdo de legislagdes nacionais e internacionais, para
garantir a seguranca de preparacdes a base de carne moida, € aconselhavel aplicar
tratamento térmico que atinja uma temperatura de 70 °C ou mais no centro geoméetrico
e em todo o alimento ou outros tratamentos de tempo e temperatura seguros (BRASIL,
2002, 2004, 2019b; FDA, 2009, 2017; USDA, 2020).

Além disso, € importante destacar que, dentre os produtos carneos moldados,
0 hamburguer cru apresenta maior risco de multiplicacdo de microrganismos durante
seu processamento, em decorréncia da carne moida possuir uma maior area

superficial exposta, e, mesmo sendo mantida sob refrigeragdo, os microrganismos
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podem continuar a multiplicar-se no alimento (DAMER, 2014; JAY, 2005). E,
considerando que alguns consumidores tém a preferéncia por consumi-lo com o ponto
malpassado da carne, essa preparacao pode veicular microrganismos patogénicos,
0s quais podem n&o ser inativados pelo tratamento térmico (DAMER, 2014
KOSMIDER et al., 2010; MELO et al., 2013; RAWDKUEN; PUNBUSAYAKUL; LEE,
2016).

A Escherichia coli é considerada um indicador de contaminacédo fecal e pode
estar associada a presenca de outros agentes patogénicos entéricos, além de estar
associada a contaminacdo de carnes e produtos carneos como os hamburgueres
(JAJA; GREEN; MUCHENJE, 2018). Sua inativacao pode ser considerada como um
bom indicador para investigar a eficacia dos tratamentos térmicos (FERIGOLO et al.,
2021).

Dessa maneira, este trabalho teve por objetivo padronizar uma receita de
hamburguer gourmet e avaliar a reducédo de microrganismos naturalmente presentes
na carne moida, bem como Escherichia coli artificialmente inoculada nos
hamburgueres crus, apés a aplicacdo de diferentes intensidades de tratamento
térmico (tempo e temperatura) por calor. Além disso, determinou-se 0s parametros
intrinsecos do hamburguer cru e realizou-se analises de cor e textura nos
hamburgueres crus e ap0s o processamento térmico sob as diferentes condicdes de

preparo.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Padronizar uma receita de hamburguer gourmet e avaliar a sobrevivéncia microbiana

apos a aplicacao de diferentes tempos e temperaturas de cocgéo.

1.2.2 Objetivos especificos

e Identificar e padronizar uma receita de hamburguer gourmet, a partir de
referenciais de grandes escolas de gastronomia, especialistas, restaurantes
especializados e legislacoes;

e Determinar os parametros intrinsecos dos hamburgueres crus, como proteinas,
lipideos, cinzas, umidade, atividade de agua e pH.

e Validar a recomendacao dos especialistas em relacdo ao bindbmio tempo X
temperatura para o processamento térmico dos diferentes pontos de coccao da
preparacao hamburguer;

e Caracterizar os parametros de cor e textura dos diferentes pontos de
processamento térmico os hamburgueres gourmet

e Determinar a microbiota inicial nos hambulrgueres crus e a microbiota
sobrevivente, apds o processo térmico dos hamburgueres;

e Analisar a sobrevivéncia de Escherichia coli artificialmente inoculada nos
hamburgueres crus apos os diferentes parametros de cocc¢ao aplicados;

e Comparar os resultados microbiolégicos experimentais com parametros de
modelos matematicos;

e Se necessario, propor recomendagfes que garantam a seguranca

microbiolégica da preparacéo.
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1.3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.3.1 Gastronomia e os habitos de consumo

A gastronomia, através das praticas culinérias, € a parte mais duradoura de
uma cultura e tradicdo. Embora definida como a arte de comer e beber, a gastronomia
€ a ciéncia que associa as transformacgfes quimicas e fisicas dos alimentos com a
arte do preparo culinario. Todavia, a organizacdo da sociedade vem passando por
mudancas nos Uultimos anos que interferiram diretamente na alimentagdo da
populagdo, com influéncias na maneira de produzir, comercializar, preparar e
consumir os alimentos (COSTA et al., 2018; SORMAZ et al., 2016; VICENTINI, 2018).

A escolha pela alimentacao fora do lar, por exemplo, € atribuida por uma série
de fatores que vado desde uma opcédo de lazer de um grupo social, familiar ou
profissional, até propriamente o ato de alimentar-se (SORMAZ et al., 2016).

Nessa perspectiva, 0os servicos de alimentacdo, como qualquer organizacao,
devem objetivar a busca constante pela qualidade na prestacdo de servicos e na
producdo de produtos que atendam as necessidades dos consumidores cada vez
mais exigente nas suas escolhas, sendo elas agradaveis, seguras e confiaveis
(RIBEIRO; MARQUES; FILHO, 2016). O conceito de qualidade remete a caracteristica
de genuinidade, de diferenciacdo e de propriedade que, em seu nivel mais elevado,
conduz a praticas de exceléncia (DE VASCONCELLOS, 2012).

Assim, muitos estabelecimentos alimenticios, como as hamburguerias,
entenderam este conceito e adequaram uma série de praticas em funcdo da
experiéncia satisfatoria de seus clientes, alinhadas com o movimento do mercado e
as novas tendéncias.

Com o0 uso do termo gourmet, a preparacdo hamburguer recebeu versdes
diferenciadas, tornando-as referencias de qualidade e versatilidade. Este termo,
originalmente francés, € utilizado para denotar uma culinaria mais requintada,
sofisticada, elaborada e que atende as exigéncias do consumidor que tenha gosto
mais apurado (SCHOSLER; DE BOER, 2018; SMITH, 2012).

Dessa forma, ofertar refeicbes seguras, com qualidade e que atendam as
elevadas expectativas e exigéncias dos consumidores é primordial para a manutencao

de um bom estabelecimento alimenticio que prepare refei¢cdes do tipo gourmet.
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1.3.2 Mercado de carne bovina

A carne é um dos alimentos mais consumidos em todo o mundo, devido a
grande variedade de técnicas de preparo a que pode ser submetida, ao seu valor
nutricional e ao seu sabor. Ela é caracterizada como todas as partes de um animal
gue foram julgadas como seguras e adequadas para consumo humano ou destinadas
a esse fim (FAO, 2019).

As propriedades sensoriais sdo imprescindiveis e estdo relacionadas a
satisfacdo e escolha pelos consumidores, que consideram atributos como suculéncia,
cor, textura, odor e sabor como os mais importantes (PAULA; PIRES, 2016).

Estima-se que a producdo mundial de carne bovina deve dobrar até 2050 na
maioria dos paises em desenvolvimento. E, este crescente mercado, oferece
oportunidades significativas para a producdo pecuaria e o processamento da carne.
Contudo, a comercializacdo segura e higiénica da carne e dos produtos carneos
representam ainda um grande desafio para o setor (ABIEC, 2019; FAO, 2019).

A carne in natura constitui um potencial veiculo de contaminantes, e por este
motivo, a legislacao brasileira com o proposito de melhorar a qualidade e reduzir e/ou
sanar as doencas que reduzem a producéo, exerce a fiscalizacdo do produto, desde
a criacdo e, principalmente, nas etapas de abate e posterior beneficiamento,
contemplando um rigoroso controle de qualidade e medidas sanitarias em todas as
fases da cadeia produtiva deste alimento (ABIEC, 2019; EMBRAPA, 2019; JAY,
2005).

Ademais, a carne bovina € um produto versatil, podendo ser encontrada em
diferentes cortes e apresentagfes, incluindo em inUmeros derivados carneos, como
0s hamburgueres, que passam de alimento coadjuvante para uma preparacao
popular, devido a sua praticidade para o consumidor. Além disso, essa preparacao
possui atributos de nutrir e saciar, destacando-se como uma excelente fonte de
proteinas de boa qualidade, além de uma interessante alternativa para o
aproveitamento total das partes de uma carne (PHANG; BRUHN, 2011; PINHEIRO,
2008).
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1.3.3 Hamburgueres

Durante o século XIX surgiu um prato muito requisitado na Europa, conhecido
como carne de Hamburgo. Proveniente desta cidade alema, a preparacéo era servida
de diversas maneiras, porém, no formato de bolinhos, onde era degustado na forma
crua e com varios temperos, semelhante a preparacédo steak tartare, era 0 mais
popular. Em meados de 1889, o sanduiche de hamburguer apareceu nos Estados
Unidos e era vendido como comida de rua e de pouca importancia. Todavia, na
década de 20 ganhou forca de tal forma que hoje néo se pensa no estilo de vida norte-
americano sem ele, através de restaurantes estilo fast-food. Estima-se que os
americanos consumam cerca de pelo menos 50 bilhdes de hamburgueres por ano
(Prayson et al., 2008; Unruh et al., 2016).

No Brasil, 0o hamburguer chegou nos anos 50 e ficou conhecido depois que uma
famosa rede de fast-food comecou a produzi-lo em larga escala (NASCIMENTO,
2014; SMITH, 2012). Neste pais, o setor de hamburguerias vem crescendo com
grande expressao, tanto em namero de restaurantes de grandes franquias, como de
pequenos estabelecimentos em bairros de cidades. Nesses estabelecimentos, a
venda ocorre tanto de lanches tradicionais, como de lanches mais elaborados. Dados
da Associacdo Brasileira de Franchising (ABF) mostram que s6 nas redes de
franquias, o setor cresceu 30% em 3 anos (MARQUES; MAIA; HORTA, 2016;
SEBRAE, 2019).

A definicdo de hamburguer varia entre os diferentes paises. Nos Estados
Unidos, o Codigo de Regulamentacdo Federal (CRF, 1970) define hamburguer como
“bife de carne moida, fresco ou congelado, com ou sem adigdo de gordura e/ou
condimentos, que ndo deve apresentar mais de 30% de gordura e ndo deve conter
adicdo de agua”. Na Argentina, outro grande consumidor de carne, a preparacao
hamburguer ou bife de hamburguer, é definida como um produto de forma plana, feito
exclusivamente com carne picada com um teor médio de gordura no lote de até 20%
(SENASA, 2017).

No Brasil, o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) de
hamburguer define a preparacdo como um produto carneo industrializado, obtido de
carne moida de animais de acougue, adicionado ou ndo de tecido adiposo e
ingredientes, moldado e submetido a processo tecnolégico adequado de acordo com
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sua classificacdo. Para as concentracfes fisico-quimicas sdo permitidas no maximo
23% para gordura, no minimo 15% de proteina, 3% de carboidratos totais e o teor
maximo de célcio de 0,1% em hamburguer cru e 0,45% em hamburguer cozido
(BRASIL, 2000).

A preparacao hamburguer € versatil e muito diversificada, por isso, acaba ndo
possuindo uma receita Unica. No mercado consumidor atual, novas versdes dessa
preparacdo estdo ganhando cada vez mais espago e s&do denominadas de
hamburgueres gourmet, pois apresentam um preparo diferenciado das fabricacdes
industriais. Muitos consumidores confundem hamburguer gourmet com o artesanal,
porém, a grande diferenca entre eles, € que no primeiro sdo usados ingredientes
especiais e de qualidade. JA& no artesanal, os ingredientes sdo preparados
manualmente, independente dos produtos serem nobres. Dessa forma, o0s
hamburgueres gourmet séo revolucionarios dentro da gastronomia, com preparo de
carnes mais volumosas e elaboradas, com uma selecéo diferenciada de ingredientes
e sabores Unicos (COSTA, 2018; GAYLER, 2004).

A preparacdo dos hamburgueres inicia-se pela selecdo das carnes, que pode
variar muito entre os estabelecimentos. Além disso, para um hamburguer saboroso é
importante o uso do “blend” de carnes, que € a mistura entre diferentes cortes com
gordura de carne para que o hamburguer tenha um sabor diferenciado. Portanto, na
formulacdo de um hambuarguer gourmet, os ingredientes mais importantes sdo carne
e gordura. A quantidade ideal de gordura em um hamburguer é, em média, de 15% a
20% do total do peso do “blend”. Dessa forma, cortes como o0 acém bovino apresentam
naturalmente uma concentracao ideal de gordura para a preparacao de hamburgueres
e almondegas (HUSBANDS; HART; PYENSON, 2018; WRIGHT, J.;TREUILLE, 2019).

Outro aspecto peculiar aos hamburgueres gourmet € o modo de cocgéo, onde
o cliente pode escolher o ponto da carne que deseja consumir, tornando-o ainda mais
versatil. Os pontos variam de malpassado, passando por ao ponto, bem passado e
muito bem passado. A opcdo malpassada é uma das mais consumidas entre 0s
apreciadores de hamburgueres, que justificam que o sabor e a suculéncia séo
mantidos neste ponto (COSTA, 2018; JUNIOR, 2016).

Conforme estudo de Rgssvoll et al. (2014), para caracterizar os pontos da carne
de hamburguer, é preciso a aplicacdo de diferentes temperaturas de cozimento do

ndcleo geomeétrico, que variam de 50 °C para hamburgueres malpassados, 65 °C
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para hamburgueres ao ponto, 73 °C para hamburgueres bem passado e 80 °C para
hamburgueres muito bem passado.

Além disso, as caracteristicas visuais demonstram que as carnes malpassadas
possuem uma superficie bem grelhada e o miolo preserva o suco e o vermelho vivo.
Ja as carnes ao ponto ficam macias ao toque, especialmente no centro e as bem
passadas, o interior encontra-se ressecado e sem sucos (RASSVOLL et al., 2014,
UNRUH, D. A. et al., 2016).

Ademais, é importante destacar que, dentre os produtos carneos moldados, o
hamburguer cru apresenta maior risco de contaminacéao de microrganismos (DAMER,
2014). A contaminacdo da carne moida pode ocorrer nas diferentes etapas do
processamento, como durante a moagem, onde, na maioria das vezes, 0S cortes
utilizados séo excessivamente manipulados e processados com tecidos gordurosos,
0s quais podem conter nddulos linfaticos com microrganismos em seu interior. Depois
da moagem, a carne possui maior area superficial exposta, e, mesmo sendo mantida
sob refrigeracéo, microrganismos podem continuar a multiplicar-se no alimento (JAY,
2005).

Falhas durante o transporte da matéria-prima ou em etapas posteriores, como
refrigeracdo, inadequacdo nas divisbes das pecas, processos sucessivos de
congelamento e descongelamento, exposicdo ambiental, condicfes inadequadas de
higiene, embalagens e armazenamento ndo-conformes, podem também contribuir
para contaminacdes deste alimento. Além disso, considerando que alguns
consumidores tém a preferéncia por consumi-lo com o ponto malpassado da carne,
essa preparagdo pode ser considerada uma possivel causadora de doencas
transmitidas por alimentos (DTA)(DAMER, 2014; KOSMIDER et al., 2010).

Com o mercado de hamburguerias aquecido e o aumento do publico-alvo, &
necessario ter atencdo redobrada com a segurancga dos alimentos e conhecer cada
etapa do processo de producdo do hamburguer para garantir a saide do consumidor

e fidelizar clientes.

1.3.4 Doencas transmitidas por alimentos (DTA)

De acordo com o Ministério da Saude, as DTA sdo causadas pela ingestao de

alimentos e/ou 4gua contaminados e a maioria ocorre pelas infecgdes ou intoxicagdes
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causadas por bactérias e suas toxinas, virus e/ou parasitas. Existem mais de 250 tipos
de DTA e a maioria sao infec¢cdes causadas por bactérias e suas toxinas, virus e
parasitas (BRASIL, 2019b).

Devido ao seu impacto social, as DTA geram crescente preocupacao nos
setores de saude publica além de gastos no tratamento de doentes. Em geral, 0os
sintomas caracteristicos das DTA sao diarreia, nauseas, vomitos, dores de cabeca,
febre, entre outros (FORSYTHE, 2013; TONDO; BARTZ, 2011).

Um surto de DTA € um episdédio em que duas ou mais pessoas apresentam 0s
mesmos sinais/sintomas, apds ingestdo de alimentos ou dgua de mesma origem.
Porém, para as sindromes causadas pelas bactérias Clostridium botulinum, E. coli
0157:H7 e Listeria monocytogenes, apenas um caso ja € considerado um surto
(BRASIL, 2010, 2019b).

No Brasil, entre 2009 a 2018 foram notificados 2.431 surtos de DTA, com
destaque para o ano de 2018, foram registados 503 surtos com 6.803 doentes, 731
hospitalizados e 9 6bitos relacionados. Nessa década relatada, os agentes etioldgicos
de maior prevaléncia identificados como Unicos responsaveis pelos surtos
confirmados laboratorialmente foram a Escherichia coli (23,4% dos surtos) sendo a
mais comum, seguida por Salmonella spp (11,3% dos surtos) (Brasil, 2019b).

Apesar do conjunto de doencas transmitidas pela carne com impacto sobre a
salude publica ter mudado com a alteracdo dos sistemas de producdo e de
processamento da carne, a permanéncia do problema tem sido bem ilustrada nos
altimos anos por estudos de vigilancia humana sobre os agentes patogénicos
especificamente transmitidos pela carne, pois esse alimento possui uma elevada
atividade de é&gua, pH favoravel ao crescimento de microrganismos e elevado
percentual de proteinas, minerais e vitaminas, tornando-as excelentes meios de
cultura para o desenvolvimento de patdgenos e deteriorantes (EMBRAPA, 2019).

Em 2012, o governo belga analisou 2.401 amostras de carne e 3.028 amostras
de produtos preparados a base de carne e, a partir destas analises, concluiu-se que
nas amostras de carne, a bactéria Campylobacter spp. estava presente em 6,3% e a
bactéria Salmonella spp. em 4,1%. Além disso, Salmonella spp. também estava
presente em 0,5% das amostras de produtos preparados a base de carne, enquanto
L. monocytogenes e E. coli O157:H7 estavam presentes em 0,2% das amostras dos

produtos carneos (FASFC, 2013; LAHOU et al., 2015).
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Normalmente a bactéria mais envolvida na contaminacao de carne moida é a
Escherichia coli que, embora seja um grande e diversificado grupo de bactérias com
cepas de maioria inofensivas, algumas podem causar doengas nos seres humanos,
como a E. coli 0157:H7, que pode levar a colites hemorragicas, devido a producdo da
toxina Shiga (STEC) (BRASIL, 2010, 2019b; FAO, 2005).

Segundo dados do Center of Diseases Control and Prevention (CDC; 2016),
estima-se que anualmente ocorram 265.000 infeccbes por STEC, com 3.600
hospitalizacdes e 30 mortes nos EUA, e cerca de 36% é proveniente da E. coli
0157:H7. Dentre os alimentos que podem veicular esse patdégeno, a preparacao
hamburguer é particularmente preocupante, uma vez que a carne bovina é um
conhecido reservatorio desse microrganismo. O cozimento insuficiente da preparacao
pode levar a uma sobrevivéncia e ingestdao de STEC, causando infec¢ao alimentar
esporadica, mas frequentemente grave aos consumidores (HWANG; HUANG, 2018).

De fato, o primeiro surto documentado de E. coli O157:H7 esta relacionado a
preparacao hamburguer, proveniente de uma cadeia de restaurantes fast-food em
Washington (EUA), em 1993. No total, foram notificados 501 casos, incluindo 151
internacdes, 45 casos de sindrome hemolitica urémica e trés 6bitos. As analises
demonstraram que as cepas de E. coli O157:H7 isoladas de todos os lotes de
hamburguer de uma Unica data de producdo eram idénticas as cepas isoladas dos
pacientes. Além disso, algumas das amostras de hambulrgueres apresentavam
processamento térmico em desacordo com as politicas internas da empresa, a qual
exigia ponto de coccéo com temperatura superior a 70 °C (BELL et al., 1994).

Entretanto, no Brasil ndo houve relatos de surtos confirmados com
hamburgueres envolvendo STEC e a taxa global estimada neste pais € de apenas
1%, o que é considerado baixo para esse microrganismo (CASTRO et al., 2019; DE
ASSIS et al., 2021; PEREIRA et al., 2018).

Por outro lado, a quantificacdo de E. coli em produtos carneos crus a base de
carne moida, como hamburgueres, é de fundamental importancia. Altas contagens de
E. coli podem indicar contaminagcdo de origem fecal na producéo, processamento,
armazenamento inadequado ou falta de higiene durante a manipulacdo (FRANCO,;
MANTILLA; LEITE, 2008). A Instrugdo Normativa n° 60, de 26 de abril de 2019, que
estabelece os padrdes microbiolégicos para alimentos destinados ao consumo

humano, determina que a quantidade maxima de E. coli permitida em hamburguer de
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carne bovina é de 5 x 10?2 UFC/g (BRASIL, 2019a).

Nessa perspectiva, o consumo de produtos malcozidos de origem bovina, em
especial a preparacdo hamburguer, pode apresentar problemas microbiolégicos por
sofrer uma maior manipulacdo, o que pode permitir a veiculagdo de microrganismos
causadores de DTA (BORBA, 2013, 2010; FAO, 2005; MELO et al., 2013; MILILLO et
al., 2012; RAWDKUEN; PUNBUSAYAKUL; LEE, 2016; TAKHAR et al., 2009).

1.3.5 Legislacéao

O controle dos parametros tempo e temperatura € um dos principais fatores
para evitar multiplicacdo e a sobrevivéncia de microrganismos. E, nos servicos de
alimentacdo, é recomendado praticas de processamento a fim de garantir a
inocuidade dos alimentos prontos para 0 consumo e na prevencdo de surtos
alimentares. Assim, o uso de tratamento térmico com uma efetiva aplicacao de calor
auxilia e pode garantir a seguranca de alimentos a serem consumidos, principalmente
os altamente pereciveis, como as carnes (WHO, 2006).

Nas ultimas décadas foram publicadas legislacdes e normas técnicas, cujas
determinacdes e critérios tem sido referéncia para a garantia da seguranca dos
alimentos produzidos no Brasil. E, para o processamento da preparacdo hamburguer,
as praticas devem estar de acordo com o estabelecido nas legislacdes, em especial a
Instrucdo Normativa n° 20, de 31 de julho 2000, que aprova o RTIQ de hamburguer,
almdéndega e fiambre (BRASIL, 2000), com o Cadigo Internacional Recomendado de
Praticas de Higiene para os Produtos Carneos Elaborados (FAO, 2005), com
parametros adequados em relacdo as andlises microbiologicas e fisico quimica
(BRASIL, 1999; 2019a). Além do mais, toda a carne usada para elaboracdo da
preparacdo hamburguer deve ser submetida aos processos de inspecao prescritos no
Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal
(RIISPOA)(BRASIL, 2017).

Em relacdo ao preparo, a legislacao brasileira estabelece e determina em
Regulamento Técnico de Boas Praticas para Servicos de Alimentacdo, que o
“tratamento térmico deve garantir que todas as partes do alimento atinjam a
temperatura de, no minimo 70 °C, sendo que temperaturas inferiores podem ser

utilizadas no tratamento térmico, desde que as combinac¢des de tempo e temperatura
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sejam suficientes para assegurar a qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos”
(BRASIL 2002; 2004).

Conforme as orientagcdes de legislagbes internacionais, para garantir a
seguranca de preparacdes a base de carne moida, como o hambuarguer, nos EUA
(FDA, 2009, 2017) é aconselhavel aplicar um tratamento térmico, com uso de calor,
gue atinja uma temperatura de 70 °C no centro geométrico e em todo o alimento.

Ja no Canada, as recomendacdes para evitar a contaminacao de carne moida
crua por E. coli, sdo a lavagem prévia das maos ao manipular esse alimento e, para
garantir a seguranca de consumo de produtos a base de carne moida, como
hamburguer, almondega e salsicha, € necessaria a aplicagdo de tratamento térmico
por calor que atinja a temperatura de 71 °C em todo o alimento (CANADA, 2015).

Na Argentina, para o consumo seguro dos alimentos € fundamental a aplicacao

de calor por no minimo 1 minuto a uma temperatura central de 70 °C (SENASA, 2017).
1.3.6 Andlises Protedmicas

Os métodos para identificacdo e quantificacdo de microrganismos sao muito
importantes na microbiologia de alimentos. Os métodos tradicionais sdo amplamente
utilizados até hoje, sendo considerados precisos e sensiveis. Todavia, demandam
longo periodo para demonstrar os resultados, o que em alguns casos, pode ser
prejudicial as pesquisas, industrias de alimentos e 6rgdos publicos (ALVAREZ-
BUYLLA; CULEBRAS; PICAZO, 2012; PASTERNAK, 2012).

A deteccdo rapida e consistente de patdogenos veiculados por alimentos €&
altamente importante para confirmar a seguranca e a qualidade de produtos
alimentares. Entre as técnicas desenvolvidas recentemente, a Espectrometria de
Massa Associada a Dessorcéo/lonizacao de Matriz Assistida por Laser e Tempo de
voo (MALDI-TOF/MS) proporcionou um aumento do numero de biomarcadores
observados nos espectros de massa, o que contribuiu para ser considerada uma
excelente ferramenta para deteccdo e discriminacdo de varios tipos de
microrganismos (HOLLAND et al., 2014; JIMENEZ-BARBERO et al., 2006;
PASTERNAK, 2012).

O espectrometro MALDI-TOF/MS consiste em um sistema no qual o material
biolégico, que pode ser amostra da coldnia pura ou a amostra previamente tratada, é
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introduzido em uma placa metélica e adicionada de uma matriz polimérica. O produto
da reacdo entre amostra-matriz (analito) € bombardeado com um laser que vaporiza
a amostra e promove sua ioniza¢do. Essa reacado é realizada em um tubo de vacuo
que aspira estes analitos até um detector. Conforme a massa deste composto, 0
tempo de chegada ao detector gera picos diferentes para cada amostra. A
identificacdo dos microrganismos ocorre através da geracdo de impressoes digitais
destas proteinas altamente abundantes, seguido de correlagdo com os espectros de
referéncia em um banco de dados. A leitura e interpretacdo dos picos encontrados
ocorrem com muita rapidez, sendo apresentados em conjunto com 0 score, que
permite avaliar o quanto similar foi o espectro gerado em relacao ao banco de dados.
Os resultados acima de 2,300 sao indicativos de elevada probabilidade de
identificacdo a nivel de espécie (verde), entre 2,000 — 2,299, identificacdo segura do
género e provavel da espécie (verde), entre 1,700 e 1,999 significa que houve uma
provavel identificacdo do género (amarelo) e abaixo deste score, sem identificacdo
confiavel (vermelho) (PASTERNAK, 2012; PEIXOTO et al., 2019).

A utilizacdo de espectrometria por MALDI-TOF/MS € confidvel, rapida e
econbmica e seu uso corrobora nas praticas gastronémicas com carne bovina, uma
vez que, em estudos conduzidos apds a aplicacao de diferentes técnicas de preparo
de medalhdes de filés mignon, como o uso de fogo alto em grelha (PEIXOTO et al.,
2019) e tratamento térmico prologando com equipamento sous vide (FERIGOLO et
al., 2021) foi possivel identificar microrganismos sobreviventes e avaliar
recomendacgdes seguras de preparacdo a base de carnes.

Portanto, o MALDI-TOF/MS-pode ser considerado uma ferramenta interessante
para avaliar a reducédo microbiana na gastronomia, onde fator tempo e seguranca das
preparacdes representam questbes importantes para a satisfacdo e saude dos

consumidores.

1.3.7 Microbiologia Preditiva

A microbiologia preditiva € uma area da microbiologia que utiliza modelos
matematicos baseados em dados experimentais para modelar curvas e descrever o
comportamento de microrganismos em diferentes condi¢des fisico-quimicas, avaliar

as consequéncias microbiolégicas na estocagem de alimentos, na eficiéncia da
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higiene do processamento e distribuicdo, determinar o efeito de falhas durante
processamento, prever a seguranc¢a microbiolégica de um produto, auxiliar na anélise
de perigos e pontos criticos de controle, no desenvolvimento de novos produtos,
auxiliar na tomada de decisGes e na analise de risco (LOPES; FOSCH BATISTA;
TONDO, 2018; SCHLEI et al., 2018).

A microbiologia preditiva pode proporcionar beneficios econdmicos em longo
prazo, visto que a aplicagdo dos modelos pode ser feita em uma ampla quantidade de
alimentos, gerando assim, uma reducdo na quantidade de testes microbiolégicos
necessarios para o desenvolvimento de novos produtos. Por esta razdo, a
microbiologia preditiva tem sido estudada e utilizada no sentido de favorecer e garantir
a seguranca microbiolégica dos alimentos (KRONBERGER; BACHINGER; MICHAEL,
2020).

Os modelos mateméticos podem ser classificados como primarios, que
reproduzem a dinamica da populacdo microbiana em funcdo do tempo, sob
determinadas condicbes ambientais e de cultivo, modelos secundéarios, que
descrevem a variacdo dos parametros cinéticos em fungcdo da variacdo de uma
condicdo ambiental, como, por exemplo, a temperatura, que € um dos fatores
predominantes para a determinacéo da fase lag de micro-organismo. Fatores como
pH e atividade de agua também devem ser pontuados. Por fim, os terciarios, que
utilizam um ou mais modelos secundarios e primarios, possibilitando gerar um
programa computacional (software). Esses programas sao de facil utilizacédo e acesso
gratuito, contribuindo na modelagem das curvas, possibilitando calcular e comparar
as respostas microbianas em diferentes condigbes (LOPES; TONDO, 2020;
MCDONALD; SUN, 1999; SCHLEI et al., 2018).

O software GlnaFit versao 1.6, € uma ferramenta gratuita utilizada como uma
extensdo do Microsoft®Excel e é muito utilizado para modelar e avaliar a cinética de
inativacado de micro-organismos através de ferramentas avancadas de regressao nao
linear (LAHOU et al., 2015). O software apresenta diferentes modelos de inativacao
microbiana, que séo: Regressao Log-Linear; Modelo Log-Linear + Ombro; Modelo
Log-Linear + Cauda; Modelo Log-Linear + Ombro + Cauda; Modelo de Weibull;
Modelo de Weibull corrigindo parametro p; Modelo de Weibull + Cauda; Modelo
Bifasico; Modelo Bifasico + Ombro diferentes. Esses modelos permitem testar qual

sera o mais adequado para ser utilizado conforme os dados coletados, através dos
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parametros gerados, como: soma das meédias da raiz dos erros quadraticos (RMSE),
soma das médias dos erros ao quadrado, coeficiente de determinacdo (R?) e
coeficiente de determinacdo ajustado (R? adj) (GEERAERD; VALDRAMIDIS; VAN
IMPE, 2005).

A microbiologia preditiva foi aplicada para analisar diferentes cenarios e
processamento da preparacdao hamburguer (LAHOU et al., 2015; OU; MITTAL, 2006;
PAN; SINGH; RUMSEY, 2000).

Estudos como o de Pan (2000), possibilitaram validar um modelo previsto para
as variacdes de temperatura do centro de hamburgueres que concordaram bem com
os dados experimentais. Ademais, assim como mostrou Lahou et al. (2015), a
aplicacédo da ferramenta GlnaFit pode auxiliar na avalicdo do efeito do tratamento
térmico por frigideira doméstica em carne crua e preparados de carne de diferentes
espécies sobre a inativacdo térmica de agentes patogénicos e a resisténcia ao calor
(valor D).

Contudo, as amostras avaliadas nesses estudos apresentavam proporgcdes
menores de carne do que € utilizado nas versdes gourmet e com isso, a realidade
atual do preparo dos hamburgueres e opcédo de escolha de parametros de coccéo
tornou-se um desafio sanitario. Assim, nesse estudo foram utilizados modelos
matematicos gerados pelo software GlnaFit para predizer a inativacdo microbiana na
preparacao de hamburguer gourmet contaminados artificialmente com um pool de E.
coli.

A seguir, sdo apresentados os materiais e métodos, resultados e discussao
dessa dissertacdo na forma de artigo cientifico, o qual estd formatado e sera

submetido na revista LWT-Food Science and Technology.
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2. CAPITULO 2

Microbial survival in gourmet hamburger thermally processed by different

degrees of doneness
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Highlights

« Gourmet burgers safety reduced E.coli at a very well-done degree (81°C -16 min);
« Thermal inactivation of E. coli was well-fitted by the Weibull model;

« MALDI-TOF/MS showed a low diversity of survivors at the end of the process;

« Visual color e texture were negatively altered in very well-done burgers;

« Restaurants need to validate the thermal process to have safe and quality burgers.
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Abstract

Consumption of gourmet hamburgers expressively increased worldwide. However,
some core temperatures used in its preparation do not reach the cooking limits
recommended by regulatory agencies. This study aimed to assess the microbial
reduction in a standardized gourmet hamburger submitted to different degrees of
doneness. Raw patties were artificially contaminated with a pool of Escherichia coli (8
log CFU/g) and were quantified after thermally processed in different degrees. Counts
were modeled by GlnaFiT software using the Weibull model. Mesophilic
microorganisms were analyzed and MALDI-TOF/MS identified the survivors. Color and
texture were analyzed after each thermal process. Maximum reductions of mesophilic
counts (4.3 log CFU/g) and E. coli (4.83 log CFU/g) were obtained at 77 °C after 14
min (well-done degree). Recommendation of 5 log-E. coli reduction was not reached
by any degree and only was reached when the patties had 81 °C after 16 min (very
well-done degree), but color and texture were negatively altered. Kinetic parameters
showed a strong correlation between experimental data. MALDI-TOF/MS showed low
diversity of survivors in hamburgers. Thus, the safety and quality of
gourmet hamburgers depend on the microbiological quality of ground meat used and
validate thermal process considering specific conditions of each food service.

Keywords: hamburger; gastronomy; ground beef; food safety; Escherichia coli.

1. Introduction

The hamburger is a tasty and versatile preparation known worldwide as a fast-
food icon. The hamburger's popularity is impressive, and it is estimated that Americans
eat about 50 billion hamburgers per year (Prayson et al., 2008; Unruh et al., 2016).

Brazil, another expressive consumer of hamburgers, showed a 30% increase in
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restaurants specializing in this preparation in the last years (Marques et al., 2016;
Sebrae, 2019).

Recently, new versions of hamburgers were created in gastronomy, using
innovative techniques and more sophisticated ingredients. These new versions were
called gourmet hamburgers. The term gourmetis used to denote a more refined,
sophisticated, and elaborate cuisine that meets the requirements of consumers
(Sormaz et al., 2016).

Gourmet hamburgers are different from industrial hamburgers because they
generally have diverse blends of meat, different weights, and thicknesses, and the
customer can choose the degree of doneness before eating. The degrees may range
from medium-rare, medium to well-done (Rgssvoll et al., 2014).

Medium-rare hamburger, which has internal temperatures close to 55 °C, is one
of the most chosen degrees of doneness required by meat enjoyers because they
claim that flavor and juiciness are better maintained at this degree (Taylor, 2014; Veflen
et al., 2020). However, inadequate thermal processing of ground beef can be
insufficient to kill all food pathogens, highlighting the importance of controlling the
binomial time and temperature.

Therefore, according to guidelines from international regulatory agencies, such
as the Minimum Safe Internal Temperature Table (USDA, 2020) and the Canadian
Food Inspection Agency - CFIA - (Canada, 2015), ground beef products must be
prepared at an internal temperature of at least 71 °C to be considered safe.

In Brazil, federal legislation states that all portions of a product must reach at
least 70 °C or be processed using other time and temperature parameters considered

safe (Brasil, 2004; 2010).
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Escherichia coliis commonly found in red meat and ground beef. Although
most E. coli are not pathogenic, some serotypes, such as E. coli 0157:H7, can cause
severe human diseases due to Shiga toxin production (STEC) (FAO, 2005). In Brazil,
foodborne ilinesses involving STEC and hamburgers were not registered yet (Castro
et al., 2019; de Assis et al., 2021). On the other hand, the Brazilian meat segment has
used E. coli as a predictor to investigate the efficacy of the heat treatments applied to
products and assess safety during processing (Brasil, 2019b; Castro et al., 2019;
Ferigolo et al., 2021).

This study aimed to evaluate mesophilic and E. colireductions in a
standardized gourmet hamburger recipe submitted to different degrees of doneness.
In addition, microbial survivors were identified, and the color and texture of hamburgers

were evaluated after the different heat treatments.

2. Materials and methods
2.1 Characterization of hamburger recipe

A broad study was carried out using gastronomic references and specialized
bibliographies to identify a gourmet hamburger recipe often used in food services
(Gayler, 2004; Husbands et al., 2013; Wright & Treuille, 2019). In addition, menus of
22 restaurants specializing in gourmet hamburgers in Porto Alegre city, Southern
Brazil, were investigated. As a result, it was possible to identify the bovine cut and
weight most used to prepare gourmet hamburgers at most restaurants. Therefore, the
beef chucks weighing 180 g were selected to make the hamburgers.

The chuck cuts were purchased chilled and vacuum-packed, always from the
same slaughterhouse and the same supermarket. Then, the meat pieces were

transported in thermal boxes to the Food Microbiology and Food Control Laboratory
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(ICTA/UFRGS), where they were stored under refrigeration (4 £ 2 °C) until processing
and analysis.

First, the meat pieces were cleaned, and the external fat was separated. Then,
the meat was processed in a 4-mm-diameter blade grinder. After that, the hamburgers
were shaped inside an aluminum ring 9.0 £ 0.2 cm diameter, 2.0 £ 0.4 cm thickness,

and a weight of 180.0 £ 2.0 g.

2.2 Intrinsic characteristics

Raw hamburger samples prepared in the laboratory were evaluated for their
physicochemical characteristics. pH was measured by the potentiometric method
(Kasvi — model K39-1014B), and water activity (aw) was measured using an Aqualab
3 TE — Decagon equipment. Lipid quantification was performed by the Soxhlet method,
which is based on the solubility of lipids in petroleum ether (IAL, 2008). Protein, ash,
and moister analysis were performed according to AOAC methods (AOAC, 1997; IAL,
2008). All analyses were performed in triplicates and repeated three times on different

workdays.

2.3 Thermal processing

Thermal processing was assessed according to the techniques described by Le
Cordon Bleu School of Gastronomy (Wright & Treuille, 2019) and two books of
hamburger preparation techniques (Gayler, 2004; Husbands et al., 2013). Preparation
techniques recommended the controlling the time and temperature of the central part
of hamburger patties, which were evaluated. The thermal processing in the laboratory
was carried out using the grilling technique to heat 10 mL soybean oil for each

hamburger in a cast-iron skillet to 200 £ 10 °C on an electric stove (LE COOK, 1800W
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model LC1710). This procedure was performed to simulate the hamburger preparation
inside a specialized restaurant.

According to the expert recommendations, it is essential to preheat the griddle
before submitting the hamburgers under heat to ensure uniformity of the whole
process. Then, raw hamburger patties (10 + 2.0 °C) were thermally processed and
evaluated according to the cooking time and heat transfer to the geometric center of
each piece, following guidelines described in references (Table 1). Finally, the
hamburgers were submitted to five degrees of doneness pre-established by expert
recommendation: rare, medium-rare, medium, medium-well, and well-done.

However, during the microbiological experiments, it was necessary to perform
one more degree in addition to the pre-established degrees already established by the
researched recommendations. The very well-done degree, with an internal
temperature above 81°C, was done to achieve a further reduction of microbiological
counts and provide a safety thermal treatment to the gourmet hamburgers.

Temperatures were measured at the center of the hamburgers and the base in
contact with the oil by using K thermocouples (TENMARS model TM-747 DU) with two
measurement channels. The equipment was calibrated, and temperature data was
recorded every second. When approximately half of the final temperature was reached
in the center of each hamburger, they were flipped. Hamburgers were cooked by the
preconized time until reaching the temperature recommended for each degree of

doneness. The entire thermal process was recorded.

2.4 Color and texture of hamburgers
The color and texture analyses were carried out to investigate possible changes

in the appearance of thermally processed hamburger patties. Raw samples and
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samples that achieved different degrees of doneness were cut in the center (diameter
2.0 £ 0.2 cm and height 2.0 £ 0.3 cm), and analysis of color, texture, and sheer force
were conducted. The color analysis was performed using the Konica Minolta® Chroma
Meter CR-400 portable colorimeter (Osaka, Japan) and evaluation measures of the
CIELAB system (CIE, 1976). The L* value gives luminosity, ranging from white
(L*=100) to black (L*=0), the a* value features intensity of coloration from red (+) to
green (-), and the b* value indicates coloration in the range of yellow (+) to blue (-).
The Texture Profile Analysis (TPA) was carried out using a texture meter TAXT-
Plus (Stable Micro Systems Inc., Godalming, United Kingdom). A 25-mm-diameter
acrylic cylindrical probe was used for TPA, and meat pieces were subjected to a
compression load of 50 kg and a distance of 100 mm (Claudino; Bertoloni, 2013).
Shear force analysis was performed using a standard Warner-Bratzler shear blade
attached to the texture meter, where it was cut in the transverse direction of the
hamburger samples, with a cutting speed of 2 mm/s and return speed of 5 mm/s in

Newton (N) (Claudino; Bertoloni, 2013; Fernandes, 2019).

2.5 Microbiological analyses

After reaching the time and temperature of each degree of doneness,
hamburger patties were put inside an ice bath to interrupt the thermal process
immediately. Samples weighing 25 g were collected from hamburgers submitted to
each thermal process. They were diluted into 225 mL of 0.1% peptone water,
generating a 10-1 dilution, homogenized in Stomacher equipment (Stomacher 400,
Seward London Clinical) for 1 min. Subsequently, decimal serial dilutions were carried

out according to the expected contamination for each degree of doneness.
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2.6 Mesophilic counts and microbiological identification

The natural microbiota of hamburger samples was assessed before and after
each thermal processing. Total mesophilic counts were carried out on Plate Count Agar
(PCA, Merck, Darmstadt, Germany) (Silva et al., 2017). The microbiological
identification of each colony presenting different morphological aspects was carried
out using proteomic analysis through Matrix-Assisted Laser and Time-Of-Flight
desorption/ionization mass spectrometry (MALDI-TOF/MS), model Autoflex Speed
(Bruker Corporation, Bremen, Germany), according to Peixoto et al. (2019). Briefly,
each colony collected on PCA was transferred to a microcentrifuge tube with 300 pL
of milli-Q water. The suspension was homogenized until cloudy using vortex
equipment, and then 900 pL of absolute ethanol was added and homogenized.

The microcentrifuge tube was sealed with parafilm, identified, and transported
inside an isothermal container at the Institute of Basic Health Sciences (ICBS/UFRGS)
to be analyzed. Identification was performed using the MALDI Biotyper Real-time
Classification Wizard automation control, together with the Bruker Taxonomy Software
MALDI Biotyper 3.1 (Bruker Daltonik, 2015) database, following the protocols

described by Bier et al. (2017).

2.7 Escherichia coli strains and artificial contamination of hamburgers

E. coli was chosen for this experiment as a Gram-negative indicator commonly
found in ground meat and hamburgers (Grispoldi et al., 2020; Jaja et al., 2018). An E.
coli pool was used to artificially contaminate hamburgers and evaluate the bactericidal
effect of each thermal process. The pool consisted of E. coli CQ (isolated from a hot-

dog sold by a food truck by Kothe et al. (2016)), E. coli DH5-a, and E. coli ATCC
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25922. All strains belonged to the Food Microbiology and Food Control Laboratory
(ICTA/UFRGS).

The strains were grown individually in 9 mL of Brain Heart Infusion broth (BHI;
Merck, Darmstadt, Germany) at 37 °C, for 18—24 h. After incubation, 3 mL of BHI broth
containing each strain was collected and they were added together, composing a 9-
mL suspension of E. coli pool. Next, the pool was centrifuged (3500 RPM, 10 min, 4
°C) (CIENTEC CT-5000 R, Brazil), the supernatant was discarded, and the pellet was
washed three times with 0.1% peptone water (w/w) (Merck, Darmstadt, Germany).
Finally, cells were resuspended in 0.1% peptone water (w/w), and the final cell
concentration was adjusted through optical density (DO630nm) to reach an initial
inoculum of approximately 6.0-8.0 log CFU/g. These concentrations were adopted
following the recommendations of the International Commission on Microbiological
Specifications for Foods (ICMSF, 2011) for inactivation assays.

Samples of 180 g of ground meat were put inside sterile plastic bags and were
contaminated with 9 mL of the E. coli pool. The ground meat and the bacterial pool
were homogenized by hand for 1 min, and hamburgers were shaped using an

aluminum ring and held for 10 min before the thermal process.

2.8 Escherchia coli counts
For E. coli counts, the hamburgers were prepared according to item 2.5.
Afterward, 1-mL aliquots from the last three dilutions from each sample were
plated on Violet Red Bile Agar (VRBA, Merck, Darmstadt, Germany) added of 4-
Methylumbelliferyl-B-D-glucuronide (MUG, Oxoid, Hampshire, England). Petri dishes
containing VRBA + MUG were incubated at 37 °C for 18-24 h. E. coli colonies on VRBA

+ MUG plates were counted inside a 365 nm wavelength light chamber after incubation
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(Davidson et al., 2004; Peixoto et al., 2019). All bacterial counts were done at least
three times and in three replicas per variable. Results were expressed in CFU per gram

of sample logarithms (log CFU/g = Standard Deviation).

2.9 Data analysis

The analysis of variance (ANOVA) and Tukey's test (p < 0.05) were carried out
using SAS software (SAS Institute Inc., Cary, USA).

The inactivation kinetics of artificially contaminated hamburgers were modeled
using GlnaFiT software (Geeraerd and Van Impe Inactivation Model Fitting Tool)
version 1.6, Microsoft®Excel. The Root Mean Sum of Squared Errors (RMSE), Mean
Sum of Squared Errors, coefficient of determination (R2), and adjusted coefficient of
determination (R2adj) were evaluated, and the Weibull model was chosen as the best
fit. In addition, the time needed for a 4 log reduction of the initial microbial population

(4D) was also automatically estimated (Mafart et al., 2001).

3. Results and Discussion
3.1 Intrinsic characteristics of raw hamburger

The aw was 0.98 + 0.00 and pH was 5.78 + 0.11, and these values were in
conformity with typical characteristics of red meat (Forsythe, 2013; ICMSF, 2015).
These characteristics are essential to assess the quality of the meat, as they can
influence the color, water holding capacity, tenderness, shelf-life, and other factors
(Geesink et al., 2000).

Fat concentration (4.44 + 0.21), protein (22.26 + 0.51), ashes (0.98 + 0.06), and

moisture (71.67 + 0.6) were in agreement with the Brazilian and U.S. Code of
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Regulations for Hamburgers (Brasil, 2000; CRF, 1970), which is vital because they

contribute to the flavor, juiciness, appearance, and texture of meat (Furlan et al., 2014).

3.2 Thermal processing on hamburgers

Table 2 shows the internal temperatures and final processing times for each
degree of doneness recommended to the expert techniques (Gayler, 2016; Husbands
et al., 2018; Wright & Treuille, 2019). The core temperatures were in agreement with
the expert recommendations for each degree. However, although we followed the
recommendation of pre-heating the cast iron skillet to 200 °C, two additional minutes
of heat exposure were required to reach the core temperatures for each degree, which
may be related to the equipment used.

Results showed that higher core temperatures were reached in the referred
well-done degree, at 77.1 + 2.6 °C after 14 minutes of heat treatment. Moreover, after
12 min of heat exposure, the core temperature of hamburgers reached 67.6 + 1.5 °C,
which is referred to as the medium-well degree. These results might be correlated with
that found by Lahou et al. (2015), who assessed 120-g hamburgers (diameter 8 cm,
thickness 1.5 cm) cooked in an electric frying pan with butter, pre-heated at the highest
temperature level, and reached a core temperature of 70 °C after 12 min in the grilling
process.

The medium-rare degree, which is the most required by costumers (Rgssvoll et
al., 2014; Taylor, 2014; Veflen et al., 2020), was reached after 8 min, when the core
temperature was 57.0 + 2.0 °C. Based on these data, this degree did not reach
temperatures considered safe by legislations of different countries (Brasil, 2004, 2010;

Canada, 2015; FDA, 2009; USDA, 2020).
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At the beginning of the heat treatment standardization, a gas grill was used for
cooking hamburgers since this equipment was used in some restaurants. However,
this approach presented a very long pre-heating time, taking approximately 20 minutes
to reach 200 °C. Further, it also took a long time to reach internal temperatures over
70 °C in hamburgers (results not shown). Using the gas grill, the hamburgers showed
a dehydrated outer crust, but with a pink color inside. Therefore, inside appearance
could be considered satisfactory to consumers. However, since it takes a long time to
grill using this technique, some restaurants may mistakenly judge hamburgers as
ready based on the outer appearance.

In some restaurants, only visual assessment is used to judge whether
hamburgers are done without properly using a thermometer to control the core
temperature during heat treatment. The judgment by color appearance should not be
adopted to evaluate the degree of doneness of hamburgers. Rgssvoll et al. (2014)
demonstrated the most consumers judge only by the color change on the outside of
hamburger patties to indicate when the hamburgers are ready done for consumption,
without checking the internal temperature safety using a thermometer. As a result,
many consumers preferred undercooked hamburgers (< 60 °C), and these did not
reach a safe reduction of E. coli 0157:H7, which was the pathogen studied by these
authors.

Therefore, according to the equipment used for cooking, judging only by the
change in the visual aspect of the hamburgers may be unsafe and leads to a risk of
contamination since the core temperatures may not reach food safety
recommendations. Hence, these results emphasize the necessity of each restaurant

using thermometers correctly to verify core temperatures and standardize the binomial
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time and temperature according to its meat sizes, cooking equipment used, heat

properties, and cookware.

3.3 Physicochemical parameters and texture analysis

After the thermal process, texture, shear force and color analysis allowed to
explain the modifications of different degrees of doneness in the gourmet hamburgers
with consumer preferences. In Figure 1, the external and internal appearance showed
that rare meats (< 57 °C) might have a well-grilled surface and retain their juices and
bright red color inside, while well-cooked meats (= 61 °C) are dry and juiceless.

The objective color analysis of hamburgers (Table 2) showed that the a* (red
color) results are higher in the rare (45 °C) and medium-rare (57 °C) degrees. This
characteristic can correlate with more concentrated levels of water and myoglobin in
samples (Pearce et al., 2011; Ribeiro et al., 2020).

Holman & Hopkins (2021) argue that the redder color of meats influences
consumers' perceptions of freshness, value, and purchase willingness. This is
paramount to a profitable commercial market, which may further confirm consumers'
preference for medium-rare degree meats.

The medium (61 °C), medium-well (67 °C), and well-done (77 °C) degrees show
a higher luminosity (L*) and yellow coloration (b*) in the central part, with no significant
differences between them. The results of brightness and coloration may be related to
the water content and mobility towards the surface, muscle structure and pH after
lengthy thermal processing. Moreover, in cooked meat, the primary pigment found in
brown, determined by denaturation of the protein part and can be determined by other
factors, such as caramelization of carbohydrates and Maillard reaction (AMSA, 2012;

Novello & Pollonio, 2014).
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The sheer force was the experimental analysis performed to evaluate the
energy required to cut meat and the perception of hardness (Ordéfiez, 2004). In Table
3, most of the shear force results and hardness showed significant differences,
increasing among the different degrees of doneness, especially in medium (61 °C),
medium-well (67 °C), and well-done (77 °C). These results were expected because
hamburgers submitted to these degrees of doneness are more exposed to heat during
more time, so that a greater force is necessary to cut and compress samples.

Prolonged exposure to heat can also result in protein denaturation, collagen
solubilization, significant water and fat losses. All these changes can negatively affect
the juiciness and tenderness of the meat products (Toldra, 2010; Unruh et al., 2016).

Changes in the texture of the hamburgers were evaluated by measurements of
TPA parameters as well. Lower rates of return to original size and shape were
observed from the medium-rare (57 °C) degree for springiness. These results seem to
be affected by myosin and a-actinin denaturation, water loss of samples, and stiffening
of muscle fibers, which occur in this temperature range (Hulankova et al., 2018; Joo et
al., 2013; Palka & Daun, 1999).

In gastronomy, it is necessary to adequately control the thermal process that
may influence factors such as the color and texture of the meat and maintain the
process according to consumer's preferences to obtain quality products (Ishiwatari et

al., 2013).

3.4 Mesophilic counts in gourmet hamburgers
The initial total mesophilic counts of raw ground beef were 7.48 + 0.05 log
CFUl/qg (Table 4). This count was similar than that found in other studies conducted with

Brazilian ground beef (Fenelon et al, 2019; Monteiro et al., 2018; Oliveira et al, 2017;)
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and this count may be related to the meat grinding process. In addition, Pinho et al.
(2013) conducted a review of the microbiological control and hygienic-sanitary
conditions of hamburger sandwiches in different countries. They found that ground
meat can have a higher mesophilic count due to its more exposed surface.

In a study conducted by Edward et al. (2013), the microbiological quality of
cooked hamburgers from fast food restaurants in Umuahia, Nigeria was assessed. As
the hamburgers evaluated were purchased already cooked, the authors did not inform
what processing temperature was used to prepare the hamburgers. The results
showed about 4.5 log CFU/g of mesophilic microorganisms counts in the samples.
Hence, the authors emphasize that to ensure the safe preparation of hamburgers, one
should use adequate cooking temperature (71 °C) and avoiding recontamination after
cooking by surfaces previously contaminated with raw meat or other ingredients.

In our results it was observed a reduction of 4.34 log CFU/g after 14 min at the
well-done (77 °C) degree and a final count of 2.49 + 0.12 log CFU/g was achieved after
16 min grilling at an internal temperature of approximately 81 °C (very well-done).

After heat treatment, some viable cells were still found on PCA plates. The
surviving genera were identified using MALDI-TOF/MS, an excellent research tool for
detecting and discriminating various types of microorganisms (Alvarez-Buylla et al.,
2012; Pasternak, 2012; Wieser et al., 2012). Figure 2 has the MALDI-TOF/MS results
demonstrating that the main genera identified were Citrobacter, Enterobacter,
Lactobacillus, Hafnia, Pseudomonas, and Serratia. These are microorganisms
involved in the deterioration of meats and meat derivatives. However, no apparent
visual change was observed in the samples used in the experiments. These results
are similar to the data found in the study of Peixoto et al. (2019), who analyzed the

microbiota of beef tenderloin medallions before and after grilled points. In addition,
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species of the genera Bacillus, Pseudomonas, and Staphylococcus were found at the
end of the thermal process in both studies, demonstrating that these genera were
resistant to the used heat treatment.

In one sample submitted to a well-done degree, the persistence of Hafnia
alvei was observed. This species is often found in vacuum-packed meat samples and
can grow at a wide temperature range (Ridell, 1999; Vivas, 2020). In the study
performed by Ferigolo et al. (2021), samples of refrigerated and vacuum-packed beef
tenderloin pieces were evaluated before and after the process of the sous
vide treatment. The authors also identified H. alvei in the samples during thermal
processing. In our study, the presence of this microorganism can be justified because
we have used vacuum-packaged raw material. H. alveiis considered a relevant
bacterium in the food industry since it is crucial in the deterioration of meat products
and hospital infections, which include gastroenteritis (Li et al., 2019; Ridell, 1999; Tan
et al., 2019; Vivas, 2020).

Non-inoculated E. coli was also identified in the ground beef samples. However,
in samples submitted to the medium degree (61 °C), it was not identified anymore.
Contamination of meat with E. coli usually occurs during the slaughter process, when
carcasses can be contaminated by soiled hides or intestinal leakage content during
dressing and evisceration (Grispoldi et al., 2020). For the Brazilian meat industry, this
is a critical indicator microorganism used to evaluate sanitary conditions of processing
and meat products. Therefore, generic E. coli limits 5 x 102 CFU/g were established by
Normative Instruction N°. 60 of 23 December 2019 (Brasil, 2019b) for raw ground beef

products, such as hamburgers.
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This study did not identify pathogenic bacteria as Salmonella, Shigella,
or Clostridium perfringens in ground beef, indicating that the analyzed meat pieces

came from adequate suppliers, which is crucial for the production of safe hamburgers.

3.6 Escherichia coli thermal inactivation

It is well known that E. coli O157:H7 can be found in hamburgers of different
countries (Signorini & Tarabla, 2009; USDA, 2016). However, in Brazil, E.
coli O157:H7 is not commonly found in foods. On the other hand, generic E. coli was
one of the main microorganisms isolated from foods involved in foodborne outbreaks
from 2009 to 2018 in Brazil (Brasil, 2019a), and the control of this microorganism is
considered relevant to the Brazilian industry (Ribeiro et al., 2020). Based on that, in
the present study, the inactivation of generic E. coli was chosen to evaluate whether
the thermal processes used in restaurants for gourmet hamburgers are safe.

Results of E. coli inactivation in the gourmet hamburgers after each degree of
doneness are shown in Table 4. The initial concentration of E. coliin the raw
hamburgers was 6.59 * 0.15 log CFU/g. The maximum reduction achieved by thermal
processing after 14 min was 4.83 log CFU/g at the well-done degree (77.1 + 2.6 °C),
which did not exceed the minimum 5 log CFU/g reduction in meat products required
by Food Safety and Inspection Service in the United States (USDA- FSIS; 2017).

Moreover, in the well-done hamburgers a count of 5.8 x 10* CFU/g of E. coli
remained in the samples, and the Brazilian legislation (Brazil, 2019b) establishes a
limit of 2.0 x 10 CFU/qg for E. coli in ready-to-eat foods prepared with heat, and these
results of count for E. coli are also in disagreement with the safe consumption

parameters of hamburgers for this country.
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Our results show a need for more time on the grill than the study of Peixoto et
al. (2019). The latter investigated the thermal inactivation of generic E. coliin
tenderloin beef medallions (100 g) using two different grilling techniques. The study
demonstrated that 8 minutes at 68.2 °C were required to achieve the maximum
reduction of approximately 1.74 log CFU/g and complete inactivation was achieved
after 11 min at a core temperature of 75 °C just using the grilling technique without the
oven at the end. Due to larger meat portions and higher fat concentration, gourmet
hamburgers showed higher time and heat requirements for a safe heat treatment than
tenderloin beef medallions.

Since the degrees evaluated in the present study did not reach the safe 5 log-
reduction of E. coli, hamburgers were submitted to one more degree of doneness to
assess a higher reduction of E. coli in the samples.

The very well-done degree reached a core temperature of 81.3 + 1.4 °C after
16 min on the grill. This degree was the only one that resulted in an E.
coli quantification below the detection limit of the technique and exceeded the 5 log-E.
coli reduction (USDA-FSIS, 2017). However, the visual evaluation of patties submitted
to a well-done degree showed a burnt crust and an extremely dry interior (Figure 3),
which would probably not be accepted by customers. Further, it would be difficult to
reproduced in restaurants, due to the extended heat process time and the non-
satisfactory appearance in texture, juiciness, and color in hamburgers to the meat
consumers' preference (Rgssvoll et al., 2014).

The necessity of more time and temperature for a safe reduction of E. coli may
be related to the thickness and volume of meats used in the gourmet versions of

hamburgers because other studies of microbial inactivation in hamburgers used
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smaller meat sizes and had better results (Boqvist et al., 2015; Gurman et al., 2016;
Ragssvoll et al., 2014).

The experimental data on E. coli concentration obtained at each degree of
doneness through the grilling process were fitted to GlnaFiT software, which simulated
microbial reductions. The Weibull model was selected and used to represent the
inactivation curve. The fit was good with R2 = 0.99, R2 adj = 0.99, RMSE = 0.15, and
Mean Sum of Squared Errors = 0.02.

As presented in Figure 4, the survival curve was non-log-linear and indicated
that E. coli inactivation followed first-order kinetics, confirming the adequacy of the
model to our experimental data.

The 4D reduction automatically provided by the Weibull model was 12 minutes.
The 4D is a value generated in non-linear curves and represents four times the D value,
which is the time to reduce 1 log CFU/g of E. coli (Mafart et al., 2001). According to the
kinetic results, 1 log CFU/g of E. coli will be achieved every 3 min in hamburgers
exposed to the heat treatment. Furthermore, with the model, it is possible to predict
that the safe reduction can be reached after 15 min with a core temperature of
approximately 80 °C.

The results shown in the present study may be useful to evaluate the
inactivation of enteropathogenic E. coli in gourmet hamburgers since generic E.
coli may behave similarly to pathogenic serovars.

In previous studies (Juneja et al.,1997) with smaller hamburgers (100 g meat)
fried until the core temperature reached 68.3 °C, after 4 min, the results of inactivation
of E. coli 0157:H7 (108 log CFU/g) were not safe, since the reduction did not exceed
more than 4 log CFU/g. In addition, the authors reported that the lethality of E. coli

0157:H7 may be influenced by factors such as meat composition and cooking rate
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through the time and temperature required for inactivation, which are factors
established in our study and may support further analyses on gourmet version
hamburgers and this microorganism.

Therefore, controlling time and temperature is crucial for the safety and quality

of gourmet hamburgers and thermal processes must be validated in each food service.

4. Conclusions

Itis possible to conclude that, considering the standardized gourmet hamburger
recipe and in conditions studied in the laboratory, the different degrees of doneness
did not inactive 5 log CFU/g of E. coli recommended for safe meat products. This
reduction was achieved in the degree named very well-done, in which the hamburger
core temperature reached over 81 °C after 16 min of processing. However, this time
and temperature treatment negatively affected the color and texture of patties, and the
appearance was considered unsatisfactory.

The kinetic parameters indicated a strong correlation between E. coli survival
and processing time to grilling the hamburgers and the Weibull model validated the
data obtained experimentally in the laboratory.

Some bacterial genera could survive the different degrees of doneness in
hamburgers, demonstrating that even well-done hamburgers still contain viable
bacterial cells. The survivor bacteria were considered non-pathogenic but may act as
opportunistic pathogens. Therefore, the microbiological quality of the raw ground meat
used to make hamburgers is critical to its safety. Furthermore, to ensure the safety
of gourmet hamburgers and provide an attractive product for consumers, it is

necessary to follow proper hygiene practices throughout the process.
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Finally, it is essential to highlight that the time and temperature combination of
the thermal process of gourmet hamburgers should be validated inside each food
service, considering specific realities. Characteristics as the recipe, type of meat, fat
and moisture content, size and dimensions of hamburger patties, the equipment used
for cooking, and the correct use of thermometers to control the heat treatment should

be considered to serve safe gourmet hamburgers.
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Figure captions

Fig. 1: Visual internal color of gourmet hamburger grilled to different degrees of
doneness. 1) Rare 2) Medium-rare 3) Medium 4) Medium-well 5) Well-done.

Fig. 2: Natural microbiota in raw and thermally processed hamburger samples at
different degrees of doneness.

Fig. 3: Visual characteristics of gourmet hamburger grilled to a very well-done degree.
Fig. 4. Inactivation curve of Escherichia coli obtained by Weibull model. =: observed

curve. -: estimated curve by the inactivation model.
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Figure 2
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Figure 4
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Table 1.

Parameters for grilling hamburger preparation based on the technique described by
Le Cordon Bleu (Wright & Treuille, 2016), Gayler (2016) and Husbands et al. (2018).

Controlled parameter

Degrees of
doneness
- Central
Grill time

temperature
Rare 4 min (2 mins each side) 45 -49°C
Medium-rare 6 min (3 min each side) 54 -57°C
Medium 8 min (4 min each side) 60 — 63 °C
Medium-well 10 min (5 min each side) 66 — 68 °C
Well-done More than 10 min (+5 min each side) 71-80°C
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Table 2.

Thermal processing and color analysis at the center of gourmet hamburger grilled to
different degrees of doneness.

Controlled parameter

Degrees of Processing time and Color analysis
doneness temperature
W v 3 b

Raw 10.2+ 2.0 0 34.01 +2.86° 15.44+0.28% 7.39+0.48°¢
Rare 453+ 4.7 6 32.84+1.80° 12.33+1.04® 7.36+0.27°
Medium-rare 57.0+ 2.0 8 32.66 +0.67° 12.05+2.41% 9.67 +0.77°
Medium 61.0+ 1.7 10 41.37+2.072 11.76 +0.47° 11.22 +0.482
Medium-well 676415  1p  AL63+157° 953+044% 1171%0.52°
Well done 77.1+2.6 14 4250+ 253* 8.21+0.71° 11.40+0.20?

Data represent mean * standard deviation of a minimum of 3 measurements. Different
superscript letters in a column indicate significant differences by the Tukey test (p < 0.05)
TMax = maximum temperature at the center in Celsius (°C)

Time = maximum processing time in minutes
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Table 3.

Texture parameters of thermally processed gourmet hamburgers. Note: (1) does not
have a unit of measure, as it is dimensionless.

%i%fﬁgszf Texture parameters
Shear force Hardness  Springiness ! Chewiness Cohesiveness?
(kgf) (9 (9
Raw 0.25+0.10°  236.86 +27.97°  3.42+0.22°  1247.14+231.51° 1.54 +0.14°
Rare 0.62+0.05¢  540.78 +28.25¢  4.43+0.322  5048.84 +1116.12° 2.08 +0.222
1.36+0.03°  1318.92+22.92° 265+0.39"  5143.43 +920.13° 1.47 +0.08P
Medium-rare
1.72+0.01° 2907.75+94.55° 2.24+0.18°  7747.88 + 619.542 1.52 +0.23P
Medium
Medium-well 1.87+0.10° 2161.78 +117.33% 2.33+0.41°  7633.99 +1872.712 1.52 +0.23P
Well-done 2190242  2986.47 +48.842  1.88+0.29°  6789.47 + 801.092 1.20+0.11°

Data represent mean + standard deviation of minimum 3 measurements. Different superscript

letters in a column indicate significant differences by the Tukey test (p < 0.05)
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Table 4.

Log E. coli and mesophilic total counts/g after thermal processing of gourmet
hamburgers subjected to different degrees of doneness. TMax = maximum
temperature. Different letters indicate significant differences (p < 0.05); ND: not
detected (E. coli counts < 1.0 log CFU/g).

Controlled parameter

Degrees of
doneness TMax (°C) E. coli Mesophilic total
i - ax

Time (min) (log CFUIg) (log CFUIg)

Raw 0 10.2+2.0 6.59 £ 0.152 7.48 £0.052

Rare 6 453+ 4.7 5.52 + 0.44b 6.53 +0.02°

Medium-rare 8 57.0+20 4.41 + 0.55¢ 5.55 + 0.04¢

Medium 10 61.0+1.7 3.60 £ 0.11¢ 4.64 + 0.03d

Medium-well 12 67.6+15 2.57 +0.32¢ 4.33 £ 0.03¢

Well-done 14 77.1+26 1.76 £ 0.09¢ 3.14 +0.12°

Very well-done 16 81.3+x14 NDe 2.49 + 0.219
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3. CAPITULO 3

3.1 DISCUSSAO GERAL

Quando elaborado com qualidade, o hambuUrguer gourmet torna-se
notdvel,tanto que diversos chefs talentosos estédo investindo nessa preparagcdo que
esta ganhando destaque nos cardapios de restaurantes ao redor do mundo.

Assim, com esse trabalho foi possivel caracterizar uma receita de hamburguer
na versao gourmet usualmente utilizada em referéncias importantes da gastronomia
e em estabelecimentos especializados por essa preparagao (HUSBANDS; HART,;
PYENSON, 2013; WRIGHT, J., & TREUILLE, 2019). Além de analisar os aspectos
fisicos, como cor e textura, apos tratados termicamente, a seguranca da preparacao
foi verificada pela reducao microbiana apos diferentes pontos de coc¢éo, uma vez que
que algumas preparagOes solicitadas pelos consumidores nao atendem aos
parametros de temperatura estabelecidos como seguros para consumo pelas
legislacdes vigentes (BRASIL, 2002, 2004; CANADA, 2015; FDA, 2009, 2017; USDA,
2020).

Na padronizacéo da receita, foi possivel estabelecer que o corte bovino acém
€ um dos mais consumidos. Normalmente, cortes mais suculentos, ou seja, com mais
gordura intramuscular, como os cortes do dianteiro bovino, sdo os selecionados pelos
restaurantes especializados. Conforme referencias gastrondmicas (HUSBANDS;
HART; PYENSON, 2013; SMITH, 2012), o uso de 170 a 180 gramas de carne € ideal
para paes de 80 gramas. Assim, foi possivel determinar a quantidade e as dimensdes
(diametro de 9,0 £ 0,2 cm, espessura de 2,0 + 0,4 cm e peso de 180,0 £ 2,0 g) das
carnes usadas para modelar os hamburgueres, além dos equipamentos para
aplicacgéo do tratamento térmico, como a chapa e frigideira de ferro, devido a facilidade
de aquisicdo e praticidade de manuseio, mantendo de forma fiel a realidade aplicada
pelos estabelecimentos.

Andlises sobre os fatores intrinsecos como pH, atividade de agua,
concentracdo de gordura, entre outros, demonstraram resultados em conformidade
com o estabelecido para carnes in natura. Em estudo sobre carne bovina (SHANGE
et al., 2018), fatores como o pH muscular, quando encontrados em valores superiores

ao recomendado, podem ocasionar o0 aumento de microrganismos e diminuir a vida
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atil das carnes. Assim, nossos achados indicam que a matéria prima utilizada para os
experimentos estava adequada e era de boa qualidade.

Caracterizada a formulacao, foi realizada a padronizagdo dos parametros de
tempo e temperatura necessarios para os diferentes pontos de cocg¢do conforme
referéncias gastronébmicas e bibliograficas (GAYLER, 2004; HUSBANDS; HART,;
PYENSON, 2013; WRIGHT, J., & TREUILLE, 2019), e as temperaturas centrais
maximas para cada ponto ficaram bem estabelecidas e similares a essas orientacdes.

Todavia, para atingir essas temperaturas, foi exigido um tempo maior de 2
minutos para cada ponto de coccao na técnica de grelhar. A necessidade de um tempo
maior de processo pode ser justificada pelo fogéo elétrico, equipamento de geracao
de calor utilizado, e que pode gerar uma poténcia menor do que 0s equipamentos de
chapa de ferro com chama proveniente de géas liquefeito de petréleo (GLP) que séo
normalmente usados nos restaurantes.

Contudo, foi possivel realizar a padronizacdo do binbmio tempo e temperatura,
e os pontos foram definidos como: malpassado, com temperatura central de 45,3 +
4,7 °C e tempo total de 6 minutos em grelha; ao ponto malpassado, com temperatura
de 57,0 + 2,0 °C e tempo de 8 minutos; ao ponto, com 61,0 + 1,7 °C e 10 minutos; ao
ponto bem passado, com o total de 12 minutos e temperatura de 67,6 + 1,5 °C; além
do bem passado, com o centro de 77,1 + 2,6 °C de temperatura e 14 minutos de tempo
final.

Os pontos estabelecidos no estudo de Veflen et al. (2020), demonstraram
graus mais elevados de temperatura para malpassado (55 °C), ao ponto malpassado
(65 °C), ao ponto bem-passado (73 °C) e bem- passado (80 °C). Essa variagao pode
ser justificada pela adocdo de hamburgueres com a metade do tamanho do que é
utilizado na versdo gourmet, o que ratifica a necessidade de validacdo do processo
térmico conforme especificidade e realidade de cada servi¢o de alimentagéo.

Analises tecnoldgicas de cor e textura nos hamburgueres foram determinadas
apos os diferentes pontos de tratamento térmico com a intencdo de avaliar as
modificacdes desses importantes atributos sensoriais, que sao primordiais na escolha
e sele¢céo das carnes vermelhas pelos consumidores

A determinacao da forga de corte e a analise objetiva de cor séo ferramentas

de medicao instrumental da maciez e coloracdo dos produtos carneos e auxiliam os

65



cientistas no desenvolvimento e melhorias destes produtos (AMSA, 2012;
SHACKELFORD; WHEELER; KOOHMARAIE, 1999; VAN WEZEMAEL et al., 2014).

Os dados instrumentais do presente estudo apontaram que 0S pontos
malpassado (45 °C) e ao ponto malpassado (57 °C) mantiveram maior intensidade da
cor vermelha (a*) do que os demais avaliados. A cor vermelha da carne bovina é um
dos principais fatores que influenciam a opinido dos consumidores sobre seu frescor
e valor de compra, tanto em produtos crus como apds cozimento, tornando-a mais
desejada pelos apreciadores de carnes (SINGH; SHUKLA; MISHRA, 2018).

Em relacdo a textura, a sensacédo de suculéncia em um produto de carne é
referente ao estimulo da percepcdo da quantidade de agua e gordura durante a
mastigacao, e essas fracdes precisam ser controladas durante o tratamento térmico
para ndo serem perdidas de forma a prejudicar a qualidade do alimento (HOLMAN,;
HOPKINS, 2021). Nos resultados experimentais, 0s pontos mais expostos ao calor,
como ao ponto bem-passado (67 °C) e bem-passado (77 °C), apresentaram valores
insatisfatorios para textura e for¢a de cisalhamento, tornando reduzida sua aplicacéo
na pratica dos restaurantes, por ndo estarem de acordo com as preferéncias
sensoriais de suculéncia e maciez solicitadas pela maioria dos consumidores de
hamburgueres.

Ademais, a cor central e a suculéncia das carnes também séo utilizadas pelos
consumidores como parametros de avalicdo para saber quando seus hamburgueres
estdo prontos, conforme demonstrado nos estudos de Rgssvoll et al., (2014) e Phang
& Bruhn, (2011), e esta prética é igualmente adotada por alguns restaurantes, 0s quais
aplicam esse julgamento em seus preparos. Porém, a avaliacdo visual isoladamente
das carnes nédo é considerada um indicador confiavel, uma vez que as temperaturas
internas podem nao atingir as recomendacdes de seguranca, gerando riscos a saude
dos consumidores. Assim, conforme USDA (2020), para garantir que o tratamento
térmico aplicado seja seguro, 0 monitoramento através do uso de termbémetro deve
perdurar durante todo o processo de coccéao.

Dessa forma, a seguranca microbiolégica de hamburgueres gourmet
termicamente tratados sob diferentes parametros de cocg¢édo foi avaliada com a
investigagdo da microbiota naturalmente presente nas carnes cruas, bem como a

reducgéo de E. coli (6-7 logio UFC/g) inoculada artificialmente nos hamburgueres crus.
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A contagem dos mesofilos totais apresentou uma reducao de 4,34 log UFC/g
no ponto bem-passado (77 °C apdés 14 minutos), sendo similar aos resultados
encontrados em estudos feitos com carne de filé mignon brasileira (FENELON et al,
2019; MONTEIRO et al., 2018; OLIVEIRA et al, 2017;)e menor em comparacao aos
resultados de contagem em hamburgueres provenientes de lanchonetes fast-food na
Nigéria (EDWARD; IKPAWHO; IBEKWE, 2013).

Mesmo apos o tratamento térmico, algumas células bacterianas apresentavam-
se viaveis. A identificacdo por andlise protedmica, com uso do equipamento MALDI-
TOF/MS, indicou a presenca dos géneros Citrobacter, Enterobacter, Lactobacillus,
Hafnia, Pseudomonas e Serratia, que 0s sdo principais relacionados a deterioracao
das carnes e seus produtos.

Alguns mostraram-se mais resistentes ao tratamento térmico aplicado, como a
bactéria Hafnia alvei, permanecendo ao fim do processo bem passado (77 °C). Essa
mesma bactéria foi identificada no estudo conduzido por Ferigolo et al. (2021), em
medalh&es de filé mignon tratados termicamente por sous vide. Assim como em nosso
estudo, a matéria prima utilizada nos experimentos era proveniente de embalagem a
vacuo, que estd amplamente associado a esta bactéria, pela persisténcia que
apresenta a esse tipo de embalagem a uma ampla faixa de temperatura.

Outra bactéria identificada foi E. coli, a qual apresentava-se naturalmente na
carne. A E. coli genérica e/ou patogénica podem estar associadas a contaminacao
cruzada das carcacas de animais durante o processo de abate em decorréncia do
contato com outras carcacgas, pelas fezes durante os processos de evisceracao ou
pela incorreta manipulagéo ao longo da cadeia de producéo (GRISPOLDI et al., 2020),
tornando o seu controle priorizado pelas industrias de carne.

Posteriormente, com a mesma intencdo de verificar a seguranca da
preparacao, foi avaliada a reducdo de E. coli artificialmente inoculada nos
hamburgueres crus. A contagem inicial foi de 6,59 + 0,15 log UFC/g, e houve uma
reducao significativa para 2,57 + 0,32 log UFC/g deste microrganismo na temperatura
de 67,6 = 1,5 °C apds 12 minutos (ao ponto bem-passado) em grelha.

A reducdo méxima de 4,83 log UFC/g foi alcancada ap6s 14 minutos de grelha,
a uma temperatura central de aproximadamente 77 °C, sendo relacionado ao ponto
bem passado. A contagem final neste ponto ficou em 5.8 x 10* UFC/g para E.coli e

encontra-se acima da recomendacao permitida para produtos prontos para consumo
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preconizada pela legislacéo nacional de até 2.0 x 10 UFC/g (BRASIL, 2019a). Além
disso, também néo atingiu a recomendacao internacional minima de reducéo de 5 log
UFC/g preconizado pela USDA- FSIS (2017) para carnes e seus produtos derivados.

Como os diferentes pontos de cocgao estabelecidos ndo atingiram uma
reducdo adequada de E. coli, os hamburgueres foram submetidos a mais um ponto
de tratamento térmico com a intencdo de avaliar uma maior reducdo de E. coli nas
amostras. Chamado de bem mais passado, esse ponto atingiu temperatura interna de
81,3 + 1,4°C apobs 16 minutos de grelha e apresentou uma quantificacdo de E. coli
abaixo do limite de deteccao pela técnica. Contudo, em relacdo a avaliacdo visual final
das amostras, os hamburgueres apresentaram uma crosta queimada e interior
extremamente seco, 0 que provavelmente néo seria aceito por restaurantes por
estarem em desacordo com o solicitado pelos consumidores. Portanto, mesmo que
nesse ponto as contagens microbianas tenham atingido recomendacfes
consideradas seguras, sua padronizacdo na pratica seria inviavel pelas qualidades
visuais que apresentou ao fim do processo.

Os dados experimentais obtidos pelas contagens de E. coli nos diferentes
pontos foram modelados pelo software GlnaFiT e o modelo Weibull apresentou melhor
ajuste, com R? e R? adj de 0,99 e RMSE de 0,15, que confirmam a adequacéo do
modelo utilizado e validam os resultados dos dados experimentais.

O programa forneceu uma reducgéo 4D automética com o valor de 12 minutos
e com isso, foi possivel predizer que apdés 15 minutos de exposi¢ao ao calor, com uma
temperatura aproximada de 80 °C, o tratamento sera capaz de atingir a recomendagao
segura de reducao conforme a USDA (2017).

Dessa forma, conforme os dados experimentais de contagem e a validacéo
pelo modelo cinético, podemos considerar seguros para consumo 0s hamburgueres
gourmet processados termicamente que atinjam temperaturas centrais de 80 °C ou
mais.

Esse parametro encontra-se bem acima dos valores recomendados pelas
agéncias regulamentadoras para produtos a base de carne moida. Provavelmente, a
necessidade de exposicdo prolongada ao calor para a versdo gourmet pode ser
relacionada a maior dimensao e peso da carne utilizada neste hamburguer, e esse
formato pode gerar uma resisténcia ao calor na parte central, 0 que exige um cuidado

diferenciado para obter reducdes satisfatorias na concentragcdo de microrganismos.
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Isso pode ser confirmado quando em comparacéo a outros autores (JUNEJA et al.,
1997; LAHOU et al., 2015; PAN; SINGH; RUMSEY, 2000), que demonstram maior
eficdcia de reducédo de E. coli produtora de STEC em hamburgueres termicamente
tratados com volume de carnes inferiores ao proposto na versao gourmet.

Assim, para manter o binbmio tempo e temperatura seguros, sem prejudicar a
qualidade e aspecto final dos hamburgueres, é aconselhavel que os restaurantes
padronizem e validem os seus tratamentos térmicos respeitando a individualidade de
cada estabelecimento e 0s processos, como através do equipamento térmico a ser
utilizado, o monitoramento adequado da termperatura interna com o uso de
termbmetro durante o processamento e os utensilios. A formulacdo dos hambuargueres
também influenciam no tratamento térmico e por isso, é aconselhavel padronizar as
porcdes de carnes, 0s cortes bovinos e a quantidade de gordura a ser utilizada na
preparacdo desse alimento. Além disso, € recomendado o uso ingredientes de alta
qualidade para compor os hamburgueres, com fornecedores registrados e com
procedéncia, € fundamental a adocdo de boas praticas de fabricagdo em toda a
producao.

Com o mercado de hamburguerias aquecido e o aumento do publico-alvo, é
necessario ter atencéo redobrada com a seguranca dos alimentos e conhecer cada
etapa do processo de producdo do hamburguer para garantir a saude do consumidor
e fidelizar clientes. Assim, a realizacdo das analises tecnoldgicas e avaliacdo da
seguranca microbiol6gica do hamburguer gourmet possibilitou relacionar os fatores
avaliados com as preferéncias dos consumidores e propor orientagdes para garantir

produtos de boa qualidade e confiaveis.
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3.2 CONCLUSAO

As principias caracteristicas da receita de hamburguer gourmet foram
alcancadas através da selecéo do corte bovino, a definicdo da porcdo das carnes, o0
equipamento para a coc¢do e o bindbmio tempo e temperatura necessarios para cada
ponto de tratamento térmico dos hamburgueres.

Mesmo apds todos os pontos analisados, os resultados da contagem de
mesofilos mostraram uma pequena diversidade microbiana remanescente nas
amostras, demonstrando que alguns géneros foram resistentes ao tratamento
aplicado. No entanto, ndo indicaram a presenca de patdgenos, apontando que as
carnes utilizadas para o preparo dos hamburgueres analisados apresentaram boa
procedéncia, que € imprescindivel para a seguranca desse alimento.

Nenhum ponto de coccdo pré estabelecido pelas referéncias gastrondmicas
apresentou contagens aceitaveis para E. coli para a legislacéo brasileira, bem como
nao atingiu a reducdo minima satisfatéria para a legislacdo internacional, sendo
necessario a aplicacdo de mais um ponto de tratamento térmico nos hamburgueres.
O ponto muito bem passado (81 °C ap6s 16 minutos) apresentou uma quantificacédo
abaixo da deteccéo pela técnica, podendo ser considerado seguro conforme diretrizes
internacionais. Contudo, nesse ponto 0s aspectos visuais de cor e textura das carnes
tornaram-se indesejaveis para a aplicabilidade em restaurantes, uma vez que a
suculéncia e maciez foram alterados ao final do processo de maneira negativa as
preferéncias dos consumidores.

Os parametros cinéticos apresentaram uma forte correlagdo com resultados
microbioldgicos realizados em laboratério e o modelo Weibull forneceu o melhor ajuste
para validar os dados experimentais, predizendo o0 tempo e temperatura
aconselhaveis para uma reducéo segura de E. coli.

De maneira geral, como 0s pontos de tratamento inferiores ao ponto muito bem-
passado ndo reduziram adequadamente a populagéo de E. coli, é primordial para o
consumo seguro e manutencdo da qualidade de cor e textura dos hamburgueres
gourmet, a adocdo pelos restaurantes de praticas sanitarias adequadas, o uso de
carnes de boa qualidade, além de realizem a validagdo corretamente com o

monitoramento por termémetro de todo 0 processo térmico, respeitando as
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particularidades de cada estabelecimento para garantir que a combinacéo de tempo

e temperatura sejam eficazes e seguras para 0s consumidores.
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