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APRESENTACAQ

Esta obra intitulada “Tecnologia e Microbiologia sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos” foi idealizada com a
finalidade de reunir um material bibliografico que possa ser uma fonte de referéncia para instituigies académicas e
industria de alimentos, compilando diversos trabalhos cientificos e de revisdo de literatura desenvolvidos por estudantes
de cursos técnicos, de graduacdo, de pds-graduacdo, bem como por pesquisadores e extensionistas. As informagdes,
contidas neste volume, abrangem temas como a microbiologia da seguranga dos alimentos, a microbiologia preditiva
aplicada aos alimentos, desenvolvimento de produtos por micro-organismos, qualidade microbioldgica de alimentos, entre
outros. Tem como objetivo fornecer uma abordagem ampla sob os aspectos para a producdo de alimentos seguros e como
a tecnologia pode contribuir para esse processo. Agradecemos aos autores pelo empenho, disponibilidade ¢ dedicacdo
para 0 desenvolvimento e conclusao desta obra. Esperamos que esta obra sirva de instrumento didatico-pedagogico
para estudantes, professores dos diversos niveis de ensino e aos profissionais das dreas de Ciéncia, de Tecnologia e de
Engenharia de Alimentos, bem como qualquer pessoa interessada em diferentes campos do estudo de alimentos, ajudando-
0S a obter novas perspectivas.

Wiaslan Figueiredo Marting
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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi validar um Modelo Preditivo para a Temperatura
Ambiente (MPTA) e utiliza-lo com modelos cinéticos de crescimento microbiano para
predizer o tempo de vida util de leite pasteurizado contaminado com Bacillus cereus ou
Listeria monocytogenes exposto a temperatura ambiente. Método: Dados da temperatura
ambiente de cidades do Parana, Brasil foram obtidos em bases de dados e utilizados
para estimar os parametros do MPTA. Sessenta e quatro simula¢des do crescimento
microbiano foram realizadas no aplicativo ComBase Predictor. Resultados: Os ajustes
do MPTA aos dados foram considerados satisfatorios, pois o MPTA € composto por ape-
nas cinco parametros ajustaveis para descrever a temperatura ambiente na escala de
minutos ao longo dos anos. O crescimento de B. cereus e L. monocytogenes e 0s tempos
de vida util do leite pasteurizado obtidos nas simulagbes com as temperaturas preditas
pelo MPTA foram proximos aos observados com os dados da temperatura ambiente.
Conclusao: O MPTA ¢ valido e pode ser utilizado com modelos do crescimento micro-
biano para predizer o tempo de vida Gtil de alimentos expostos a temperatura ambiente.

Palavras-chave: Microbiologia Preditiva, Modelagem Matematica, Micro-Organismos,
Seguranca de Alimentos.

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



B INTRODUGCAO

A vida 0til de um alimento pode ser definida como o tempo em que o produto perma-
necera seguro, com nivel de aceitacédo sensorial e manutencéo de caracteristicas quimicas,
fisicas e microbioldgicas, e o atendimento da declaragao nutricional apresentada no rétulo
(KILCAST; SUBRAMANIAM, 2000). Com relacao a sua estabilidade microbioldgica, a espécie,
a concentragao inicial de micro-organismos e a multiplicacéo destes determinam o tempo
de vida util do alimento, sendo que o alimento pode perder sua validade por fatores relacio-
nados a qualidade e a seguranca (AUGUSTIN et al., 2000; SMELT; BRUL, 2007). As es-
pécies microbianas deteriorantes comprometem a qualidade sensorial do alimento, com
mudanc¢as em aspectos visiveis ao consumidor, como cor, sabor, textura e odor, sendo que
muitas vezes causam a rejeicao do alimento (BORCH; KANT-MUERMANS; BLIXT, 1996;
ALCANTARA et al., 2012). As espécies patogénicas geralmente ndo provocam alteracoes
visiveis no alimento, porém comprometem a sua seguranca e podem causar SErios riscos a
saude dos consumidores pela transmissao de doencas, como a salmonelose (associada ao
consumo de alimentos contaminados por espécies do género Salmonella) (BESSA; COSTA;
CARDOSO, 2004; CARVALHO; CORTEZ, 2005) e a listeriose (associada ao género Listeria)
(GIBBONS et al., 2006; BARROS et al., 2007; FAl et al., 2011).

Listeria monocytogenes € uma bactéria psicrotréfica, ou seja, € capaz de se desenvolver
em temperaturas de armazenamento relativamente baixas (armazenamento refrigerado) e
podem até multiplicarem-se, atingindo concentracdes altas e consideradas perigosos para o
consumo (POSFAY-BARBE; WALD, 2009). Dentre os patégenos de origem alimentar, L. mo-
nocytogenes € uma das espécies de maior preocupacgao para a seguranga das industrias de
laticinios, pois durante as Ultimas décadas, varios surtos de listeriose foram associados ao
consumo de produtos de origem lactea (FLEMING et al., 1985; DALTON et al., 1997). Nos
paises desenvolvidos, a causa mais comum de morte entre as doencgas de origem alimen-
tar sdo as infecgbes causadas por L. monocytogenes (SWAMINATHAN; GERNER-SMIDT,
2007). A presenca de L. monocytogenes em alimentos pasteurizados é tipicamente devido a
contaminagéo apos o tratamento térmico (LOBACZ et al., 2013). Estudos indicam que a dose
infectante de L. monocytogenes para causar listeriose deve ser em torno de 100 Unidades
Formadoras de Colénias por mililitro (UFC/mL) (TODD; NOTERMANS, 2011).

Bacillus cereus é uma bactéria Gram-positiva capaz de produzir esporos que po-
dem crescer em uma vasta gama de temperatura, pH e atividade de agua (VAN NETTEN;
KRAMER, 1992). A presenca desta bactéria em leite pasteurizado é uma grande preocupa-
céao, pois ela € associada com a coagulacao, alteragdo do sabor e odor, e também foi asso-
ciada a surtos de intoxicacao alimentar (OVERCAST; ATMARAM, 1974; JOHNSON, 1984;
CHRISTIANSSON et al., 1989). Trata-se de uma bactéria psicrotréfica que pode multiplicar-se
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e produzir toxinas no leite pasteurizado em temperaturas de refrigeracdo (CHRISTIANSSON
et al., 1989; GRIFFITHS, 1990; WONG et al., 1988). A habilidade de formagao de esporos
pelo género Bacillus permite a sobrevivéncia destes mesmo apds o processamento de
alimentos, por exemplo, a pasteurizacdo (ROSSLAND et. al., 2005). Estudos indicam que
a dose infectante de B. cereus para causar problemas de saude deve ser em torno de 10°
UFC/mL (KRAMER; GILBERT, 1989).

O crescimento microbiano pode ser dividido em trés fases (adaptacédo, exponencial e
estacionaria). Na fase de adaptacao ocorre o ajuste da fisiologia e bioquimica das células
para torna-las aptas a explorar o ambiente onde se encontram. Na fase exponencial ocorre 0
crescimento balanceado, em que a sintese de cada componente celular é ajustada e todo o
metabolismo esta direcionado para a multiplicagéao celular. Na fase estacionaria a velocidade
de crescimento € nula devido ao acumulo de metabdlitos toxicos no meio de crescimento ou
a restricado de algum componente vital para a multiplicacdo (McMEEKIN et al., 1993; VAN
IMPE et al., 2005). As fases de adaptacao e exponencial sdo as mais importantes para os
microbiologistas de alimentos, pois o tempo de vida util da maioria dos alimentos é atingido
antes que os micro-organismos atinjam a fase estacionaria. Em geral, quanto maior é a fase
de adaptacao e quanto menor é a velocidade de crescimento na fase exponencial, maior €
o tempo de vida til do alimento (NAKASHIMA; ANDRE; FRANCO, 2000).

A microbiologia preditiva (MP) utiliza conceitos de diversas areas do conhecimento,
como a microbiologia, a matematica, a estatistica e os sistemas da informacgéao, para predizer
a resposta do comportamento microbiano em alimentos submetidos a diferentes condi¢des
ambientais (McMEEKIN; MELLEFONT; ROSS, 2007). A MP é muito utilizada pelas industrias
como ferramenta auxiliar para avaliar a qualidade e a seguranca de alimentos (McDONALD;
SUN, 1999), pois os métodos microbiologicos tradicionais necessitam longos tempos para
a obtencao dos resultados (McMEEKIN et al., 1993).

Os modelos matematicos em MP séo classificados em modelos primarios, que des-
crevem a variagao na concentracdo de micro-organismos presentes no meio em fungéo do
tempo para um certo conjunto de fatores constantes, modelos secundarios, que descrevem
a dependéncia de um ou mais parametros do modelo primario com um ou mais fatores, e
modelos terciarios, que combinam os modelos primarios e secundarios para gerar predicoes
sobre a influéncia dos fatores na concentragéo de micro-organismos (WHITING; BUCHANAN,
1993). Um teste essencial para qualquer modelo preditivo é avaliar sua habilidade em predizer
as respostas para novas situagdes, como por exemplo, predizer o comportamento de micro-
-organismos em alimentos que sejam submetidos a diferentes condi¢des reais de exposicao
(NAKASHIMA; ANDRE; FRANCO, 2000). Uma recomendac&o importante é que os modelos
preditivos sejam validados, sendo que a validac&o deve ser constituida em duas etapas: a

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



primeira etapa é a constru¢cdo de um modelo adequado as condigcbes ambientais reais a que
sera aplicado, e a segunda etapa é a comparacao da predicdo do comportamento microbiano
gerada pelo modelo matematico com dados experimentais (WHITING; BUCHANAN, 1997).

A temperatura € um fator ambiental que tem grande influéncia na cinética do cresci-
mento microbiano em alimentos e, além disso, € o fator que mais varia ao longo da cadeia
de producéo e distribuicao dos alimentos (VAN IMPE et al., 1992). Por esse motivo, o cresci-
mento microbiano em condi¢des de temperatura variavel tem sido extensivamente estudado
(VAN IMPE et al., 1992; XANTHIAKOS et al., 2006; GOSPAVIC et al., 2008; LONGHI et al.,
2013; entre outros). Entretanto, poucos estudos tém sido realizados para avaliar a cinética do
crescimento microbiano e predizer o tempo de vida util de alimentos expostos a temperatura
ambiente (BAEZA et al., 2009). Além disso, para 0 nosso conhecimento, nao ha na literatura
um modelo matematico apto a descrever a variagcao da temperatura ambiente na escala de
minutos ao longo dos anos, existem apenas modelos que descrevem a temperatura média
diaria em funcao da altitude, latitude, longitude e dias do ano com parametros puramente
empiricos (ANTONINI et al., 2009).

Diante do exposto, o presente estudo teve como objetivo propor e validar um modelo
matematico apto a descrever a temperatura ambiente e utilizar este modelo com modelos
cinéticos do crescimento microbiano para predizer o tempo de vida util de leite pasteurizado

contaminado com L. monocytogenes ou B. cereus exposto a temperatura ambiente.

B METODO
Dados experimentais

Os dados da temperatura ambiente de Apucarana e Maringa (Parand, Brasil) foram
obtidos na base de dados do Sistema Meteorolégico do Parana — SIMEPAR (SISTEMA
METEOROLOGICO DO PARANA, 2015). Os registros de temperatura foram realizados a
cada 15 minutos ao longo de dois anos (2013 e 2014), exceto para curtos periodos em que
nao foram registradas medicdes, totalizando 138.094 dados de temperatura.

Os parametros do crescimento das bactérias L. monocytogenes e B. cereus em leite
pasteurizado estao disponiveis no aplicativo online ComBase Predictor (www.combase.cc)
(COMBASE PREDICTOR, 2015). Para este estudo, as propriedades fisicas do leite pas-
teurizado foram assumidas como constantes, sendo o pH igual a 6,7 e a atividade de agua
igual a 0,98, o estado fisiol6gico das células assumido foi igual a 1,0 (ou seja, a bactéria esta
totalmente adaptada ao ambiente) e a concentracao inicial (contaminacao do leite pasteu-
rizado) assumida foi igual a 1 UFC/mL.
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Modelagem matematica

O Modelo Preditivo para a Temperatura Ambiente (MPTA), composto por uma com-
binacao de fungdes cosseno, conforme apresentado na Equacgéo (1), foi proposto para
descrever a variacao da temperatura ambiente em funcéo do tempo. Na Equacéo (1), T é a
temperatura (°C) em funcao do tempo t (horas); T,..q «n € @ temperatura média anual (°C),
A € a amplitude térmica média anual (°C), 4,;, € a amplitude térmica média diaria (°C),
tisst an € 0 deslocamento horizontal médio anual da fungéo cosseno (horas), € taest gia € O
deslocamento horizontal médio diario da funcéo cosseno (horas). A funcéo T(t) contém cinco
parametros ajustaveis (Tmea an: Aan: Adiar Laest an: taest aia ), 0S quais foram estimados com os
dados da temperatura ambiente das cidades de Apucarana e Maringa.

21
T(t) = Toed an + Aqn €OS (t — taest an)l + Agiq cOS [ﬁ (t — taest an)] (1)

21
(24)(365)

O ajuste da Equacéo (1) aos dados da temperatura ambiente foi realizado com o
software livre Scilab 5.5.2 (Scilab Enterprises, Versailles, France), sendo que uma rotina
de otimizagao foi programada para obter os parametros que minimizam os residuos entre a
funcao e os dados experimentais. Os indices estatisticos coeficiente de determinacéo (R?),
raiz do erro quadratico da média (RMSE), fator de tendéncia e fator de exatidao (ROSS,
1996) foram calculados para avaliar a capacidade do modelo matematico de descrever os
dados da temperatura ambiente.

As simulacdes do crescimento microbiano foram realizadas no aplicativo ComBase
Predictor, em que o tempo de vida util do produto em cada simulacgéo foi estimado. O tempo
de vida util do leite pasteurizado em cada simulacgéo foi considerado como o tempo em que
cada espécie bacteriana necessita para atingir a dose infectante (102 UFC/mL para L. mo-
nocytogenes e 10° UFC/mL para B. cereus). As simulagdes foram planejadas para cinco
diferentes fatores (espécie microbiana, cidade, estacdo do ano, ano e fonte dos dados de
temperatura), sendo dois niveis a espécie microbiana (L. monocytogenes e B. cereus), dois
niveis para a cidade (Apucarana e Maringa), quatro niveis para a estacdo do ano (verao,
outono, primavera e verao), dois niveis para o ano (2013 e 2014) e dois niveis para a fonte
dos dados de temperatura (temperatura observada e temperatura predita pelo MPTA), tota-
lizando 64 simulacdes. Os dados da temperatura de um dia de cada estagao do ano foram
selecionados para as simulagdes, todos iniciando a zero hora.

As simulagdes consideram que o leite pasteurizado foi retirado do refrigerador, sendo
exposto a temperatura ambiente durante o armazenamento, em que a temperatura da su-
perficie do produto (onde ha contaminacéo) é considerada igual a temperatura ambiente.
Para todas as simulagdes, as propriedades fisicas do leite pasteurizado e os parametros de
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crescimento das bactérias foram consideradas constantes, conforme descrito na secéo de
dados experimentais. As simulagcdes do crescimento microbiano em leite pasteurizado sao
apresentadas nas figuras pelo logaritmo da concentragcdo microbiana em fungao do tempo,
e a temperatura € apresentada em °C.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacao do Modelo Preditivo para a Temperatura Ambiente (MPTA)

Na concepc¢ao do MPTA, Equacéo (1), foi assumido que a temperatura ambiente ao
longo do dia e do ano oscilam seguindo o formato de funcbes cosseno. A primeira parcela
da equacéao é o parametro T,,.; .. que descreve a temperatura média anual. A segunda
parcela da equacao é uma fungdo cosseno que descreve a variacao da temperatura ao lon-
go de um ano, sendo que a variavel independente da funcao foi subtraida pelo parametro
ti.s1 an PAra permitir o deslocamento horizontal anual da fungdo, multiplicada pela constante
27 e dividida pelas constantes 24 e 365 para transformar o periodo da funcéo para um ano.
Esta funcédo cosseno foi multiplicada pelo parametro 4., para transformar a amplitude da
temperatura anual. A terceira parcela da equag¢ao € uma funcéo cosseno que descreve a
variagao da temperatura ao longo de um dia, sendo que a variavel independente da funcao
foi subtraida pelo parametro t;. 4.« para permitir um deslocamento horizontal diario da
funcado, e multiplicada pela constante 2n e dividida pela constante 24 para transformar o
periodo da fungéo para um dia. Esta funcé&o cosseno foi multiplicada pelo parametro 4,,,
para transformar a amplitude de temperatura diaria. A Figura 1 apresenta uma simulacao
da temperatura ambiente em fun¢éo do tempo descrita pelo MPTA ao longo de um ano e ao
longo de cinco dias considerando os seguintes parametros: Tpeq «n igual a 15 °C, A
a7°C, ty.. .n 19ual @ 1000 horas, 4

igual

an

4iq igual a 4 °C, e t;. 4: igual a 8 horas.

Figura 1. Simulagdo da temperatura ambiente em fungdo do tempo descrita pelo MPTA (a) ao longo de um ano (8760
horas) e (b) ao longo dos cinco primeiros dias do ano (120 horas).

30 30 ri(b)
& 24 G 24+
m 18 o 18
= =
5 12 512 |
£ =
= B = 6 |
U 1 i 1 1 1 1 [] 1 1 1 1 i
0 1440 2880 4320 5760 7200 8640 0 24 43 72 96 120
Tempo (horas) Tempo (horas)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Os dados da temperatura ambiente das cidades de Apucarana e Maringa foram uti-
lizados para estimar os parametros do MPTA (Equacéo (1)). Os parametros estimados no
ajuste do MPTA aos dados de Apucarana foram T,,..s .. igual a 20,46 °C, 4, igual a 3,23
°C, Az igual a 3,33 °C, t4.5 an igual a 52,91 horas, e taest 4ia igual a 18,3 horas. Os indices
estatisticos do ajuste do MPTA aos dados foram R?igual a 0,48, RMSE igual a 3,40 °C, fator
tendéncia igual a 1,019 e fator exatidao igual a 1,151. A Equacéao (2) apresenta o MPTA com
0s parametros estimados para a cidade de Apucarana.

2T
T(t) = 20,46 + 3,23 cos (t— 52,91)] + 3,33 cos [ﬁ (t— 18,3)] (2)

21
(24)(365)

Os parametros estimados no ajuste do MPTA aos dados de Maringéa foram T,,,.4 . igual
a 22,57 °C, 4,, igual a 3,28 °C; 4,;, igual a 3,51 °C; t.4 an igual a -15,24 horas € ti.s gia
igual a 18,58 horas. Os indices estatisticos do ajuste foram R2igual a 0,46, RMSE igual a
3,67 °C, fator tendéncia igual a 1,018 e fator exatidao igual a 1,144. A Equacao (3) apresenta
o MPTA com os parametros estimados para a cidade de Maringa.

21
T(t) = 22,57 + 3,28 cos (t— 15,24)] + 3,51 cos [ﬁ (t —18,58) (3)

21
(24)(365)

De forma geral, é possivel verificar que o MPTA apresentou um ajuste satisfatorio aos
dados da temperatura ambiente de Apucarana e Maringa, especialmente se levar em con-
sideracao que o MPTA é composto por apenas cinco parametros ajustaveis para descrever
a temperatura ambiente na escala de minutos ao longo dos anos. Além disso, € possivel
observar que o MPTA nao tem flexibilidade para descrever a temperatura de alguns periodos
do ano, especialmente no inverno, em que a temperatura nao segue a tendéncia de variacéo
observada nas outras estagdes do ano. De forma geral, o MPTA superestimou os valores da
temperatura ambiente de Apucarana e Maringa ao longo do ano, pois os fatores de tendéncia
estimados foram maiores que 1,0 (1,019 e 1,018, respectivamente). A superestimacéao indica
que o MPTA falha de forma segura em suas predicdes (a subestimacéo indicaria falha de
forma perigosa), o que pode ser considerado um aspecto positivo do modelo. Portanto, é
possivel afirmar que o MPTA é valido para descrever a temperatura ambiente das cidades

de Apucarana e Maringa.

Predicao do tempo de vida util do leite pasteurizado utilizando dados da temperatura
ambiente e temperaturas preditas pelo MPTA

As simulacOes do crescimento de L. monocytogenes em leite pasteurizado com os da-
dos da cidade de Apucarana e Maringa sao apresentadas nas Figuras 2 e 3, respectivamente,
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e as simulac¢des do crescimento de B. cereus em leite pasteurizado com os dados da cidade
de Apucarana e Maringa sao apresentadas nas Figuras 4 e 5, respectivamente. De forma
geral, € possivel observar nas figuras que o crescimento microbiano em leite pasteurizado
com as temperaturas preditas pelo MPTA foi muito préximo ao crescimento microbiano uti-
lizando os dados observados da temperatura ambiente.

Na Tabela 1 sdo apresentados, de forma comparativa, os tempos da vida Gtil estima-
dos (em horas) do leite pasteurizado nas diferentes simulag¢des do crescimento de L. mo-
nocytogenes e B. cereus. Nesta tabela é possivel observar que o tempo de vida util do leite
pasteurizado predita com o MPTA foi muito préxima da vida atil predita com os dados ob-
servados da temperatura ambiente para a maioria dos casos simulados. Nas estacées com
temperaturas mais baixas (outono e inverno), os tempos de vida util do leite pasteurizado
preditos com o MPTA foram subestimados em comparagdo com os tempos estimados com
a temperatura observada, sendo que as maiores subestimac¢des foram de 6,25 horas no
outono e 11,75 horas no inverno. Nas estacdes com temperaturas mais altas (primavera e
verao), os tempos de vida Util do leite pasteurizado preditos com MPTA e estimados com a
temperatura observada foram muito proximos, sendo que o desvio maximo observado foi
de 0,75 horas no verao e 2,00 horas na primavera.

Figura 2. Simulagdes do crescimento de L. monocytogenes em leite pasteurizado (linha continua) em Apucarana
considerando a temperatura ambiente (circulos) (a) observada e (b) predita pelo MPTA. As simulagdes para o verao, outono,

inverno e primavera sdo apresentadas nas figuras de cima para baixo, respectivamente. As simula¢des para o ano de 2013
sdo apresentadas na primeira e segunda colunas, e para o ano de 2014 sdo apresentadas nas terceira e quarta colunas.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Figura 3. Simulag¢des do crescimento de L. monocytogenes em leite pasteurizado (linha continua) em Maringa considerando

a temperatura ambiente (circulos) (a) observada e (b) predita pelo MPTA. As simulag¢Bes para o verdo, outono, inverno

e primavera sdo apresentadas nas figuras de cima para baixo, respectivamente. As simulagdes para o ano de 2013 sdo
apresentadas na primeira e segunda colunas, e para o ano de 2014 s3o apresentadas nas terceira e quarta colunas.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Figura 4. SimulagGes do crescimento de B. cereus em leite pasteurizado (linha continua) em Apucarana considerando

a temperatura ambiente (circulos) (a) observada e (b) predita pelo MPTA. As simulag¢Ges para o verdo, outono, inverno

e primavera sdo apresentadas nas figuras de cima para baixo, respectivamente. As simulagGes para o ano de 2013 sdo
apresentadas na primeira e segunda colunas, e para o ano de 2014 sdo apresentadas nas terceira e quarta colunas.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Figura 5. SimulagGes do crescimento de B. cereus em leite pasteurizado (linha continua) em Maringa considerando a

temperatura ambiente (circulos) (a) observada e (b) predita pelo MPTA. As simula¢Oes para o verao, outono, inverno

e primavera sdo apresentadas nas figuras de cima para baixo, respectivamente. As simulagdes para o ano de 2013 sdo
apresentadas na primeira e segunda colunas, e para o ano de 2014 s3o apresentadas nas terceira e quarta colunas.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Tabela 1. Tempos de vida Gtil estimados (em horas) para o leite pasteurizado contaminado por L. monocytogenes ou B.
cereus nas quatro diferentes esta¢des dos anos 2013 e 2014 das cidades de Apucarana e Maringa considerando os dados
da temperatura ambiente e as temperaturas preditas pelo MPTA.

Tempo de vida util (horas)

Micro-organismo Cidade Estacao Ano
(temperatura ambiente)  (temperatura predita - MPTA)
2013 9,50 9,55
Verdo

2014 11,06 10,50

2013 15,08 13,75
Outono

2014 14,75 14,50

Apucarana

2013 17,75 16,75
Inverno

2014 20,25 16,58

2013 11,25 11,25

Primavera
2014 11,50 10,55
L. monocytogenes
2013 7,75 7,75
Verdo

2014 9,25 8,54

2013 15,00 11,25
Outono

2014 11,25 11,06

Maringd

2013 13,25 13,75
Inverno

2014 18,50 11,75

2013 9,50 9,05

Primavera
2014 9,50 8,75
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Tempo de vida util (horas)

Micro-organismo Cidade Estagao Ano
(temperatura ambiente)  (temperatura predita - MPTA)
2013 19,00 19,50
Verdo

2014 20,25 21,00

2013 37,50 31,25
Outono

2014 36,25 34,17

Apucarana

2013 45,00 41,21
Inverno

2014 53,00 41,25

2013 20,50 22,50

Primavera
2014 20,25 21,00
B. cereus
2013 16,50 16,75
Verdo

2014 17,50 18,00

2013 25,00 22,30
Outono

2014 23,00 21,25

Maringd

2013 30,25 30,15
Inverno

2014 42,71 30,75

2013 17,75 18,75

Primavera
2014 18,00 19,25

De forma comparativa, as simula¢des do leite pasteurizado contaminado com L. mono-
cytogenes apresentaram tempos de vida util menores em comparagao aos tempos estimados
para B. cereus nas mesmas condicoes (cidade, estacdo, ano e fonte de dados de tempera-
tura). A dose infectante de L. monocytogenes (10?2 UFC/mL) é menor que a dose infectante
de B. cereus (10° UFC/mL), sendo que esse é o principal fator que pode ter resultado nos
menores tempos de vida util do leite pasteurizado contaminado com L. monocytogenes.

H CONCLUSAO

Um modelo matematico apto a descrever a temperatura ambiente (MPTA) foi pro-
posto e validado com dados observados da temperatura ambiente obtidos em base de
dados. O MPTA foi utilizado com modelos cinéticos do crescimento microbiano para predi-
zer o0 tempo de vida Util de leite pasteurizado contaminado com Bacillus cereus ou Listeria
monocytogenes exposto a temperatura ambiente, resultando em predicdes muito proximas
as obtidas com os dados observados da temperatura ambiente.
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RESUMO

Com base na literatura, os fungos filamentosos termorresistentes (FFT) s&o os principais
deteriorantes de frutas e derivados. Os FFT mais comumente estudados e relacionados
com esses casos, pertencem aos géneros Paecilomyces, Byssochlamys, Aspergillus,
Talaromyces e Eupenicillium. Objetivo: apresentar estudos sobre os métodos de ina-
tivacdo de FFT contaminantes de frutas e/ou sucos de frutas, por meio de uma reviséo
integrativa com estudos nacionais e internacionais. Metodologia: para essa revisao,
foram realizadas buscas sistematizadas na base de dados ScienceDirect para identifi-
car os estudos sobre a inativacédo de FFT, entres os anos de 2016 a 2021, utilizando as
Palavras-chave: fruits juices e heat-resistant moulds inactivation. Resultados: Dos 83
artigos encontrados, 73 foram descartados por néo ter relagdo direta com a inativacao
de fungos, resultando em 10 artigos selecionados. Os artigos abordaram a inativagéo de
fungos e/ou ascédsporos de fungos por diferentes métodos. Conclusao: os resultados
obtidos nas pesquisas demonstraram a relevancia desses métodos para a industria de
alimentos, pois o uso de tecnologias emergentes, como as tecnologias ndo térmicas, esta
cada vez mais crescente, auxiliando no aumento da vida Gtil e na melhoria da seguranga
de alimentos, atendendo, assim, a demanda do consumidor por alimentos seguros e
de rotulos limpos.

Palavras-chave: Suco de Frutas, Fungos Termorresistentes, Ascdsporos, Inativagéao.
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B INTRODUGCAO

Com o aumento populacional e o consumo cada vez maior de alimentos industrializa-
dos, a busca por um produto de melhor qualidade e maior seguranca € um dos principais
objetivos de uma grande empresa, Cujos processos Sao capazes de preservar o produto
contra micro-organismos deteriorantes, como bactérias e fungos filamentosos, principalmente
os termorresistentes, garantindo a qualidade nutricional e demanda. A maioria dos fungos
filamentosos apresenta uma resisténcia térmica limitada, sendo seus conidios destruidos
facilmente pela aplicacédo de calor. Esses séo capazes de sobreviver a temperatura de pas-
teurizacdo, devido a producéo de esporos denominados de ascosporos (HOCKING; PITT;
1984; TOURNAS; TRAXLER, 1994).

Varias sao as frutas e seus produtos derivados acometidos por deterioracdes por
fungos filamentosos termorresistentes (FFT) como maca, tomate, abacaxi, uva, moran-
go, maracuja, manga, toranja (do inglés: grapefruit), groselhas e outros (KOTZEKIDOU,
1997; SURESH et al., 1996; SPLITTSTOESSER et al., 1993; TOURNAS, TRAXLER, 1994;
UGWUANYI; OBETA, 1991).

Os micro-organismos termorresistentes produtores de ascoésporos sao dificeis de eli-
minar, pois sdo ativados pelos processos de pasteurizacao, normalmente aplicados aos
produtos vegetais acidos (TOURNAS; TRAXLER, 1994). Os FFT mais comumente estudados
e relacionados com esses casos, pertencem aos géneros Paecilomyces, Byssochlamys,
Aspergillus, Talaromyces e Eupenicillium (SANT’ANA et al., 2009). Neste trabalho sera uti-
lizado o nome cientifico dos FFT que surgiu na maioria das pesquisas realizadas, que sao
0s nomes teleomorfos, que tém uma fase sexuada, produzindo ascdsporos resistentes ao
calor. N. fischeri e Byssochlamys spp. sao, ainda, indicados como produtores de micotoxi-
nas. O primeiro é capaz de produzir fumitremorginas A, B, C e verruculogena, ja o segundo,
é reportado como produtor de patulina, acido byssoclamico e byssotoxina A.

Diante desse contexto, destaca-se a importancia e relevancia desta pesquisa de revisao
integrativa sobre os métodos de inativagcdo de FFT contaminantes de frutas e/ou sucos de
frutas, abordando os principais impactos desses micro-organismos na industria de proces-
samento de sucos. Assim, objetivou-se apresentar estudos sobre os métodos de inativacéo
de fungos filamentosos termorresistentes contaminantes de frutas e/ou sucos de frutas, por
meio de uma revisao de literatura integrativa.

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



B DESENVOLVIMENTO

REFERENCIAL TEORICO
Microbiota contaminante de sucos de frutas

Um dos aspectos mais importantes no campo de tecnologia de alimentos é a identifi-
cacao das causas de deterioracdo dos produtos alimenticios, visando sua compreensao e
atuacao para retarda-las ou evita-las, quando possivel.

Segundo Erkmen e Bozoglu (2016), as alteragbes alimentares podem ser de origem
enzimatica, como o escurecimento enzimatico, de origem quimica, como a oxidacéo lipidica,
de origem fisica (contaminagéo por pragas) ou bioldgica, como por exemplo o crescimento
de micro-organismos e a producao de suas toxinas.

Os micro-organismos, como as bactérias acido-tolerantes e os fungos (bolores e leve-
duras), podem usar as frutas in natura ou sucos de frutas como substrato, causando a sua
deterioracdo, com a producao de micotoxinas e doencas vinculadas por alimentos (TOURNAS
et al., 2006; KEYSER et al., 2008; SNYDER; WOROBO, 2018).

Bolores

Os bolores sao células cilindricas e algumas espécies possuem valor consideravel,
como por exemplo, para a producéo de antibiéticos, como a penicilina (Penicillium notatum),
produtos alimenticios, como o queijo roqueforti (Penicillium roqueforti), producéo de enzimas
de interesse para a industria de alimentos, como a a-amilase, produzida por Aspergillus
niger e Aspergillus oryzae, dentre muitos outros exemplos. Contudo, eles também sé&o res-
ponsaveis pela deterioracéo de diferentes materiais, tais como a matéria téxtil e a madeira,
gue causam algumas doencas em humanos, animais e plantas (PELCZAR et al., 1996;
MEYER, 2008). Os bolores sao formados por filamentos denominados hifas, que crescem
rapidamente a temperatura ambiente e ramificam-se. Cada hifa é formada pela reuniao de
muitas células. As paredes rigidas das hifas s&o formadas de quitina, celulose e glicose
(TANIWAK, 2001). O conjunto de hifas ramificadas &€ denominado micélio (LAZZARI, 1997).

Fungos filamentosos termoresistentes (FFT)

Os alimentos mais susceptiveis a deterioracéo por FFT sao as frutas e os produtos de
frutas, como os sucos, 0s purés, os néctares, as polpas, os concentrados, as frutas enlatadas
e os alimentos infantis a base de frutas.
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Diversos trabalhos tém sido publicados na literatura nos ultimos cinco anos relacionados
a aplicagdo de métodos nao térmicos para a inativagdao de micro-organismos (Salmonella
spp., Escherichia coli spp., Saccharomyces cerevisiae, Alicyclobacillus acidoterrestris) em
alimentos (MONYETHABENG; KRUGEL, 2016, FERRARIO; GUERRERO, 2017; TREMARIN
etal., 2017, ESTILO; GABRIEL, 2018).

O primeiro relato extensivo sobre deterioragao por FFT foi feito por Olliver e Rendle
(1934), que reconheceram ser B. fulva o0 agente causador da deterioracédo em frutas pro-
cessadas na Inglaterra. Dentre os varios tipos de frutas, aquelas que séo colhidas direta-
mente do solo ou que estdo préximas dele, como morango, ameixa, maracuja, uva, abacaxi,
péssego e maca, sdo as mais afetadas pela deterioracao por FFT (HOCKING; PITT, 2001;
HOUBRAKEN et al., 2006).

As espécies de fungos termorresistentes identificadas como deteriorantes de produtos a
base de frutas séo: Byssochlamys spp., Aspergillus spp., Eupenicillium spp., Neosartorya spp.
e Talaromyces spp. (VALIK; PIECKOVA, 2001; SURESH et al., 1996; TOURNAS, 1994).
Devido a essa resisténcia, os FFT podem crescer e contaminar produtos durante a estoca-
gem a temperatura ambiente, 0 que decorre em grandes perdas econémicas.

Uma caracteristica dos FFT € a formacéao de ascosporos muito resistentes. O tamanho,
a forma e a ornamentacao destes ascOsporos variam com o tipo, a espécie e a linhagem de
micro-organismo, bem como as condi¢cées dos meios sob 0s quais 0s esporos sao forma-
dos. A principal caracteristica destes fungos é a formacéo do asco (Figura 1A), que é uma
estrutura em forma de saco ou bolsa, no interior da qual sdo produzidos oito ascdésporos
(Figura 1B) de forma e cor variados para cada espécie. Quando amadurecem, 0s ascos so-
frem uma ruptura por onde séo liberados os ascésporos. Esses ultimos possuem parede, e
sdo geralmente ornamentados e refrateis. Os ascos de alguns desses fungos séo recobertos
por um grande corpo de frutificacdo que leva o nome geral de ascocarpo.

Figura 1. (A) Ascos do Byssochlamys fulva (setas). (B) Ascdsporos equatoriais do N. fischeri Aumento de 1200X.

Fonte: adaptado de Magalh3es et al. (2009).

A pasteurizacdo normalmente aplicada aos produtos de frutas ativa os ascosporos
dormentes, que germinam e permitem o crescimento dos FFT (BEUCHAT, 1986; ENGEL;
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TEUBER, 2001; SLONGO; ARAGAO, 2006). As espécies do género, da estrutura da fruta,
além de serem potencialmente produtoras da toxina patulina (HOCKING; PITT, 2001).

Métodos de inativacao de fungos

A deterioragdo de alimentos por micro-organismos causa grandes perdas para indus-
trias, determinando na maioria dos casos, o final da vida util dos alimentos (MARTINS, 2015).
Para diminuir estes prejuizos, € necessario conhecer o principal deteriorante do alimento, bem
como encontrar processos para inativar ou dificultar seu crescimento. Os tratamentos térmi-
cos e o0 uso de aditivos quimicos estao entre as técnicas mais utilizadas para conservacao
de alimentos (GUERREROBELTRAN; BARBOSA-CANOVAS, 2004; ALLENDE et al., 2009;
OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009). O uso de calor pode alterar as caracteristicas sensoriais
e nutritivas dos alimentos como alteracao da cor, perda de aromas e perda de compostos
benéficos a satde do consumidor (BAHCECI; ACAR, 2007(UHPH); GUERRERO-BELTRAN;
BARBOSACANOVAS, 2004).

Varios métodos sao utilizados na industria alimenticia que séo utilizados para a inativa-
cao de fungos, a fim de melhorar a qualidade dos produtos, como processamento térmico,
a pasteurizacéao, a radiac&o ultravioleta do tipo C (UV-C), processamento de alta pressao
(HPP), processamento térmico de alta pressao (HPTP), homogeneizacao de ultra alta pres-
séo e ultrassom de alta poténcia (HPU).

B METODOLOGIA
Identificacao dos artigos

Para identificar os estudos que abordavam o tema e realizados em diferentes paises,
foram realizadas buscas sistematizadas na base de dados ScienceDirect (https://www.

sciencedirect.com). Os termos de busca utilizados nas bases foram: fruits juices e heat-re-
sistant moulds inactivation. As buscas foram limitadas por tipo de artigo. A ultima busca foi
realizada em 23 de fevereiro de 2021. Para a selecao dos estudos, utilizou-se como critério
de inclusdo de estudos de diferentes paises, completos, que abordassem o tema “métodos
de inativagdo de fungos termorresistentes em sucos de frutas” e/ou “inativagdo dos esporos
de fungos termorresistentes em sucos de frutas”, no idioma inglés e nos ultimos cinco anos.

Foram excluidas as revisoes de literatura e as revisdoes sistematicas.
Pré-selecao

Para chegar a pré-selecao, buscou-se os titulos e/ou palavras chaves que poderiam ter
relacédo com a tematica da reviséo deste trabalho. Foram usadas as seguintes palavras para
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localizar os titulos dos artigos: juices, fruits juices, heat-resistant moulds e inactivation, as
palavras foram buscadas em inglés, idioma de origem dos artigos. Em seguida, foi realizada
uma leitura para melhor entendimento do contetdo dos mesmos.

Na pré-selecao, foram descartados artigos que nao tinham qualquer relagdo direta com
inativacao de fungos termorresistentes em frutas e/ou sucos de frutas, exemplos: artigos que
nao falavam de frutas e/ou suco de frutas, sobre a inativacado de fungos termorresistentes,
tratamentos térmicos e/ou ndo térmicos e tecnologias emergentes para a inativagcéo de fungos
termorresistentes. Com isso, foram descartados 73 artigos. Despois de uma reuniao com
os orientadores deste trabalho para discutir as abordagens dos artigos, foram selecionados

10 artigos (Figura 2).

Figura 2. Fluxograma da revisao integrativa do trabalho.

Fontes de pesquisa

Total de estudos
(n=83)

Leitura do resumo, titulo e
palavras-chave

Estudos pré-selecionados

(n=19)

Estudos selecionados
(n=19)

Leitura na integra

Estudos incluidos
(n=10)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Analise dos artigos pré-selecionados

A avaliacao para a selecao dos artigos foi realizada pela autora deste trabalho e, em
seguida, apresentada aos orientadores para verificar se havia divergéncia de opinides, e
estas foram sanadas por meio de um consenso. A selecéao inicialmente foi realizada através
de titulos, seguida por resumos, e quando selecionados, por leitura completa dos artigos.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 10 artigos selecionados foram todos aprovados para a revisao integrativa. Os artigos
foram lidos na integra e analisados suas principais informacgdes.

Na abordagem proposta, a busca eletrénica retornou 83 artigos a partir das palavras-chave
referenciadas. Apos sele¢cao manual, por meio de leitura dos titulos, foram descartados aqueles
gue nao contemplavam os critérios de inclusao (Figura 2 acima). O resultado foi um total de
10 artigos incluidos, com diferentes abordagens: inativacdo de fungos e/ou ascésporos de
fungos por diferentes métodos. Os resultados das pesquisas selecionadas para esta revisao
integrativa estdo descritos nas sec¢des abaixo.

METODOS TERMICOS DE INATIVACAO DE FUNGOS TERMORRESIS-
TENTES

Tratamento térmico convencional e/ou 6hmico (resisténcia térmica)

As aplicacbes de métodos térmicos para a inativacéo de FFT foram relatadas em qua-
tro das pesquisas selecionadas, desde 2017 a 2021. Dentre essas, dois artigos avaliaram
a resisténcia térmica de FFT em frutas e/ou produtos de frutas. Na pesquisa de Berni et al.
(2017), estudaram a resisténcia térmica de quatro cepas de Aspergillus termorresistentes,
sendo duas cepas da espécie Aspergillus hiratsukae (Neosartorya hiratsukae), uma cepa
de Aspergillus neoglaber (Neosartorya glabra) e uma cepa de Aspergillus thermomutatus
(Neosartorya pseudofischeri), em solucao de glicose e em formulacéo a base de morango.
Enquanto Tranquillini; Scaramuzza e Berni (2017), isolaram, por meio da deteccao de es-
poros, duas espécies de Talaromyces spp. (T. trachyspermus e T. bacillisporus) e testaram
a sua resisténcia térmica em suco de uva com mirtilo.

Diante dos resultados das pesquisas citadas anteriormente, a espécie N. glabra apre-
sentou maior resisténcia térmica (D = 15,4 min a 87 °C) em formulacéo a base morango,
enquanto a espécie N. hiratsukae apresentou menor resisténcia térmica em formulacéo a
base morango quando comparada a solucao de glicose (D = 3,3 min vs 7,7 min a 87 °C, res-
pectivamente). Os autores destacaram que a adi¢cao de sacarose pode causar aumento na
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resisténcia térmica dos FFT, devido ao aumento do conteudo de sélidos soluveis, expressos
em °Brix. Ao relacionar esses resultados com os obtidos por Tranquillini; Scaramuzza e Berni
(2017), buscaram-se comparar a temperatura mais préxima utilizadas por ambos os trabalhos,
que foi de 88 °C. Dentre as espécies de FFT relatadas, a espécie T. bacillisporus apresentou
um valor D de 2,71 min a 88 °C, em suco de uva com mirtilo e uma maior resisténcia térmica
quando utilizada uma solug¢éo de glicose (D = 4,07 min a 88 °C), corroborando com a teoria
de que os valores de graus Brix influenciam no aumento da resisténcia térmica dos FFT,
ou seja, quanto maior o conteudo de sélidos soluveis, maiores os valores de D. No entanto,
0s autores ndo comentaram sobre o efeito do sélidos soluveis, apenas afirmaram que um
processo de pasteurizacao tradicional seria insuficiente para evitar qualquer problema de
deterioracao com T. bacillisporus, mesmo que a contaminacgao por FFT das matérias-primas
processadas pelas industrias de alimentos seja geralmente baixa (< 100 UFC/kg), uma vez
que a industria de alimentos geralmente tenta atingir cinco ou mais reducgdes logaritmicas
em seus produtos.

Ao prosseguir com a abordagem do conteudo de solidos soluveis e a inativagéo de FFT,
0s pesquisadores Souza et al. (2017) avaliaram a inativacédo de B. nivea e N. fischeri em
sucos de abacaxi e mamao, influenciada pela temperatura, entre 78 °C e 92 °C e de conteudo
de sélidos soluveis, variando de 10 °Brix a 30 °Brix, utilizando o modelo primario e sedundario
de Weibull. Os resultados dessa pesquisa mostraram que o modelo de Weibull apresentou
um bom ajuste os dados da cinética de inativacdo de B. nivea e N. fischeri. Os valores de
0, que é a reducao de um ciclo logaritmico, foram muito proximos em ambos 0s sucos, ex-
ceto para aqueles experimentos realizados a 80 °C com suco de abacaxi contendo 13 e 27
°Brix, respectivamente. No entanto, os autores comprovaram que, independentemente do
suco, foi possivel observar que a concentracao de solidos soluveis afetou os valores 8, com
aumento desses valores de acordo com 0 aumento dos °Brix dos sucos. Assim, os estudos
destacaram a contribuicdo para a industria de alimentos, trazendo novos modelos prediti-
vos que descrevem a influéncia e interagdes de condi¢des de temperaturas e conteudo de
solidos soluveis de sucos de frutas na cinética de inativacdo de FFT.

Em estudo mais recente, Miller et al. (2021), uma comparagao do tratamento térmico
convencional foi realizada com o aquecimento 6hmico para inativar Aspergillus fumigatus
em suco de macga a 75, 80, 85, 90 e 94 °C. Os resultados da pesquisa mostraram diferencas
entre os dois processos térmicos, encontrados nas menores temperaturas analisadas (75, 80
e 85 °C). Quando o aquecimento 6hmico foi aplicado, o tempo de processamento foi até 23%
menor. Os autores validaram um modelo com sucesso em duas temperaturas distintas (83
e 92 °C) e, segundo os pesquisadores, esse modelo pode ser aplicado para obter o tempo
de processamento adequado para a pasteurizacédo do suco de maga. Ao comparar os dados
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dessa pesquisa com as apresentadas anteriormente (BERNI et al., 2017; TRANQUILLINI;
SCARAMUZZA; BERNI, 2017; SOUZA et al., 2017), o aquecimento 6hmico mostrou ser
uma boa alternativa para a inativacédo de FFT em sucos, e pode ser considerado um pro-
cesso alternativo a pasteurizacdo convencional, pois pode promover maiores velocida-
des de aquecimento.

Método de Radiacao Ultravioleta do tipo C (UV-C) e/ou combinacao com o método de
Homogeneizacao de Ultra Alta Pressao (UHPH)

Com relacao as tecnologias consideradas emergentes, a aplicacéo de radiacao UV-C
e/ou a combinagéo com o método de UHPH foram abordadas em dois artigos selecionados
para esta revisdo. No primeiro, Menezes et al. (2020) avaliaram a influéncia do tratamento
de luz UV-C em suco de maga, demonstrando eficacia na inativacdo de A. fischer e P. ni-
veus. A UV-C testada, no trabalho, mostrou que as redugdes decimais de ambas as cepas
aumentaram significativamente, afirmando que é uma aplicagéo promissora para a prevencao
da deterioracéo de sucos por A. fischeri e P. niveus, em que a luz UV-C permitiu a reducéo
de 5,7 log,, e 4,2 log,, de ascosporos de A. fischeri e P. niveus, respectivamente, com uma
dose maxima de 36 W/m? em 10 min de exposi¢cao. Os autores concluiram que a espécie
A. fischeri é mais sensivel a luz UV-C do que a espécie P. niveus e as todas os resultados
do estudo sé&o importantes para projetar processos de inativacdo de FFT em sucos.

Na segunda pesquisa sobre esse tema (realizada no ano anterior ao trabalho de
Menezes et al. (2020)), Sacueda-Galvez et al. (2019) utilizaram a luz UV-C, a UHPH e a
combinacdo desses dois métodos para a inativacdo e/ou germinagédo de ascosporos de
Talaromyces macrosporus e Neosartorya spinosa em suco de maca clarificado. Os autores
concluiram que os tratamentos com UHPH a 100 e 200 MPa foram ineficazes na inativa-
cao de ascosporos de ambos os micro-organismos. No entanto, em qualquer uma dessas
condicbes de UHPH, os ascosporos ficaram mais vulneraveis a UV-C e, foi alcangada uma
redugéo maxima de 3,6 log, , e >5 log,, de T. macrosporus e N. spinosa, respectivamente,
apo6s um tratamento combinado com uma dose UV-C de 21,5 J/mL. Os autores afirmaram
que a aplicacéao da UHPH causou pequenas mudancgas na estrutura da parede celular dos
ascdsporos, visualizados por microscopia eletrénica de varredura, o que pode ter deixado
as células mais expostas a luz UV-C. Além disso, as caracteristicas de pigmentacéo dos
ascosporos influenciaram na sensibilidade a luz UV-C, ja que a espécie N. spinosa foi mais
sensivel por apresentar uma cor branca clara em contraste com T. macrosporus, em que

0S ascOsporos sao laranja escuro, concluiram os autores.
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Processamento de alta pressao (HPP), processamento térmico de alta pressao (HPTP)
e/ou ultrassom de alta poténcia (HPU)

O método de HPP foi utilizado em dois artigos selecionados para esta revisdo. O pri-
meiro, dos autores Buerman; Worobo e Padilla-Zakour (2020), objetivou avaliar a utilizacao
do HPP na inativagao de fungos deteriorantes comumente encontrados em suco de maca
e determinar o efeito da aw e do pH. Nesse trabalho, os autores estudaram diferentes es-
pécies de bolores e leveduras, no entanto, sera apresentado apenas os resultados obtidos
para o FFT Paecilomyces variotii, que € a forma assexuada e de menor resisténcia térmica
de Byssochlamys spectabilis. Ja a segunda pesquisa refere-se ao trabalho dos mesmos
autores ja citados, mas do ano de 2021 (BUERMAN; WOROBO; PADILLA-ZAKOUR, 2021).
Nesse ultimo trabalho, os autores avaliaram a pressao e o tempo necessario para causar
uma reducéo dos fungos deteriorantes resistentes ao calor e a presséo, comuns em sucos, e
determinaram o efeito da aw (0,94-1,0) e do pH (3,5-7,0) na cinética de inativacao por HPP.

Diante dos resultados das pesquisas, o fungo P. variotii foi relativamente sensivel ao
HPP nas condicdes testadas: (450 MPa/1,5 min/pH 4,6); (450 MPa/1,5 min/pH 7,0) e (600
MPa/1,5 min/pH 4,6). Segundo os autores, a inativagdo completa pareceu ocorrer quan-
do P. variotii foi processado a 600 MPa por 1,5 min em suco de macga concentrado de pH 7,0
em todas as aw e esse efeito também foi observado na condicéo de 450 MPa por 1,5 min
a uma aw de 0,98 e 1,0, com pH 4,6 em suco de macga concentrado e com aw de 1,0 com
pH 7,0. No entanto, essa pesquisa demonstrou que, as amostras inoculadas com P. variotii
e mantidas em temperatura ambiente apresentaram recuperacgéo, ou seja, as células inju-
riadas permaneceram presentes apds o processamento. Por outro lado, P. variotii mantido
sob refrigeracéo n&do mostrou capacidade de crescimento.

Ao discutir a pesquisa desenvolvida por Buerman; Worobo e Padilla-Zakour (2021), os
autores estudaram a combinagao de varios fatores na inativacao de trés diferentes espécies
de FFT. Assim, apenas os resultados obtidos para a espécie P. niveus serdao apresentados,
por ser 0 mesmo género (Paecilomyces) descrito na pesquisa anterior. De acordo com 0s
autores, a espécie P. niveus foi a mais resistente a pressao e a unica reducao dessa espécie
ocorreu em aw de 0,94, pH de 4,6 e 450 MPa por 1,5 min. Além disso, os autores discuti-
ram o uso de sulfito para uma aw de 0,94, verificando um aumento da vida util durante o
armazenamento a temperatura ambiente por varias semanas, porém, com uma aw 1,0 nao
ajudou na extensédo da vida util no armazenamento.

Com relagao ao método de processamento térmico de alta pressao (HPTP), os autores
Timmermans et al. (2020) investigaram se a combinacéo de alta pressao e calor moderado
poderia ser usada como alternativa ao tratamento térmico para inativar ascésporos resisten-
tes ao calor de T. macrosporus e A. fischeri em um produto de fruta altamente acido, puré

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



de morango, armazenado subsequentemente em condi¢des ambientais. Os pesquisadores
demonstraram que a combinagéo de calor moderado (méaximo 85-90 °C) e alta pressao (500-
700 MPa) para tempos de espera de até 13 min inativou os esporos altamente resistentes
muito mais rapido do que um tratamento térmico isolado. No entanto, em condi¢des que
combinaram alta presséo = 600 MPacom T . =85 °C por 13 min, os FFT foram inativados
com sucesso. Os autores concluiram que uma combinacgéo de calor moderado e presséo
pode melhorar drasticamente a eficacia de inativar ascdsporos resistentes ao calor em um
produto de fruta com alto teor de acido em comparagao com um tratamento térmico, resul-
tando potencialmente em uma melhor qualidade do produto.

Uma outra abordagem € o uso do ultrassom de alta poténcia (HPU) (frequéncia de 20 a
100 kHz) que é uma promissora tecnologia ndo térmica para preservacéo de alimentos. Esse
tema foi abordado por Jambrak et al. (2018), que investigaram o efeito dessa tecnologia na
inativacé@o de cinco micro-organismos termorresistentes, em sucos clarificados e néctares
de suco concentrado de macga, mirtilo e cranberry. Dentre as espécies estudadas, apenas
uma é FFT, que é Aspergillus ochraceus, que sera discutida nesta revisdo. Os autores veri-
ficaram que em todas as amostras de sucos de frutas e néctares em termos de tratamento
ultrassonico a 60 °C e tempos de 3, 6 € 9 min (independentemente do valor da amplitude), a
inativacdo completa do crescimento de A. ochraceus foi alcangcada, enquanto a 20 ° C e 40
°C néo foi observada. O valor de reducéo de células dos FFT selecionados para tratamentos
de ultrassom a 60 °C e a duragéo dos tempos de 3, 6 € 9 min variou de 3,556 a 5,934 log, .
UFC/mL. Assim, o numero de células vegetativas de A. ochraceus foi significativamente
reduzido por HPU, tendo a maior redugéo acima de 5 log,, UFC/mL, concluem os autores.

B CONSIDERACOES FINAIS

Os métodos de inativacao de fungos filamentos termorresistentes, apresentados nesta
revisdo integrativa, sdo de grande importancia para a industria de alimentos, especialmen-
te para a industria de produtos de frutas, devido a presenca desses micro-organismos em
alimentos como sucos, polpas, néctares, entre outros.

As principais espécies reportadas pelas as pesquisas selecionadas pertenciam aos
géneros Penicillium, Talaromyces, Aspergillus (anteriormente Neosartorya para algumas
espécies), Neosartorya, Paecilomyces (anteriormente Byssochlamys para algumas espé-
cies) e Byssochlamys.

As buscas pelos métodos de inativacdo de FFT revelaram diferentes tecnologia e/
ou a combinacdo dessas em produtos de frutas, como o tratamento térmico convencional,
o tratamento térmico 6hmico, o processamento de alta pressdo, o processamento térmico
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de alta pressao, a homogeneizacao de ultra alta presséo, o ultrassom de alta poténcia e a
radiacao ultravioleta do tipo C.

Em algumas pesquisas o uso da microbiologia preditiva foi abordado como uma impor-
tante ferramenta para a predicéo da inativacado dos FFT em sucos de frutas, independente
do método empregado e das condi¢des intrinsecas dos produtos.

Conclui-se, com esta reviséo integrativa, que os resultados obtidos nas pesquisas sao
de extrema importéancia para a industria de alimentos e o uso de tecnologias emergentes,
como as tecnologias nao térmicas, esta cada vez mais crescente, auxiliando no aumento
da vida util e na melhoria da seguranca de alimentos, atendendo, assim, a demanda do

consumidor por alimentos seguros e de rotulos limpos.
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ABSTRACT

Food contamination by fungi and mycotoxins is one of the greatest problems around the
world. Some natural products, such as essential oils, have been shown to be effective
inhibitors of fungal growth and production of their toxins. Objective: The aim of this study
was to test the growth inhibition potential of 40 plant extracts against two Aspergillus
section Flavi strains. Method: The extracts were obtained from ten herbs cultivated in
Brazil; the screening was a two-stage process. First a wide-spectrum screen based on
the agar diffusion method was carried to identify promising antifungal extracts. After that,
an analysis of growth parameters was performed with the selected extracts. Results:
Essential oils were more effective to control aflatoxigenic strains growth than aqueous
and ethanolic extracts. Oregano and cinnamon essential oils, at 600 pg g-', showed good
inhibition against both tested fungal strains. Conclusion: The antifungal activity of the
essential oils tested is promising, however further investigation is necessary.

Keywords: Fungi, Essential oil, Ethanolic Extract, Aqueous Extract.
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H INTRODUCTION

Fungal contamination in foods is a global problem that generates great concern to
industry and health, being responsible for several nutritional and economic losses. Under
inadequate temperature and humidity conditions, a high risk of mycotoxins contamination
exists. Depending on the amount ingested, time of exposure, type of toxin involved, among
other factors, these toxins can cause intoxication and even death.

Aflatoxins (AFs) are difuranocoumarin derivates and one of the most important groups
of mycotoxins. These secondary metabolites have a potent hepatotoxic activity, but can also
cause carcinogenic, mutagenic, teratogenic and immunosuppressive effects (AFSHAR et al.,
2020). The main producers of aflatoxins are Aspergillus section Flavi species, initially A. flavus
was reported as the major producer of aflatoxin types B and G, however, nowadays it is kno-
wn that A. parasiticus species are the main producer of the four principal aflatoxin types (B,,
B,, G, and G,). This fungus has fast growth ability on a great variety of natural substrates and
are important feedstuffs contaminants (FRISVAD et al., 2019; RASOOLI; ABYANEH, 2004).
Aflatoxin B, (AFB,) is indicated as the most toxic aflatoxin, and is listed as Group I, carcino-
genic to humans, by the International Agency for Research on Cancer (IARC) (IARC, 2013).

Several inorganic fungicides are in use today, but its environmental and food safety
is not fully established. Therefore, the research for new natural compounds recognized as
safe substances (GRAS) with antifungal characteristics and potential to reduce fungal growth
in foods are extremely important. Some researchers have already showed the potential of
different essential oils and/or plant extracts in controlling and reducing fungal growth and
inhibiting mycotoxins production (e.g., SOLIMAN; BADEAA, 2002; VELLUTI et al., 2003;
RASOOLI; ABYANEH, 2004; THANABORIPAT et al., 2007; HUA, et al., 2014; KALAGATUR
et al., 2018; WANG et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019).

In Brazil, countless plant species considered as GRAS are cultivated and recognized for
its antimicrobial properties. Considering all these facts, the aim of this work was to evaluate
growth parameters to determine the influence of essential oils, ethanolic and aqueous extract
of aromatic plants, cultivated in Brazil, on Aspergillus section Flavi toxigenic strains.

B METHODS

Fungal strains

The referenced strains used were A. flavus RC 2053 (UNRC) and A. parasiticus IMI
242695. These strains were re-checked for identity prior use (PITT; HOCKING, 1997).

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



Sampling of plant material

Vegetal products, both essential oils and vegetal extracts were obtained from ten herbs
usually used in culinary as condiments purchased from a local market: basil (Ocimum basili-
cum), cinnamon (Cinnamomum zeylanicum), clove (Eugenia caryophyllata), cumin (Cuminum
cyminum), marjoram (Origanum majorana), nutmeg (Myristica fragrans), oregano (Origanum
vulgare), rosemary (Rosmarinus officinalis), spearmint (Mentha piperita) and sweet fennel
(Pimpinella anisum), all of them cultivated in Brazil.

Essential oils extraction

The essential oils were obtained from all plants by two methods: 1) hydrodistillation using
Clevenger distillation equipment modified by Bassole et al. (2003). For this process, about 100
g of plant material of each plant was placed in the Clevenger distillation equipment with 1 L of
water for 1 hour, after the distillation the essential oils were collected and stored in bottles
protected from light. And 2) by hexanic extraction in the proportion of plant material/solvent
1:2 weight/volume, under dark and the extraction occurred passively for 48 hours (KUIATE
et al., 2006). The total income of every oil and extract produced was properly calculated.

Other plant extraction

The aqueous extract was obtained from the hydrodistillation of the herbs (ROZWALKA
et al., 2008). The ethanolic extract was obtained according to Thanaboripat et al. (2007),
following a ratio of plant material/solvent 1:2 weight/volume. The extraction was done pas-
sively under dark for 48 hours. After this time the extract was filtered and concentrated in
a rotary evaporator. All vegetal extracts were stored in amber bottles under refrigeration
at 4 °C until use.

Initial screening by agar diffusion method

A fungal spore suspension (10° conidia per mL), adjusted with the Neubauer chamber,
was incorporated into 20 mL of malt extract agar culture medium (MEA) at about 45-50 °C and
then poured into Petri dishes. After solidification, five wells with 6 mm diameter were made,
equidistant from each other, using a punch. Then 50 pL of essential oils or plant extracts
was pipetted into the properly identified wells. Each assay was performed in triplicates. The
inhibition ring of fungal growth was evaluated by metric comparison (MARIATH et al., 2006).
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Effects of the natural extracts on Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus growth
parameters

Those essential oils and vegetal extracts that demonstrated good efficiency in inhibi-
ting fungal growth in the screening test were added to 20 mL of MEA at about 45-50 °C at
the concentrations of 0 ug g (control), 50 ug g=*, 100 ug g, 150 ug g', 300 ug g and
600 pg g~' The inoculation of toxigenic strains was performed using a suspension of conidia
(approximately 10° conidia per inoculation) in semi-solid agar with Tween® 80, inoculated in
the center of each plate, which was incubated at 25 °C for 10 days. The growth diameter of
the colonies was measured daily (SOLIMAN et al., 2002) to determinate de growth rate and
the lag phase of each treatment. All assays were made in triplicates.

Statistical analysis

The analysis of variance (ANOVA) for the growth rate and lag phase values was per-
formed. Mean values of treatments were compared with Dunnett test at the P < 0.05 level.
The tests were performed by PROC GLM in SAS (SAS Institute, Cary, NC).

B RESULTS AND DISCUSSION

Hydrodistillated essential oils, especially rosemary and oregano, had the most effective
and promising inhibitory results. None of the aqueous extracts tested showed any inhibitory
effect on the tested strains. Based on the screening test results, essential oils of rosemary and
oregano; hexanic extraction essential oils of cinnamon and oregano, and ethanolic extracts
of clove and cumin were selected for the next assays of growth parameters.

Figures 1 and 2 show the effect of different concentrations of rosemary on the gro-
wth rate and lag phase of A. flavus and A. parasiticus. The best growth rate inhibition was
achieved with the concentration of 300 ug g—'in A. flavus fungi. This moderate antifungal
effect was similar to the one described by Moghtader et al. (2011) against A. parasiticus
and A. flavus. On the other hand, other rosemary essential oil studies showed similar results
to those found in the control group (5.3 mm/day for both strains). Aspergillus flavus growth
rate inhibition was only statistically significant at 50 and 300 ug g='. The rosemary essential
oil (600 nug g') was also able to increase the lag phase in A. flavus to 28 hours, which is a
significant increase when compared to the control group (22 hours). On the contrary, such

increase was not observed in A. parasiticus strain.
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Figure 1. Effect of different concentrations (ug g*) of rosemary essential oil on the growth rate and lag phase of Aspergillus

flavus.
Rosemary EO
30 5.4
25 52
— 5.0
5‘ 20 '
E 48 3
E : 4.6 :
5 -
10 ol
g 44 5
&
5 4.2
0 4,0
0 50 100 150 300 600
mm Growth Rate 5.3 4.9 4 5.3 5.3 4.5 5.2
=] ag Phase 22 19 23 23 15 = 28 *

Mean values based on triplicate data. Significant comparisons according to Dunnett test (P < 0.05) are indicated by *.

Figure 2. Effect of different concentrations (ug g™) of rosemary essential oil on the growth rate and lag phase of Aspergillus

parasiticus.
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Oregano essential oils showed the best results relative to growth rate (decrease) and
lag phase (increase) against A. flavus and A. parasiticus strains (Figures 3 and 4). The
concentration 600 ug g' showed the best growth rate inhibition for both strains, which is
similar to the results found by Pereira et al. (2006). The growth rate observed for A. flavus
and for A. parasiticus for all treatments was statistically different from the control group. Lag
phase analyses showed better results at 600 ug g™, increasing from 36 hours to 89 hours
for A. parasiticus and 23 hours to 72 hours for A. flavus.
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Figure 3. Effect of different concentrations (ug g) of oregano essential oil on the growth rate and lag phase of Aspergillus
flavus strain.
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Figure 4. Effect of different concentrations (ug g™) of oregano essential oil on the growth rate and lag phase of Aspergillus
parasiticus strain.
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Mean values based on triplicated data. Significant comparisons according to Dunnett test (P < 0.05) are indicated by *.

Figures 5 and 6 show, respectively, the effect of different concentrations of clove etha-
nolic extracts on the growth rate and lag phase of A. flavus and A. parasiticus strains. On A.
flavus strain, the clove ethanolic extract was able to significantly inhibit growth at all tested
concentrations when compared to the control, also the lag phase increased at the 600 ug g
concentration to 37 hours. Aspergillus parasiticus showed a greater reduction in their growth
rate and increase in its lag phase at the concentrations 300 and 600 ug g (2,4 and 2,1 mm/
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day, 45 and 48 hours, respectively). These results are similar to those found by Ferdous and
Islam (1991) and Castellanos et al. (2020), which confirmed the antifungal activity of clove

extracts against different fungal species.

Figure 5. Effect of different concentrations (ug g™) of clove ethanolic extract on the growth rate and lag phase of Aspergillus

flavus.
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Figure 6. Effect of different concentrations (ug g) of clove ethanolic extract on the growth rate and lag phase of Aspergillus
parasiticus strain.
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Figures 7 and 8 show, respectively, the effect from different concentrations of cumin
ethanolic extracts on the growth rate and lag phase of A. flavus and A. parasiticus strains.
Cumin ethanolic extract showed no statistical difference in the growth inhibition of A. flavus.

The lag phase of this fungi only showed a small increase in concentrations of 50, 150 and 51
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300 ug g'. Aspergillus parasiticus strain had the greater growth inhibition at the highest
concentration tested (4.1 mm/day). The largest increase of lag phase also occurred with 600
ug g (28 hours). Thyagaraja and Hosono (1996) found that cumin extract was able to inhibit
food spoilage molds, which was different from our results showing only a small change when

compared to the control group.

Figure 7. Effect of different concentrations (ug g™*) of cumin ethanolic extract on the growth rate and lag phase of
Aspergillus flavus strain.
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Figure 8. Effect of different concentrations (ug g™) of cumin ethanolic extract on the growth rate and lag phase of
Aspergillus parasiticus strains.
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The results of the cinnamon hexanic extract are shown in figures 9 and 10. These re-
sults confirm a great growth inhibition of this extract against both strains. Aspergillus flavus
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showed no mycelial development in neither 300 nor 600 pug g™, in A. parasiticus the mycelial
development was absent at 600 ug g'. The lag phase gradually increased as the concen-
tration of the extract increased. Souza et al. (2004) found similar results when working with
cinnamon essential oil against A. niger growth, Sinha et al. (1993) found that cinnamon oil is
very effective against A. flavus growth as well as aflatoxin production, and Hu et al. (2019)
found that cinnamon oil has a strong antifungal activity against three Aspergillus strain, A. ni-
ger, A. oryzae and A. ochraceus.

Figure 9. Effect of different concentrations (ug g) of cinnamon hexanic extract essential oil on the growth rate and lag
phase of Aspergillus flavus.
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Figure 10. Effect of different concentrations (ug g™) of cinnamon hexanic extract essential oil on the growth rate and lag
phase of Aspergillus parasiticus.
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Oregano hexanic extract showed significant difference against the control group at
100 ug g for reduction of growth rate for A. flavus. However, A. parasiticus showed sig-
nificant difference only at concentrations of 150 and 600 pg g™ for lag phase (Figures 11
and 12). This result indicates that the oil extraction method modifies the composition of the
final product, as oregano essential oil extracted by hydrodistillation yielded good results, as
previously described.

Figure 11. Effect of different concentrations (ug g™) of oregano hexanic extraction on the growth rate and lag phase of
Aspergillus flavus.
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Figure 12. Effect of different concentrations (ug g™) of oregano hexanic extraction on the growth rate and lag phase of
Aspergillus parasiticus.
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l CONCLUSION

Some plant extracts here tested significantly inhibited the development of toxigenic
fungi, confirming its fungicide efficiency. These findings could also indicate that these ex-
tracts have a practical application on mycotoxin production inhibition. Natural products can
be safely used as preservative method on some kinds of foods, having relevance to control
food contamination by fungi. Further investigations in this field are already in advance.
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RESUMO

A aplicacao comercial de micro-organismos probiéticos em embutidos fermentados ainda
nao € comum. Objetivo: desenvolver e caracterizar uma copa suina com alegacéao de
propriedade funcional pela adi¢cdo do probiotico Bifidobacterium animalis subsp. Lactis
(BB-12) com o prebidtico inulina, por meio de analise de viabilidade celular e compor-
tamento dos probidticos em condi¢cbes gastrointestinais in vitro simuladas. Material e
métodos: foram realizadas as analises de pH, atividade de agua, oxidacao lipidica e
protéica, coliformes totais (35 °C) e termotolerantes (45 °C), Salmonella spp, contagem
de fungos e leveduras, viabilidade celular da cepa BB-12 e sua sobrevivéncia sob condi-
cOes gastrointestinais simuladas in vitro. Resultados: a adicdo do probiotico e da inulina
promoveu reducao do pH nas copas SIMB e PROB em relagéo ao tratamento controle,
e a atividade de agua da copa PROB apresentou redugdes gradativas. Foi encontrado
maior nivel de oxidagéo lipidica no controle, e na oxidac¢ao protéica o controle e a PROB
apresentaram maior valor. Na viabilidade celular e na simulagdo gastrointestinal in vitro
foram observadas contagens acima de 9 UFC log. g~' de BB-12 tanto na a copa PROB
como na copa SIMB. Conclusao: pode-se concluir que tanto a copa PROB e SIMB
atenderam o requisito para alimentos funcionais onde a quantidade minima de células
viaveis para os probiéticos deve estar na faixa de 10® a 10° UFC/g na recomendacgéo
diaria do produto pronto para o consumo.

Palavras-chave: Bifidobactérias, Viabilidade, Digestao, Produto Carneo.
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B INTRODUGCAO

Os alimentos com alegacgao de propriedade funcional é um alimento ou ingredien-
te que, além das fung¢des nutricionais basicas, quando consumido na dieta usual, produz
efeitos metabdlicos e/ou fisiologicos benéficos a saude (BRASIL,2008), os quais podem
conter substancias como as fibras, probiéticos (lactobacilos e bifidobactérias), acidos gra-
xos (linoléico, &mega-3 e 6, e limondides), compostos fendlicos (resveratrol, isoflavona e
zeaxantina) e carotenoides (betacaroteno, licopeno, luteina), tanto na forma natural do ali-
mento como os artificiais, que por sua vez, sdo fabricados por empresas especializadas e
autorizadas (ANGELO, 2006).

Por sua vez os probibticos sao micro-organismos vivos que, quando administrados
em quantidades adequadas (108 a 10° UFC/g), conferem beneficios a saude do individuo
(BRASIL, 2018). Ja os frutooligossacarideos (FOS) nao sédo metabolizados pelo organismo
humano, e quando confere funcionalidade para um alimento sao considerados prebibticos,
além disso, eles estimulam seletivamente a proliferacéo ou atividade de populacdes de bac-
térias desejaveis no colon beneficiando a saude do hospedeiro (CUELLO-GARCIA et al.,
2017). E a combinacédo simultanea de micro-organismos probioticos e ingredientes prebidticos
formam os alimentos simbio6ticos que tém as caracteristicas funcionais dos dois grupos que,
em sinergia, vao beneficiar a satde do hospedeiro (PEREZ-BURILLO et al., 2019).

Essa jungéo de probibticos e prebidticos sdo utilizados em diversos alimentos lacteos,
mas também podem ser inclusos em produtos carneos fermentados, como a copa suina,
que é definida como um produto carneo industrializado, obtido do corte integro da parte
da nuca ou sobrepaleta suina, com adi¢cao de condimentos e de aditivos, onde o produto €
maturado, dessecado, defumado ou ndo (BRASIL, 2000).

A partir desse contexto, o objetivo deste estudo foi desenvolver e caracterizar um pro-
duto carneo tipo copa suina com alegacao de propriedade funcional pela adi¢cao do probiético
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12) com o prebiético inulina, por meio de analise
de viabilidade celular e comportamento dos probidticos em condi¢des gastrointestinais in
vitro simuladas.

B METODOLOGIA

Este estudo foi conduzido em um delineamento inteiramente casualizado, composto por
trés tratamentos e trés repeticoes. A cepa probibtica Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(BB-12) e o prebidtico inulina Beneo (Raftiline) HPX® utilizados neste estudo foram doados
pelas empresas Chr. Hansen e Clariant S.A (Sao Paulo) respectivamente.
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Para a preparacao de cada formulagdo da copa suina, foi utilizada 100 gramas de
carne sobrepaleta suina (desossada e sem pele e gorduras externas), com os condimentos
sal comercial (3%), sal de cura (eritorbato, nitrito e nitrato de sédio) (0,25%), alho (0,3%),
cebola (0,3%), noz moscada (0,1%), canela (0,03%) e pimenta calabresa (0,2%) todos em
pd, onde foram adquiridos no comércio local da cidade de Maringa/PR.

As formulagdes desenvolvidas receberam as seguintes identificagcdes: C apenas com
adicao dos condimentos. PROB com os condimentos e o probi6tico. SIMB com os condi-
mentos, probiético e a inulina. A quantidade da cepa BB-12 utilizada foi de 108a 10° UFC/g
e estavam na sua forma livre, ou seja, sem encapsular, ja a inulina foi de 2% com base
no peso da carne.

Os condimentos foram dissolvidos em salmoura produzida com 50 mL de agua e
injetados com auxilio de uma injetora manual nas por¢cdes da carne, sendo que apdés, as
mesmas foram envolvidas em papel manteiga e em seguida em filme plastico devidamente
identificada, e armazenadas sob refrigeracdo em camara de incubacgéao B.O.D. (Tecnal- TE-
371) em temperatura a 10 °C durante os 45 dias de analises.

Os experimentos foram analises de pH, atividade de agua, oxidacgao lipidica e pro-
téica, contagem de fungos e levedura, coliformes totais (35 °C) e termotolerantes (45 °C),
Salmonella spp, viabilidade celular da cepa BB-12 e sua sobrevivéncia sob condi¢des gas-
trointestinais simuladas in vitro.

Os valores pH foram determinados utilizando um pHmetro digital (HANNA™) com sonda
de perfuragdo devidamente calibrado com solugdes tampéo de pH 4,0 e pH 7,0 mediante
leituras diretas na copa. A determinacgéo da atividade de agua (aw) foram verificadas utilizando
aparelho medidor de atividade de agua (4TEV-AQUALAB) por medida direta nas amostras.

A oxidacéo de lipidios foi realizada utilizando o método de TBARS consiste na ana-
lise das substancias reativas ao acido 2-tiobarbitarico (TBA) de acordo com Raharjo et al.
(1992). Onde primeiramente, adicionou-se 0,5 mL de BHT 0,15% (di-tercbutil metil fenol)
em um tubo contendo 5 gramas de amostra. Em seguida, adicionou-se 4 mL de solugéo de
sulfanilamida 0,5% e 36 mL de TCA 5% (acido tricloroacético), e mantéu se em repouso por
10 minutos, com posterior filtracao.

Em um tubo de ensaio, colocou-se 2 mL do filtrado e 2 mL de TBA 0,08 M. Os tubos
foram mantidos a 80 °C por 40 minutos. Por fim, a leitura foi feita em espectrofotémetro
(Agilent UV-8553) a 532 nm. Os resultados foram expressos em miligramas de malonaldeido
por quilograma de amostra.

A oxidacao proteica foi medida a concentracéo de grupos carbonila usando 2,4-dinitro-
fenilhidrazina (DNPH, Sigma — Aldrich, St. Louis, EUA), conforme descrito por Levine et al.
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(1994). A absorvéncia foi lida a 370 nm usando um espectrofotdmetro EvolutionTM 300
UV-Vis (Thermo Fisher Scientific, Massachusett, EUA).

A concentragcéo do grupo carbonila foi quantificada usando a lei de Beer-Lambert, A =
c x b x ¢, onde A é a diferenca entre a absorbancia da amostra e a absorbancia de controle,
c é a concentracao de proteina carbonilada, b € o comprimento do caminho 6ptico e € € o
coeficiente de extincdo molar (22.000 mols / cm). Os resultados foram expressos como nmol
de grupos carbonil/mg de proteina.

As analises microbioldgicas foram coliformes totais e termotolerantes foi realizada
conforme a metodologia descrita por Siqueira (1995), Salmonella spp foi utilizado o 3M™
Petrifilm™ Salmonella Express Food Safety oficializados pela AOAC (Association of Official
Analytical Chemists) (AOAC, 2005), contagem de bolores e leveduras foi realizada conforme
King et al., (1979).

J& a sobrevivéncia da cepa BB-12 sob simulacao gastrointestinal in vitro foi simulada
conforme descrito por Koehnlein et al., (2016), com modificagcdes. Utilizou-se 10 g de da
amostra foram misturados com 30 mL de solucao de saliva artificial (2,38 g de Na,HPO,
0,19 g de KH,PO,, 8 g de NaCl em 1 L de agua destilada). O pH foi ajustado para 6,75, a
temperatura de 37 °C e foi adicionada a-amilase para obter 200 U de atividade enzimatica.
Esta mistura foi agitada a 150 rpm durante 10 min.

ApoOs este tempo, o pH foi ajustado para 1,2 por a adicdo de HCI 5 mols/L e 39 mL de
fluido gastrico artificial (0,32 g de pepsina em 100 mL de NaCl 0,03 M, pH 1,2) foi adiciona-
do. A mistura foi incubada a 37 °C por 120 min, em um agitador com uma agitacéo de 150 rpm.

Finalmente, o pH foi ajustado novamente para 6,0 com NaHCO, apds a adi¢édo de 6,5
mL de NaCl (120 mM), 6,5 mL de KCI (5 mM) e 39 mL de fluido intestinal (0,15 g de pan-
creatina e 0,9 g de extrato biliar em 100 mL de NaHCQO, 0,1 M). A mistura foi incubada a 37
°C durante 60 min, a 150 rpm. Resumidamente, esta anélise consiste em quatro fases, e no
término de cada fase foram feitas analises de viabilidade dos probiéticos.

Todos os resultados foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey, comparando as médias entre as amostras, a um nivel de significancia de 5% utili-
zando o software Statistica 13.0 (CANTERI et al., 2001).

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Observa-se que os valores de pH das trés formulagdes variaram durante os 45 dias de
avaliagcao, sendo que o controle foi de 5,95 a 5,50, para a formulacao probidtica foi de 5,92
a 5,40 e da simbidtica foi de 5,98 a 5,37 apresentando diferencga significativa (p<0,05), como

mostra a Figura 1.
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Figura 1. Valores médios de pH das copas suinas controle (C), probiética (PROB) e simbidtica (SIMB) durante os 45 dias

de avaliagdo.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

A partir do quinto dia de fabricac&o, o pH observado no tratamento controle sofreu uma
reduca&o maior de 5,95 para 5,72, porém esses valores sofreram algumas oscilagdes e um
aumento nos dias 25 e 30, enquanto os valores de pH das copas com culturas probiéticas
mantiveram uma queda acentuada ao longo do processamento.

Essa reducao do pH nas copas PROB e SIMB era esperada, uma vez que esses
tratamentos continham a cepa probi6tica BB-12 que produz acido latico, que consequente
proporcionou estabilidade na reducao dos valores de pH das copas.

O uso de 2% de inulina no tratamento SIMB fez com que os valores de pH reduzissem
de uma forma continua durante os 45 dias. Como a inulina é um frutooligossacarideo (FOS)
gue sao agucares nao convencionais, eles séo rapidamente metabolizados pelas bactérias
probidticas (RAIZEL, 2011), e consequentemente favorece a proliferacao dessa bactéria, as
quais produzem mais acido latico e assim promovem uma maior reducéo de forma continua
e gradativa nos valores de pH.

N&o ha definicdo de valores de pH minimo ou maximo permitido para copas suinas
(BRASIL, 2000), mas ha um consenso para que esse valor, no produto final, seja superior a
5,0 (BIS-SOUZA et al., 2020a; PRADO et al., 2019). Pois com o pH préximo do ponto isoelé-
trico das proteinas (5,3) promove igualdade entre o nUmero de cargas elétricas positivas e
negativas, tornando as proteinas mais insoluveis e reduzindo sua capacidade de retencéo
de agua, favorecendo a secagem de produto carneo fermentado, conferindo textura firme e
fatiabilidade ao produto final além de garantir sua qualidade microbiolégica (WOJCIAK, 2017).

Os valores iniciais de atividade de agua de todos os tratamentos foram de 0,940 os
quais aumentaram até o dia 20, ja no dia 25 decresceu em todas as formulagdes, e quando
os produtos estavam finalizados, os valores encontrados foram de 0,911 no controle, na
PROB de 0,902 e na SIMB de 0,906 de acordo com os resultados apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Valores médios de atividade de dagua das copas suinas controle (C), probidtica (PROB) e simbidtica (SIMB)
durante os 45 dias de avaliagao.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Esses valores sao importantes, pois indicam a quantidade de agua disponivel para as
reagOes necessarias para o desenvolvimento dos micro-organismos e a producéo de toxinas
(CRUXEN et al., 2018).

Dessa forma, a reducao na atividade de agua inibe a multiplicagdo de micro-organis-
mos deteriorantes e patogénicos como as Pseudomonas spp., que € o principal agente de
alteracdo da carne fresca (VEDOVATTO et al., 2019).

De acordo com o regulamento técnico de identidade e qualidade de copas suinas os
valores encontrados no presente estudo estdo dentro do determinado pela legislagéo, que
deve ser de 0,90 (BRASIL, 2000).

Este resultado condiz com os dados obtidos em pesquisas anteriores como o estudo
realizado pelos autores Libera et al. (2015) e Okon, Stadnik e Dolatowski, (2017) ao anali-
sarem produtos carneos contendo a cepa B. animalis ssp. lactis BB-12, os quais houve uma
reducéo gradativa da atividade de agua, indicando que o processo de secagem ocorreu de
forma constante.

Além do impacto da acidificacdo dos produtos carneos fermentados, os mesmos po-
dem ainda ser afetados pelo processo de oxidagao. Assim a oxidagao lipidica é um fator
importante tanto na qualidade como na aceitabilidade de produtos carneos (KIM et al., 2014).

No inicio do processamento (dia 0), as copas PROB e SIMB que receberam a adicao
da cultura BB-12 apresentaram valores de TBARS menores do que o controle apesar de néo
haver diferencas significativas (p > 0,05) quando se analisa estatisticamente. Por outro lado,
ao analisar os valores individualmente em cada tratamento, os valores de TBARS diferiram
significativamente (p < 0,05). Como estéo apresentados na Figura 3.
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Figura 3. Valores médios de TBARS (mg de malonaldeido/kg das copas suinas controle (C), probidtica (PROB) e simbidtica
(SIMB) durante os 45 dias de avaliagao.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Em todos os tratamentos, houve um aumento (p < 0,05) nos valores de TBARS a partir
do dia 10, no entanto, no controle esses valores permaneceram extremamente elevados até
o fim do processamento, mostrando que a oxidacao ainda estava ocorrendo nessas amos-
tras, atingindo concentragcdes de 0,336 mg de malonaldeido/ kg de amostra aos 45 dias.

Essa variacdo nos teores de TBARS encontrada na amostra controle pode ser atribuida
ao maior teor de gordura intramuscular presente na copa, haja vista como ja mencionado
na metodologia foram retirados apenas a gordura externa das carnes, ou pelo fato de que
no controle ndo houve adicéo da cultura BB-12.

Resultado semelhante foi observado por Oliveira Gomes et al. (2021), e Xu, Yu e Zeng
(2021) onde relataram que a oxidacéo lipidica aumentou de forma constante durante a ma-
turacdo (p < 0,05), pois nessa fase ocorrem modificacdes nos lipidios devido a processos
quimicos podendo ocorrer tanto por autoxidagdo como por oxidacao (BIANCHI, 2013).

Ja as amostras PROB e SIMB apresentaram os menores valores finais (0,082 mg MDA/
kg e 0,085 mg MDA/kg, respectivamente) comparado ao controle, provavelmente devido as
propriedades antioxidantes associadas com as espécies da cepa BB-12 e o baixo teor de
gordura do grupo FOS a qual a inulina pertence, promoveram assim um efeito protetor em
relacdo & formacédo de compostos indesejaveis no produto (ARAUJO, 2021).

Apesar desse aumento da oxidagao lipidica nos tratamentos ao longo dos 45 dias, os
valores de TBARS de todas as formulacdes estavam abaixo de 2,0 mg MDA/kg, o que é
aceito como o nivel de deterioracao dos produtos (BIS-SOUZA et al., 2020a).

A quantidade de carbonilas formadas durante o processo de oxidagao protéica foram
quantificadas com base nas substancias reativas ao 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH), que
ao longo do armazenamento revelou um padrao diferente nos produtos.

Nesse sentido, a adicéo da inulina na copa SIMB apresentou efeito positivo (p < 0,05)
na oxidacao protéica, diminuindo os valores ao longo do processamento, ao contrario do
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gue aconteceu com o controle e a copa PROB que apesar de apresentar niveis iniciais de
oxidacao protéica baixa, no final (45 dias) esses niveis aumentaram, como mostra a Figura 4.

Figura 4. Valores médios de oxidagdo protéica (nmol de proteina carbonilada/mg de proteina copa) presentes das copas
suinas controle (C), probidtica (PROB) e simbidtica (SIMB) durante os 45 dias de avaliagdo.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Ao analisar a copa controle o indice mais elevado de concentragcéo de carbonil foi aos
30 dias (2,176), ja na PROB foi aos 45 dias (1,390), sendo que este fato estaria relacionado
com a combinagao dos grupamentos carbonilicos a outras substancias presentes na copa,
fazendo assim com que o grupo carbonil estivesse livre para se ligar ao DNPH justificando
assim esse aumento (SONG et al., 2018).

Comportamento semelhante foi encontrado por Cava, Higuero e Ladero (2021) e
Martillanes et al. (2021) onde relataram aumentos importantes nos niveis de oxidagao de
proteinas, segundo os autores a oxidacao de lipidios e proteinas segue a mesma tendéncia
uma vez que a oxidagao pode ser afetada tanto por acidos graxos insaturados, pigmentos,
metais de transicéo e outros compostos.

Na amostra SIMB a concentragéo de carbonil inicial foi de 2,454 nmol de proteina car-
bonilada/mg de proteina copa, diminuindo com o passar dos dias atingindo concentracéo
de carbonil final de 1,379 nmol de proteina carbonilada/mg de proteina copa, semelhante
ao estudo realizado por Amaro-Blanco et al. (2018) os quais encontraram altos valores de
oxidagao de proteinas no dia 0 diminuindo ao longo do processamento (150 dias) em copas
feitas com partes do lombo suino ibérico.

Alguns autores sugerem um limite aceitavel de oxidacéo proteica para produtos carneos
fermentados em torno de 4 nmol de proteina carbonilada/mg de proteina do produto, depois
disso ja é possivel detectar o odor de rancidez (BELLAVER e ZANOTTO, 2004). Sendo as-
sim apesar das amostras controle e PROB apresentarem esse aumento as amostras estao
dentro do limite aceitavel.
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A contagem de coliformes totais nas duas etapas (0 e 45 dias) foram < 1,0 log UFC/g
em todas as amostras, ja para coliformes termotolerantes néo foram observadas crescimento
em nenhuma das amostras.

Os coliformes totais indicam condi¢des higiénicas do processo, sendo que elevada
contagem significa contaminagao na matéria-prima ou durante seu processamento por
praticas de fabricacédo inadequadas, limpeza e sanitizacdo deficientes tanto nos utensi-
lios e equipamentos.

Ja os coliformes termotolerantes sdo micro-organismos indicadores de contaminacao
fecal, ou seja, de condicdes higiénico-sanitarias, visto que a Escherichia coli, pertencen-
te a este grupo tem o habitat exclusivo no trato intestinal do homem e de outros animais
(SIQUEIRA, 1995).

Para a contagem de fungos e leveduras os resultados mostraram contagens iniciais de
< 2,0 log UFC/g (controle) e para PROB e SIMB < 1,0 log UFC/g, a auséncia de Salmonella
spp. em todas as amostras.

A legislacao brasileira ndo apresenta limites para a contagem desses micro-organismos
em produtos carneos. Entretanto, a presenca de algumas espécies de fungos em produtos
curados, é extremamente favoravel, uma vez que eles contribuem com a protedlise, ajudando
na formacéao de sabor e aroma dos produtos (BERIAIN et al., 2018).

Em copa suina a legislacéo brasileira estabelece limites para coliformes a 45 °C to-
lerancia de 108 (UFC/qg), e auséncia de Salmonella spp. Assim, é possivel verificar que as
analises microbiolégicas de todas as amostras estavam dentro dos limites estabelecidos
pela legislacdo (BRASIL, 2019). Esses resultados podem ser atribuidos a boa qualidade da
matéria-prima e as boas praticas de fabricacdo utilizadas no processo.

Quando se analisa a viabilidade celular da cepa Bifidobacterium animalis subsp. lactis
(BB-12), embora tenha ocorrido diferencas significativas (p < 0,05) na viabilidade celular da
BB-12 durante todo o periodo das analises (45 dias), as diferencas observadas nao influen-
ciaram nos resultados. Os quais foram positivos, pois mantiveram sua viabilidade, atendendo
aos parametros da legislacao brasileira, a qual sugere 10® a 10° UFC/g na recomendacéao
diaria para um produto pronto para o consumo para obtencao dos efeitos fisiolégicos rela-
cionados ao consumo de probibticos (BRASIL, 2021).

A Figura 5 apresenta os valores das contagens de células viaveis para a cepa BB-12,
nas copas suinas PROB e SIMB, onde os resultados estdo na ordem da base 10° UFC/g.
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Figura 5. Resultados da viabilidade (média das contagens em UFC log. g™!) da Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-
12), em copa suina probidtica (PROB) e simbidtica (SIMB).
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

O resultado das contagens iniciais de células viaveis de PROB foi de 9,08 UFC log.
g~ e no final foi constatado uma leve queda populacional das colénias do probiético de
9,10 UFC log. g™

Apesar da copa PROB obter contagens de células viaveis menores que na copa SIMB,
os resultados foram promissores pois desde o dia inicial até os 45 dias as contagens se
mantiverem na base 9 UFC log. g estando de acordo com o recomentado pela legislacédo
brasileira (BRASIL, 2021).

Observando os resultados da copa SIMB, nota-se que no dia 15 a contagem das cé-
lulas viaveis foram >10 UFC/g, sendo mais elevado do que em outros dias analisados, este
comportamento é um tanto esperado pois as bifidobactérias, apresentam um alto metabo-
lismo fermentativo de agucares nos primeiros dias e logo constituem quase a totalidade da
microbiota do produto (LEROY, VERLUYTEN e DE VUYST, 2006).

E importante destacar que a inulina utilizada na formulagao da copa foi a inulina Beneo
(Raftiline) HPX® da Clariant S.A, que pode ser metabolizada facilmente pelo micro-organismo
Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12), por se tratar de uma inulina com baixo grau
de polimerizagao (segundo fabricante), uma vez que cepas de Bifidobacterium sdo mais
aptas a metabolizar inulina com baixo grau de polimerizagcdo (DUYSBURGH et al., 2019).

Assim a copa SIMB com adi¢do da inulina obteve valores mais elevados quando com-
parados com a copa probibtica, percebe-se que a inulina auxiliou ha manutencao da viabi-
lidade da cepa probidtica, pois a inulina tem caracteristica bifidogénico, ou seja, estimula o
crescimento das bifidobactérias (HENCK et al., 2019).

Estes resultados encontrados nas copas PROB e SIMB condizem com os dados ob-
tidos em pesquisas anteriores como o estudo realizado por Liu, Bhandari e Zhang (2020)
gue ao avaliarem a viabilidade da cepa BB-12 encontraram resultados de > 9,77 UFC log.
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g' que foi significativamente maior do que o nivel minimo recomendado para alimentos
funcionais probidticos.

E em concordancia com os encontrados pelos autores Sionek, Kotozyn-Krajewska e
Pasternok (2014) relataram que a quantidade da cepa BB-12 em salames fermentadas a
seco estava no nivel de 9,22 UFC log. g ap6s 230 dias de armazenamento refrigerado.

Porém, os resultados de viabilidade do presente estudo foram melhores que os en-
contrados pelos autores KESKA et al. (2020) ao analisarem as alteragdes fisico-quimicas
e proteoliticas durante o0 armazenamento refrigerado de copas suinas com cepas probioti-
cas incluindo a BB-12, onde a viabilidade desta cepa foi de 7,12 UFC log. g~' aos 28 dias
de armazenamento.

E em pesquisa realizada por Neffe-Skociriska et al. (2017) ao estudarem o perfil de
aminodacidos e caracteristicas sensoriais de copas suinas produzidas com uma mistura de
culturas iniciadoras probi6ticas, encontraram uma contagem de 7,66 UFC/g para a combi-
nacao da cepa probibtica Lactobacilli rhamnosus LOCK900 com a BB-12.

Analisando a viabilidade da copa PROB e SIMB, pode-se dizer que foi possivel a produ-
céo de um produto carneo fermentado tanto probidtico como simbiético, pois se mantiveram
0s niveis de bactérias probiéticas exigidos pela legislacéo (8 a 9 UFC log. g™), durante os
45 dias de armazenamento a 10 °C.

Embora a viabilidade celular das culturas de probi6ticos seja de extrema importancia
no produto, a sobrevivéncia do probi6tico sob passagem simulada in vitro € imprescindivel,
uma vez que a bactéria deve ser capaz de crescer e colonizar o trato digestivo para conferir
beneficios a saude para o individuo (SAAD et al., 2013).

Assim, as copas suinas probidtica e a simbibtica foram submetidas as simulacdes
gastrointestinais in vitro, a fim de investigar a sobrevivéncia da cepa BB-12 em diferentes
etapas, desde a boca até o intestino.

Em ambas as formulacbes estudadas, foram observadas populagcdes na base 9 UFC
log. g~' da BB-12 em todas as fases do teste. A digestao simulada in vitro da cepa BB-12
foram avaliadas aos 45 dias, onde os resultados estdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6. Resultados da digestdo simuladas in vitro (média das contagens em UFC log. g') da Bifidobacterium animalis
subsp. lactis (BB-12), em copa suina probidtica (PROB) e simbidtica (SIMB).
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

A simulacgao se iniciou no instante da entrada das copas na boca (fase 0) obtendo as
primeiras contagens, as quais foram menores na amostra da copa PROB em relacéo as da
amostra da copa SIMB.

Quando os alimentos sdo mastigados e passam pela faringe (fase boca), as conta-
gens na PROB foram maiores (9,43) de que na SIMB (9,47), ndo havendo diferenca signi-
ficativa (p > 0,05).

Em seguida foram simuladas a chegada ao estbmago com agitacéo de 150 rpm para
simular os movimentos peristalticos (que fazem parte da digestdo do alimento) onde o est6-
mago produz o suco gastrico, que se mistura ao alimento, formando um bolo alimentar acido
onde a sobrevivéncia das bactérias no suco gastrico depende da habilidade de tolerar pH
baixo (VASILEV, 2017), nesta etapa foi obtida a maior contagem na amostra da copa SIMB.

Por fim foi simulada a chegada ao intestino onde as concentracdes de células viaveis
foram de 9,63 e 9,65 UFC log. g~' para as amostras da copa PROB e SIMB, respetivamente,
nao havendo diferenca significativa (p > 0,05) nas populacdes da BB-12, verificando que a
cepa da BB-12 possuiu capacidade de crescer em solucdo salina e com baixos valores de pH.

As bifidobactérias sdo muito utilizadas em alimentos devido a alta capacidade de so-
brevivéncia durante a passagem pelo trato gastrointestinal e adesao as células de absorcao
que revestem a mucosa intestinal do intestino delgado (TRABELSI, 2019).

Porém em pesquisas realizadas anteriormente como no estudo de Holko et al. (2013)
em salames de carneiro, as contagens de Bifidobacterium animalis CCDM 241a (Laktoflora®)
estavam abaixo do limite de detecgéo (6 UFC log. g™).

Ja em estudo realizado em matrizes lacteas como o estudo realizado por Martins et al.
(2018), onde analisaram a viabilidade da BB-12 sob condi¢des gastrointestinais simuladas
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em queijo de cabra e apesar de constatarem resultados promissores com uma populacéo
média de 8 UFC log. g, porém foram inferiores ao do presente estudo.

Assim os resultados aqui citados demonstraram o efeito protetor da matriz carnea, su-
gerindo que em alimentos com matriz estruturada, como os embutidos, as cepas probidticas,
séo de certa forma protegidas pela matriz composta de carne e gordura, afetando favora-
velmente a sobrevivéncia do probidtico ao longo do processo digestivo (MACEDO, 2008).

Além disso a combinacao do probiético com os FOS podem promover varios efeitos
fisioldégicos ao individuo (BERSANETI, 2019), pois quando os prebiéticos chegam ao trato
intestinal, eles comegcam a fermentar, onde produzem acidos graxos volateis e as bactérias
benéficas no caso, os probibticos, prosperam com esses acidos graxos volateis, que, por
sua vez, permitem que elas crescam mais robustas e aumentem seu niumero (RUBIO, 2014).

B CONCLUSAO

A adicao do probiético Bifidobacterium animalis subsp. lactis (BB-12) livre e do prebi6tico
inulina nas copas suinas mostraram-se promissores, apresentando boa capacidade fermen-
tativa, sem promover alteragbes nas caracteristicas fisico-quimicas dos produtos. As trés
formulacGes das copas suinas atenderam aos padrdes microbioldgicos de qualidade exigidos
pela legislagcéo vigente. Ao adicionar inulina, a mesma exerceu efeitos sinérgicos juntamente
com a BB-12, favorecendo a viabilidade e sobrevivéncia dos probidticos. Por fim, pode-se
concluir que tanto a copa PROB e SIMB atenderam o requisito para alimentos funcionais
onde a quantidade minima de células viaveis para os probio6ticos deve estar na faixa de 108

a 10° UFC/g na recomendacao diaria do produto pronto para o consumo.
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RESUMO

Com base na literatura, a Kombucha é um sistema simbiético, composto de bactérias,
principalmente dos géneros Acetobacter e Gluconobacter e de leveduras. O processo
de fermenta¢do comecga com a adicéo de uma parte de algum chéa fermentado anterior-
mente e a inoculagdo de um starter na forma de uma pelicula celulésica conhecida como
Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast (Scoby). Diante do exposto, objetivou-se apresen-
tar estudos sobre as principais bactérias e leveduras que formam o Scoby utilizado para
a producéo de Kombucha, por meio de uma revisao integrativa com estudos nacionais
e internacionais. Para esta revisao, foram realizadas buscas sistematizadas na base de
dados ScienceDirect, Scopus e SciELO para identificar os estudos sobre a cultura Scoby,
entres os anos de 2016 a 2022, utilizando as Palavras-chave: Kombucha, Fermentation,
Scoby e Microbiological. Dos 17 artigos encontrados, 11 foram descartados por néo ter
relacdo direta com a caracterizagéo microbiolégica da Kombucha, resultando em 6 arti-
gos selecionados. Os artigos abordaram a caracterizagcao microbiol6gica, identificagdo
molecular e filogenética de Kombucha, além de utilizar diferentes matérias-primas para a
elaboracéo das mesmas e avaliar a influéncia na composicao microbiana. Os resultados
obtidos nas pesquisas demonstraram a importancia da padroniza¢ao do crescimento do
scoby, pois as mudancgas que ocorrem durante o processo de fermentagédo podem ser
Uteis para a garantia da seguranca de alimentos.

Palavras-chave: Kombucha, Microbiologia, Scoby, Fermentacgéo.
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B INTRODUGCAO

O aumento na procura por um estilo de vida mais saudavel vem mostrando que os
atuais consumidores estao cada vez mais em busca de alimentos que apresentem benefi-
cios e funcionalidades que possam acrescentar a sua dieta. Com isto, € possivel destacar o
mercado de alimentos funcionais, que tém como diferencial trazer beneficios a saude fisica
e mental do consumidor (SANTOS et al., 2018).

A Kombucha é obtida por fermentacao de cha preto ou cha verde (ambos processados
com plantas da espécie Camellia sinensis) ao qual é adicionado agucar como substrato para
a fermentacéo. E uma bebida refrescante, ligeiramente doce, acida e carbonatada, conhecida
por suas propriedades funcionais, composta por alguns probi6ticos, como bactérias acéticas,
por polifendis presentes no cha, agucares, acidos organicos, etanol, vitaminas hidrossolu-
veis e uma variedade de micronutrientes produzidos durante a fermentacdo (CHEN; LIU,
2000; MALBASA et al., 2008; MUKADAM et al., 2016; YILDIZ; GULDAS, GURBUZ, 2021;
TORAN-PEREG et al., 2021).

A fermentagdo da kombucha se da a partir de uma associagao simbidtica de va-
rias leveduras (géneros Schizosaccharomyces, Saccharomycodes, Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Candida, Pichia, Kloeckera, Brettanomyces e Torulopsis) e bacté-
rias acéticas (Gluconacetobacter xylinus - anteriormente denominada Acetobacter xyli-
num -, Acetobacter xylinoides, Bacterium gluconicum, Acetobacter aceti e Acetobacter
pasteurianus), sendo que a composicao microbiolégica depende da origem da cultura
(MUKADAM et al., 2016).

Durante a fermentacao de alimentos por Micro-organismos mistos, o fermento produz
alcool e as bactérias produzem &cidos lactico e organico, mudando o ambiente de aerbbio
para anaerobico; portanto, eles se complementam e evitam o crescimento de micro-orga-
nismos indesejaveis. Portanto, os compostos inibitdrios, condicbes anaerdbias e baixo pH
causado por culturas mistas dificultam a producéo de fungos e bactérias indesejaveis (LEE
et al., 2021). O processo de fermentacdo comecga com a adigcdo de uma parte de algum cha
fermentado anteriormente e a inoculagdo de um starter na forma de pelicula celulésica co-
nhecida Scoby (do inglés: Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast) (TORAN-PEREG et al.,
2021). Assim, objetivou-se descrever as bactérias e as leveduras que formam a pelicula
celuldsica Scoby para a produgao de Kombucha, por meio de uma revisao de literatura.
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B DESENVOLVIMENTO
METODOLOGIA
Identificacao dos artigos

Para identificar os estudos que abordavam o tema e realizados em diferentes pai-
ses, foram realizadas buscas sistematizadas na base de dados ScienceDirect (https://
www.sciencedirect.com), Scopus (https://www.scopus.com) e SciELO (https://www.scielo.

br). Os termos de busca utilizados nas bases foram: Kombucha, Fermentation, Scoby e
Microbiological. As buscas foram limitadas por tipo de artigo. A ultima busca foi realizada
em 22 de setembro de 2021. Para a selecéo dos estudos, utilizou-se como critério de inclu-
séo de estudos de diferentes paises, completos, que abordassem o tema “caracterizacéo
microbiol6gica de Kombucha” e/ou “identificacdo molecular e filogenética de Kombucha”, no
idioma inglés e entre os anos 2016 e 2022, conforme a Figura 1 abaixo. Foram excluidas as

revisdes de literatura e as revisdes sistematicas.

Figura 1. Exemplificacdo do método utilizado para a sele¢do dos artigos de pesquisa.

= Kombucha
wSelenceDirect :;‘ :::;nm:.rm
:::'E:L sMicrobiological "Artigo de pesquisa i —
*Artigo de revisio *Tiwlo
Base de dados sResumo
Lipo de documenio =Palavras-chave

O\

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
Pré-selecao

Para chegar a pré-selecao, buscou-se os titulos e/ou palavras chaves que poderiam ter
relacdo com a tematica da revisdo deste trabalho. Foram usadas as seguintes palavras para
localizar os titulos dos artigos: Kombucha, Microbiological, Scoby, Microbial Composition
e Identification of Microorganisms, as palavras foram buscadas em inglés, idioma de ori-
gem dos artigos. Em seguida, foi realizada uma leitura para melhor entendimento do con-
tetdo dos mesmos.

Na pré-selecado, foram descartados artigos que nao tinham qualquer relacéo direta

com o assunto. Com isso, foram descartados 11 artigos. Despois de uma reunido com os
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pesquisadores deste trabalho para discutir as abordagens dos artigos, foram selecionados

6 artigos (Figura 2).

Figura 2. Fluxograma da revisdo integrativa do trabalho.

Fontes de pesquisa

Total de estudos
n=17)

Leitura do resumo, titulo e
palavras-chave

Estudos pre-selecionados
(n=28)

Estudos selecionados
(n=21§)

: : Estudos incluidos

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Analise dos artigos pré-selecionados

A avaliacdo para a selecao dos artigos foi realizada pelos autores deste trabalho e,
em seguida, apresentada a todos os pesquisadores para verificar se havia divergéncia
de opinides, e estas foram sanadas por meio de um consenso. A selecao inicialmente foi

realizada através de titulos, seguida por resumos, e quando selecionados, por leitura com-

pleta dos artigos.
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H RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 6 artigos selecionados foram todos aprovados para a revisao integrativa. Os artigos
foram lidos na integra e analisados suas principais informagdes, conforme o Quadro 1.

Na abordagem proposta, a busca eletronica retornou 6 artigos a partir das palavras-cha-
ve referenciadas. Apés selecdo manual, por meio de leitura dos titulos, foram descartados
aqueles que nao contemplavam os critérios de inclusédo (Figura 2 acima). O resultado foi
um total de 6 artigos incluidos, com diferentes abordagens. Os resultados das pesquisas
selecionadas para esta revisao integrativa estao descritos nas sec¢des abaixo.

Quadro 1. Titulos das pesquisas, base de dados e referéncias selecionados para a revisdo integrativa.

Titulo das pesquisas Base de dados Referéncia

Microbiological and sensory characterization of kombucha SCOBY

for culinary applications Scopus Toran-Pereg et al. (2021)

Isolation, molecular and phylogenetic identification of
microorganisms from Kombucha solution and evaluation of their SciELO Jafari et al. (2020)
viability using flow cytometery

Kombucha fermentation using commercial kombucha pellicle and

culture broth as starter SCIELO Lee et al. (2021)

Effect of freeze-dried kombucha culture on microbial composition

and assessment of metabolic dynamics during fermentation ScienceDirect Rl EREl, (Por)

Kombuchas from green and black teas have different phenolic
profile, which impacts their antioxidant capacities, antibacterial ScienceDirect Cardoso et al. (2020)
and antiproliferative activities

Metabolome-microbiome signatures in the fermented beverage,

Kombucha ScienceDirect Villarreal-Soto et al. (2020)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

No estudo de Toran-Pereg et al. (2021), trés filos bacterianos foram identificados na
amostra inicial de kombucha, incluindo Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes. Como
esperado, as bactérias do filo Proteobacteria foram as mais abundantes, associadas com o
Scoby e com o cha, responsaveis por mais de 95% da populagao total, de acordo com a ana-
lise de Eletroforese em Gel de Gradiente Desnaturante (do inglés: Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis - DGGE). Dentro desse filo, os micro-organismos identificados pertenciam a
familia Acetobacteraceae que incluem géneros como Acetobacter e Komagataeibacter. Além
disso, um isolado foi identificado como uma cepa do género Komagataeibacter. Os resultados
obtidos estdo em concordancia com a bibliografia, onde foi relatado que Komagataeibacter
xylinus (anteriormente denominada Gluconacetobacter xylinus) era a espécie dominante na
comunidade bacteriana e o principal contribuinte de celulose bacteriana na kombucha. Além
disso, varias outras espécies de Komagateibacter e Gluconacetobacter foram isoladas de
diferentes amostras de kombucha (MARSH et al., 2014).

As outras duas cepas de bactérias isoladas foram identificadas como Bacillus liche-
niformis e Microbacterium sp., pertencentes aos filos Firmicutes e Actinobacteria, respecti-
vamente. Essas sao bactérias atipicas, mas tém sido descritas anteriormente no consorcio
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microbiano kombucha (CHAKRAVORTY et al., 2016). Por outro lado, o isolamento da leve-
dura realizado, deu origem a identificacdo de micro-organismos do género Brettanomyces.
Esse género € comumente encontrado em kombucha e produz acido acético e ésteres de
acido acético sob condicdes anaerdbicas (MAYSER et al., 1995). Dois isolados diferentes
de Zygosaccharomyces spp. foram encontrados e a Rhodotorula mucilaginosa. No Quadro
2 abaixo estao apresentados os micro-organismos encontrados nos trabalhos selecionados

para este capitulo.

Quadro 2. Micro-organismos isolados de scoby e/ou kombucha e suas respectivas referéncias.

Micro-organismo (Grupo, género ou espécie) Tipo Referéncia
Acetobacter malorum Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Acetobacter pasteurianus Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Acetobacter pomorum Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Acetobacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)

Bactérias acéticas - Cardoso et al. (2021)

Bactérias acido-lactico - Cardoso et al. (2021)

Bactérias mesofilicas - Cardoso et al. (2021)
Bifidobacterium bifidum Bactéria Lee et al. (2021)

Bifidobacterium longum Bactéria Lee et al. (2021)

Brettanomyces bruxellensis Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Brettanomyces spp. Levedura Fabricio et al. (2022)

Candida arabinofermentans Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Gluconacetobacter oxydans Bactéria Lee et al. (2021)
Gluconacetobacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022); Villarreal-Soto et al. (2020)
Gluconobacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022); Villarreal-Soto et al. (2020)
Hanseniaspora spp. Levedura Fabricio et al. (2022)
Hanseniaspora uvarum Levedura Jafari et al. (2021)
Komagataeibacter hansenii Bactéria Lee et al. (2021)
Komagataeibacter rhaeticus Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Komagataeibacter spp. Bactéria Fabricio et al. (2022); Jafari et al. (2021)
Komagataeibacter xylinus Bactéria Villarreal-Soto et al. (2020)
Lactobacillus casei Bactéria Lee et al. (2021)

Lactobacillus delbrueckii Bactéria Lee et al. (2021)

Lactobacillus spp. Bactéria Lee et al. (2021); Jafari et al. (2021)
Leveduras - Cardoso et al. (2021)
Ligilactobacillus spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)
Liquorilactobacillus spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)

Oenococcus oeni Bactéria Lee et al. (2021)

Ralstonia pickettii Bactéria Lee et al. (2021)

Saccharomyces spp. Levedura Fabricio et al. (2022)
Schizosaccharomyces pombe Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Sporolactobacillus breve Bactéria Lee et al. (2021)

Sporolactobacillus shoreea Bactéria Lee et al. (2021)

Starmella bacillaris Levedura Jafari et al. (2021)

Weissella spp. Bactéria Jafari et al. (2021)
Zygosaccharomyces bailii Levedura Villarreal-Soto et al. (2020)
Zymomonas spp. Bactéria Fabricio et al. (2022)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Cardoso et al. (2021) realizaram a caracterizagao microbiolégica de kombuchas produ-
zidas a partir da fermentacao de cha verde ou cha preto a 25 °C por 10 dias. As contagens
de bactérias acéticas, laticas e mesofilicas variaram de, aproximadamente, 10° a 106 UFC/
mL, com a mesma variagao ocorrendo para contagens de leveduras. Nao houve diferenca
(p < 0,05) entre as contagens microbianas do kombucha de cha verde e preto (Figura 3).
Uma contagem mais alta de bactérias acéticas e leveduras na kombucha, ambas na faixa
de 107 UFC/mL, foi obtido por Neffe-Skocinska et al. (2017) sob a mesma temperatura e
tempo de fermentacao do estudo de Cardoso et al. (2021) (25 °C/10 dias). Provavelmente,
quanto maior a quantidade de acgucar (100 g/L), tipo de cha e quantidade de Scoby (50 g/L)
utilizados, mais altas as contagens microbianas obtidas apds a fermentacédo do kombu-
cha. No entanto, Zhao et al. (2018) relataram contagens de bactérias meséfilas (6,93 x 10°
UFC/mL) e leveduras (7,52 x 10° UFC/mL) semelhantes as obtidas no estudo de Cardoso
et al. (2021), apés fermentacao a 28 °C/10 dias.

Figura 3. Caracterizagcdao microbioldgica de kombuchas. Resultados expressos como médias de trés repeti¢cdes. Barras

de erros indicam + desvio-padrdo. Médias seguidas da mesma letra, para a mesma analise, ndo sdo estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

BGreen Tea Kombucha
®Black Tea Kombucha

Log CFLV/mL

Acetic bacteria Lactic acid bacteria Mesoplulic bacteria Yeast

Fig. 2. Microbiological characterization of the kombuchas. Results were expressed as mean of three repetitions. Error bars indicate + standard deviation. Means
followed by the same letter, for the same analysis, are not significantly different (p < 0.05).

Fonte: Cardoso et al. (2021).

Villarreal-Soto et al. (2020) investigaram a cinética de fermentacao, producao de
metabdlitos, microbiota e propriedades potenciais de promog¢ao da saude de trés tipos
de kombucha diferentes ((F) - obtido da populagao local de Toulouse, Franca; (G) - ob-
tido a partir de kombucha comercial e o terceiro (H) obtido no site www.jemangevivant.
com). O sequenciamento metagenémico de espingarda revelou varios géneros bacterianos
dominantes, como Komagataeibacter, Gluconacetobacter e Gluconobacter. Brettanomyces
e Schizosaccharomyces foram as leveduras mais dominantes identificadas. A distribuicao de
espécies refletiu diferentes padrdes de consumo de agucar, com S. pombe estando presente
em amostras com a maior converséo de agucar. A analise metabolica exibiu uma ligacao
entre a microbiota e a producéo de compostos bioativos na fermentagcdo da kombucha.

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



Jafari et al. (2021) isolaram e identificaram os micro-organismos de kombucha e usan-
do métodos de cultivo e métodos moleculares secos a vacuo, oito espécies isoladas foram
registradas: Lactobacillus e Kumagataeibacter e Weissella spp. foram os géneros bacte-
rianos, enquanto Starmella bacillaris e Hanseniaspora uvarum foram as duas espécies de
leveduras identificadas na bebida.

Fabricio et al. (2022) exploraram em seu estudo a correlacdo existente em um kom-
bucha tradicionalmente produzida, avaliando sua comunidade microbiana e os principais
metabdlitos produzidos. Também investigaram os efeitos das culturas iniciais processadas
de trés maneiras diferentes (controle, cultura inicial sem suspenséo liquida (CSC) e uma
cultura inicial liofilizada (FDSC)). Identificaram sete géneros de bactérias,

incluindo Komagataeibacter, Gluconacetobacter, Gluconobacter, Acetobacter,
Liguorilactobacillus, Ligilactobacillus, e Zymomonas, e trés géneros de leveduras, Dekkeral
Brettanomyces, Hanseniaspora e Saccharomyces. FDSC diminuiu as populacdes de
Zymomonas e Acetobacter, permitindo a predominancia de Gluconobacter, enquanto nas
kombuchas controle e CSC os dois primeiros foram os géneros predominantes. Além disso,
o processo de fermentacao foi capaz de eliminar Enterobacteriaceae, demostrando a grande
importancia desse processo milenar na seguranca de alimentos.

Lee et al. (2021) realizaram a anélise da comunidade microbiana, usando o Scoby co-
mercial de kombucha e caldo de cultura como iniciador. As comunidades microbianas foram
comparadas usando dois tipos de kombucha comercial (Kom-1 e Kom-2). Os principais filos
encontrados foram Proteobacteria (35,60% ou 78,1%) e Firmicutes (64,06% ou 15,57%).
Entre os micro-organismos pertencente ao filo Proteobacteria, Komagataeibacter hansenii
e Gluconobacter oxydans foram as principais espécies (Figura 1). As principais espécies
encontradas na kombucha Kom-1 foram: Oenococcus oeni (25,60%), Lactobacillus (23,1%)
e Sporolactobacillus breve (13,04%). Na kombucha Kom-2, as principais espécies encon-
tradas foram: Lactobacillus delbrueckii (6,54%), Lactobacillus casei (5,45%) e Ralstonia
pickettii (5,81%) (Figura 4).

Figura 4. Comunidade microbiana em kombucha comercial, Kom-1 e Kom-2. Kom-1: amostra de kombucha comercial -1;
Kom2: amostra de kombucha comercial — 2.
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Fonte: Lee et al. (2021).

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos



Como observado no estudo de Villarreal-Soto et al. (2020), embora Gluconacetobacter
e Brettanomyces normalmente dominem a microbiota da kombucha, varios estudos desta-
caram a variabilidade (TEOH; HEARD; COX, 2004; MARSH et al., 2014; REVA et al., 2015;
COTON et al., 2017) dessa bebida.

B CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se, com esta revisado integrativa, que os resultados obtidos nas pesquisas séo
de extrema importancia para garantir a confiabilidade da fermentacéo da kombucha que é
produzida, atualmente, em pequena escala por meio de fermentacéao descontrolada, tornan-
do-se relevante investigar a sua microbiota.

Em todos os trabalhos selecionados, foram identificados diferentes géneros e espécies
de micro-organismos na composicao das kombuchas, destacando as diferentes percep¢des
no que diz respeito a otimizagéo da microbiota, a producéao industrial e aos atributos promo-
tores da saude. Por fim, todos os estudos demonstraram a importancia da padronizag¢ao do
crescimento do scoby, pois as mudancas que ocorrem durante o processo de fermentacao
podem ser uteis para a garantia da seguranca de alimentos.
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RESUMO

As espécies de Aeromonas spp. contaminam a cadeia produtiva do pescado e o uso
indiscriminado de antimicrobianos tem aumentado resisténcia bacteriana destas. Além
disso, 0 uso indiscriminado de antimicrobianos para o controle de doengas aumenta a
pressao da sele¢ao sobre os micro-organismos, levando naturalmente ao aumento da
resisténcia bacteriana. Objetivo: A fim de avaliar a resisténcia antimicrobiana de espécies
de Aeromonas spp. em sistema de Pesca foi realizado este estudo com esta tematica.
Metodologia: Para este estudo foram utilizados levantamentos bibliograficos nas bases
de dados: Scielo e Scopus com as Palavras-chave: “Aeromonas”, “Aquicultura”, “Sistema
de Pesca” e “Resisténcia Antimicrobiana” entre o periodo de 2007 até 2020. Resultados:
Isolados de Aeromonas spp. foram encontrados em diversos estudos apresentando
multiplos resisténcia a antimicrobianos (MRA). Destaca-se as espécies A. hydrophi-
la, A. caviae, A. veronii sobria e A. schubertii em sistema de pesca e estabelecimentos
comerciais. Conclusao: Contudo, as espécies de Aeromonas spp. ambientais apresentam
resisténcia antimicrobiana, algumas delas sdo MRA e a resisténcia ocorre principalmente
aos antimicrobianos tetraciclinas e beta lactamicos.

Palavras-chave: Aeromonas spp., Aquicultura, Sistema de Pesca, Antimicrobianos.
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B INTRODUGCAO

Dentre os agentes bacterianos amplamente distribuidos nos produtos de sistema de
pesca, destacam-se espécies do género Aeromonas spp., responsaveis por perdas econé-
micas na cadeia produtiva do pescado (PEIXOTO et al., 2012).

Adicionalmente, algumas Aeromonas spp. podem afetar a saude dos peixes, e estes
podem se tornar fonte de contaminacédo de espécies patogénicas para humanos. Nos ulti-
mos anos houve crescente interesse em identificar as causas de gastroenterites humanas
proporcionado uma expanséo da lista de bactérias classificadas como potenciais causadoras
de toxi-infec¢des alimentares, destaca-se as do género Aeromonas: A. hydrophila, A. caviae
e A. veroni, as quais tém sido comprovadamente relacionadas a casos de gastroenterites
humana (TEUNIS; FIGUEIRAS, 2016).

A legislacédo nao faz referéncia em agua e alimentos para identificacéo e/ou quantifi-
cacao de bactérias do género Aeromonas, nem nas aguas e nem em alimentos, sendo que
este patdégeno ja foi descrito como emergente pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS)
(TAVARES et al., 2014).

Como uma das caracteristicas da resisténcia de bactérias aos antimicrobianos, apresen-
ta-se 0 uso indiscriminado de agentes antimicrobianos. Para tal uso, devem-se considerar os
aspectos do antimicrobiano, tais como dosagens, uso racional, espécies cultivadas. Os agen-
tes empregados no setor da producao, os agentes antimicrobianos mais utilizados perten-
cem ao grupo das tetraciclinas, das sulfonamidas e das quinolonas de primeira e segunda
geracao (GUARDABASSI et al., 2010).

O trabalho justifica-se pela escassez de informacdes sobre cepas de Aeromonas spp.
patogénicas em pescado, que apresentam resisténcias a antimicrobianos utilizados para
tratamento destas infecces hospitalares, porém esta resisténcia € comumente encontrada
no material genético de cepas de Aeromonas spp. hospitalares.

Para tais justificativa, o objetivo do trabalho foi apresentar espécies de bactérias do

género Aeromonas ssp. resistentes a antimicrobianos isoladas de sistemas de pesca.

B MATERIAL E METODOS

Para o estudo foi realizada uma revisao bibliografica com a busca de artigos, disserta-
cOes e teses nas bases de dados: Scielo e Scopus, utilizando-se as seguintes palavras cha-
ves: “Aeromonas”, “Aquicultura” “Sistema de Pesca”, “Resisténcia Antimicrobiana” entre o pe-
riodo de 2007 até 2020. Foram selecionados 15 trabalhos cientificos com o tema da pesquisa.
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H RESULTADOS E DISCUSSAO

Uma das doencgas mais frequente em sistema de pesca € causada por espécies de
Aeromonas spp., em que a mais conhecida é a A. hydrophila, um patdbgeno que provoca a
doenca conhecida como septicemia hemorragica bactériana, que € uma doenca causada
por bactérias gram negativas pertencentes ao grupo das Aeromonas moveis.

Entretanto, nos estudos analisados encontrou-se espécies de Aeromonas spp.: A. hydro-
phila, A. caviae, A. veronii sobria e A. schubertii, Aeromonas media, Aeromonas salmoni-
cida, e Aeromonas veronii com potencial de resisténcia a antimicrobianos entre as distintas
amostras do pescado, conforme Quadro 1. Dentre essas espécies, A. hydrophila é uma
espécie com multipla resisténcia a antibiéticos (MRA).

A resisténcia de bactérias isoladas de peixes, em particular das Aeromonas spp. aos
beta-lactamicos, é bastante comum. Costa et al. (2008), avaliaram a sensibilidade aos an-
timicrobianos de bactérias Aeromonas spp. isoladas de jundias, observando resisténcia
de 95% (n=13) dos isolados de Aeromonas spp. a penicilina. Varias séo as estratégias de
protecdo da Aeromonas spp. aos beta-lactamicos, entre estes a destruicao deste grupo de
farmacos pela producéo de beta-lactamase.

Segundo Cordeiro et al. (2020), as 60 cepas de A. hydrophyla apresentaram maior
resisténcia aos antimicrobianos testados, sendo a ampicilina (97%), a Cefuroxima (90,9%),
a Amicacina (77,3%) e Cefoxitina (74,24%). Por outro lado, 81,8% destas cepas foram sen-
siveis ao Cefepime

Quadro 1. Resisténcia aos antimicrobianos de espécies do género Aeromonas spp., em espécies isoladas em Sistema

de Pesca.
Espécie Local de isolamento Antibidticos de resisténcia Estudo cientifico
oxitetraciclina Cizek et al. (2010)
Pefaufiiuiz ampicilina, cefalotina,
cefoxitina e amoxicilina Silva (2010)
Aeromonas spp. e clavulonato
Aquicultura oxitetraciclina Jacobs e Chenia (2007)

Amoxacilina, cefalotina

. L Akinbowale et al. (2007)
e oxitetraciclina

Viveiro de trutas

Aeromonas hydrophila, Ae-
romonas caviae, Aeromonas
media, Aeromonas salmoni- Agua doce quinolona Alcaide et al. (2009)
cida, Aeromonas popoffii e
Aeromonas veronii

Ampicilina, penicilina,

viveiros . ..
clindamicina

Costa at al. (2011) e Zdanowicz et al. (2020)

Ampicilina, cefuroxime,
Aeromonas hydrophilla Sashimi/restaurantes ampicilina clavulanato, Cordeiro et. al. (2020)
ciprofloxacina

Pisciculturas (agua de Ampicilina e

. q . Scoaris et al. (2008)
torneita ciprofloxacina

Fonte: Elaborado pelos autores (2021).
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Peixoto et al. (2012) comentam em seu estudo bibliografico em psiculturas brasileiras,
isolados de Aeromonas hydrophilla ambientais resistentes a ampicilina e Aeromonas spp.
resistentes a oxitetraciclina (SCOARIS et al., 2008; CIZEK et al., 2010).

O primeiro relato cientifico da ocorréncia de plasmidios em Aeromonas spp. no Brasil
associados com resisténcia a antibibticos foi feito por Palu et al. (2006). Gozi (2016) relata
a deteccéo de genes teta e tete para resisténcia a tetraciclina em Aeromonas spp. corrobo-
rando com as informacdes de Amarante et al. (2018).

No estudo de Akinbowale et al. (2007), identificou-se 90 isolados de Aeromonas
spp. Os niveis de resisténcia observados foram amoxicilina (85,7% e 97,9%); cefalotina
(83,3% e 85,4%); ceftiofur (4,8% a 8,3%); oxitetraciclina (30,9% e 10,4%); florfenicol (4,8%
e 2,1%) e sulfametoxazole (14,3% e 18,8%). Na Espanha, o mecanismo de resisténcia a
quinolona foi detectado em 33 isolados, entre eles, espécies de Aeromonas hydrophila,
Aeromonas caviae, Aeromonas media, Aeromonas salmonicida, Aeromonas popoffii e
Aeromonas veronii, oriundos de agua doce (ALCAIDE et al., 2009).

No estudo de Figueira et al. (2021), 90 isolados (90%) de Aeromonas spp. de agua
doce foram resistentes a eritromicina e 10—-30% a tetraciclina e oxitetraciclina, respectiva-
mente. A resisténcia a oxitetraciclina pode ser devido ao fato do gene advir frequentemente
em cepas ambientais e estdo presente em plasmideos que séo transferiveis horizontalmente
entre as Aeromonas spp. em pisciculturas.

No estudo de Silva (2010), os 89 isolados de Aeromonas spp. apresentaram elevados
percentuais de resisténcia e multirresisténcia frente aos varios antimicrobianos testados,
principalmente a ampicilina, cefalotina, cefoxitina e amoxicilina e clavulonato.

Segundo Zdanowicz et al. (2020), os 106 isolados de Aeromonas hydrophila (95%) fo-
ram 0s micro-organismos mais resistentes a ampicilina, clindamicina e penicilina em trabalho
realizados em viveiros de carpa na Polénia, onde observaram que a maioria das cepas bac-
terianas isoladas foram caracterizadas pela resisténcia a 4 a 6 dos 12 antibi6ticos testados.

B CONCLUSAO

Conclui-se que a maioria das espécies de Aeromonas spp. encontradas contaminan-
do o pescado apresenta multipla resisténcia a antibiéticos. Os principais antibi6ticos de
resisténcia: penicilina, ampicilina e tetraciclinas estdo presentes em espécies do género
Aeromonas em Sistema de Pesca dos diversos paises do Brasil a Europa. Em geral, sdo
sensiveis a maior parte das cefalosporinas, ao cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetoprim.
Assim, esta revisdo possibilitou uma reflexéo sobre transferéncia dos genes de resisténcia
aos antibioticos interespécies entre isolados ambientais do género Aeromonas.
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RESUMO

Atualmente, a Garantia da Qualidade (GQ) tornou-se imprescindivel em todos os locais
de producgéo de alimentos, devido ao fato de o Brasil ser um grande produtor de alimen-
tos para consumo interno e exportacédo. Ao mesmo tempo, ha uma grande demanda
por alimentos mais saudaveis e seguros para atender a um publico que esta cada vez
mais rigoroso em suas escolhas. A Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC) é uma componente chave para algumas normas de conformidade certificadas,
e é reconhecida como um elemento principal para o comércio internacional de produtos
alimenticios, tendo em vista que visa a minimizag@o da introdugéo, sobrevivéncia e/ou
multiplicacao de agentes bioldgicos bem como da introducéo e permanéncia de agentes
fisicos ou quimicos no alimento pronto para consumo. Assim, esta revisdo compreende
a implementacéo dos Planos APPCC, os Pontos de Controle (PCs) e os Pontos Criticos
de Controle (PCCs) de um abatedouro de aves. O fluxograma de producéo é detalhada-
mente descrito, com énfase nos PCs e PCCs monitorados no abatedouro.

Palavras-chave: APPCC, Abatedouro, Garantia da Qualidade, PCs, PCCs.
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B INTRODUGCAO

Com os adventos da modernidade, os consumidores possuem um numeroso leque de
possibilidades na escolha de produtos alimenticios. A maior acessibilidade aos diferentes
produtos e/ou marcas para uma maior parcela da populacao, torna o processo produtivo e
0s préprios consumidores, sejam eles de qualquer escala (mercado nacional e/ou interna-
cional, a nivel empresarial ou n&o), cada dia mais exigentes.

Com isso, as empresas do ramo avicola preocupam-se cada vez mais em proporcionar
a este exigente consumidor um produto de maxima qualidade, pois é esta, na maioria das
vezes que faz o diferencial e possibilita que um produto se ressalte sobre outro (OLIVO;
OLIVO, 2006). Para tanto, dentro de um sistema de producao de aves e demais produtos
derivados de aves, o setor de Gerenciamento da Qualidade tem papel fundamental para
gue se obtenha de fato um produto de qualidade. Isto porque este setor retém todo o con-
trole das informacgdes relacionadas a qualidade de todo o processo produtivo, envolvendo
os profissionais, o produto, a empresa, os padrdes exigidos pelo cliente e pela legislacao,
desde o recebimento das embalagens até a empresa responsavel pela uniformizacao e os
profissionais terceirizados.

A Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC ou HACCP - Hazard
Analysis of Critical Control Points) é a plataforma principal para a legislacéo internacional e
as boas praticas de fabricacao (BPF) para todos os setores da industria alimenticia (SENAC,
2004). A APPCC objetiva identificar todos os fatores associados a matéria-prima, ingredientes,
insumos e processo com o intuito de garantir a inocuidade do produto final até sua chegada
ao consumidor. E uma ferramenta de gestao de risco reconhecida internacionalmente para
0 USO na gestéo proativa de temas ligados a seguranca de alimentos (SENAI, 2002).

Segundo a NBR 14900 (ABNT, 2002), APPCC é o sistema utilizado para garantir
a segurancga do alimento, composto por um conjunto de sete principios: (1) Identificar os
perigos de contaminacédo e avaliar sua severidade; (2) Determinar os Pontos Criticos de
Controle (PCCs); (3) Instituir medidas e estabelecer critérios para assegurar o controle do
processo/processamento; (4) Monitorar os PCCs; (5) Estabelecer um sistema de arquivos
e registro de dados; (6) Agir corretivamente sempre que os resultados do monitoramento
indicar que os critérios ndo estdo sendo seguidos; e (7) Verificar se o sistema esta funcio-
nando como planejado.

Um sistema de APPCC ajuda a focar em perigos que afetam a seguranca de alimentos
através da identificacdo destes (perigos quimicos, fisicos e bioldgicos) e a estabelecer limites
criticos de controle para os pontos criticos durante o processo de produ¢ao. Compreende
uma série de programas e procedimentos implementados, que guiam a um completo dominio
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do processo produtivo para alcancar o objetivo maior, que é a obtengcéo de um alimento de
excelente qualidade, seguro e que atenda as especificacdes dos clientes.

Estes programas sdo a base para a formulagéo dos planos APPCCs da empresa e para
abatedouros de aves alguns destes documentos sao (TERRA; BRUM, 1988; BERTOLINO,
2010): Procedimento de Armazenamento, Expedicao e Transporte; Procedimento para controle
de Alimentos Alergénicos; Procedimento para Calibragcéo, Ajuste e Verificagao; Procedimento
para Controle Integrado de Pragas; Procedimento para Prevencéao da Contaminacao Cruzada;
Procedimento para Controle de Processo; Procedimento para Gerenciamento de Residuos;
Procedimento para Higienizacéo das Areas Externas; Procedimento de Higiene Pessoal;
Procedimento Padréao de Higiene Operacional; Procedimento Padréao de Higiene Pré-
operacional; Procedimento de lluminagéo; Procedimento de Insensibilizacdo e Sangria de
Abate de Frangos; Procedimento para Higienizacdo dos Uniformes, Vestiarios e Sanitarios;
Procedimento de Métodos de Inspecéo e Ensaio; Procedimento de Trabalho da Manutencéo;
Procedimento de Prevencdo e Controle da Adicdo de Agua aos Produtos; Procedimento
de Protecdo do Produto e Prevencao Contra Corpos Estranhos; Programa de Qualidade
da Agua (BRASIL, 2011); Procedimento de Rastreabilidade Interna; Procedimento de
Verificagdo da Ventilagao.

As pessoas envolvidas no processo produtivo devem ter conhecimento e receber trei-
namento nas areas de tecnologia/equipamentos usados na linha de processo; aspectos
praticos das operagdes com alimentos; fluxograma e tecnologia de processo; microbiologia
de alimentos; aspectos epidemiologicos das doencas de origem alimentar, fatores que as
propiciam, formas de ocorréncia e severidade (SILVA JUNIOR, 1995), assim como de prin-
cipios e técnicas do Sistema APPCC (BRASIL, 1998).

O treinamento é essencial para a equipe, proporcionando motivagao e estimulo,
como também condicbes para a aplicagao do Sistema APPCC na industria. O Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 1998) cita que, na implantagdo do Plano,
a empresa deve garantir condi¢cdes para que todas as pessoas sejam capacitadas, facilitan-
do sua participacéo em treinamentos necessarios para garantir o desempenho adequado
em cada funcao. A empresa deve incluir no Plano APPCC, um “Programa de Capacitacao
Técnica” que preveja a capacitagcao continua, de forma a propiciar a atualizagéo e a reci-
clagem dos envolvidos.

Neste contexto, este trabalho busca descrever como o processo produtivo da cadeia de
produtos derivados de frangos de corte ocorre de maneira geral, correlacionando bons indices
de produtividade com a exigéncia de uma excelente qualidade, através da capacitacédo dos
funcionarios em relacao ao plano APPCC e as BPF; e descrever as funcées desempenhadas
pelos profissionais desta area, e como isso afeta diretamente a qualidade do produto final.
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B DESENVOLVIMENTO

A QUALIDADE

Qualidade é definida como a capacidade de um produto ou servi¢co de satisfazer ne-
cessidades expressas ou implicitas a um custo competitivo (JURAN; GRYNA, 1993). Hoje
em dia, mais do que ser um atrativo, fator de diferenciacao, superioridade ou fator de cum-
primento legislativo, a qualidade de um produto é exigéncia, sendo assim requisito basico e
essencial para que um produto seja digno de aceitacéo pelo consumidor.

A qualidade € um conceito multidimensional. A empresa deve apurar quais sao as
necessidades dos clientes e, em funcéo destas, definir os requisitos de qualidade do pro-
duto. Os requisitos sao definidos em termos de variaveis como, por exemplo, comprimento,
largura, altura, peso, cor, resisténcia, durabilidade, tempo de entrega, simpatia de quem
atende ao cliente, rapidez do atendimento, eficacia do servico, etc. Quando se trata de
produtos alimenticios o conceito de qualidade é ainda mais complexo: além das caracteris-
ticas relacionadas a aparéncia, aroma e sabor, a qualidade esta diretamente relacionada a
integridade fisico-quimica e microbiolégica do alimento (BERTOLINO, 2010).

O Controle de Qualidade (CQ), por sua vez, é o conjunto de atividades relacionadas
para verificar o atendimento de requisitos de qualidade (atributos) previamente estabele-
cidos/especificados e se 0s objetivos da empresa estao sendo atingidos (CAMPOS, 1992;
JURAN; GRYNA, 1993). Sao atividades que visam contemplar todo o processo produtivo
em si incluindo todas as suas etapas. Com o controle de qualidade busca-se monitorar e
verificar o processo produtivo de modo que a qualquer desvio de padrbes possam ser to-
madas acgoes corretivas.

Segundo a NBR ISO 9001 (ABNT, 2015), a Garantia da Qualidade (GQ) refere-se a
um programa de acompanhamento sistematico e avaliacdo dos diferentes aspectos de um
produto, projeto ou servico e garante que os padroes de qualidade estao sendo cumpri-
dos. A GQ avalia os resultados obtidos a fim de verificar se ha algo que possa ser feito para
a melhoria do processo ou do produto, e é responsavel pela tomada das agdes para reducao
de defeitos. Geralmente, isso é realizado através de treinamentos de capacita¢ao dos fun-
cionarios envolvidos diretamente na manipulacao/fabricacao do produto e dos funcionarios
responsaveis pelo monitoramento e/ou verificagdo do produto ou do processo.

Uma analise de perigos visa identificar e avaliar os perigos potenciais, de natureza
fisica quimica ou bioldgica, que representem riscos a saude do consumidor. Assim, APPCC
€ uma sistematica de procedimentos que tem por objetivo identificar, avaliar e controlar os
perigos para saude do consumidor e caracterizar os pontos de controle considerados criticos
para assegurar a inocuidade dos alimentos.
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A identificacdo dos “perigos potenciais” em pontos especificos do processo possibilita
o controle sobre estes pontos passiveis de falha (PCCs). Desta forma, se algum ponto de-
monstrar algum desvio, ou que estéa fora de controle, significa que a seguranga do produto
pode estar comprometida.

A equipe APPCC deve ser composta de um grupo multidisciplinar de profissionais
que unem esforcos pelo desenvolvimento, implementacédo e manutencéo do Sistema de
Segurancga Alimentar, tendo como base os requisitos de APPCC, e constituindo, desta forma,
a Equipe de Seguranca Alimentar do APPCC.

Requisitos nos quais a tomada de decisdo ou julgamento sdo baseados séo definidos
como critérios. Os valores ou atributos maximos e/ou minimos estabelecidos para cada
critério sao limites criticos e, quando nao atendidos, significam impossibilidade de garantia
da seguranca do alimento. Os limites de seguranca sdo valores ou atributos préximos aos
limites criticos e que sao adotados como medida de segurancga para reduzir a possibilidade
de 0s mesmos nao serem atendidos.

Medidas Preventivas ou de Controle sdo qualquer acdo ou atividade que pode ser
realizada para prevenir, eliminar ou reduzir um perigo a saude do consumidor (ABNT,
2015). As medidas de controle se referem as fontes e aos fatores que interferem nos pe-
rigos, tais como possibilidade de introducéo, sobrevivéncia e/ou multiplicacdo de agentes
biolégicos e introducéo e permanéncia de agentes fisicos ou quimicos no alimento.

O monitoramento ocorre pela sequéncia planejada de observagdes ou mensuragdes
devidamente registradas em planilhas que permitem avaliar se um perigo esta sob controle.
Uma acéo corretiva € tomada quando se constata que um critério encontra-se fora dos limites
estabelecidos (ABNT, 2002). Os perigos podem ser contaminantes de natureza bioldgica,
quimica ou fisica que podem causar dano a saude ou a integridade do consumidor. O con-
ceito de perigo podera ser mais abrangente para aplicacdo industrial ou governamental,
considerando aspectos de qualidade, fraude econdmica e deterioracdes, dentre outros.
Quando o perigo é considerado significativo, sua ocorréncia possivel e/ou com potencial
pode resultar em risco inaceitavel a satde do consumidor (SILVA JUNIOR, 1995; BRASIL,
2004; 2015; MACHADO, 2015). Um risco € uma estimativa da probabilidade (possibilidade)
de ocorréncia de um perigo. Pode ser classificado em alto, médio e baixo.

O documento elaborado para um produto/processo especifico, de acordo com a se-
guéncia légica, onde constam todas as etapas e justificativas para a sua estruturacao é o
Plano APPCC. Seréao considerados como Pontos de Controle (PC) os pontos ou etapas que
afetam a seguranca e que sao controlados prioritariamente por programas e procedimentos
de pré-requisitos (BPF, PPHO, etc.). Qualquer ponto, etapa ou procedimento no qual se
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aplicam medidas de controle (preventivas) para manter um perigo significativo sob controle,
com obijetivo de eliminar, prevenir ou reduzir os riscos a saude do consumidor € um PCC.

O Programa de Pré-Requisitos compreende procedimentos, incluindo BPF, PPHO e
Procedimentos Operacionais Padrao (POPs), que constituem a base higiénico - sanitéaria,
necessarios para a adequada implantacao do Sistema APPCC.

A verificacéo é realizada por meio de métodos, procedimentos ou testes para validar,
auditar, inspecionar, calibrar, com a finalidade de assegurar que o plano APPCC est4d em
concordancia com o sistema APPCC e € cumprido operacionalmente e/ou necessita de mo-
dificacéo e revalidacao. Os registros sdo documentos especificos utilizados para protocolar
dados, resultados e leituras especificas.

As BPFs referem-se a um conjunto de principios e regras para o correto manuseio
de alimentos, que abrange desde as matérias-primas até o produto final, tendo como prin-
cipal objetivo garantir a integridade do alimento e a saude do consumidor (BRASIL, 2004;
2015). As normas que estabelecem as BPFs envolvem requisitos fundamentais que vao
desde as instalacbes da industria, passando por rigorosas regras de higiene pessoal e
limpeza do local de trabalho (tais como lavagem correta e frequente das maos, utilizacao
adequada dos uniformes, disposicao correta de todo o material utilizado nos banheiros e
0 uso de sanitizantes) até a descricdo, por escrito, dos procedimentos envolvidos no pro-
cessamento do produto, desde a recep¢ao da matéria-prima até a expedicao de produtos,
contemplando os mais diversos aspectos (qualidade da matéria-prima e dos ingredientes,
qualidade da agua, etc.) (MACHADO, 2015).

Dentre as normas e/ou regras que os manipuladores de alimentos devem seguir es-
tao a higienizacao de méos e botas; proibicdo no uso de adornos, maquiagens, perfumes,
unhas compridas e/ou pintadas, barba e bigode; alimentar-se somente no refeitorio, etc.
Por serem essenciais, as BPFs séo tao exigidas dentro de uma fabrica e os funcionarios
que nela atuam devem segui-las fielmente (ARRUDA, 2002; ANVISA, 2004). O descum-
primento dessas normas pode levar a uma série de puni¢des culminando até mesmo com
o desligamento do funcionario envolvido. A rigidez neste aspecto deve-se ao prejuizo que
o descumprimento de qualquer uma destas regras pode trazer a empresa, pois qualquer
meio ou fonte de contaminagao para o produto, seja ela fisica, quimica ou biologica é fonte
de contaminacé&o para o consumidor, podendo resultar em inUmeras reclamacgdes por parte
dos clientes bem como néo-conformidades por parte do Servigo de Inspecao Federal (SIF)
local ou ainda, com maior fator de gravidade, sérios riscos a saude publica.
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B FLUXOGRAMA DE PROCESSO
Frango/Miudos/Miudezas/Congelado/Resfriado in natura

O fluxograma operacional geral de um abatedouro de aves é ilustrado na Figura 1. A se-
guir, todas as etapas sao descritas e os PCs e PCCs detalhados.

Pré-Abate

Todas as operagdes de manejo dos animais que possam trazer qualquer desconforto
ou prejuizo ao conforto animal devem estar em perfeito acordo com as normas de bem-estar
animal. Entende-se como Bem-Estar Animal o “estado de completa saude fisica e mental,
em que o animal estad em harmonia com o ambiente que o rodeia, ndo sentindo dor, medo
ou ansiedade” (BROOM; JOHNSON, 2000; BROOM; FRASER, 2007). Sdo numerosos ele-
mentos que contribuem para a qualidade de vida do mesmo, incluindo suas cinco liberdades:
livres de fome, sede, desconfortos, sofrimentos, lesdes ou doencgas, e livres para expressar
seu comportamento normal (OIE, 2021). Os lotes destinados ao abate passam por inspecéao
técnica, que fica a cargo de um técnico ou médico veterinario e deve ser realizada ao menos
uma vez ao lote. Todas as informagdes como drogas utilizadas, mortalidade, registro de peso,
vacinacgodes entre outras ficam registradas no boletim sanitario do lote que é entregue junta-
mente com a carga/lote no momento da recepcéao no frigorifico. Ao se realizar programacao
de abate de um determinado lote, deve-se realizar jejum de no minimo 5 e no maximo 12
horas antes do abate - PC (B) - 0 que permite eficiente deplecéo do conteudo gastrintestinal
e consequentemente menor risco de posterior contaminag¢ao da carcaca. A 4gua deve estar
disponivel até o momento da apanha. A apanha deve ser realizada de maneira que maus
tratos e brutalidades ndo sejam tolerados, ou seja, deve ser realizada de maneira cuidado-
sa, evitando mortalidade, fraturas, arranhdées e hematomas. As aves devem ser apanhadas
pelo dorso, uma a uma e colocadas em gaiolas, respeitando-se a lotacdo que depende do
tamanho/peso das mesmas. Estas gaiolas devem estar integras e corretamente higieniza-
das (processo que ocorre no frigorifico, antes de serem enviadas as granjas). Logo, as aves
séo transportadas em gaiolas devidamente acondicionadas nos caminhdes transportadores
respeitando-se o tempo total maximo de 12 horas da retirada da alimentagéo, apanha e
transporte até o abate.

Recepcao de Frangos

O caminhao carregado com as aves chega ao abatedouro e logo na portaria é pesado
e recebe um nimero para fins de ordem de descarregamento. E, entdo, encaminhado ao
galpéo de espera. Neste galpao o caminh&o devera permanecer por no maximo 2 horas,
devendo este estar equipado com sistema de nebulizacao e ventiladores para controle de
temperatura e umidade. Juntamente com a carga, deve ser encaminhado o guia de trans-
porte animal (GTA) e o boletim sanitario para posterior conferéncia do Fomento e SIF, sendo
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que este ultimo devera receber um Boletim Sanitario com 24 horas de antecedéncia, onde
estao registradas todas as informacdes dos lotes que seréo abatidos. Nesta etapa realiza-se
a conferéncia do PC (B), que corresponde ao monitoramento da retirada da alimentacao
por parte do produtor/tempo de jejum, e do PCC1 (Q), que monitora a utilizacado de drogas,
periodo de caréncia e nao utilizacdo de medicamentos nao prescritos, considerando-se
tolerancia zero para a auséncia destas informacdes. O lote so é abatido ap6s conferéncia
e registro das informacdes.

Descarga e Pendura

As caixas com as aves sao descarregadas dos caminhdes e colocadas em esteira
condutora provida de plataforma mével, cuja finalidade é aproximar as gaiolas da platafor-
ma de operacao, facilitando a descarga e reduzindo o impacto. O descarregamento deve
ser realizado respeitando-se as normas de bem-estar animal; as gaiolas ndo devem sofrer
baques nem estarem abertas para que os frangos néo sofram grandes impactos ou lesdes
e nem escapem. ApOs serem descarregadas, as gaiolas seguem pela esteira e as aves séo
retiradas e penduradas na linha pelos pés, seguindo para os demais processos. Deve-se ter
cuidado para que elas sejam corretamente penduradas com os dois pés, sem se debaterem
nem sofrerem fraturas ou hematomas. As aves seguem por todo o trajeto amparadas por um
protetor de peito chamado “para-peito” que serve para minimizar o desconforto e para que
as aves nao debatam demasiadamente as asas, evitando assim contusoes. As aves que
estiverem aparentemente mortas devem ter o pesco¢o puxado para garantir que ndo sofram
por estarem apenas inconscientes e devem ser destinadas para subproduto (producéo de
farinha para ragéo animal). O Gltimo funcionario da linha de pendura tem um controle sobre
0 acionamento da esteira para que se evite que gaiolas passem para a etapa de higieniza-
¢cao com animais em seu interior. As gaiolas, entao, ja sem as aves passam para a etapa
de higienizacdo que é realizada automaticamente pela maquina lavadora de gaiolas que
faz a higienizagéo e sanitizacdo das mesmas. Apds, sdo automaticamente carregadas nos
caminhdes que da mesma forma, ja devem ter passado pelo processo de higienizagéao.

Insensibilizacao

Esse processo tem como objetivo maior garantir o bem-estar animal, dessa forma,
caracteriza-se por um procedimento de atordoamento das aves para que estas ndao sofram
no momento da sangria e também para que esta seja facilitada. A insensibilizacdo ocorre
por eletronarcose sob imersdo em agua, sendo que o volume de agua é diretamente propor-
cional ao tamanho da ave e consequentemente influencia na eficiéncia do processo. A ave
nao deve morrer nesta etapa. Para tanto, os padroes de choque devem ser constantemente
monitorados considerando-se: tensao entre 45-50 V, frequéncia entre 1200-1400 Hz e ampe-
ragem minima de 105 mA. As aves séo conduzidas ao longo do insensibilizador recebendo
o choque pela cabeca, que é conduzido até a correia transportadora e assim percorrendo
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todo o corpo do animal. Deve-se estar atento para que o volume de dgua nao transborde
e que a cabeca da ave fique totalmente submersa, bem como observar a sujidade da agua
gue nao deve ser excessiva.

Sangria

Processo subsequente ao atordoamento, ocorre manualmente com o auxilio de facas
gue devem ser esterilizadas a uma temperatura de no minimo 85 °C. Esse processo deve
ser realizado a se promover uma sec¢ao total dos vasos sanguineos da ave (veias e arté-
rias), ocorrendo assim maior escoamento do sangue da carcaca. A carcaga segue por um
tanque de gotejamento que deve durar de 3 a 5 minutos. Esse sangue é destinado ao setor
de subproduto para producéo de farinha.

Escaldagem

Caracteriza-se por imersao da carcagca em agua a uma temperatura de 56 a 60 °C, com
renovacao constante de agua de maneira que a cada turno de 8 horas o tanque tenha todo
o seu volume renovado. A escaldagem tem como finalidade facilitar o processo seguinte, a
depenagem, porém deve-se ter cuidado para que a carcaga nao sofra excesso de escalda -
controle da temperatura da 4gua da escalda pelo PC (B) - resultando no descarte da mesma
pelas caracteristicas indesejaveis que esse processo podera causar.

Depenagem

Este processo é totalmente automatizado. Primeiramente sdo extraidas as penas da
sambiqueira e logo, a carcaga passa por um conjunto de depenadeiras que retiram as penas
do restante da carcacga. As depenadeiras s&0 maquinas que realizam o processo através
de dedos de borracha, e devem sofrer manutencao constante, pois do contrario, poderéao
provocar danos como hematomas e rupturas de pele.

Sugador de Fezes

Processo efetuado por um equipamento automatico que realiza a retirada das fezes
do intestino da ave por succ¢éo visando minimizar o risco de possiveis contaminagcdes no
decorrer do processo.

Corte da Cabeca

A secc¢ao da cabeca é efetuada por um equipamento dotado de rosca sem fim, sendo
estas destinadas ao setor de subprodutos.

Lavagem

As carcagas séo lavadas em chuveiros de aspersao com agua sob pressao com jatos
orientados na diregao de se obter uma lavagem completa.

Corte dos Pés

Procedimento efetuado por um disco de corte que realiza a sec¢do na altura da canela.

Os pés entao seguem em linha para posterior processamento na sala de pés.
Rependura
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Apés as carcacgas sofrerem secgcao dos pés elas caem em uma calha que conduz a
uma esteira onde sao rependuradas por funcionarios da linha.

Figura 1. Fluxograma geral de um abatedouro/frigorifico de aves.
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Extracao da Cloaca

A carcacga passa por uma maquina dotada de autolavagem (extratora de cloaca) que
efetua um corte ao redor da cloaca com objetivo de extrai-la e com isso minimizar o risco
de contaminacéo fecal.

Corte Abdominal e Exposicao das Visceras

Esse procedimento é realizado por uma maquina dotada de autolavagem que reali-
za abertura da cavidade abdominal através de um corte na parte inferior do frango. Outro
equipamento realiza automaticamente a exposicao das visceras, sendo que bragos fixam o
peito do frango ajustado para penetracdo de um aparato mecénico que funciona como uma
mao retirando as visceras e expondo-as fora da carcacga. O equipamento possui sistema de
lavagem automatica para limpeza das maos mecanicas. Um repasse manual é realizado para
que qualquer carcaga que nao tenha sido eviscerada pela maquina o seja manualmente.
Desse modo, a evisceragao subdivide-se em automatica e manual.

Pré-Resfriamento de Carcacas e Cortes Liberados pelas Linhas de Inspecao Federal

Os cortes provenientes de carcacas com algum tipo de tecnopatias s&o acondiciona-
dos em caixas com gelo e serdo posteriormente aproveitados para produtos cozidos (caixas
amarelas) ou liberados (caixas brancas), a seguir esses cortes s&o conduzidos aos chillers
especificos para tal e podem ter os seguintes destinos: cortes liberados sao destinados a
sala de cortes; cortes condicionais sao destinados para a produc¢éao de Carne Mecanicamente
Separada (CMS) ou embutido cozido. Neste ponto deve-se estar atendo para o monitora-
mento das temperaturas destes cortes que ndo deve passar de 7 °C para cortes liberados
e de no maximo 10 °C para cortes condicionais.

Processamento de Miudos (Remocao de Coracao e Figado)

Processo que é realizado manualmente da seguinte maneira: o figado é retirado e
encaminhado por calha especifica para o chiller de figado na sala de miudos; o coragao, da
mesma forma, € retirado manualmente e encaminhado por calha especifica para a maquina
que faz sua limpeza (retirada do pericardio e da gordura) e logo segue para chiller especifico
na sala de miudos.

Processamento de Miudos (Moela)

A moela, ainda em conjunto com as demais visceras (ndo comestiveis), segue para
a maquina de moela onde é separada das demais, aberta e limpa (é retirada a cuticula,
a gordura e demais sujidades). Em seguida segue para chiller especifico na sala de miu-
dos. As demais visceras séo lancadas diretamente na calha de evisceracao e seguem para
o setor de subprodutos.

Processamento de Miudezas (Pés)
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Apos os pés terem sido seccionados da carcaca seguem em linha até a sala de pés
onde passam por um tanque de escalda, sdo depilados (retirada da cuticula), classificados
e enviados para o chiller de pés.

Resfriamento de Miudos e Miudezas (Coracao, Figado, Moela, Pés e Pesco¢o)

Os miudos (coracao, moela e figado) e miudezas (pescoco e pés) sédo transportados
para chillers especificos, onde s&o submersos em agua a uma temperatura maxima de 4
°C. A taxa de renovacgao de agua dos chillers é de 1,5 litros por quilograma de produto e o
tempo de residéncia dos produtos no chiller deve ficar em torno de 15 minutos. A temperatura
da agua de renovacgéo deve ser de no maximo 2 °C. A temperatura dos miudos (coracao,
moela e figado), pescocgo e pés na saida do chiller deve ser de no maximo 7 °C. As tempe-
raturas da agua dos chillers, da agua de renovacao e dos mitdos e miudezas na saida do
chiller e a taxa de renovacgao de agua sao controlados pelo PC (B).

Extracao de Papo, Traquéia e Eséfago

As carcagas passam por uma maquina que realiza a retirada automatica do papo,
traquéia e es6fago que séo enviados a fabrica de subprodutos.
Revisao e Remocao da Contaminacao Gastrointestinal e/ou Biliar Visivel

Apbs a extracdo dos miudos é realizada uma inspecao em 100% das carcagas para
remocdo da contaminacdo gastrointestinal e/ou biliar visivel interna e externamente, que
constitui o PC (B). As carcacas contaminadas sao retiradas da linha e postas em gancheiras
especificas para remog¢ao da contaminacgao. A parte contaminada é acondicionada em caixa
vermelha para envio ao subproduto e a carcaca é acondicionada em contentores com gelo
para posteriormente serem inseridas novamente na linha.

Revisao da Carcaca

ApoOs a etapa de revisdo e remogao da contaminacéo, as carcagas sao 100% inspe-
cionadas por monitores, garantindo assim a auséncia de contaminacéo gastrointestinal e/ou
biliar interna e externamente. Este é o ponto onde realiza-se o PCC1 (B), que é caracterizado
por um limite critico de auséncia total de contaminagao para 100% das carcacgas. Essa ava-
liagdo compreende ainda uma comparac¢ao com padrées de desempenho pré-estabelecidos
buscando-se assim avaliar se o processo em questao estad ou nao sob controle e com isso
tomar as acgdes corretivas necessarias. Entre estas acdes estdo: diminuicéo da velocidade
da linha, colocagao de um funcionario extra, manutencéao dos equipamentos envolvidos ou
retreinamento de funcionarios. Cada tomada de a¢ao dependera de onde foi verificada a falha.

Retirada do Pescoco

E realizada por um equipamento automatico. Apos ser extraido o pescoco pode
sofrer diferentes destinos: ser enviado ao setor de subproduto, enviado através de um
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sistema a vacuo para um chiller especifico para embalar ou ainda pode ser destinado para
a fabricacéao de CMS.
Lavagem Final

E a lavagem final interna e externa da carcaga com agua através de um processo auto-
matizado com bicos aspersores e chuveiros com pressao moderada e vazao de no minimo
1,5 litros de agua/ave. Monitorada pelo PC (B).

Pré-Resfriamento

Apos sofrerem lavagem final, as carcacas seguem em linha pela nérea até o sistema
de resfriamento, caem primeiramente no pré-chiller onde ficam submersas em agua a uma
temperatura maxima de 16 °C com taxa de renovacéo de 1,5 litros/ave. O tempo de resi-
déncia das carcacgas no pré-chiller € de no maximo 30 minutos. Em seguida, a carcacga €
transferida para o chiller onde a temperatura da agua deve ser de no maximo 4 °C e a taxa
de renovacgao deve ser de 1 litro/ave. O tempo de residéncia das carcacas no chiller é de
no maximo 45 minutos. Ao final dessa etapa as carcacas devem atingir temperatura de no
maximo 4 °C superficialmente e 7 °C no interior da intimidade muscular e ter no maximo
8% de absorcdo de agua. A temperatura da agua de renovacéo deve ser de no maximo 2
°C. Esse processo de resfriamento é dotado de um sistema de borbulhamento que facilita
o resfriamento da carcaca e dificulta a absor¢cdo de agua. No final do chiller as carcacas
caem em uma esteira com sistema de autolavagem onde sdo rependuradas na nérea para
seguirem na linha do processo.

Gotejamento e Classificacao da Qualidade

ApOs serem rependuradas as carcagas seguem em um trajeto para gotejamento com
o objetivo de eliminar o maximo de agua possivel do sistema de resfriamento para que com
isso o limite de 8% de absorcéo ndo seja ultrapassado. A partir deste processo as carcagas
serao destinadas para frango inteiro tipo griller, frango inteiro tipo broiler, produtos 9 partes
(cliente especifico) ou para corte e/ou desossa, conforme o padrdao do produto ou progra-
macao de producéao.

Insercao do Pacote de Miudos

Os miudos que, anteriormente foram automaticamente embalados em pacotes pela
maquina Maynar, vao agora ser manualmente inseridos nas carcacas inteiras na producao
de frango tipo broiler.

Pesagem

O abatedouro possui um sistema de pesagem dindmica que efetua a pesagem em
linha, de acordo com programac&o prévia.

Embalagem Primaria
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As carcacas sédo acondicionadas em uma embalagem de polietileno impressa e rotu-
lada de acordo com o produto/codigo, pais importador e/ou mercado nacional. Depois de
embalado o produto é selado com uma fita seladora. Os miudos podem ser embalados de
duas maneiras: na forma de pacotes para serem posteriormente inseridos no frango tipo
broiller, ou ainda, podem ser embalados como produtos acabados, e neste caso, serao
acondicionados no mesmo sistema de embalagem primaria citado anteriormente e selados
a quente ou com fita seladora.

Embalagem Intermediaria

Em secao especifica para este fim apds a embalagem primaria, os produtos sé&o colo-
cados em fundo de papeléo e entdo seguem na esteira para a segunda pesagem.
Classificacao de Peso da Caixa

Este processo € realizado por um sistema de pesagem continua (SPC) que efetua a
rejeicdo automatica de caixas fora do limite de peso (+ 250 gramas) ou com algum tipo de
defeito de qualidade. Nesta etapa ainda é realizado o processo de impresséo do codigo de
rastreabilidade na lateral da caixa — PFXXXA20 - onde PF = unidade produtora, XXX = data
de producgao conforme calendario Juliano, A ou B = turno de producéo; 20 = dois ultimos
numeros do ano. Também sao impressos no mesmo lado da caixa o més de producao e a
data de validade. Os produtos passam ainda por uma inspecéo final onde séo verificados
(em 100%) o correto padrao de qualidade da embalagem primaria, secundaria e etiqueta.

Resfriamento/Congelamento

Para produtos congelados, a empresa tem disponibilidade de utilizagéo de trés tuneis
de congelamento continuo: Holima, Recrusul e Cartofreezer. Esses produtos sdo submetidos
e uma temperatura de cerca de -25 °C por um periodo aproximado de 8 a 10 horas. Para
produtos resfriados (com destino mercado interno ou que serao utilizados como matéria-
prima), a empresa disponibiliza de camaras de resfriamento com temperatura de no maximo
4 °C. Apos, esses produtos sao enviados a central de distribuicao, onde também seréo ar-
mazenados em camaras de resfriamento com temperatura maxima de 4 °C. A temperatura
da carcaca e dos miudos na entrada dos tuneis ou cadmara de resfriamento deve ser de no
maximo 7 °C, e estes produtos devem atingir temperatura menor ou igual a 4 °C em, no ma-
ximo, 4 horas a partir da etapa de sangria. Esse monitoramento é realizado pelo PCC2 (B).

Embalagem Secundaria

Na saida do tunel de congelamento, as caixas (produto mais embalagem interme-
diaria) passam pelos detectores de metais - PCC2 (F), onde s&o colocadas as tampas de
papelao e plastificadas. Essas tampas sao rotuladas de acordo com o padréao do produto
e/ou cbddigo. No caso de haver rejeicao do produto por algum detector de metal, o produ-
to deve ser revisado de modo a encontrar o metal. Se este estiver dentro da embalagem
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secundaria o metal deve ser retirado e recoloca-se o produto no fluxo normal antes do
detector; se for encontrado metal na embalagem primaria, este deve ser retirado e descar-
ta- se o produto manipulado. Os produtos sao entdo, acondicionadas em pallets que séo
encaminhados a estocagem.

Estocagem

Na estocagem, os pallets sdo devidamente identificados por fichas emitidas pelo sis-
tema Sydel, sdo entdo enderecadas e armazenadas a uma temperatura de -18 °C para
produtos congelados. Produtos resfriados séo identificados e permanecem na camara de
resfriamento. O monitoramento das temperaturas de estocagem é feito através do PC (B).

Expedicao e Transporte

Nesta etapa o produto é colocado em veiculo transportador ainda nos pallets ou indi-
vidualmente, esses veiculos sao dotados de sistema de resfriamento que deve permanecer
eficiente até o momento de chegada ao porto de destino ou mercado nacional. Os veiculos
transportadores séo constantemente monitorados/verificados quanto as suas condicdes de
higiene e sua cadeia de frio.

Cortes Resfriados/Congelados de Frango in natura/Maturados/Preparados

Para a producéo dos cortes e demais produtos compreendidos neste item, as operacdes
de abate e pré-abate sofrem 0 mesmo processamento/fluxograma ja descritos. As operacoes

especificas seguem o fluxograma abaixo (Figura 2), e suas etapas sao descritas na sequéncia.
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Figura 2. Fluxograma geral de produgao de cortes.
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Recepcao das Carcacas de Frango

As carcacgas destinadas a producéo de cortes ou a desossa sao enviadas a sala de
cortes por noreas especificas: primeiramente as carcagas sao segregadas pelo sistema de
pesagem dindmica, e caem da linha em uma calha condutora para que sejam rependuradas
nas linhas automaticas Stork e serem processadas imediatamente, ou ainda, podem ser
colocadas em contentores caixas na camara de resfriamento para posterior processamento
(maturacao). O tempo e a temperatura de maturacéao sao monitorados pelo PC (B).

Resfriamento/Maturacao

Para a fabricacdo de produtos maturados, as carcagas permanecem na camara de
resfriamento a 4 °C por um periodo de, no maximo, 72 horas. Pelo PC (B), as caixas sao
identificadas individualmente contendo a hora de entrada na camara. O PCC2M (B) exige que
o produto retorne a 4 °C em 4 horas a partir da saida da camara de resfriamento/maturacéo.

Corte Automatico

Processo realizado pelas linhas automaticas (Stork), que seguem as etapas: corte da
asa, do peito, retirada do filezinho, corte da coxa e sobrecoxa.
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Preparacao da Asa

O corte da asa se da automaticamente, nas articulagdes, conforme programacao pré-
via. Pode-se fabricar asa inteira, meio da asa, ponta da asa, etc., conforme a especifi-
cacao do cliente.

Preparacao do Peito

O corte do peito se da automaticamente. O peito, depois de sofrer segregacao do res-
tante da carcaga, cai em uma calha que o direciona para as filetadoras, onde € realizada a
retirada da pele e desossa. Apds, o0 peito cai em esteira transportadora que o direciona aos
funcionarios que realizam o corte conforme o cddigo/especificagcao do cliente e ainda sofre
avaliacéo de qualidade pelos inspetores do PC (F).

Preparacao do Filezinho

E removido juntamente com o peito e segue para gramaturacéo e inspecéo da qualidade.
Preparacao da Coxa e Sobrecoxa

ApObs o corte automatico do peito, a carcaca segue nas linhas automaticas e € realizado
o corte automatico somente das coxas ou sobrecoxas, ou ainda coxa e sobrecoxa, ou coxa
e sobrecoxa com dorso (conforme programacao prévia). Cada um desses cortes podera cair
em calha para corte especifico ou desossa conforme especificacéo do cliente.

Retirada do Dorso

O dorso restante é enviado para a fabricacdo de CMS ou para subprodutos.
Inspecao da Qualidade

E a inspecéo visual e tatil onde sdo desclassificados os cortes com hematomas, car-
tilagens, ossos e dimensodes fora dos padrdes pré-estabelecidos para cada cédigo em par-
ticular. Estes cortes, que foram desclassificados no quesito qualidade, s&o colocados em
bacias azuis para posterior reprocesso ou sao colocados em caixas vermelhas para serem
encaminhados ao setor de subprodutos.

Pesagem de Ingredientes

Nesta etapa o produto e os ingredientes sdo pesados de acordo com uma formu-
lac&o especifica.
Tumbleamento

Os ingredientes e o produto, anteriormente pesados, sdo colocados em um tumbler,
a vacuo. Rotacbes por minuto (rpm) e o tempo de tumbleamento sdo ajustados conforme
a especificacdo do cliente. A temperatura da salmoura néo deve ultrapassar 3 °C e a tem-
peratura do produto apés o tumbleamento deve ser de no maximo 4 °C, ambas controladas
pelo PC (B). Apds cada preparo, amostras sao coletadas para fim de verificagéo do teor de
sal e o produto somente sera liberado apés estes resultados comprovarem a conformidade
com a especificagéo.
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Pesagem Individual

Os cortes que possuem padrdes de peso sao individualmente pesados com o auxilio de
balangas mensalmente calibradas e diariamente verificadas (com pesos padrdes calibrados).
Esta etapa para produto tumbleados acontece antes do tumbleamento.

Congelamento IQF

Este método de congelamento proporciona que cada peca seja congelada individual-
mente (Individual Quick Freezing) através de um tanel de congelamento (Girofreezer) com
esteira, onde cada peca é disposta individualmente. O tempo do processo varia de acordo
com a matéria-prima e esta etapa nem sempre ocorre, dependera da especificacao de de-
terminado produto/codigo.

Embalagem Primaria

Os cortes sao entdao pesados em uma embalagem primaria, que pode ser saco de po-
lietileno de baixa densidade (selados a vacuo por resisténcia elétrica ou nao e devidamente
identificados/rotulados de acordo com a especificacado do cliente ou cddigo do produto) ou
embalados com filme entrefolhado. Para alguns produtos especificos, os pacotes sdo en-
viados para sala de embalagem intermediaria, onde séo retirados das bandejas e colocados
em fundo de papelao. Os produtos que sdo congelados em blocos seguem para essa etapa
em bacias. Na saida da sala de cortes estes produtos devem atingir uma temperatura de
no maximo 7 °C para produtos menos manipulados e 10 °C para produtos mais manipula-
dos (desossados).

Pesagem das Matérias-Primas e Caixas

As matérias-primas seguem na esteira para o sistema de pesagem continua (SPC) que
realiza rejeicao automatica das caixas que estiverem fora da especificacao de peso. Nesta
mesma etapa as matérias-primas passam pelo detector de metais para produtos resfriados,
caracterizado como PCC1 (F). Para os demais produtos o processo ocorre da mesma ma-
neira como citado anteriormente. As etapas de Resfriamento/Congelamento, Embalagem

Secundaria, Estocagem e Expedicédo e Transporte sdo idénticas as etapas para producao

de frango inteiro e miudos descritas anteriormente.
Carne Mecanicamente Separada (CMS)

A CMS é a carne obtida dos ossos de frango a partir da separagao por processo meca-
nico e também a partir de alguns recortes. O produto € composto pelas seguintes matérias-
-primas: dorso, pescoco, cortes do aproveitamento condicional e cortes liberados. O pescoco
€ proveniente da evisceracao e é enviado a sala de CMS apés ter passado pelo sistema
de resfriamento. Os cortes liberados e condicionais séo destinados a CMS apds sairem
do sistema de pré-resfriamento e o dorso restante dos cortes de coxa e sobrecoxa sem
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dorso e do corte do peito pelas linhas autométicas Stork segue para a sala de producéo de
CMS. Essas matérias-primas sao encaminhadas a um equipamento especifico que faz a
moagem, formando uma massa que segue para um equipamento chamado DB (trocador
de calor) que tem como funcdo diminuir a temperatura da massa a 7 °C. E ai que ocorre o
monitoramento do PCC1 (B).

A CMS, quando resfriada, é colocada em caixas plasticas com saco sanfonado e en-
viada para as demais unidades produtoras de derivados. A CMS, para ser congelada, pas-
sa pelos congeladores em placa, é entdo embalada em saco de polietileno e colocada em
caixa de papelao onde serdo registradas todas as informacgdes referentes a rastreabilidade
do produto, como ocorre nos demais produtos. Apds acondicionamento, a CMS resfriada é
encaminhada para a camara de resfriamento e, quando congelada, é plastificada e colocada
em pallets identificados e entdo é armazenada na camara de estocagem a temperaturas
inferiores a -18 °C.

Esse produto deve obedecer a um padrao de qualidade que neste caso exige teor de
proteina de no minimo 12%, gordura de no maximo 30% e teor de calcio de no maximo
1,5% (BRASIL, 2000). Deve ser mantido congelado a -18 °C para exportacéo ou -12 °C para
mercado interno (por até 12 meses) e resfriado a no maximo 4 °C (por até 72 horas).

B CONCLUSOES

Num contexto de crise econémica mundial, os anos de 2008-2010 foram marcados
por uma estagnacao histérica da produ¢dao mundial de aves, verificada principalmente com
a estabilidade das exportagdes a partir do Brasil e com o retrocesso das exportacoes a
partir dos Estados Unidos. Entretanto, nos ultimos anos, segundo a Food and Agriculture
Organization (FAO, 2021), o mercado mundial das aves voltou a apresentar crescimento,
tendo registrado um aumento na producédo de aves médio de 1,5% ao ano. Neste cenario,
o Brasil destaca-se como 3° maior produtor mundial e o maior exportador de derivados de
aves, responsavel por cerca de 30% das exportacées mundiais (FAO, 2021; USDA, 2021).
Assim, a elaboragdo e a implementac¢ao dos planos APPCC tém se tornado, nos ultimos
anos, uma ferramenta de grande necessidade nas industrias alimenticias brasileiras, com o
objetivo principal de obter produtos de qualidade e com segurancga alimentar, em especial
nas industrias de derivados carneos que visam o mercado externo.

O acompanhamento do fluxograma de producéo e aplicagéo dos Planos APPCC, com
monitoramento dos PCs e PCCs no chao de fabrica, evidenciam a importancia da implantacao
das ferramentas da qualidade nos abatedouros, bem como a necessidade de treinamento
para todos os funcionarios envolvidos nas diversas etapas do processamento para garantia
de um produto de alta qualidade e seguranca.
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RESUMO

A qualidade higiénico-sanitaria como fator de seguranca de alimentos esta sendo am-
plamente estudado e discutido, uma vez que as doengas transmitidas por alimentos séo
um dos principais fatores que contribuem para os indices de morbidade nos paises da
América Latina. Diversos estabelecimentos vém se adaptando para serem capazes de
minimizar os surtos alimentares que sado causados por micro-organismos, e que geral-
mente sdo problemas causados por falhas nas boas praticas de produgéo. Assim este
relato de caso realizado em uma central de produgao e distribuicao de alimentos, onde foi
acompanhado diariamente a temperatura das camaras de refrigeracéo e congelamento,
garantindo que elas estivessem sempre nas especificacdes, uma vez que a temperatura
€ um fator importante para o controle microbiol6gico dos alimentos armazenados.

Palavras-chave: Alimentos, Micro-Organismos, Qualidade.
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B INTRODUGCAO

Estabelecer um Sistema de Gestao de seguranca de alimentos, no preparo, manuseio,
armazenamento e distribuicdo de alimentos é uma das maneiras de garantir que alimentos
cheguem até o consumidor prevenindo e evitando possiveis doencas, dado que ferramentas
de controle de qualidade possam diminuir os riscos a saude associados ao consumo de
alimentos contaminados, seja de modo quimico, fisico ou biolégico (CASTRO, 2013).

Dados da World Health Organization (WHO) estima que cerca de 600 milhdes de
pessoas sejam acometidas por doencas transmitidas por alimentos (DTA), e que tenha em
torno de 420 mil mortes por ano, e ainda se acredita que este nUmero vem aumentando no
decorrer dos anos (WHO, 2019; SOUZA; SOUZA; COSTA, 2021).

Os alimentos podem ser contaminados de diversas maneiras, desde a colheita no
campo ou em outra etapa da cadeia produtiva, como por exemplo, o uso de matéria-prima
inadequada, refrigeracédo e armazenamento incorretos, processo térmico insuficiente, manipu-
lacéo e preparo do alimento muito antes do consumo ou outros fatores que ocorrem quando
néo sdo adotadas condicdes higiénico-sanitarias (ROUGEMONT, 2007). Muitas vezes esse
problema é refletido na higiene pessoal e nas condi¢des de higienizacao do estabelecimento
(FERRARI; FONSECA, 2019). Alguns autores sugerem que muitos casos de DTA poderiam
ser impedidos, caso as medidas preventivas fossem utilizadas em toda a cadeia produtiva,
entre elas, a implementacéo de acdes voltadas para o controle de qualidade dos alimentos
produzidos e a capacitacdao aos manipuladores de alimentos (NUNES; ARANHA; VULCANO,
2014; SORAGNI; BARNABE; MELLO, 2019).

Dentre as principais medidas, o uso do manual de Boas Praticas de Fabricacéo (BPF),
os Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) e o Sistema de Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) sao ferramentas importantes a serem adotadas nas
industrias para garantir assim a seguranca e a qualidade dos alimentos (LIMA; MALINVERNO;
CONDE, 2018; SANTOS et al., 2020). Vale salientar que o processo de preparo de alimen-
tos deve seguir o cumprimento de todas as medidas sanitarias estabelecidas através da
RDC n° 216 de 2004 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que determina
por meio do manual de BPF e descreve as operacgdes realizadas pelos estabelecimentos,
incluindo minimos requisitos higiénico-sanitarios dos edificios, manutencéo e higienizacéo
das instalacdes, dos equipamentos e dos utensilios, o controle da agua de abastecimento,
o controle integrado de vetores e pragas urbanas, a capacitacéo profissional, o controle da
higiene e saude dos manipuladores, o manejo de residuos (BRASIL, 2004).

Os principais beneficios da aplicagcao das BPF podem constituir um estimulo a sua
adocéo, considerando alguns fatores como: a obtencdo de alimentos mais seguros, a re-
ducéo dos custos decorrentes do recolhimento do produto no mercado, de destruigcao ou
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reprocessamento do produto final, reducédo do numero de analises no produto final, maior sa-
tisfacao do consumidor com a qualidade do produto, maior motivagcao e produtividade dos fun-
cionarios, a melhoria do ambiente de trabalho, acarretando em estabelecimentos mais limpos
e seguros, atendendo as legislacdes vigentes, nacionais e internacionais (FERRAZ, 2014).

Para garantir que um alimento seja seguro € necessario que ele atenda as legisla-
cOes e que seja adotado metodologias de qualidade para a garantia de qualidade de todo
0 processo de fabricacéo, prevenindo assim as causas de contaminacéo fisica, quimica ou
microbiolégica, que podem trazer prejuizos a saude do consumidor (LIMA; MALINVERNO;
CONDE, 2018; QUINTINO; RODOLPHO, 2018).

Dessa maneira, estabelecimentos que produzem ou comercializam produtos alimenti-
cios vém se preocupando cada vez mais em aperfeicoar técnicas que garantam a qualidade
e a seguranca dos alimentos (DEVIDES, 2014).

B RELATO DE CASO

A Central de Producéao e Distribuicao de Alimentos (C.P.D.A), esta situada dentro de
uma empresa do setor de hotelaria e turismo localizado no estado de Goias. Sendo respon-
savel pelo processamento e distribuicéo de todas as refeicbes que sao servidas nos hotéis
e nos parques. Dentro da C.P.D.A, as areas séo divididas em: sala de nutricdo, padaria,
confeitaria, cozinha quente, gardmanger, higienizagdo das hortaligcas, produgéo de massas
folhadas, producéo de frios e sanduiches, producéo de pizzas, producao de sorvetes, copa
de salgados, sala de cortes carneos 1, 2 e 3, estoque primario, estoque secundario, area de
expedicao de paes, expedicao dos alimentos e transporte. Cada area opera de acordo com
a sua necessidade de producéo e, assim sao produzidos os alimentos, para atenderem as
demandas dos hotéis e parques, sempre servindo o hdspede com alimentos de boa qualidade.

Um dos principais pontos criticos de controle sdo as camaras frias de armazenamento
dos produtos, uma vez que a temperatura é um fator importante relacionado ao crescimento
de micro-organismos, e a refrigeracao ou congelamento tem como um dos beneficios reduzir
o crescimento de micro-organismos. Nesse sentido, sempre ao inicio e final do dia, era ava-
liada a temperatura das camaras frias e outros recipientes que armazenavam os alimentos
na C.P.D.A. No total sdo 12 camaras frias, 2 refrigeradores e 1 geladeira.

Cada camara fria é especifica para cada tipo de alimento, e o0 grupo ainda possui as
camaras de refrigeracdo com temperatura de 0 °C a 4 °C e as camaras de congelamento
com temperatura de -18 °C a -23 °C. As aferi¢cdes foram realizadas por um termémetro a
laser, e era sempre aferido em varios pontos das camaras frias, para uma melhor precisao,
e resultado eficaz. Na Tabela 1, apresentada abaixo, segue a relacdo da camara, faixa de
temperatura e tipos de alimento armazenado.
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Tabela 1. Relagdo de camara fria, alimentos armazenados e especificacdo das temperaturas.

N2 da camara Tipo de alimentos estocados Faixa de temperatura
9 Cortes de Carnes de vaca refrigeradas. 02Ca4eC
10 Pescados, Aves e temperos. 09Ca4eC
12A Embutidos, Leites, Massas, frutas e verduras. 0°Ca4°C
128B Pratos frios prontos, Saladas e Frios. 02Ca4eC
13 Pé&es de queijo congelados. -189Ca-23°C
14 Recheios, Frutas, Cremes diversos. 0°Ca4eC
15 Tortas e bolos congelados, Doces e polpas. -182Ca-23°C
16 Tortas, bolos, pudins, e produtos confeitados. 09Ca4eC
s
Camara A Carnes Congeladas. -189Ca-23°C
Camara B Molhos e Massas. 0°Ca4°C
Camara D Produtos que passavam pelo processo Cook chill 02Ca4eC
Camara E Produtos do refeitorio, Leite, Bolos e frutas. 0°Ca4e°C
Sanduiches 1 Armazenamento de frios 2°Ca52°C
Sanduiches 2 Armazenamento de frios 2°Cas5¢eC
Gel. Sorvetes Sorvetes e coberturas -102Ca-17°C

Fonte: elabora pelos autores (2021).

H DISCUSSAO

As medidas foram anotadas em planilhas e, quando a temperatura estava fora do padrao
estipulado, era necessario verificar o problema e, em alguns casos, acionar a manutencao
urgente ou mover os alimentos para outra camara disponivel, para ndo haver perdas ou
contaminacgao nos alimentos. E quando se trata da seguranca de alimentos, a refrigeracao
e 0 congelamento s&o bastante importantes e estao intimamente ligados.

Alimentos pereciveis, incluindo frutas, vegetais, laticinios, carnes e peixes, precisam
ser mantidos resfriados ou congelados ao longo de toda a cadeia de abastecimento. N&o
manter os alimentos pereciveis na faixa de temperatura desejada, devido a refrigeracao
insuficiente, pode estimular o crescimento de patdgenos e micro-organismos deteriorantes,
tornando o produto ndo comestivel (MERCIER et al., 2016). Para isso, se fazia o controle
rigoroso das camaras frias, garantindo que estivessem em condi¢cdes adequadas para a
estocagem dos alimentos.

O principio da conservacao pelo frio consiste em reduzir e manter a temperatura dos
alimentos de forma que seja interrompido ou reduzido de forma significativa a taxa de ocor-
réncia de alteracdes prejudiciais nos alimentos. Essas alteracées podem ser microbioldgi-
cas, fisioldgicas, bioquimicas e/ou fisicas (JAMES; JAMES, 2014). Assim, é importante que
0s estabelecimentos de producao e distribuicdo de alimentos tenham uma cadeia de frios

em bom funcionamento para garantir o minimo possivel de perdas, e que se mantenha a
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qualidade microbioldgica dos produtos e, nesse sentido, a C.P.D.A possui uma cadeia bem
estruturada, sendo capaz de atender a essas necessidades.

B CONCLUSAO

A cadeia de frios representa uma importante barreira microbiol6gica para assegurar a
qualidade dos alimentos, impedindo a deterioragcao dos mesmos quando estao expostos em
temperatura ambiente por muito tempo. Nesse sentido, a central de producgao e distribuicao
de alimentos apresenta uma boa estrutura, € nenhum problema relacionado as camaras foi

observado durante o periodo de experiéncia do estudo.
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RESUMO

A comercializagcéo de alimentos por vendedores ambulantes, no entorno de hospitais,
vem apresentando um aumento significativo, por ser considerada uma alternativa rapida,
pratica e de baixo custo. Embora seja uma op¢ao conveniente, os riscos de Doencas
Veiculadas por Alimentos (DVA’s) sao evidentes. Objetivo: analisar se os lanches ven-
didos se encontravam apropriados para o consumo através de analises microbiologicas
e aplicacéo de checklist de forma que fosse possivel identificar a qualidade e obter as
informacdes necessarias sobre as condi¢bes higiénicas e sanitarias de manipulagéo.
Métodos: foram coletadas amostras em dois pontos comerciais distintos localizados
em torno de um hospital publico em Belém do Para. A amostragem foi constituida de
salgados fritos e assados em cada estabelecimento, posteriormente as amostras fo-
ram acondicionadas em sacos plasticos esterilizados, etiquetados e armazenados sob
congelamento. Foram realizadas analises microbioldgicas através do método descrito
pela APHA a fim de detectar a presencga de micro-organismos anaerébios em (UFC/g),
Staphylococcus coagulase positiva, coliformes totais e coliformes termotolerantes a 45
°C (NMP/g). Resultados: os resultados das anélises dos lanches indicaram que todos
0s pontos comerciais analisados apresentaram qualidade insatisfatéria, tanto do as-
pecto microbiolégico quanto das condi¢des higiénicas e sanitarias dos manipuladores.
Conclusao: a pesquisa demonstrou a importancia da analise da qualidade dos alimentos
comercializados para a manutencéo das boas condi¢gdes higiénico sanitarias e de boas
praticas de fabricacéo para que esses ndao sofram nenhum tipo de contaminagéo que
possam vir a causar danos a saude do comensal.

Palavras-chave: Anélise Microbiolégica, Lanches, Manipulacéao.
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B INTRODUGCAO

A analise microbiolégica de alimentos é utilizada para diversos fins e tem como objetivo
identificar a presenca de micro-organismos patogénicos ou substancias quimicas que possam
causar danos a saude do comensal. As Doencas Transmitidas Por Alimentos (DTA’s) séo
uma das causas de mortalidade e morbidade no Brasil e no mundo e, sdo varios os fatores
que podem levar a contaminagéo de um alimento (BRASIL, 2019).

O avanco da globalizagdo impactou diretamente na cultura alimentar da populacéo
gerando inumeras mudancas na alimentacdo urbana. Alguns fatores como auséncia de
tempo para realizar compras e preparar o alimento em casa e locais disponiveis para ali-
mentacao fizeram com que o individuo buscasse uma forma mais rapida e préatica de se
alimentar, sejam elas por meio dos fast food ou dos alimentos comercializados nas vias
publicas (GARCIA, 2003).

A comercializagao de alimentos em torno de hospitais publicos por vendedores ambu-
lantes é uma pratica comum em muitas cidades e vem aumentando cada vez mais devido a
globalizacdo e a mudanca de habitos de vida por ser considerada uma alternativa de baixo
custo, flexivel, além de ser pratica levando em consideracao que muitos sao trabalhadores
que nao dispdem de tempo para preparar a sua refeicdo ou alimenta-se em suas residéncias
(SOUZA et al., 2015).

No processo de manipulacéao e comercializagao de alimentos sabe-se que € de extrema
importancia que medidas de seguranca sejam adotadas em todos os processos da produ-
cao para que possa ser garantida a qualidade do produto que sera colocado para consumo.
Dessa forma, se faz necessario algumas medidas, como a lavagem das maos e de hortifruti,
desinfeccédo de superficies e utensilios utilizados, armazenamento de carnes respeitando
a temperatura ideal, entre outros (BRASIL, 2019). Nesse contexto, objetivou-se analisar a
qualidade de lanches comercializados em torno de um hospital publico de Belém - Para,
bem como fazer uma analise situacional do ambiente de manipulagéo desses alimentos.

H MATERIAL E METODOS

Local de realizacao do estudo

As amostras foram coletadas em Belém do Para, no periodo de fevereiro de 2021 a
marco de 2021. A pesquisa foi realizada na Escola Superior da Amazénia (ESAMAZ).
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Metodologia de coleta de amostra

Foram utilizadas amostras coletadas em dois pontos comerciais distintos, localizados em
torno de um hospital publico em Belém, a amostragem foi constituida de salgados comercia-
lizados nos mesmos, sendo um salgado frito e um salgado assado em cada estabelecimento
previamente determinado, posteriormente foram as amostras foram acondicionadas em sa-
cos plasticos esterilizados, etiquetados. Posteriormente, foram transportadas em recipiente
isotérmico, acompanhados de lista de verificacao preenchida com nome do estabelecimento,
data, hora e método da colheita. As amostras foram mantidas sob refrigeracéo entre 0 e 4

°C até a realizagcéao das analises microbiolégicas.
Analises microbioldgicas

As amostras foram submetidas a anélise de Staphylococcus coagulase positiva, bacté-
rias anaerobicas em unidades formadoras de colénias (UFC/g) e coliformes totais e colifor-
mes termotolerantes a 45 °C em Numero Mais Provavel por grama da amostra (NMP/g), de
acordo com os métodos descritos pela APHA (2001). As amostras foram comparadas aos
padrdes estabelecidos pela RDC n° 331 e IN 60, ambas de 23/12/2019 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2019).

B RESULTADOS E DISCUSSAO
Checklist

Apéds andlise do checklist, observou-se que ndao houve diferenca entre os aspectos
avaliados em ambos os pontos comerciais. Dos 22 itens avaliados no checklist realizados
nos pontos de comercializagao, os percentuais de ndo-conformidades (NC) gerais foram
iguais a 72,73% para ambos (Tabela 1), desses itens, 6 eram definidos como criticos para
o controle higiénico sanitario, desses 66,67% foram determinados como n&o conformes.

Tabela 1. Percentual de ndo-conformidades (NC) encontradas baseado no checklist aplicado nos pontos comerciais de
lanche comercializados ao entorno de um Hospital de Belém - PA.

ASPECTOS GERAIS AVALIADOS TOTAL DE TENS TOTAL DENC ENCONTRADAS
Recursos humanos 10 8 80
Condigdes ambientais 2 1 50
Instalagdes, edificagdes e saneamento 6 4 66,67
Higienizacao 4 3 75
Total 22 16 72,73

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Foi possivel observar que enquanto os manipuladores manuseavam os alimentos,
mesmo usando a protecéo, evitaram falar sobre os alimentos. Porém, quando néo estao
manipulando, ficam conversando sem mascaras, o que oferece risco de contaminacao para o
alimento, aspectos avaliados conforme (ver Tabela 2). Outro ponto importante é que apesar
de n&o ter um uniforme padronizado em cor clara, eles sempre estdo com uma vestimenta
limpa e conservada que é trocada diariamente.

Nos dois pontos comerciais analisados, os manipuladores eram homens e trabalhavam
sozinhos. Foi possivel identificar que as boas praticas de higiene ndo eram cumpridas de
forma correta, pois, no ponto comercial 1 e 2 os manipuladores tinham os cabelos e a barba
comprida e, ndo estavam protegidos de forma correta e 0 manipulador do ponto comercial 1
utilizava utilizando adorno, aspectos avaliados como nao conforme (ver Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo de conformidades na analise geral de recursos humanos no checklist aplicado nos pontos comerciais
de lanche comercializados ao entorno de um Hospital de Belém - PA.

ASPECTOS AVALIADOS CONFORMES ASPECTOS AVALIADOS NAO CONFORMES

Os manipuladores apresentam higiene corporal adequada,
cabelos protegidos, unhas curtas, limpas e sem esmalte,
proibicéo do uso de adornos (brincos, anéis, pulseiras); *
Os manipuladores do sexo masculino apresentam-se barbeados
e com bigodes (quando for o caso) aparados;
Os procedimentos de higienizagdo das maos encontram-se
Os manipuladores evitam comportamentos, atitudes escritos e disponiveis em lugar visivel aos funcionarios;
e gestos (fumar, tossir sobre os alimentos, cuspir Os manipuladores executam a higienizagéo correta das maos

etc.) incorretos durante a manipulagéo; * nos momentos e de forma adequada; *
Os uniformes encontram-se limpos, conservados e Cuidados ao manipular dinheiro durante o preparo e venda dos
séo trocados diariamente; produtos;

Os manipuladores utilizam uniformes adequados para as
atividades executadas, completos e de cores claras;

Os manipuladores usam aventais adequados e especificos para
a atividade em execugao;

Os manipuladores possuem os EPI's adequados para a atividade
que executam

*Aspectos criticos analisados.
Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Nao foi possivel identificar nenhum Procedimentos Operacionais Padronizados (POP)
para higienizagcdo das maos, uma vez que, também, ndo é possivel fazé-la, pois ndo havia
pia, agua e detergentes disponiveis. Os manipuladores ndo apresentaram nenhum tipo de
cuidado ao manipular o dinheiro e, logo ap6s, néo houve higiene das maos, nao utilizavam
uniformes adequados, completos e de cores claras. A vestimenta era comum do uso diario.
Além disso, os manipuladores possuem, apenas, um dos equipamentos de protecao indivi-
dual (EPI’s) necessario para a atividade, a mascara e ainda assim, nao utilizavam de forma
correta. Ja a distribuicdo de conformidades na analise dos aspectos gerais de condigdes
ambientais encontra-se na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribuicdo de conformidades na analise dos aspectos gerais de condi¢des ambientais no checklist aplicado
nos pontos comerciais de lanche comercializados no entorno de um Hospital de Belém - PA.

ASPECTOS AVALIADOS CONFORMES ASPECTOS AVALIADOS NAO CONFORMES

Os arredores do ponto comercial estéo livres de sucatas,
Acesso ao ponto comercial é direto e independente* fossas, lixo, terra, poeira, animais (inclusive insetos e
roedores), inundagdes e outros contaminantes™

*Aspectos criticos analisados.
Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Aspectos avaliados como conforme as vias de acesso sao diretas e independentes,
pois, se trata de uma via publica, entretanto, ha um fluxo intenso de veiculos e pessoas,
logo ha sempre poeira, areia, insetos e pombos. Um agravante para uma possivel contami-
nacao de alimentos. Ja a distribuicdo de conformidades na anélise dos aspectos gerais de
instalacdes, edificagcbes e saneamento encontram-se na Tabela 4.

Tabela 4. Distribuicdo de conformidades na analise dos aspectos gerais de instalagdes, edificagbes e saneamento no
checklist aplicado nos pontos comerciais de lanche comercializados ao entorno de um Hospital de Belém- PA.

ASPECTOS AVALIADOS CONFORMES ASPECTOS AVALIADOS NAO CONFORMES

Os recipientes para lixo sdo mantidos devidamente
Higiene e conservagdo da estrutura do ponto comercial (carro  higienizados, apés a remocgao do lixo, séo
adaptado, carrinho e similares). transportados e removidos de forma e com frequéncia

adequada*

O lixo externo é mantido em area que nao oferece
risco de acesso a pragas e animais e isolado das
areas de producéo e estoque e recolhido com
frequéncia adequada

Recipiente de lixo com tampa.

Ha agua disponivel para lavagem de utensilios

Condigdes de higiene e conservagao dos equipamentos

*Aspectos criticos analisados.
Fonte: elaborada pelos autores (2021).

As condic¢des de higiene e conservacéo dos equipamentos aparentemente em perfeito
estado de conservacéao. Entretanto, nao foi possivel identificar nenhum recipiente apropriado
para o descarte de lixo. Nao havia agua disponivel para higienizacao de utensilios e das
maos. Os riscos dessa pratica podem provocar sérios problemas de saude publica, pois
0S micro-organismos podem ser encontrados facilmente no ambiente de circulacédo do ser
humano que vai desde uma simples infeccéo, até infeccbes mais graves, como pneumonia,
meningite, entre outras patologias. (SANTOS et al., 2007). A distribuicao de conformidades
na analise dos aspectos gerais de higienizacdo encontra-se na Tabela 5.

Tabela 5. Distribuigdo de conformidades na analise dos aspectos gerais de higienizagdo no checklist aplicado nos pontos
comerciais de lanche comercializados ao entorno de um Hospital de Belém - PA.

ASPECTOS AVALIADOS CONFORMES ASPECTOS AVALIADOS NAO CONFORMES

O manipulador faz uso de touca
0O manipulador faz uso correto de mascara. O manipulador faz uso de luvas
Ha alcool em gel disponivel no ponto comercial.

*Aspectos criticos analisados.
Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Observou-se durante a manipulagéo o uso correto da mascara, porém apés a entrega
do lanche o manipulador a retirava, podendo causar danos a sua saude e a do proximo.
Sabe-se que o virus da Covid-19 é altamente transmissivel por goticulas de saliva e secre-
céo, permanecendo ativo em superficies, com duragao variada e alto risco de transmisséo,
acometendo de forma mais grave idosos e individuos com comorbidades; diabetes, hiper-
tenséo e imunodeprimidos (BRASIL, 2020).

O manipulador ndo fez uso de luvas para pegar o salgado, ndo utilizou alcool em gel
antes e nem depois, teve contato diretamente com consumidor e com o dinheiro. Em meio
a pandemia da Covid-19, sabe-se da importancia da higienizagcdo das maos com agua e
sabéo e, quando esse néo for possivel, utilizar o alcool em gel como meio de higiene, mesmo
assim, n&o foi adotado por nenhum dos estabelecimentos avaliados. Essas medidas podem
ser adotadas tanto para a prevencéo da Covid-19, quanto para evitar a contaminagao por
outros micro-organismos patogénicos, como observaremos na tabela a seguir dos resultados
das andlises microbiolégicas.

Analises microbioldgicas

Apés a realizacdo do checklist, as amostras de lanche coletadas foram encaminha-
das para o laboratério de Microbiologia da Escola Superior da Amazénia (ESMAZ). Foram
realizadas analises microbiologicas a fim de detectar se nas mesmas havia a presenca dos
seguintes micro-organismos: bactérias anaeroébicas (UFC/g), Staphylococcus coagulase
positiva (auséncia ou presenca), coliformes totais e coliformes termotolerantes a 45 °C
(NMP/g). A Tabela 6 apresenta os resultados referentes as analises microbiologicas.

Tabela 6. Resultados das andlises microbioldgicas

. . Salgado assado Salgado assado Salgado frito Salgado frito Ponto o
Grupo microbiano Ponto 1 Ponto 2 Ponto 1 2 PADRAO
Al Ausente Ausente Ausente Ausente 10%/g (max.)
(NMP/g) ’
Coliformes termoto-
10? ax.
lerantes (NMP/g) Ausente Ausente Ausente Ausente 0?/g (max.)
Staphylococcus
LA EE LI Presente Presente Ausente Presente Ausente
em 25 gramas da
amostra
Bactérias anaerdbi- >25+ 492 o254 >25+ Limite para contagem padrao
cas (UFC/g) 0,01° 0,012 0,01° 0,01° em placa 1 x10° UFC/g

'RDC n°® 331 e IN 60 ANVISA (BRASIL, 2019). Letras diferentes entre as colunas indicam diferenga estatistica a nivel de 5%.
Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Segundo a RDC n° 331 e IN 60 (BRASIL, 2019) sao necessarias boas condi¢des higié-
nico sanitarias e de boas praticas de fabricacao para que os alimentos ndo sofram nenhum
tipo de contaminacéo que possa vir a causar danos a sua saude. Os resultados das analises
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dos lanches indicaram que todos os pontos comerciais analisados apresentaram qualidade
microbioldgica insatisfatdria, tornando-os improprios para o consumo. Como apresentado
na Tabela 7, ndo foi encontrado coliformes totais e termotolerantes nas amostras.

Os coliformes sao subdivididos em dois grupos: totais (Coliformes a 35 °C), os quais
séo oriundos do ambiente e utilizados como indicadores da qualidade higiénica, e termoto-
lerantes (Coliformes a 45 °C) que s&o provenientes de uma contaminacéao fecal e usados
como indicadores de qualidade sanitaria dos alimentos (BERBICZ, 2010).

Portanto, € possivel observar que segundos os resultados obtidos nesta analise a falta
de higiene na manipulacéo de alimentos ndo é um problema identificado. Entretanto, a pre-
senca de Staphylococcus coagulase positiva em 75% (Figura 1) nos alimentos analisados,
indica falta de higiene na manipulacéo.

Estes resultados sdo importantes, pois o Staphylococcus spp. € uma bactéria Gram-
positiva, podendo ser encontrada com frequéncia em ambientes de circulagdo humana, sendo
o homem o seu principal reservatorio ja que a bactéria pode estar presente em diversas
partes do corpo. As narinas possuem o maior indice de colonizagdo e a prevaléncia é de
cerca de 40% na populacao adulta (SANTOS et al., 2007).

Essa bactéria pode provocar doencgas, que vao desde uma infeccao simples como por
exemplo; espinhas, furunculos e celulites até graves infec¢cdes; pneumonia, meningite, sin-
drome do choque tdxico, septicemia, entre outras (SANTOS et al., 2007). Pode-se afirmar
que esta bactéria € potencialmente patogénica e esta, frequentemente, associada a Doencas
Veiculadas por Alimento (DVA’s).

Ao identificarmos a presenca de Staphylococcus spp. nos alimentos analisados no
presente trabalho, pode-se afirmar que algumas regras de higiene nao foram seguidas a
risca pelos manipuladores, como por exemplo: higiene pessoal, principalmente das maos,
adequadas; utilizagdo adequada dos equipamentos para manipulacao de alimentos e limpeza
das superficies e utensilios.

Com relagéo a presenca de micro-organismos anaerobios foi identificada somente no
ponto comercial 2, no salgado assado (representando 25% das detec¢des), entretanto, néo
existiram contagens de colbnias significativas, ou seja <1 x 108 UFC/g.

B CONCLUSAO

Entre os quatro micro-organismos analisados, somente dois, coliformes totais e termo-
tolerantes a 45°C, nao foram detectados nas amostras indicando, assim, qualidade micro-
biolégica insatisfatoria, Considerando-os como improprios para o consumo. Dessa forma,
na perspectiva de uma analise situacional do problema e visando medidas corretivas para
a reducao do risco de contaminacéo, faz-se necessario o uso correto de EPI’s, sem uso de
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adornos e esmalte, unhas e barba curtas, além da higienizacao correta das maos, utensilios
e cuidado ao manipular dinheiro.

Outrossim, a avaliacdo da manipulagéo, do preparo e da distribuicdo de acordo com
as recomendagdes da RDC n° 216, demonstrou que, no geral, ndo houve diferencas sig-
nificativas entre os pontos comerciais a respeito dos aspectos avaliados, isso foi constata-
do, pois, os percentuais de ndo conformidades gerais foram iguais a 72,73% para ambos.
Ademais, a partir das especificagdes das qualidades da lista de verificacdo, checklist, foi
possivel observar, por exemplo, nos tdépicos condicoes ambientais, instalacdes, edificacdes
e saneamento e higienizacdo uma negligéncia por parte do manipulador de alimentos, que
por sua vez, nao executava as boas praticas de manipulacao de forma correta, ocasionando
assim a contaminagao do alimento.

Portanto, a pesquisa demonstrou a importancia da analise da qualidade dos alimentos
comercializados para a manutencéo das boas condi¢des higiénico sanitarias e de boas pra-
ticas de fabricacdo para que esses nao sofram nenhum tipo de contaminacao que possam
vir a causar danos a saude do comensal. Visto que a manipulagdo de alimentos em locais
publicos apresenta um grande risco, pois as suas estruturas desafiam a seguranca micro-
biolégica, intensificando as recomendacgdes de higienizacdo das maos e o uso de EPI’s.
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RESUMO

A adequada manipulagédo do pescado desde sua captura até seu processamento tecno-
l6gico, além da manutencao das condigcdes higiénico-sanitarias, o que inclui a qualidade
da 4gua utilizada na cadeia, influencia na carga microbiana inicial apresentada. A fim de
retardar o processo de deterioracdo, diminuir as perdas e os riscos iminentes a saude
coletiva, como a propagacéo de agentes etiologicos de doengas alimentares, sdo em-
pregados diferentes métodos de conservagao. Os feixes de elétrons s&o utilizados em
varios paises e levam a destruicao dos microrganismos por altera¢cdes em suas estruturas,
as quais ocorrem pela remocao de elétrons de seus atomos. Objetivou-se, no presente
trabalho, contribuir para a avaliacao da eficiéncia da irradiagcéo por feixe de elétrons na
qualidade microbiolégica de filés de corvina (M. furnieri) refrigerados, desembarcados no
municipio de Niterdi — RJ, Brasil. Foram realizadas contagem de bactérias heterotréficas
aerObias mesofilas, de bactérias heterotroficas aerdbias psicrotroficas e enumeragéo de
Enterococcus spp. e, posteriormente, comparadas as amostras do grupo controle com
as dos grupos irradiados a doses de 0,7 e 1,0kGy. Os peixes inteiros foram adquiridos
no cais de ltaipu, filetados no mercado, embalados a vacuo e mantidos a +4°C. Embora
ndo tenha sido encontrada diferenga estatisticamente significativa entre os trés grupos
(P>0,05) em nenhuma das analises, concluiu-se que o processamento utilizado foi efi-
caz na redugao do crescimento das trés bactérias pesquisadas no dia zero de ambos
0s grupos irradiados.

Palavras-chave: Irradiacéo de alimentos, Micropogonias furnier, pescado, Qualidade microbiologica.
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B INTRODUGCAO

A corvina (Micropogonias furnieri) (perciformes: Sciaenidae) teve sua espécie descrita
originalmente por Desmarest em 1823. E um pescado importante e normalmente comercia-
lizado fresco ou salgado (Fao, 2013). Constitui uma das principais espécies capturadas no
municipio de Niter6i/RJ (Fiperj, 2011).

No pescado, a decomposicao se inicia rapidamente, poucos instantes ap6s sua morte,
devido a presenca de microrganismos oriundos do ambiente onde vivem, seja ele marinho
ou fluvial, os quais, em sua maioria, ndo séo patogénicos para o homem. Porém, em caso
de 4guas poluidas por esgotos e manipulacdo inadequada, ha maior possibilidade de ocor-
réncia de agentes etioldgicos de doencas alimentares (Riedel, 2005).

Todas as bactérias patogénicas veiculadas por alimentos sdo mesofilas. A contagem de
bactérias heterotroficas aerobias meséfilas (CBHAM) em placas é normalmente utilizada para
se avaliarem as condi¢des sanitarias do produto alimenticio. Ainda que ndo sejam encontra-
dos microrganismos patogénicos ou alteragdes sensoriais, altas contagens bacterianas em
alimentos néo fermentados podem causar danos a saude coletiva (Franco e Landgraf, 2008).

Ja os organismos psicrotroficos séo aqueles capazes de se desenvolver em tempe-
raturas entre 0°C e 7°C (Jay, 2005). A decomposicao gerada pela presenca de bactérias
heterotroficas aerbbias psicrotroficas nos alimentos se justifica em especial pela capacidade
gue possuem de produzir proteases, lipases e fosfolipases (ICMSF, 1986).

Os Enterococcus spp., quando em grande quantidade em um alimento, desde que nao
pertencam a sua composicao, demonstram problemas nas condi¢des sanitarias ou de acon-
dicionamento (Franco e Landgraf, 2008). A relevancia do estudo desses microrganismos em
produtos alimenticios se deve a possivel resisténcia a agentes antimicrobianos, elevando
as chances do aparecimento de casos de agentes etiolégicos veiculados por alimentos e
de infec¢des hospitalares (Giraffa et al., 2000).

A fim de controlar o desenvolvimento desses e de outros microrganismos, 0 emprego
dos métodos de conservacao deve ser feito o mais prontamente possivel, retardando a ins-
talacédo da deterioracdo e mantendo o produto fresco por um periodo maior. Uma das formas
de conservacao utilizadas para aumentar a validade comercial de alimentos é a aplicacéo
de radiagOes ionizantes, devido a sua acao na eliminagao de microrganismos e na inibicao
de alterac¢des bioquimicas. Uma das formas de radiacao utilizada em alimentos sao os fei-
xes de elétrons, que possuem como beneficio a capacidade de direcionamento dos feixes,
garantindo uma aplicagdo homogénea (Fellows, 2006).

Objetivou-se neste estudo, por meio da contagem de bactérias heterotréficas aerébias
mesofilas, de bactérias heterotréficas aerdbias psicrotroficas e do numero mais provavel de

Enterococcus spp., contribuir para a avaliacéo da interferéncia da aplicacao de irradiacao
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por feixe de elétrons na qualidade microbiologica de filés de corvina refrigerados e desem-
barcados no municipio de Niterdi, Rio de Janeiro, Brasil.

H MATERIAL E METODOS

As corvinas foram adquiridas diretamente no cais de ltaipu, Niterdi, Rio de Janeiro,
onde ocorre o desembarque da pesca artesanal, e transportadas em caixa isotérmica con-
tendo gelo, garantindo que fosse preservada a temperatura de refrigeracdo até o mercado
de peixe, localizado no centro do municipio, onde foram filetadas. Os filés foram pesados,
acondicionados em envelopes de polietileno (cada um com 100g) e transportados para a
UFF, para serem embalados a vacuo, e as embalagens devidamente vedadas.

Em seguida, todas as 30 amostras, oriundas de 15 animais, foram novamente acondi-
cionadas e transportadas para a empresa Acelétron, situada no Iraja, Rio de Janeiro, local
onde 20 foram irradiadas, por meio da utilizagcdo de feixe de elétrons. Dez amostras rece-
beram a dose de 0,7kGy e outras dez, de 1,0kGy, ficando o restante, pertencente ao grupo
controle, no interior da caixa isotérmica.

Apos serem irradiadas, as amostras foram devolvidas para o recipiente, para entao re-
tornarem a UFF, onde ficaram armazenadas em geladeira a +4°C, até o final do experimento,
e onde foram realizadas as analises bacteriol6gicas: contagem de bactérias heterotroficas
aerbbias mesodfilas (CBHAM), contagem de bactérias heterotréficas aerdbias psicotroficas
(CBHAP) e numero mais provavel (NMP) de Enterococcus spp. Tais analises foram realiza-
das sem repeticoes. As metodologias empregadas foram baseadas nas respectivas técnicas
inseridas no “Compendium of Methods for the Microbiological Examination of Foods”, para
CBHAM e CBHAP, segundo Downes e Ito (2001), e no “Microbiology Manual Merck”, des-
crito por Merck (1996), para nUmero mais provavel de Enterococcus spp. Para analise dos
resultados foram utilizadas estatistica ndo paramétrica e estatistica descritiva. Para analise
nao paramétrica foi empregado o teste de Kruskal-Wallis, com significancia de 5%. A es-
tatistica descritiva foi utilizada para descrever o desenvolvimento dos grupos bacterianos

avaliados ao longo do tempo.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme a legislacao brasileira vigente, exposta em Brasil (2001), ndo sdo estabeleci-
dos limites maximos para CBHAM e CBHAP, utilizando-se, assim, como referéncia a ICMSF
(1986), que exibe o limite de 10’"UFC/g.

ApOs avaliagdo das contagens de bactérias heterotréficas aerdbias mesofilas e das

contagens de bactérias heterotroficas aerdbias psicrotréficas encontradas nas amostras de
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cada um dos trés grupos estudados, observou-se que ndo houve diferenga estatisticamente
significativa entre os grupos, P = 0,259 e P = 0,808, respectivamente.

Mesmo as CBHAM e as CBHAP encontrando-se altas desde as primeiras analises,
somente no quarto dia, pela primeira vez, foi transcendido o limite estipulado pela legislacao,
apresentando o grupo controle na CBHAM o valor de 1,5 x 10’UFC/g, e a partir do 10° dia,
o valor de 6,9 x 108UFC/g na CBHAP.

J& o grupo irradiado a 0,7 sé se encontrou fora dos padrbes a partir do 14° dia em
relacdo a CBHAM, com 8,4 x 10’UFC/g e, pela primeira vez, no sétimo dia, em relacao a
CBHAP, com 1,5 x 10’UFC/g.

Quanto as amostras irradiadas a 1,0kGy, somente no 10° dia, pela primeira vez, foi
transcendido o limite estipulado pela legislacdo, sendo a CBHAM de 1,8 x 10’UFC/g, e a
CBHAP, a partir desse mesmo dia, de 1,9 x 10’UFC/g.

Por conseguinte, verificou-se que a irradiacao por feixe de elétrons, de certa forma, foi
eficiente na reducao da CBHAM e também da CBHAP, tanto em relagao a reducao encon-
trada no dia zero, quando comparadas as contagens do grupo controle com as dos irradia-
dos a ambas as doses, sendo a diminuicdo das bactérias meséfilas mais aparente do que
a das psicrotréficas, quanto em relagao ao dia em que as amostras irradiadas comeg¢aram
a transcender o padrao preconizado.

Ao serem comparadas as linhas de crescimento dos grupos estudados, levando em
consideracao a CBHAM, o grupo controle merece destaque devido a um pico apresentado
do dia sete ao dia 10, destoando dos demais, sendo a maior contagem 2,7 x 108UFC/qg,
seguido por um abrupto declinio até o 14° dia. O crescimento segue progressivo até o 24°
dia e termina apresentando uma evidente reducéo, estabelecida entre o 24° e o 30° dia.
Quanto as linhas dos dois grupos irradiados, quando comparadas entre si, observou-se
um crescimento mais semelhante, no entanto, contagens mais altas foram identificadas no
grupo irradiado a 0,7kGy. De forma geral, os valores minimo e maximo encontrados para as
amostras irradiadas a 0,7 foram de 7,0 x 103UFC/g no segundo dia e de 1,2 x 108UFC/g nos
dias 24 e 30, o que pode caracterizar o inicio da fase estacionaria do crescimento bacteriano.
Nas irradiadas a 1,0kGy, os valores extremos foram 1,5 x 10*UFC/g, também no segundo
dia, e 9,1 x 10’UFC/g no 17°, apresentando do 24° ao 30° diminuigcdo na contagem (Fig. 1).

No que se refere a CBHAM, conforme ilustrado na Fig. 2, observou-se que as amostras
possuiam contagens que variaram de 7,0 x 102 e de 2,7 x 108UFC/g, ficando a média em 4,6
x 10’UFC/g, desvio-padrao de 6,3 x 10’UFC/g e mediana de 1,65 x 10’UFC/g.
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Figura 1. Grafico em linha comparando a CBHAM em UFC/g dos trés grupos analisados.
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Figura 2. Distribuicdo da CBHAM em UFC/g quanto a analise das amostras dos trés grupos amostrais estudados.
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A seguir, na Fig. 3, estao representadas as linhas de crescimento referentes as CBHAP
dos trés grupos amostrais e, assim como na CBHAM, o grupo controle apresentou um des-
tacado aumento entre os dias sete e 10, também seguido por uma queda acentuada até
0 14° dia. Sé voltou a exibir aumento a partir do 17° dia, apresentando seu pico no ultimo
dia de analise, com méaxima de crescimento de 8,9 x 108UFC/g. O grupo irradiado a 0,7kGy
seguia com as contagens mais homogéneas até o 10° dia, com o maior valor sendo de
1,5 x 10°’UFC/g no sétimo dia, expressando um relevante aumento entre os dias 10 e 14,
seguido por uma reducéo até o 21°, quando, entdo, apresentou 0 mesmo comportamento
do grupo controle, tendo sua reta o apice no 30° dia, com a maior contagem sendo 8,4 x
108UFC/g. Ja o grupo irradiado a 1,0kGy manteve a homogeneidade do crescimento até
o 14° dia. O restante das analises desse grupo permaneceu sem aumentos ou reducdes
bruscas, com maxima de 1,2 x 108UFC/g no 17° dia .

Conforme demonstrado na Fig. 4, na CBHAP as amostras apresentaram valores en-
tre 2,6 x 10% e 8,9 x 108UFC/g, com média de 1,35 x 108UFC/g, desvio-padrao de 2,5 x 108
UFC/g e mediana de 1,6 x 10’UFC/g.
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Figura 3. Grafico em linha comparando a CBHAP em UFC/g dos trés grupos analisados.
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Figura 4. Distribuicdo da CBHAP em UFC/g quanto a analise das amostras dos trés grupos amostrais estudados.
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As altas contagens bacterianas iniciais podem estar relacionadas ao fato de os peixes
terem sido adquiridos no cais de ltaipu, onde a pesca é realizada, exclusivamente, de forma
artesanal. Nesta, sdo utilizados caicos (pequenas embarcagdes) sem unidade frigorifica
ou sequer recipientes contendo gelo, levando em média de seis a 12 horas, desde a saida
até o retorno da embarcacéo. Dessa forma, os animais permanecem ao sol ndo s6 até a
chegada a praia, mas também durante a venda, sem contato com gelo em nenhuma dessas
etapas do fluxograma. Além disso, no momento da filetagem, pode ocorrer o rompimento
de 6rgéos e visceras, contaminando a musculatura, que, inicialmente, antes mesmo do
abate, encontrava-se estéril. Afinal, como descrito por Prata e Fukuda (2001), as etapas de
descamacao e evisceracao do pescado sao importantes estagios da cadeia produtiva, pois
deixam a carne ainda mais vulneravel a contaminacéo bacteriana.

Resultado semelhante foi encontrado por Abreu (2005), em avaliagéo bacterioldgica
de peixe- sapo (Lophius gastrophysus) refrigerado e irradiado, o qual encontrou contagem
de microrganismos psicrotroficos correspondente a 7,5 x 108UFC/g no grupo controle, de-
monstrando que este se apresentava no limite estabelecido pela ICMSF (1986), e reducéo
no dia zero de 6,7log nas amostras irradiadas a 3, 5 e 7kGy. Com base nisso, ao final do
experimento, constatou-se o aumento da validade comercial das amostras em todas as
doses estudadas, chegando a 18 dias quando submetidas as doses maiores.
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Tais contagens também foram estudadas por Soares et al. (2012) para avaliacédo da
eficiéncia do processo de irradiagcéo, utilizando-se uma fonte de Cs'®’, em amostras de mus-
culos e gbnadas de vieira (Nodipecten nodosus) crus e congelados, submetidos a doses de
2 e 5kGy. Ao final do estudo, concluiram que a irradiacao foi eficaz somente para o controle
de bactérias mesofilas na dose de 5kGy, visto que apenas nesse caso houve diferenca es-
tatisticamente significativa quando comparado com o grupo controle. Esse resultado diverge
do presente trabalho, no qual ndo foi encontrada evidéncia de diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos na CBHAM e na CBHAP, no entanto foi verificada eficiéncia da
irradiacao por feixe de elétrons na diminuicéo de tais contagens, devido a reducéo observada
no dia zero das analises.

Assim como observado no presente estudo, durante avaliacao de pescado fresco
comercializado em supermercados na Bahia, Barreto et al. (2012) encontraram elevadas
contagens de mesofilos. Altas contagens de ambas as categorias de microrganismos também
foram constatadas no estudo bacterioldgico realizado por Haida e Muller (1984), em sardinhas
(Sardinella aurita) comercializadas em feiras livres, peixarias e supermercados no Parana.

Santos (2008), ap0s realizar a analise bacteriolégica da carne de siri (Callinectes sa-
pidus) pré-cozida, congelada, inspecionada e irradiada com Co® nas doses de 3 e 5kGy,
relatou que houve interferéncia no crescimento bacteriano em relacdo a CBHAP, de forma que
quanto maior a dose aplicada, maior foi a redu¢ao das UFCs, apresentando, quando medidas
em log,,, uma redugdo meédia de 47,9% na formagao de UFCs no grupo de 3kGy e de 59,4%
no grupo de 5kGy. Contudo, no caso das mesofilas, ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa, quando comparados o grupo controle com os irradiados em ambas as doses.

Como na legislacéo nacional vigente, exibida em Brasil (2001), ndo consta limite para
NMP de Enterococccus spp., levou-se em consideracao o exposto no Anexo Il da RDC
n°12/2001: “produto ou lote (se amostra indicativa ou representativa, respectivamente) im-
proéprio para 0 consumo humano por apresentar microrganismo patogénico ou toxina que
representa perigo severo a saude do consumidor”.

Comparando os resultados das enumeracdes das amostras dos trés grupos, ndo houve
evidéncia de diferenca estatisticamente significativa (P = 0,201).

Pelos resultados exibidos no presente trabalho, ap6s a enumeracéo de Enterococcus
spp., observou-se que, apesar da reducao identificada no dia zero, quando comparados o
grupo controle aos irradiados a ambas as doses, todas as trés amostras iniciais eram posi-
tivas em relagdo a presenca desse microrganismo. Além disso, mesmo sendo constatada
uma oscilacao de um dia para o outro durante a avaliacédo, considerou- se que a irradiacao
foi eficaz na diminuicao da carga bacteriana, uma vez que, no 21° dia, a amostra do grupo
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controle encontrava-se com NMP igual a zero e, no 30° dia, as amostras irradiadas estavam
com esse mesmo valor.

Nos tracados individuais referentes as enumeragdes de Enterococcus spp. dos grupos
avaliados, o grupo controle foi 0 que mais destoou do restante, estando o maior NMP no
dia zero da analise, com valor de 2,4 x 10%, seguido por um abrupto declinio até o segun-
do dia de analise, com NMP de 4,6 x 102. Desde entéo, até o 10° dia, ocorreu progressivo
aumento, quando finalmente atingiu estabilidade em um patamar e permaneceu até o 17°
sem alteracdes, alcangando o declinio no 21° dia e mantendo um NMP baixo até o 30°, com
minimo de <3 ou igual a zero e maximo de 2,3 x 10. Quanto aos grupos irradiados, ambos
apresentaram numeros mais baixos, sendo 0s mais altos valores verificados no dia zero, com
NMP de 2,4 x 10® no irradiado com a menor dose, e de 1,1 x 102 no irradiado a 1,0kGy, e 0
menor NMP foi de <3 ou igual a zero, no ultimo dia de analise para os dois grupos (Fig. 5).

Na Fig. 6, visualiza-se que no NMP de Enterococcus spp., a variacéo foi de zero a 2,4
x 10*UFC/g, com média de 1,52 x 108UFC/g, desvio-padréo de 4,45 x 103UFC/g e mediana
de 9,3 x 10UFC/g.

Figura 5. Grafico em linha comparando a enumeracdo de Enterococcus spp. em UFC/g dos trés grupos analisados.
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Figura 6. Distribuicdo da enumerac¢do de Enterococcus spp. em UFC/g quanto a andlise das amostras dos trés grupos
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Assim como foi ressaltado nas contagens das bactérias mesoéfilas e das psicrotroéficas,
também deve ser levada em conta a modalidade de pesca para captura do pescado ava-
liado. Além disso, € preciso considerar as condi¢des higiénico- sanitarias dos barcos, de
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descamacao, evisceracao e filetagem, no que diz respeito as instalacdes fisicas e a qualidade
da agua utilizada para limpar a bancada, as facas e as méaos do manipulador, associadas
a auséncia de refrigeracédo nas primeiras etapas da cadeia produtiva, que podem ter con-
tribuido para os elevados NMP de Enteroccoccus spp. encontrados nas analises iniciais.
Similarmente, Santos (2008), apds enumeracao de Enterococcus spp. em carne de siri
(Callinectes sapidus) pré-cozida, congelada, inspecionada e irradiada com Co®, identificou
uma reducéao de 1,3 ciclo log e 1,2 ciclo log, respectivamente, nas amostras irradiadas a
3,0kGy e 5,0kGy, quando comparadas com as do grupo controle. No entanto, essa diminuicao
nao foi suficiente para estabelecer uma diferenga estatisticamente significativa. Em investi-
gacao bacterioldgica em mexilhdes (Perna perna) pré- cozidos, congelados e irradiados com
Co®, Valente (2004) descreveu que as doses de 3 e 5kGy foram suficientes para reducao
do numero de Enterococcus spp. quando essas amostras foram comparadas com a amostra
controle, enquanto no grupo irradiado a 7kGy ocorreu auséncia desse microrganismo.
Mesmo que esses microrganismos nao sejam considerados os melhores indicadores
de contaminacgao fecal, uma enumeracao alta deles em uma matriz alimenticia que nao
os contenha originalmente em sua formulacéo aponta a ado¢ao de insuficientes medidas
sanitarias, de conservacao e manutencao do alimento, o que permite a proliferacao desses
e de outros microrganismos patdégenos ou deteriorantes (Franco e Landgraf, 2008). Assim,
considera-se que as amostras analisadas, as quais continham essa bactéria, constituiam

risco a saude do consumidor.

B CONCLUSOES

Com base na andlise dos resultados encontrados, conclui-se que a irradiacao por feixe
de elétrons, quando aplicada em filés de corvina refrigerados, nas doses de 0,7 e 1,0kGy,
age de forma eficaz na reducédo da CBHAM, da CBHAP e do NMP de Enterococcus spp.,
presentes inicialmente na matriz estudada. No entanto, no presente trabalho, nao foi detec-
tada diferenca estatisticamente significativa (P>0,05) entre os trés grupos em nenhuma das

contagens e enumeragao estudadas.
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