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APRESENTACAQ

Esta obra intitulada “Tecnologia e Microbiologia sob a Perspectiva da Seguranga dos Alimentos” fol
dealizada com a finalidade de reunir um material bibliografico que possa ser uma fonte de referéncia
para instituicoes académicas e industria de alimentos, compilando diversos trabalhos cientificos e de
revisao de literatura desenvolvidos por estudantes de cursos tecnicos, de graduacdo, de pos-graduacao,
bem como por pesquisadores e extensionistas. As informagdes, contidas neste volume, abrangem temas
como a microbiologia da seguranca dos alimentos, a microbiologia preditiva aplicada aos alimentos,
desenvolvimento de produtos por micro-organismos, qualidade microbiologica 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 e dedicagao para o desenvolvimento e conclusao desta obra. Esperamos que esta obra
sirva de instrumento didatico-pedagogico para estudantes, professores dos diversos niveis de ensino e
a0s profissionals das areas de Ciéncia, de Tecnologia ¢ de Engenharia de Alimentos, bem como qualquer
pessoa interessada em diferentes campos do estudo de alimentos, ajudando-0s a obter novas perspectivas.

Wiaslan Figueiredo Martins
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Avaliacao bacteriologica da agua em uma

piscicultura, no reservatorio Moxoto-
Ba, destinada ao cultivo de Oreochromis
niloticus (Linnaeus, 1758)
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RESUMO

O cultivo de Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758), tilapia do Nilo, € um dos setores
da aquicultura que mais tem se desenvolvido na regido do reservatorio Moxoté-BA nos
ultimos anos, porém, o crescimento desordenado das cidades, em torno do reservatério,
pode acarretar problemas na qualidade da agua possibilitando o surgimento de doencas
causadas por bactérias na piscicultura. A investigacao de estirpes de bactérias bioindi-
cadoras de poluicdo ambiental por dejetos organicos sanitarios, na regiao do semiarido,
€ pouco estudada. Objetivo: Este trabalho objetiva verificar a presenca de bactérias
coliformes totais e termotolerantes no cultivo de uma piscicultura, do tipo tanque-rede,
do reservatorio de Moxot6, Bahia. Metodologia: A anélise bacteriolégica da agua foi
realizada através da técnica de tubos, técnica de tubos multiplos. Resultados: Foi evi-
denciada uma quantificacdo de coliformes termotolerantes de 920 NMP/mL e 1600 NMP/
mL para os meses de outubro e dezembro, respectivamente. Enquanto para o més de
agosto, a concentracao de coliformes termotolerantes foi de 350 NMP/mL, possivelmente
pela influéncia do periodo chuvoso na regido. Conclusao: A comunidade de bactérias do
grupo coliforme pode ser utilizada como bioindicadora de poluicdo ambiental e monitora-
mentos preditivos de poluicéo e efluentes sanitarios para a regiao. O monitoramento da
balneabilidade no reservatdrio Moxotd-BA é essencial para subsidiar um padrdo minimo
de qualidade e conservacao do reservatorio onde estdo implantadas as pisciculturas de
Oreochromis niloticus.

Palavras-chave: Balneabilidade, Coliformes Termotolerantes, Escherichia Coli, rio Sao
Francisco, Tilapia do Nilo.
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B INTRODUGCAO

A piscicultura de agua doce apresenta um amplo potencial econémico, estando pre-
sente em todos os estados brasileiros. Durante o ano de 2017, o0 municipio de Gléria (BA),
que distante 477 km da capital Salvador, foi 0 municipio brasileiro com maior producéao de
tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, Linnaeus 1758), com a média de aproximadamente
16.920 toneladas para este ano, estando entre os maiores municipios produtores de tilapia
do Nilo no Brasil, predominando o cultivo em tanques - redes. (TENORIO, 2018).

Tanques-rede sao estruturas flutuantes utilizadas para a criagéo de peixes, em rede
ou tela revestidas, com malhas de diferentes tamanhos e que podem ser confeccionadas
de diversos materiais, como tela de aco galvanizado revestido com PVC, aco inox entre
outros, que permitem a passagem de fluxo de agua e dos dejetos dos peixes. Devem ser
construidos com materiais leves e ndo cortantes para facilitar o manejo e apresentar resis-
téncia mecanica e a corrosao (CODEVASF, 2019).

Essas estruturas tém a funcéo de reter os individuos cultivados, permitindo livre fluxo
na agua. Suas armagdes permitem a sustentacdo da tela ou rede, além da fixacdo de outras
estruturas, como flutuadores e comedouros (TANIGUCHI, 2014).

Para Callisto et al. (2002), Botelho et al. (2011), Cunha et al. (2017) e CETESB (2020)
0s multiplos impactos antropicos sobre os ecossistemas aquaticos tém sido responsaveis
pela deterioracdo da qualidade ambiental de bacias hidrograficas. A detecgcao prévia de
bactérias do grupo coliformes, pode fornecer meios para a melhoria da qualidade e gestao
das pisciculturas. Segundo Rodrigues et. al. (2009) o numero de coliformes termotolerantes
nos corpos d’agua é um bom indicador de contaminacao oriunda, principalmente, de despejo
de esgoto doméstico e presenca de animais proximos as margens, demonstrando condi¢coes
higiénico-sanitarias insatisfatorias. O agente, frequentemente, mais utilizado para a quali-
dade da agua é a bactéria Escherichia coli, bioindicadora de polui¢cdo por fezes humanas e
animais de sangue quente (SILVA, 2020).

Segundo Denze e Vercellino (2018), o padrao de qualidade da agua foi criado em 1975,
com o objetivo de avaliar a substancia em sua forma bruta para a potabilidade humana,
porém apresentava deficiéncias, pois ndo analisava outros parametros essenciais como
contaminantes tdxicos, micro-organismos patogénicos e substancias que intervém no padrao
de consumo da agua. A qualidade microbiol6gica da agua, usualmente € avaliada pelo uso
de bactérias indicadoras. A presenca desses microrganismos em grande quantidade pode
oferecer danos a saude além de constatar que aquele recurso hidrografico esta poluido com
matéria de origem fecal (FERNANDES, 2015).

Resignou o termo “Coliforme termotolerante” como um subgrupo de bactérias do gru-
po coliforme. Segundo o CONAMA, Resolugcédo n° 357/2005, dentre as bactérias do grupo
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coliforme, a bactéria Escherichia coli, pertencente a familia Enterobacteriaceae, é caracte-
rizada como termotolerante (44 - 45 °C) e abundante em fezes humanas e de animais de
sangue quente indicando contaminacao fecal por dejetos organicos sanitarios e/ou excre-
mentos. A presenca de coliformes termotolerantes pode indicar contaminacao de origem
fecal e a existéncia de patbgenos que se encontram em menores concentra¢des, todavia
essas bactérias sdo encontradas em abundancia em fezes de humanos e animais homeo-
térmicos (CERQUEIRA MMOP et al., 2006; GODOI et al., 2010). E considerada pela legis-
lac&o vigente o bioindicador mais indicado na avaliacéo de contaminacao por matéria fecal
(BRASIL, 2004; CONAMA, 2005). Os coliformes termotolerantes s&o os micro-organismos de
primeira escolha para avaliacdo da poluicéo de origem fecal no ambiente, uma vez que séo
constituidos predominantemente pela bactéria E. coli, considerada atualmente o indicador
mais adequado (CETESB, 2015).

As bactérias do grupo coliformes ndo sdo causadoras de doencgas aos peixes de
cultivo, porém, quanto maior a populacéo desses micro-organismos em uma amostra de
agua, maiores sao as chances de contaminacao (BATISTA; FUCKS, 2012). Seu reconhe-
cimento em agua é de facil constatacéo, por meio de técnicas simples e rapidas, o que
torna E. coli uma indicadora ideal para avaliar os parametros microbiolégicos de poluicao
fecal (MARQUEZI, 2010).

As bactérias indicadoras de contaminacéo fecal, sdo usadas constantemente na ava-
liacdo de qualidade da agua. Entretanto, a presenca de coliformes na agua no seu estado
bruto, ou no que diz a potabilidade dentro do seu indice permitido pela portaria 2.914/11
do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), ndo implica em contaminacéo, tendo em vista que
bactérias desse grupo sao encontradas facilmente difundidas no meio ambiente.

Dessa forma, as bactérias demonstram uma grande importancia a saude publica e se-
guranca alimentar, sendo necessario um maior conhecimento a respeito de sua presenca e
distribuicao, pois, a constatacao de sua frequéncia de ocorréncia podera fornecer subsidios
para estudos epidemiologicos envolvendo o pescado. No Brasil, a investigacéo de populacoes
de bactérias bioindicadoras em pisciculturas do semiarido ndo sao evidenciadas, possivel-
mente pelo acesso as areas de coletas e capacidade de analise das amostras. Conforme a Lei
1283/50 que rege o controle de qualidade dos produtos oriundos da aquicultura, o Ministério
da Agricultura tem a obrigagcéo estatutaria de fazer a devida fiscalizagédo (BRASIL, 2018).

Este trabalho objetiva verificar a presenca das bactérias do grupo coliforme total e
termotolerantes, Escherichia coli, na dgua de uma piscicultura do tipo tanques-rede, do
municipio de Gloria, regido semiarida da Bahia.
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B METODOLOGIA

Caracterizacao das areas de pisciculturas e coleta

As coletas foram realizadas, bimestralmente, nos meses agosto, outubro e dezembro
de 2019, em uma piscicultura de criacao de tilapia do Nilo, no reservatdrio Moxotd, na regido
semiarida, do submédio do rio Sao Francisco, localizada no municipio de Gléria, Bahia entre
a latitude: 09° 20’ 17” S, longitude: 38° 15’ 17” W, altitude de 243 m. A regiéo apresenta clima
BSh, arido quente, segundo a classificacdo de Képpen (PELL et al., 2007).

As amostras de agua destinadas a analise qualitativa da composi¢cao da comunidade
microbiana foram coletadas na superficie a montante dos tanques redes, em profundidade
de até 10 cm, com auxilio de frascos, de borosilicato de boca larga, previamente esterili-
zados com 500 mL de capacidade. ApOs as coletas, as amostras foram conduzidas, em
caixas térmicas resfriadas, ao Laboratério de Microbiologia e Planctologia (LAMIPLAN) da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB), para posterior analise.

Analise Bacteriolégica da Agua

A andlise bacterioldgica da agua foi realizada pela medida do nUmero mais provavel
de coliformes, através da técnica de tubos multiplos, conforme o método padréao dos tubos
de fermentacéo preconizados no Standard Methods (APHA, 1995). Na metodologia adota-
da foi realizado o teste presuntivo para coliformes totais, utilizando o meio de cultura Caldo
Lactosado (HIMEDIA®) e confirmativo utilizando o meio de cultura Caldo Bile Verde Brilhante
2% (HIMEDIA®), incubados a 35 °C, durante 48 horas. Os tubos que apresentaram resultados
positivos no meio de Caldo Verde Brilhante foram inoculados para o meio Escherichia coli
(Meio EC), sendo incubados a 44,5 °C, pelo periodo de 24 horas.

Para a deteccao e contagem das bactérias heterotréficas as amostras foram semeadas
em triplicata com 15 mL de meio de cultura Plate Count Agar (PCA), sendo utilizados 1,0 mL
da amostra de 4gua para a semeadura pelo método de pour plate. Apds esse procedimento,
as placas foram incubadas em estufa bacteriologica, por 24 horas a 35 °C. Depois do periodo
de 24 horas de incubacéo, as colénias foram quantificadas e o resultado obtido foi expresso
em Unidades Formadoras de Coldnias por Mililitro da amostra (UFC/mL).

B RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram evidenciadas as quantificacdes de coliformes termotolerantes com valores de
920 NMP/mL e 1600 NMP/mL para os meses de outubro e dezembro, respectivamente.
Enquanto para o més de agosto, a concentracdo de coliformes termotolerantes foi de 350
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NMP/mL, possivelmente, devido a ocorréncia de precipitacées pluviométricas. Segundo
Castro (2019), para a regiao de Paulo Afonso (BA), o periodo chuvoso se compreende en-
tre os meses de junho a agosto. O periodo chuvoso pode aumentar o fator de diluicdo dos
efluentes langados na agua.

Segundo Crowther et al. (2001) as concentracdes de coliformes termotolerantes no
ambiente podem ser influenciados pelas condi¢des climaticas, tais como chuva e vento, que
auxiliaram na atividade de dispersdo desses micro-organismos na agua.

Os estudos sobre o monitoramento e a qualidade da agua destinada ao cultivo de
animais para alimentacdo humana, através dos métodos bacteriolégicos, s&o muito rele-
vantes, pois, a presenca de coliformes termotolerantes detecta a poluicéo fecal oriunda de
fezes nos corpos hidricos, o que pode ocasionar problemas a saude dos animais e seres
humanos, indicando o langamento indiscriminado de efluentes sanitarios e/ou ineficiéncia
em seu tratamento.

A Escherichia coli € um micro-organismo existente na microbiota dos seres humanos e
de animais homeotérmicos, principalmente no trato gastrointestinal, estando presentes em
grandes quantidades em esgotos, efluentes, aguas naturais e solos que receberam contami-
nac&o recente. E também uma das espécies mais abundantes de coliformes termotolerantes
e usualmente utilizada como indicadora de poluicéo fecal (PINTO; OLIVEIRA, 2011).

Van Weerelt et al. (2012), ao avaliarem a balneabilidade da Lagoa Rodrigo de Freitas,
(RJ), encontraram coliformes termotolerantes apresentando valores entre 930 NMP/100 mL
e 24.000 NMP/100 mL. Enquanto Rodrigues et al. (2009), ao avaliarem as condi¢cbes sanita-
rias, destacando o uso recreacional, do Rio Piracuama, Pindamonhangaba (SP), observaram
que os valores de coliformes termotolerantes encontrados, na maioria das amostras coletas,
foram superiores a 1600 NMP/100 mL, apresentando assim, acima do limite.

Os resultados da presente pesquisa sugerem lancamentos difusos de efluentes domés-
ticos superiores aos detectados, porém, podem ter sido auto depurados e/ou diluidos devido
ao grande volume d’agua de 2.943 m3/s do rio S&o Francisco. Indicando a necessidade de
monitoramento e fiscalizacdo dos despejos de efluentes pelos 6rgaos responsaveis. Para
garantir a inocuidade do pescado, sao necessarios monitoramento dos padrdes exigidos
pela legislacdo e o adequado controle de qualidade do alimento (SANTOS et al., 2019).

Quanto as bactérias do grupo dos coliformes, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria,
(ANVISA) nao indica limites ao cultivo do pescado, porém, é importante salientar que a pre-
senca desses micro-organismos em alimentos a base de pescado pode estar relacionada
a sua qualidade higiénica (BRASIL, 2019).

Os indices de coliformes termotolerantes para os meses de agosto e outubro, com con-
centracdo de 350 NMP/mL e 920 NMP/mL, est&o no limite aceitavel, segundo a Resolucéo
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do Conama N° 274/00, a qual estabelece um limite maximo de 1000 UFC/100 mL. Em contra-
partida, no més de dezembro, o indice de coliformes termotolerantes foi acima do permitido
pela mesma Resolugdo do Conama N° 274/00, com 1600 NMP/mL,

O Artigo 44, da Portaria do Ministério da Saude n° 2914/2011 ressalta que quando
forem identificadas situacdes de risco a saude, as autoridades de saude publica devem
elaborar um plano de ac&o e tomar as medidas cabiveis, incluindo a comunicacao eficaz
com a populacdo. Nos resultados obtidos para coliformes termotolerantes, durante os me-
ses de outubro e dezembro, sugerem a implantacao de um plano de monitoramento de
balneabilidade para contribuir para a preservagéao do reservatério Moxotd e a manutencao
das pisciculturas de tilapia do Nilo. De acordo com a Pesquisa da Pecuéria Municipal 2015
realizada pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), os municipios de Paulo
Afonso (BA), Jatoba (PE) e Gloria (BA), que margeiam o reservatério Moxotd, encontram-se
entre os 20 municipios com maior producéao de tilapias do Brasil.

Os resultados para bactérias heterotréficas totais foram de 9,9 x 102 UFC/mL, 1,1 x
103 UFC/mL e 2 x 10® UFC/mL, para os meses de agosto, outubro e dezembro, respectiva-
mente. Segundo a Portaria N° 2914 /11 estava imprdpria para 0 consumo humano, ja que o
limite maximo estabelecido é de 500 UFC/100 mL para os padrées de potabilidade. Porém,
nao ha uma norma para cultivo de animais necténicos, contudo, tais resultados servem de
alerta para os gestores municipais de qualidade da agua.

De acordo com a Portaria 2914/11, as alteracdes bruscas ou acima do usual na conta-
gem de bactérias heterotréficas devem ser investigadas para identificagcao de irregularidade,
para que assim, as possiveis providéncias sejam adotadas. Compreendendo que o consumo
da agua é indispensavel a vida humana, entende-se que, manter a qualidade desse recurso
€ uma questao de saude publica, visto que a agua de ma qualidade e exposta a contamina-
dores patogénicos podem causar doencas e até a morte dos individuos (ALVES et al., 2016).

B CONSIDERACOES FINAIS / CONCLUSOES

A comunidade de bactérias do grupo coliformes termotolerantes pode ser utilizada como
bioindicadora de poluicdo ambiental e monitoramentos preditivos de poluicéo e efluentes
sanitarios. O monitoramento da balneabilidade no reservatério Moxot6-BA é essencial para
subsidiar um padrdo minimo de qualidade e conservacao do reservatorio onde estdo im-
plantadas as pisciculturas de Oreochromis niloticus. A implantacdo adequada de um plano
de monitoramento de balneabilidade podera contribuir para a preservacao do reservatorio
Moxotd e a manutencgéo das pisciculturas de tilapia do Nilo. Este trabalho contribui para o
conhecimento sobre a qualidade da agua em uma piscicultura do tipo tanques-rede de cultivo
de Oreochromis niloticus, tilapia do Nilo, localizada na regiao semiarida do estado da Bahia.
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RESUMO

Introducao: A unidade de alimentagéo e nutricao (UAN) € o setor onde ocorre a producao
dos alimentos. Os manipuladores sédo os profissionais capacitados para realizar toda a
manipulacéo dos alimentos presentes na UAN. E importante frisar que deles depende
diretamente a seguranca dos alimentos ofertados e a reducéo dos riscos de Doencas
Transmitidas por Alimentos (DTA). Objetivo: avaliar a conduta pessoal e de boas praticas
de manipulacdo dos manipuladores de alimentos, visando a seguranca de alimentos, de
um supermercado. Metodologia: A presente pesquisa € de carater quantitativa, descri-
tiva, transversal e observacional e foi desenvolvida no periodo de julho a setembro de
2021, em uma UAN de um supermercado em Fortaleza - CE. O instrumento utilizado foi
retirado do artigo da Pittelkow (2014). Ao todo, o checklist possui 33 perguntas referentes
a higiene e manipulacado. Resultado e discussoes: O supermercado possui um perfil
de 63,975% de conformidade e 36,02% de nao conformidade, dentre todos os setores, o
setor das carnes foi 0 que obteve maior percentual de conformidade (71,87%). Os itens
correspondentes a lavagem das méaos foram um ponto critico, assim como na pesquisa
de Pittelkow (2014). Conclusao: Apesar da capacitacdo acerca de boas praticas de
manipulacdo, ainda havia praticas inadequadas. E necessario a elaboracdo de cursos
que abordem a maneira correta de higienizacdo das maos, com énfase nos riscos como
a contaminacéo de alimentos, a disseminacé&o de micro-organismos e 0s surgimentos
de DTA, visto a necessidade de manter a seguranca dos alimentos e a promoc¢éao da
saude da populacao atendida.

Palavras-chave: Seguranca de Alimentos, Boas Praticas, Higiene.
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B INTRODUGCAO

A Unidade de Alimentacéo e Nutricao (UAN) € uma entidade presente em uma empre-
sa que tem como funcgéo atividades correlacionadas com a alimentag¢ao e nutricao, e seu
intuito é garantir uma refei¢cdo equilibrada que se encaixa nos padrées dietéticos e higiénicos
definidos. A UAN é um importante setor que contribui para a promoc¢éo da saude dos seus
consumidores (VIEIRA, 2019).

Vale ressaltar que a expressao “manipulador de alimentos” € amplamente usada para
categorizar todos os individuos que possuem contato com parte ou com o todo da fabricacéo
de alimentos, considerando as pessoas que fazem a colheita, abatimento, armazenamento,
transporte, processamento ou preparagcdo, como exemplo podemos citar os ambulantes, os
trabalhadores do comércio alimenticio e até mesmo donas de casa (ANDREOTTI, 2003).

A seguridade alimentar é fundamental para a manutencédo da saude de uma populagéao
€ possui como principais objetivos a promocéo da saude, a prevengao de riscos de conta-
minacao e a manutengao da qualidade das refeicbes servidas. Dessa forma, compondo os
minimos requisitos necessarios para a evitar o surgimento de Doencgas Transmitidas por
Alimentos (DTA) mal manipulados (PANDOLFI; MOREIRA; TEIXEIRA, 2020).

E de fundamental importancia ter conhecimento de que o manipulador de alimentos
se configura como o meio principal de contaminacéo dos alimentos fabricados em grandes
quantidades. Entretanto, ele possui um papel primordial que pode e deve garantir a se-
gurancga e as condi¢cdes higiénicos-sanitarias dos alimentos ao decorrer de toda a cadeia
produtiva (GARCIA, 2016).

O baixo nivel de escolaridade, pouca capacitacao profissional, salarios injustos, a falta
de supervisao por parte da equipe de controle de qualidade e o baixo nivel social e cultural,
que pode estar relacionado a falta de praticas de higienizacdo pessoal, séo fatores que
podem influenciar o manipulador de alimentos a se tornar a causa primaria do surgimento
de DTAs (SILVA, 2017).

As DTA’s envolvem todas as ocorréncias clinicas provenientes da ingestao de alimentos
gue estao contaminados por micro-organismos patogénicos (bactérias, fungos, parasitas e
virus), substancias quimicas e objetos que s&o lesivos ou que possuam na sua composi¢cao
elementos toxicos para o organismo (SANTOS, 2014).

Os micro-organismos estéo por toda parte do nosso corpo e da nossa roupa, € nem
sempre sua presenca estara acompanhada de algum sintoma. Aspectos como a temperatura
inadequada de armazenamento, auséncia de praticas de higienizacao dos equipamentos,
utensilios e setor e a utilizagcéo de alimentos de origem duvidosa s@o importantes para pro-
liferacao exacerbada de micro-organismos e, portanto, culminam em um alimento improprio
para o consumo (PONATH, 2016).
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As DTA’s sao consideradas como um problema de saude publica, que podem resultar
na diminuicdo da produtividade e em prejuizos econbémicos. Além do mais, elas podem
ocasionar a mortalidade, e isso dependera de alguns fatores, como o perfil da toxina ou
micro-organismo ingerido, a quantidade de comida contaminada consumida e a condi¢ao
de saude que o individuo acometido apresenta (MELLO, 2010).

Como forma de reduzir a contaminacdo dos alimentos, as empresas realizam a implan-
tacéo das Boas Préticas (BP), que é vista como uma condicdo que analisa previamente as
questdes relacionadas a seguranca de alimentos. Outro fator importante para a garantia de
um alimento isento de microbios patogénicos € o fornecimento de cursos aos manipuladores
de alimentos, com os seguintes temas: contaminantes alimentares, manipulagcao higiénica
dos alimentos, DTA’s e BP (PITTELKOW, 2014; GARCIA, 2016).

E importante frisar que as maos sdo uma das principais vias que transmitem contami-
nantes aos alimentos, portanto, € indispensavel a correta higienizacdo das maos quando
a manipulacao de alimentos for interrompida ou por outras questdes que possuam um
potencial de contaminac&o. Mediante a essa questao, é imprescindivel a capacitacédo dos
manipuladores de alimentos sobre a adequada higienizagéo das maos e corpo (SCHUMANN,
2017; MELLO, 2010).

Diante o exposto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar a conduta pessoal e de boas
praticas de manipulacéo dos manipuladores de alimentos visando a segurancga de alimentos
de um supermercado.

B METODOLOGIA

A presente pesquisa é de carater quantitativa, descritiva e transversal, onde a pesqui-
sa quantitativa se trata do estudo onde os resultados s&o expostos matematicamente, em
modelos estatisticos onde os dados sao quantificados (DE FREITAS MUSSI, 2019). O mé-
todo descritivo € aquele que procura descrever as caracteristicas de uma populagédo ou de
fendbmenos (GIL, 2008). No estudo transversal as avaliagdes referentes a exposicao e ao
efeito ocorrem no mesmo momento (BONITA; BEAGLEHOLE; KJELLSTROM, 2010).

O presente estudo foi desenvolvido no periodo de julho a setembro de 2021, em uma
Unidade de Alimentac&o e Nutricdo (UAN) de um supermercado que fornece refeicdes em
diversos periodos, localizado em Fortaleza - CE.

O instrumento utilizado foi retirado do artigo da Pittelkow (2014), trata-se de um checklist
elaborado com base na Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 216/2004 fornecido pela
propria empresa do estudo. As perguntas do instrumento foram adaptadas para se encaixar
na coleta de dados, o instrumento de coleta foi aplicado em todos os setores que possuem
manipuladores de alimentos. Ao todo, o checklist adaptado de Pittelkow (2014) possui 33
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perguntas que abordam temas como a realizacdao de exames laboratoriais, higienizagao das
maos, conduta de asseio pessoal e a capacitacao dos manipuladores de alimentos. Os itens
em conformidade com a ficha de avaliagao foram registrados como conformidade, os itens
que nao atendiam aos questionamentos foram registrados como nao conformidade, e os
itens ndo condizentes a realidade dos setores foram registrados como néo aplicaveis.

Os responsaveis pelo estabelecimento e os gerentes de cada setor estavam cientes
de todo o processo de coleta de dados e apds os resultados encontrados tomaram as de-
vidas providéncias, os cuidados éticos da pesquisa foram suprimidos e aceito pelo gerente
do estabelecimento.

B RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os resultados (Figura 1), observa-se que o percentual total do supermerca-
do possui um perfil de 63,975% de conformidade e 36,02% de nao conformidade. Quando
os resultados foram especificados por setores, obtive-se o seguinte: no setor da padaria
encontrou-se um percentual de 54,54% de conformidade e 45,45 % nao conformidade, setor
de FLV teve um percentual de 65,62% de conformidade e 34,37% de nao conformidade,
setor da cozinha apresentou um percentual de 65,62% de conformidade e 34,37% de néo
conformidade, no setor dos frios foi encontrado um percentual de 62,5% de conformidade e
37,5% de néo conformidade, ja no setor das carnes foi obtido um percentual de 71,87% de
conformidade e 28,12% de nao conformidade.

Figura 1. As condicGes de higiene e conduta pessoal dos manipuladores.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Observou-se que a padaria apresentou um percentual maior de ndo conformidade,
isso aconteceu pelo fato da inadequada higienizacdo de méos, uso de adornos pelos ma-
nipuladores, e pelo fato de os manipuladores estarem trabalhando com cortes nas maos.

Ja o setor dos frigorificos foi o que apresentou maior quantidade de itens em conformi-
dade, principalmente devido aos itens referentes a asseio pessoal e suas ndo conformidade
se detiveram em relacéo a higienizagcdo das maos. Vale salientar que esse ultimo setor
mencionado é novo, logo, receberam treinamento recentemente, e isso pode contribuir com
o percentual elevado de conformidade.

Verificou-se que em relacédo a exames médicos admissionais e perioddicos, todos os
setores apresentam em sua totalidade estarem em conformidade com esse item, resultado
semelhantes ao estudo de Santos (2014), que avaliou a existéncia desses exames em ma-
nipuladores em um hospital de Fortaleza-CE, e obteve resultado de 100% de conformidade.

Os itens correspondentes a lavagem das maos foram um ponto critico da ficha de ava-
liacdo, pois todos os setores pontuaram negativamente. Na pesquisa de Pittelkow (2014)
os resultados foram parecidos, pois a higienizagcdo das maos era inadequada, pois ndo era
realizada a higienizacao correta segundo as normas. Os manipuladores do supermercado
utilizavam luvas, e isso influencia na falta de lavagem das méaos.

Os quesitos em relacéo a capacitagao foram respondidos positivamente, fazendo jus
ao estudo de Medeiros (2017), que observou que os conhecimentos dos trabalhadores
sobre a manipulagao dos alimentos, higienizacao pessoal e ambiental estavam de acordo
com as de Boas Praticas. Entretanto, é importante verificar a aplicagcao na pratica desses
conhecimentos, pois € importante a implantacdo dessas condutas adequadas para garantir
um alimento seguro.

Em uma avaliagdo geral relacionada aos achados referente a asseio pessoal, sua
maioria se encontra em conformidade, entretanto, o item acerca da presenca de adornos
mais pontuados como nao conforme. Tal achado corrobora com o estudo de Mello (2010)
que verificou a presenca de adornos em quantidade significativa dos colaboradores.

E necessario salientar que o percentual de ndo conformidades poderia ser reduzido se
além dos treinamentos houvesse supervisao dos processos, isso contribuiria diretamente
para a melhora da qualidade dos alimentos ofertados, o que favorece a seguranca de ali-
mentos dos produtos servidos pelo supermercado e contribui para a manutencao da saude
dos comensais, reduzindo o risco do surgimento de DTAs.

B CONCLUSAO

Apesar da capacitacéo periddica acerca de boas praticas de manipulagdo, os manipu-
ladores continuam com praticas inadequadas, logo, € importante a supervisao do trabalho,
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com o intuito de monitorar se a teoria aprendida esta sendo aplicada e se faz necessaria a
capacitacao continua e eficiente dos manipuladores.

E necessario salientar sobre a correta higienizacdo das méos, tendo em vista que esta
foi considerada um ponto critico em todos os setores. Portanto, com a finalidade de concre-
tizar essa pratica é de extrema importancia a elaboracéao de cursos que abordem a maneira
correta de higienizagao das maos, com énfase nos riscos que podem apresentar caso ndo
haja esse cuidado, como a contaminacéo de alimentos, a disseminacé&o de micro-organismos
e 0s surgimentos de DTA.

A criacdo e implantagao de cartazes com o0 passo-a-passo da correta lavagem das
maos é uma ferramenta util que pode auxiliar na continuidade da pratica correta, visto a
necessidade de manter a seguranca dos alimentos ofertados e promog¢ao da saude da po-
pulacéo atendida.
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RESUMO

Este trabalho teve como obijetivo avaliar as boas praticas de manipulacéo de alimentos
em lanchonetes localizadas na Regidao Metropolitana da Grande Vitéria, Espirito Santo.
Foi conduzido estudo transversal, descritivo e observacional em 6 estabelecimentos no
periodo de maio a junho de 2014. Foi aplicada uma lista de verificacdo de boas praticas
de manipulacéo contendo 91 itens. Os aspectos considerados foram: infraestrutura,
equipamentos, utensilios, controle integrado de vetores e pragas, abastecimento de
agua, manipuladores de alimentos, matéria-prima e ingredientes, preparacao dos ali-
mentos, armazenamento do alimento, exposicdo ao consumo do alimento preparado e
Documentacéo, registro e responsabilidade.. Apds a avaliacao, os estabelecimentos foram
classificados quanto ao atendimento aos itens propostos como Grupo 1 (76 a 100 % de
adequacao), Grupo 2 (51 a 75 % de adequacgao) e Grupo 3 (0 a 50 % de adequacéo).
Cinco dos seis estabelecimentos foram incluidos no Grupo 01 (76 a 100% de atendimento
dos itens) e apenas um no Grupo 02 (51 a 75% de atendimento dos itens). A maioria das
lanchonetes avaliadas apresentou boas condi¢des higiénico-sanitarias de acordo com

os critérios utilizados, e nenhuma foi classificada como “Ruim”.

Palavras-chave: Qualidade dos Alimentos, Servigos de Alimentagcdo, Seguranca dos Ali-
mentos, Refeicdes Prontas.
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B INTRODUGCAO

Mudancas nos padrdes dietéticos e de atividade fisica tém sido notadas em varias partes
do mundo, assim como o crescimento de doengas nao transmissiveis relacionadas a nutricéo,
ocorrendo com maior velocidade nos paises em desenvolvimento. Os fatores que levam a
esses fendmenos, contudo, podem ser complexos e dificeis de definir (POPKIN, 2004).

Como parte das mudancas nos padrées dietéticos, destaca-se o aumento de refeicdes
realizadas fora do domicilio. Sdo apontadas como possiveis causas, por exemplo, a urbani-
zacgao, crescimento econémico, mudancas culturais, mudangas tecnologicas, o aumento da
participacdo das mulheres no mercado de trabalho, a crescente oferta de servigos voltados
para essa finalidade e o aumento da renda familiar (POPKIN, 2006; LEAL, 2010). Segundo
Claro et al. (2014), ha associagao direta entre aumento de renda e gastos com alimentacao
fora do domicilio.

A Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) mostra que as familias brasileiras au-
mentaram as despesas com alimentacéao fora do domicilio, com um crescimento significativo
(29%) entre 2002-2003 e 2008-2009. Porém, na POF de 2017-2018 observou-se decréscimo
de 2,59%, explicado pela crise econdmica a partir de meados de 2014 e pelas taxas mais
altas de desemprego no periodo da coleta dos dados. Ainda assim, as despesas com alimen-
tacdo no domicilio mantiveram o comportamento descendente, com uma queda de 9,65%
em 2008-2009, com relacdo a POF de 2002-2003, e 9,78% em 2017-2018, com relacdo a
de 2008-2009 (VAZ; HOFFMANN, 2020).

Dentre os tipos de estabelecimentos citados para as refei¢cdes fora do lar, as lanchone-
tes foram apontadas como os locais onde ocorreram 0 maior consumo alimentar de acordo
com os resultados da POF 2008-2009 (BEZERRA et al., 2017). Muito procuradas para lan-
ches e outras refeicoes rapidas, tanto nos intervalos das refeicées quanto em substituicéo
as refeicoes principais, as lanchonetes caracterizam-se por comercializarem sanduiches,
salgados, bebidas geladas, cafés, guloseimas, dentre outros (SEBRAE, 2021).

As preocupacdes que circundam essas mudancgas nos padrdes dietéticos e no aumento
das refeicdes realizadas fora do lar ndo estao relacionadas apenas a qualidade nutricio-
nal das dietas: existe a preocupacéo com exposi¢cédo a doencgas veiculadas por alimentos
(DTA). A Organizagdo Mundial de Saude estima que anualmente 600 milhdes de pessoas
adoecem e 420 mil morrem apds consumir alimentos contaminados (WHO, 2015). Dados
do Ministério da Saude mostram que dentre os surtos de DTA notificados no Brasil de 2016
a 2019, os restaurantes, padarias e locais similares ocupam o segundo lugar como local de
ocorréncia, correspondendo a 16% dos casos (BRASIL, 2020).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) estabelece, por meio da RDC n.
216/2004, o regulamento Técnico de Boas Praticas para Servigos de Alimentagao, que deve
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ser seguido por restaurantes, lanchonetes, cantinas, padarias, cozinhas institucionais e outros
servigos similares para garantir a qualidade dos alimentos comercializados (BRASIL, 2004)
e, por conseguinte, minimizar o risco de eventos adversos para a saude.

Muitos estabelecimentos, porém, ndo observam os requisitos de boas praticas, o
que pode resultar em falhas na qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos preparados
(MESSIAS; TABAI; BARBOSA, 2007; MEDEIROS et al, 2012; MOREIRA; DEUS, 2017;
COELHO; MOURA, ANDRADE, 2021; FERREIRA; LIMA; AGUIAR, 2020). Alguns estudos
gue avaliaram a qualidade microbiolégica dos alimentos preparados comercializados em
lanchonetes encontraram resultados insatisfatorios; alguns, inclusive, identificaram a pre-
senca de micro-organismos patogénicos, havendo, portanto, risco a saude dos consumido-
res (RODRIGUES; ROCHA; SOARES, 2017; FONSECA; PEREIRA, 2013; FERNANDES;
KERN; FORTUNA, 2015).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar as boas praticas de manipulagdo de alimentos
em lanchonetes da Regido Metropolitana da Grande Vitoria, Espirito Santo, para verifi-
car se 0s estabelecimentos cumprem os requisitos necessarios para a comercializagcéo de

alimentos seguros.

H METODO

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e observacional realizado em lanchonetes
localizadas na Regido Metropolitana da Grande Vitéria, Espirito Santo, no periodo de maio
a junho de 2014.

Os estabelecimentos foram convidados a participar do estudo por meio de uma Carta
Convite, a qual continha os esclarecimentos sobre a pesquisa. A escolha das lanchonetes
foi realizada de forma aleatéria. Todos os estabelecimentos convidados aceitaram o con-
vite. Os responsaveis que aceitaram participar de forma voluntaria da pesquisa assinaram
um Termo de Autorizac&o permitindo a visita ao local. A amostra foi constituida por seis
lanchonetes. Os estabelecimentos foram codificados com letras (A, B, C, D, Ee F) com o
intuito de manter o sigilo das lanchonetes.

A avaliacao das boas préaticas de manipulacéo de alimentos foi realizada por meio de
uma lista de verificacéo elaborada com base na RDC n. 216/2004 (BRASIL, 2004) contendo
91 itens, divididos em 12 blocos de perguntas: ‘edificacdes, instalagcdes, moveis e utensi-
lios’ (17 itens); ‘higienizacédo de instalagdes, equipamentos e utensilios’ (9 itens); ‘controle
integrado de vetores e pragas’ (3 itens); ‘abastecimento de agua’ (4 itens); ‘manejo dos
residuos’ (3 itens); ‘manipuladores’ (9 itens); ‘matéria prima e ingredientes’ (6 itens); ‘pre-
paracdo dos alimentos (20 itens); ‘armazenamento e transporte do alimento preparado’ (3
itens) ‘exposi¢cado ao consumo do alimento preparado’ (7 itens) ‘documentacéo e registro’
(8 itens) ‘responsabilidade’ (2 itens). Em cada item havia trés possibilidades de resposta:
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‘Conforme’ - quando o item foi atendido pelo estabelecimento, ‘Nao Conforme’ - quando o
item nao foi atendido no todo ou em partes e ‘Nao se aplica’ (NA) - quando o item observado
nao era apropriado ao local pesquisado.

No momento da visita aos estabelecimentos os responsaveis pela pesquisa seguiram
todas as normas para visitantes e néo interferiram nas atividades das lanchonetes. As ava-
liacbes foram realizadas por pessoas treinadas através de observacéo direta. Para o bloco
de itens referentes a documentacéo e outros itens que n&o estavam com livre acesso, foram
solicitadas informacdes aos funcionarios ou ao responsavel pelo local.

Apobs a aplicacéo da lista de verificacao, os dados foram tabulados no Microsoft Office
Excel® 2016 e foi calculado o percentual de adequacao do estabelecimento quanto as
boas praticas de manipulacdo de alimentos. Para esse calculo utilizou-se a seguinte equa-
cao: Percentual de Adequacéo = Total de Itens Conformes / (Total de Itens — ltens N&o
Aplicaveis) x 100.

Para classificacdo de cada lanchonete, baseou-se nos seguintes critérios de adequa-
céo propostos na RDC n. 275/2002 (BRASIL, 2002): Grupo 1 (76 a 100% de adequacao
dos itens), Grupo 2 (51 a 75% de adequacao dos itens) e Grupo 3 (0 a 50% de adequacéao
dos itens). A essa categorizagdo foram adicionados os conceitos de Bom, Regular e Ruim,
respectivamente, propostos pelo trabalho de Saccol (2007). Apos a visita foi realizada a con-
tabilizacao dos itens em conformidade, para que fosse feita a classificacdo e a comparacao
entre os locais pesquisados. Foi realizada a classificacéo geral e por blocos.

Para calcular a média de classificacao geral e por bloco dos estabelecimentos estu-
dados foi utilizada média aritmética dos resultados obtidos nas seis lanchonetes. Os dados

foram analisados de forma descritiva e os resultados foram apresentados em percentuais.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do quantitativo de itens conformes, ndo conformes e néo aplicaveis,
os percentuais de adequacéo e a classificacdo geral dos estabelecimentos, segundo cri-
térios de classificacao propostos pela RDC n. 275/2002 (BRASIL, 2002), estao apresen-
tados na Tabela 1.

Das lanchonetes avaliadas, constatou-se que 5 (83,3%) atenderam entre 76% e 100%
dos itens e foram classificadas como Grupo 1 (Bom); 1 lanchonete (16,7%) atendeu de
51% a 75% dos itens e obteve a classificagcao de Grupo 2 (Regular). Nenhuma lanchonete
avaliada foi classificada como Ruim. Identificou-se na literatura variagéo de resultados com
relacéo as boas praticas de manipulacao de alimentos em lanchonetes. Medeiros et al. (2012)
encontraram, dentre 23 servicos de alimentacdo avaliados, 70% Regulares, 26% Ruims e
4% Bons. Moreira e Deus (2017), ao categorizar 6 lanchonetes de acordo com as diretrizes
da Anvisa para a Copa do Mundo FIFA 2014, encontraram cinco lanchonetes (83,3%) no
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Grupo 5 e uma (16,7%) no Grupo 3 (nessa classificacdo, o Grupo 01 é o mais satisfatorio
e o Grupo 5, menos satisfatério). Silveira et al. (2015) encontraram média de adequacéao
apenas de 39% em lanchonetes. E importante considerar, no entanto, que os instrumentos
de avaliacdo utilizados nos estudos ndo sdo os mesmos, o que pode tornar mais dificil a
comparacgao entre os estudos encontrados na literatura.

Tabela 1. Total de itens conformes, ndo conformes e nao aplicaveis, percentual de adequacdo e classificagdo das seis

lanchonetes da Regido Metropolitana da Grande Vitéria, Espirito Santo, quanto as boas praticas de manipulagdo de
alimentos, 2014.

Lanchonete Conforme (n) Nao Conforme (n) Nao Aplicaveis (n) Adequagio (%) Classificagao
A 53 31 7 63,1 Grupo 2 (Regular)

B 69 15 7 82,1 Grupo 1 (Bom)

C 75 5 11 93,7 Grupo 1 (Bom)

D 65 15 11 81,0 Grupo 1 (Bom)

E 71 6 14 92,2 Grupo 1 (Bom)

F 62 20 9 76,0 Grupo 1 (Bom)

Média 65,8 15,3 9,8 81,4 Grupo 1 (Bom)

n= numero de itens.
Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Além da avaliacdo da adequacao geral em relagdo as boas praticas de manipulacéo
de alimentos, avaliar os percentuais de adequacao das lanchonetes por blocos pode trazer
informacgdes importantes para definicao de prioridades no sentido de buscar adequagéo do
servico (Tabela 2). O bloco de Manejo de Residuos foi 0 que apresentou maior percentual
de adequacao (100%), seguido do bloco de Abastecimento de agua (95,8%) (Tabela 2).

Tabela 2. Percentuais de adequagdo de boas praticas de manipulagdo, por blocos, em lanchonetes da Regido Metropolitana
da Grande Vitéria, Espirito Santo, 2014.

% de adequagao dos itens por estabelecimento

Blocos Avaliados

A B C D E F Média
1- Ed!fllcagoes, instalacoes, méveis e 64,7 76,5 813 82,0 733 82,0 76,6
utensilios
2-Higienizagao de instalagées, ., ;5 4, 87,0 85,7 67,0 80,2
equipamentos, moéveis e utensilios
3- Controle integrado de vetores e pragas 33,3 100 100 100 100 67,0 83,4
4- Abastecimento de agua 100 75 100 100 100 100 95,8
5- Manejo dos residuos 100 100 100 100 100 100 100
6- Manipuladores 55,6 66,7 88,9 78,0 100 89,0 79,7
7-Matérias-primas, ingredientes e 100 66,7 100 100 8333 60,0 85,00
embalagens
8- Preparacao do alimento 55,0 60,0 100 87,0 100 55,0 76,2
9-. Armazenamento e transporte do 0,0 66,7 100 NA NA NA 55.6
alimento preparado
10- Exposig¢ao ao consumo do alimento 85,7 100 100 100 100 71,0 92,8
preparado
11- Documentagao e registro 0,0 100 100 12,5 100 100 68,8
12- Responsabilidade 50,0 50,0 100 100 100 100 83,3

NA- N&o se aplica.
Fonte: elaborada pelos autores (2022).
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O bloco de Armazenamento e transporte do alimento preparado foi 0 que apresentou
menor percentual de adequacéo (55,6%), seguido do bloco de Documentacéao e registro
(68,8%), os quais obtiveram a classificacdo de Grupo 2 - conceito Regular, destacando-se
a lanchonete A com o maior percentual de itens ndo conformes entre as lanchonetes, para
os dois blocos avaliados.

Ferreira, Lima e Aguiar (2020), em revisao integrativa de 24 artigos elegiveis publica-
dos entre 2013 e 2018, ao avaliaram as condi¢cdes higiénicas dos servigos de alimentacéo
observaram que os blocos de “Edificacdes, instalacdes, equipamentos, moéveis e utensi-
lios”, “Higienizacao de instala¢des, equipamentos, méveis e utensilios”, “Matérias-primas,
ingredientes e embalagens”, “Preparacao do alimento” e “Armazenamento e transporte do
alimento preparado” foram classificados em Grupo 2 (51 a 75% de adequacao). Os blocos
de “Manejo de Residuos”, “Controle integrado de vetores e pragas urbanas”, “Manipuladores”
e “Documentos e Registros” foram os que tiveram menor percentual de adequacgéo, sendo
40%, 37%, 45% e 47%, respectivamente, e foram classificados como Grupo 3 (0 a 50% de
adequacao). Somente o bloco de “Abastecimento de agua” foi enquadrado no Grupo 1 (76
a 100% de adequacéo), obtendo 86,7%.

No bloco de Edificacbes, instalacées, moveis e utensilios 66,7% (n=4) tiveram pon-
tuacao final de conformidade entre 76% a 100% dos itens e foram classificadas como
Grupo | (Bom) e 33,3% (n=2) atenderam de 51% a 75% dos itens e obtiveram a classifica-
cao como Grupo Il (Regular). Dutra et. al. (2019) ao avaliarem as instala¢des/edificacdes
observaram que 71,4% das lanchonetes foram classificadas com o conceito Bom, 20% como
Regular e 8,6% como Ruim; os estabelecimentos que foram classificados como Regular e
Ruim apresentaram nao conformidades relacionadas ao piso, parede, iluminagao, separacéo
das atividades desempenhadas, auséncia de lavatorio exclusivo para lavagem das maos,
balcao inadequado e presenca de animais. Lima, Saturnino e Tobal (2020) observaram
percentual médio de 57,9% de adequacao nas lanchonetes na categoria Edificacao, insta-
lacGes, equipamentos, méveis e utensilios. Nesse mesmo estudo, uma parcela dos servigos
de alimentacao avaliados, dentre eles as lanchonetes, ndo possuiam instalacdes sanitarias
e vestiarios para ambos os sexos, de uso exclusivo para manipuladores, e em alguns casos
0s sanitarios eram compartilhados entre manipuladores e clientes.

No bloco de Higienizac&o de instalagbes, equipamentos, moveis e utensilios, apenas
um estabelecimento (16,7%) apresentou menos que 76% de adequacéo, classificado como
Regular; os outros 5 (83,3%) foram classificados no Grupo 1 (Bom). Silveira et al. (2015)
verificaram que apenas 50,5% em média dos itens de higienizagcdo eram cumpridos pelos
estabelecimentos. A higienizacdo adequada € imprescindivel em servigcos de alimentacéo,
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pois a presenca de residuos em utensilios e superficies pode favorecer a formacgao de filmes
microbianos e contaminar os alimentos (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010).

Quanto ao bloco de Controle integrado de vetores e pragas, pode-se observar que o
percentual médio de adequacéo foi de 83,4%. O valor de 66,7% das lanchonetes (n=4) es-
tavam conformes em 100% dos itens e obtiveram a classificacéao de Grupo 1 (Bom). Os de-
mais estabelecimentos (33,3%) foram classificados em Ruim, com 33% de adequacéo, e
Regular, com 67% de atendimento dos itens. Resultado aproximado foi encontrado por
Medeiros et al. (2012) nos servicos de alimentacéo avaliados, onde foi observado percen-
tual de adequacédo médio de 84%. O manejo integrado de vetores e pragas urbanas deve
abranger um conjunto de a¢cbes multidisciplinares, como a implantacéo de barreiras fisicas
€ mecanicas, a¢oes educativas e, por ultimo, a utilizacdo de produtos quimicos, para evitar
o uso indiscriminado desses produtos, e proporcionar um ambiente livre e vetores e pragas
(ESPIRITO SANTO, 2018).

Sousa et al.(2020), em revisao integrativa 15 artigos selecionados publicados entre 2012
e 2019, encontraram os resultados dos percentuais médios de conformidades das condi¢coes
higiénico-sanitarias de Unidades Produtoras de Refei¢cdes (UPRs), em relacdo aos blocos
de Edificacdes, Instalagdes, Equipamentos, Méveis e Utensilios de 40%, Higienizacao de
instalacdes, equipamentos, moveis e utensilios de 46%, Controle Integrado de Pragas de
55%, Abastecimento de Agua de 72%; Manejo de Residuos 40%, Manipuladores de 31%,
Matérias-Primas, Ingredientes e Embalagens foi de 23%; Preparacéo do Alimento foi de 37%,
Exposicao do Alimento Preparado foi de 30%, Armazenamento foi de 30% e Documentacao
e Registros foi de 42%.

Em relacéo ao bloco de Abastecimento de agua, somente uma lanchonete (16,7%) foi
classificada como Regular, as demais foram avaliadas com 100% de adequacao. A RDC n.
216/2004 (BRASIL, 2004) exige que sejam realizadas higieniza¢des periddicas nos reserva-
torios; que os reservatdrios sejam mantidos em adequado estado de conservacao; que seja
utilizada agua potavel para manipulacédo de alimentos (e para vapor e gelo em contato com
alimentos, quando utilizados). A norma nao exige que o estabelecimento realize andlises
laboratoriais da agua, exceto se for proveniente de solucao alternativa.

No bloco de Manejo dos residuos, todos os estabelecimentos apresentaram 100%
de adequacéo dos itens. Resultados diferentes foram encontrados por Sousa et al. (2020)
e Ferreira, Lima e Aguiar (2020) que observaram uma média de 40% de adequacéo nas
UPRs e servicos de alimentacéao, respectivamente. Segundo a RDC n. 216/2004 (BRASIL,
2004) os estabelecimentos devem dispor de coletores de residuos em numero e capaci-
dade suficiente, dotados de tampas com acionamento sem contato manual, identificados,
integros, de facil higienizacao e transporte; os residuos devem ser recolhidos de forma
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frequente e armazenados em local fechado e isolado da &rea de preparacdo e armazena-
mento de alimentos.

Em relagdo ao bloco de Manipuladores, 66,7% (n=4) obtiveram 76% a 100% de ade-
quacéo dos itens e foram classificadas como Grupo | (Bom) e 33,3% (n=2) atenderam de
51% a 75% dos itens e receberam a classificacao de Grupo Il (Regular). No entanto, em
pesquisa realizada por Dias e Santos (2017) em sete servigos de alimentacao localizados na
area interna de uma instituicdo de ensino, sendo trés lanchonetes nao franqueadas, duas lan-
chonetes pertencentes a franquias e dois restaurantes, avaliaram os procedimentos de boas
praticas executados por manipuladores de alimentos, tais como vestuario, asseio pessoal,
héabitos higiénicos, estado de saude, atendimento ao cliente e area de residuo e observaram
gue nenhuma das categorias de estabelecimentos foram classificadas como pertencentes
ao Grupo 1 (76 a 100% de adequacdo); as trés lanchonetes ndo franqueadas atenderam
apenas 48% dos itens avaliados, classificando-se no Grupo 3 (0 a 50% de conformidade).

Habitos comportamentais inadequados e falhas nos procedimentos realizados por mani-
puladores de alimentos, especialmente aqueles relacionados a higiene pessoal, higienizagao
das méos, equipamentos e utensilios e manipulacdo de alimentos influenciam diretamente
a contaminacéo de alimentos (COELHO; MOURA; ANDRADE, 2021). Czarniecka-Skubina,
et al. (2019) registraram nao conformidades como o uso inadequado de luvas descartaveis,
manipulagao dos alimentos e do dinheiro simultaneamente e uso de roupas inadequadas
durante o preparo das refeicoes.

Estudos que realizaram analises das maos dos manipuladores, identificaram a presenca
de contaminantes, indicando higienizacao inadequada das mé&os Ponath et al. (2016), por
exemplo, considerando os critérios da Organizacdo Pan-Americana da Saude, identificou
gue todos os manipuladores de 05 lanchonetes pesquisadas apresentaram niveis insatisfa-
torios de contaminantes nas maos (Mesoéfilos, Coliformes e Staphylococcus aureus). Silva,
Santos e Soares (2017) avaliaram as maos dos manipuladores de restaurantes comerciais
e institucionais e identificaram que 50% das amostras apresentaram resultados insatisfa-
torios para S. aureus. S. aureus séao importantes causadores de intoxicagcoes alimentares
e a contaminacéo dos alimentos pelo micro-organismo ocorre principalmente a partir dos
manipuladores - cerca da metade dos individuos saudaveis séo portadores (vias nasais € na
garganta, cabelo e pele) (FORSYTHE, 2013). Apesar das lanchonetes deste estudo terem
apresentado adequacao satisfatdria dos itens relacionados a higiene dos manipuladores,
nao foi realizada analise microbiol6gica das maos, sendo importante ressaltar a relevancia
de programas de controle de qualidade em servigcos de alimentac&o e de capacitacdes con-
tinuas sobre higienizagdo das maos e higiene pessoal.
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No bloco de Matérias-primas, ingredientes e embalagens, apenas dois estabelecimentos
foram classificados como Regular; nenhum foi classificado como Ruim, variando entre 60 a
100% de adequacao. Medeiros et al. (2012) classificaram como Ruim a média do bloco de
Matérias-primas, ingredientes e embalagens de servigos de alimentagcdo, com 47%; entre
nao conformidades comumente relatadas, estéo a identificacdo e disposi¢cao inadequadas
dos alimentos (MOREIRA; DEUS, 2017; GENTA; MAURICIO; MATIOLI; 2005). A RDC n.
216/2004 (BRASIL, 2004) preconiza que seja realizada inspec¢éo e aprovacao dos insumos
recebidos, com verificacdo de temperatura dos alimentos que necessitam de conservacao
especial nas fases de recebimento e armazenamento, dentre outros requisitos para o ar-
mazenamento adequado.

Quanto ao bloco de Preparacgao do alimento, 50% das lanchonetes (n=3) foram clas-
sificadas como Regular, e os outros 50%, como Bom. Lima, Saturnino e Tobal (2020) en-
contraram situacdo mais critica entre 14 lanchonetes avaliadas: os itens relacionados ao
preparo e transporte dos alimentos tiveram o segundo maior nUmero de ndo conformidades,
com média de 40,5% de inadequacao. A etapa de preparacéao é critica para obtencao de
alimentos seguros, uma vez que nessa etapa sao empregados métodos para reducéo da
contaminagao microbiana (FORSYTHE, 2013), assim como sdo adotadas medidas a fim de
se evitar que contaminantes sejam adicionados ao alimento (BRASIL, 2004).

No bloco de “Armazenamento e transporte do alimento preparado”, em 50% (n=3) dos
estabelecimentos este item nao era aplicavel. Uma lanchonete (17%) foi classificada como
Ruim, com 0,0% de adequacéo, e outra foi classificada como Regular. Esses resultados
sao criticos, pois a etapa de armazenamento dos alimentos preparados € imprescindivel
para garantir a inocuidade dos alimentos. O armazenamento de alimentos sem garantir
a temperatura adequada de conservacao, ou seja, acima de 60°C ou resfriados a baixas
temperaturas, podem favorecer o crescimento de micro-organismos patogénicos, como
Salmonella spp., Campylobacter jejuni (FORSYTHE, 2013). A RDC n. 216/2004 preconiza
que a temperatura dos alimentos preparados seja controlada durante todo o periodo de
armazenamento, até a entrega ao consumo, a fim de garantir sua qualidade higiénicossani-
taria; isso inclui o monitoramento também nos equipamentos de exposi¢éo ao consumidor,
como balcdes térmicos e estufas (BRASIL, 2004). Para o efetivo controle, o estabelecimento
deve especificar a rotina de registro da temperatura dos alimentos (SILVA JUNIOR, 2014).
Nesta pesquisa, os itens relacionados a exposi¢céo dos alimentos aos consumidores né&o
apresentaram grande variac&o entre os estabelecimentos: 05 foram classificados no Grupo
1 e apenas 1 foi classificado no Grupo 2.

Em relacdo ao bloco de Documentacgéo e registro, 33,3% dos estabelecimentos (n=2),
lanchonete A e D, tiveram 0,0% e 12,5% de adequacéao, respectivamente, e obtiveram
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classificacdo de Ruim. Os demais estabelecimentos (66,7%) tiveram 100% de adequacéao dos
itens e foram classificados como Bom. Belphman e Szczerepa (2019) verificaram que todos
0s servicos de alimentagcdo avaliados possuiam Manual de Boas Praticas e Procedimentos
Operacionais Padronizados, no entanto, esses documentos nao estavam estruturados e
redigidos conforme exigéncias da legislacao sanitaria e, em muitos casos, ndao estavam de
acordo com a realidade do estabelecimento.

Lima, Saturnino e Tobal (2020) observaram que no item documentacédo 93% das lancho-
netes apresentaram inadequacoes entre 89% e 100% dos itens avaliados. De acordo com a
RDC n. 216/2004 (BRASIL, 2004) os servicos de alimentagéo devem possuir Manual de Boas
Praticas e Procedimentos Operacionais Padronizados. No entanto, somente a elaboracao
desses documentos sem sua completa aplicacédo deixa de ser um instrumento para garantir
as boas praticas e prevenir a contaminacéo dos alimentos (BELPHMAN; SZCZEREPA,
2019). No bloco de Responsabilidade, 33,3% das lanchonetes (n=2) apresentaram 50% de
adequacao, sendo classificados como Ruim e 66,7% (4 estabelecimentos) apresentaram
100% de adequacéo e obtiveram a classificacdo de Bom. Barbosa et al. (2018) verifica-
ram 45,5% de adequacao no item referente a Responsabilidade nos food trucks avaliados.
Ferreira, Lima e Aguiar (2020) encontraram percentual médio de 65% de adequacao dos
servicos de alimentacéo na categoria de Responsabilidade. Segundo a RDC n. 216/2004
(BRASIL, 2004) o proprietario ou funcionario designado deve ser o responsavel pelas ativi-
dades de manipulacao dos alimentos e ser comprovadamente capacitado em, no minimo,
contaminantes alimentares, doencas transmitidas por alimentos, manipulacéo higiénica dos
alimentos e boas praticas.

Diante da classificacdo em grupos de cada bloco de itens avaliados, observa-se que a
maior parte dos blocos foi classificado como Grupo 1, exceto os itens de ‘Armazenamento
e transporte do alimento preparado’ e ‘Documentacéo e registro’ (Tabela 3).

Tabela 3. Classificagdo dos grupos quanto ao percentual de adequacgdo por blocos, Grande Vitdria/ES, 2014.

Classificagdao Bloco avaliado

Edificagao, instalagbes, equipamentos, méveis e utensilios
Higienizacao de instalagbes, equipamentos, moéveis e utensilios
Controle integrado de vetores e pragas urbanas

Abastecimento de agua

Manejo de residuos

Manipuladores

Matérias-primas, ingredientes e embalagens

Preparagéo do alimento

Exposicdo ao consumo do alimento preparado
Responsabilidade

Grupo 1 (76 a 100%)

Armazenamento e transporte do alimento preparado

0
Grupo 2 (512 75%) Documentacéao e registro

Grupo 3 (0 a 50%)

Fonte: elaborada pelos autores (2022).
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Cabe salientar que neste estudo utilizou-se uma lista de verificagdo baseada na RDC
n. 216/2004 (BRASIL, 2004), mas outras normas podem ser utilizadas para avaliagao de
servicos de alimentac&o, como a norma ABNT NBR 15635:2008: Servicos de Alimentacao
- Requisitos de Boas Praticas Higiénico-sanitarias e Controles Operacionais Essenciais,
utilizada por MEDEIROS et al.(2012), e a Portaria n° 817/2013 (BRASIL, 2013), que estabe-
leceu as diretrizes para categorizacao dos servigos de alimentagéo para a Copa do Mundo
FIFA 2014 (BRASIL, 2013), utilizada por Moreira e Deus (2017).

Os consumidores atuais tém conhecimento de direitos e buscam seguranca ao consu-
mir alimentos em diferentes tipos de estabelecimentos (LYRA et al., 2017). Assim, € preciso
buscar verificar de forma rotineira as boas préaticas de manipulacéo dos alimentos. Neste
contexto, Silva et al. (2015) relataram que a aplicacéo da lista de verificagcdao € uma ferramen-
ta simples que permite avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias de estabelecimentos que
manipulam alimentos e que, a partir das observacdes feitas, € possivel tracar as estratégias
para correcdo das falhas detectadas. Nesse sentido, os estabelecimentos podem buscar
apoio de profissionais especializados, como nutricionistas, para obter a orientagdo no que
diz respeito a corre¢des de inadequagao das boas praticas e atender a legislacao vigente.

H CONCLUSAO

A maioria das lanchonetes avaliadas apresentou resultados satisfatérios quanto a
aplicacao das boas préaticas de manipulacéo de alimentos, e nenhuma foi classificada como
“Ruim”. Considerando o habito crescente da populacao de se alimentar fora do lar e os riscos
a saude que os consumidores podem estar expostos em casos de falhas na implementacéo
das boas praticas, sugere-se a constante avaliacédo das condicdes de boas praticas nos
estabelecimentos bem como a busca de correcéo das inadequagdes detectadas.
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RESUMO

A goma de mandioca é um alimento rico em polissacarideos, que vem sendo consumi-
do cada vez mais como preparado de tapioca. A denominac¢éo “goma” se da devida a
propriedade de formar géis quando em contato com agua. Por apresentar elevado teor
de agua, a goma de mandioca se torna mais susceptivel a proliferacdo de micro-or-
ganismos patogénicos e deteriorantes. Objetivo: nesse contexto, a pesquisa teve por
finalidade avaliar a qualidade microbiolégica das gomas de mandioca comercializadas no
municipio de Macei6 - AL. Material e métodos: as gomas de mandioca foram coletadas
nos supermercados do municipio de Maceio - AL, transportadas para o Laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal de Alagoas - campus Satuba, e sub-
metidas as analises de numero mais provavel para coliformes a 45 °C, isolamento de
Staphylococcus aureus e determinacao de Bolores e Leveduras Resultados: durante
as analises das gomas, os resultados para coliformes a 45 °C atenderam aos padrdes
da legislacao vigente. Em todas as analises realizadas, as amostras apresentaram boa
conformidade, sendo estas consideradas adequadas para consumo. Conclusao: a pre-
senca de micro-organismos como Staphylococcus aureus, bolores e leveduras indicam

condicdes higiénicas inadequadas de producéo.

Palavras-chave: Goma de Mandioca, Avaliacao Microbiolégica, Contaminacao.
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B INTRODUGCAO

A mandioca (Manihot esculenta Crantz) &€ um cultivo herbaceo com um crescimento
extensivo em diversas regides brasileiras, apresenta grande importancia tanto como fonte
de energia para a alimentagdo humana e animal, quanto como geradora de emprego e de
renda, principalmente, nas areas pobres da regido Nordeste (CEREDA et al., 2003). E uma
das mais importantes culturas alimenticias dos paises tropicais, € a maior fonte de calorias
para mais de 600 milhdes de pessoas nas regiées da Africa tropical e subtropical, Asia e
América Latina (ELSHARKAWY, 2004; FALQUET; TAYLOR, 2002).

A mandioca é cultivada por pequenos produtores para utilizacdo do amido de suas rai-
zes nas formas in natura e processada (principalmente como farinha e goma). Seu cultivo per-
siste por ser um vegetal tolerante a diferencgas climaticas e stress ambiental (ELSHARKAWY,
2004), requerendo cuidados minimos onde outras espécies, provavelmente, ndo conseguiriam
se desenvolver, com isso, tornou-se uma das culturas principais em varias regides do Brasil.
Sendo também fonte produtora de energia e tem elevado potencial de rendimento. A ver-
satilidade do uso e aplicagdes da mandioca, seus produtos e subprodutos, propiciam um
amplo espectro mercadol6gico mundial para consumo humano.

Entre os produtos e subprodutos da mandioca, um dos mais valorizado nos ultimos
tempos € a goma de mandioca para o preparo da tapioca, pois além ser rica em polissa-
carideos, nao é constituida de gluten, caracteristicas necessarias para atletas que buscam
por uma alimentacéo livre de gorduras e portadores de doenca celiaca. Para a obtengcao da
goma de mandioca, a raiz da mandioca sofre processo de descascamento, trituracéo, desin-
tegracao, purificacado, peneiramento, umidificacdo, decantacéo e separacdo. Este produto
apresenta alto valor nutricional, podendo ser utilizado em diversos segmentos alimenticios
(LIMA et al., 2007).

Favorita das dietas atuais, a tapioca, que seu consumo se restringia a regiao Nordeste
do Brasil, vem ganhando espac¢o no cardapio de quem opta por uma alimentagao livre de
glaten. O alimento € de origem indigena e tem como base a fécula de mandioca sendo um
excelente substituto de paes e biscoitos. Para os praticantes de atividades fisicas é uma
6tima opcéao de lanche antes do treino, fornecendo rapidamente energias. Ademais, é pos-
sivel consumi-la com uma enorme gama de recheios, sendo eles doces e salgados. Nos
supermercados € possivel encontrar a goma da mandioca hidratada, pronta para ir para
frigideira. Tanta praticidade fez muita gente trocar o paozinho pela tapioca no café da manha.

A designacao “goma” € empregada para denominar produtos que adquirem caracte-
risticas de pastas ou géis quando entram em contato com a agua. Por apresentar elevado
teor de agua, quando comparado com a farinha, a goma de mandioca apresenta maior
suscetibilidade a deterioragcao microbiolégica (UKHUN et al., 1989).
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Varios fatores podem interferir no crescimento de micro-organismos na goma utilizada
para o preparo de tapioca, como o teor de umidade, o conteudo de oxigénio, a temperatura,
as condicoes higiénicas durante a obtencé&o da matéria-prima, a presenca de vetores, além
de fatores relacionados ao beneficiamento e armazenamento do produto, podendo apresen-
tar contaminantes como Salmonella spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus e fungos toxigénicos (MARCIA; LAZZARI, 1998).

A qualidade de um alimento pode ser delimitada através do controle de qualidade ana-
litico que enfoca a abordagem na inspecao durante a producao até a execucao de testes
fisico-quimicos, quimicos e microbiolégicos no produto. A condig¢ao higiénico-sanitaria € um
paréametro aceito para a determinacéao da qualidade microbioldgica dos alimentos.

Bactérias do grupo coliformes termotolerantes séo utilizadas como indicadoras de condi-
cOes higiénico-sanitarias de agua e alimentos. A presenca de micro-organismos indicadores,
como E. coli em produtos processados indica, provavelmente, contaminagao posterior ao
processamento (BLOOD; CURTIS, 1995).

Devido a goma de mandioca apresentar sua maior producéao de forma semi-industrial
ou artesanal, em condi¢cOes de rusticidade, grande parte das gomas comercializadas nao
apresentam condi¢des adequadas de higiene, ndo garantindo, assim uma maior confiabilidade
de consumo, visto que, mesmo durante o preparo da tapioca, a temperatura necessaria para
a geleificacao da goma é baixa e o processo acontece rapidamente, ndo sendo suficiente
para eliminar/reduzir os micro-organismos presentes. Com isso, o objetivo da pesquisa foi
avaliar a qualidade microbiol6gica de gomas de mandioca comercializadas no municipio de
Macei6 — Alagoas.

B MATERIAL E METODOS

Para a realizacdo das analises microbiologicas, as gomas de mandioca foram cole-
tadas nos supermercados do municipio de Macei6 - AL, em seguida, transportadas para o
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal de Alagoas, Campus Satuba,
onde deu-se inicio as analises. As oito amostras coletadas foram submetidas as anélises de
numero mais provavel para coliformes a 45 °C, isolamento de Staphylococcus aureus e de-
terminacao de Bolores e Leveduras, seguindo a metodologia preconizada por APHA (2001).

- Numero Mais Provavel de coliformes a 45 °C: foi utilizada 25 g da amostra diluida
em 225 mL peptonada, em seguida, foram realizadas as diluicdes seriadas a 103.
Uma série de 9 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose foram inoculados com
1 mL, por tubo, com as dilui¢cdes, sendo incubados, posteriormente, a 37 °C por 48
h. Os tubos que continham presenca de gas e turvacédo do meio de cultura (positivo)
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foram inoculados em tubos contendo Caldo Escherichia coli e incubados a 45 °C
durante 24 h.

- Isolamento de Staphylococcus aureus: foi coletado 0,1 mL das diluicdes e, em se-
guida, inoculadas na superficie de Baird Parker Agar e incubadas a 35 °C por 48 h.
Decorrido o tempo de incubacao, as col6nias tipicas foram submetidas a confirma-
¢cao bioquimica.

- Detecgéo de Bolores e Leveduras: foi coletado, das dilui¢des seriadas, 0,1 mL para
serem inoculadas na superficie do Agar Batata Dextrose e, posteriormente, incuba-
das a 25 °C durante 5 dias. Ap6s esse tempo, as coldnias foram contadas e expres-
sas em UFC/g.

B RESULTADOS

Segundo a IN 60, de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019), as especificacdes para
contagem de coliformes a 45 °C para alimentos preparados prontos para o consumo devem
apresentar contagem maxima de 20 NMP/g. Como exposto na Tabela 1, os resultados para
coliformes a 45 °C apresentaram niveis aceitaveis de contagem, estando, assim, de acordo

com a legislagao vigente.

Tabela 1. Resultados das analises microbioldgicas em goma de mandioca.

J—— Coliformes a 45 °C Staphylococcus aureus Bolores e leveduras

(NMP/g) (UFC/g) (UFC/g)

01 <3 <100 Incontavel na dilui¢cdo 1073

02 <3 <100 2,1x10°

03 <3 <100 1,1x10°

04 <3 <100 1,2 x 10°

05 <3 2,3x10° 9,9x10°

06 <3 <100 Incontavel na dilui¢do 1072

07 <3 <100 <100

08 <3 <100 Incontavel na diluigdo 1073

Fonte. Elaborada pelos autores (2021).

Luna e colaboradores (2013), analisaram a qualidade microbiolégica de gomas de
mandioca comercializadas no Ceara, e puderam constatar que os resultados para contagem
de coliformes a 45 °C foram inferiores a 3 NMP/g, sendo estes semelhantes ao presente
estudo. A presenca desse grupo de micro-organismos no alimento, revela ma higiene, seja
através da matéria-prima, ou de equipamentos mal higienizados, ou de manipulagao hi-
giénica inadequada.

Conforme a Tabela 1, na contagem de Staphylococcus aureus, a amostra 5 foi a Unica
a apresentar contaminacéo, obtendo uma contagem de 2,3 x 103 UFC/g, esse microrganismo
€ considerado um indicador de contaminacao, principalmente, pela manipulagdo inadequada
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do alimento (FEITOSA et al., 2017). No entanto, a ingestao de uma dose de quase 1 ug des-
te micro-organismo pode provocar os sintomas da intoxicacao, essa quantidade é atingida
quando a populagdo do mesmo, alcanga valores acima de 10° UFC/g do alimento, ou seja,
nas analises realizadas nestas amostras, ndo foi detectado risco ao consumir o alimento.

Para a contagem de bolores e leveduras, apenas a amostra 7 apresentou resultados
excelentes de contagem (< 100 UFC/g). As amostras 1, 6 e 8 apresentaram niveis de con-
taminacdo, ndo podendo ser estimada, pois mesmo na ultima diluicdo realizada (107%), nao
foi possivel fazer a contagem, como pode-se observar na Figura 1. J&4 na Figura 2, pode-se
observar as contagens de bolores. Segundo Franco e Landgraf (2003), contagens elevadas
representam, além do aspecto deteriorante que pode levar inclusive a rejeicdo do produto, um
risco a saude publica devido a possivel producao de micotoxinas por algumas espécies de
bolores. Porém, os fungos infecciosos raramente s&o associados aos alimentos, entretanto,
certas leveduras de origem alimentar podem desencadear reagdes alérgicas em individuos
com imunidade baixa.

Figura 1. Contagem de leveduras.Fonte. Elaborado pelos autores (2021).

Fonte. Elaborada pelos autores (2021).
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Figura 2. Contagem de Bolores.

Fonte. Elaborada pelos autores (2021).

A goma de mandioca € um produto que apresenta as melhores condi¢des para a pro-
liferacdo de micro-organismos sejam patogénicos ou deteriorantes, por isso, sua produgcao
deve estar de acordo com os principios das boas praticas de fabricacdo para que ndo com-
prometam precocemente a qualidade do produto e sua vida util.

B CONCLUSAO

Das amostras de gomas de mandioca analisadas, somente cinco apresentaram re-
sultados microbiolégicos aceitaveis para consumo. Entretanto, trés amostras estavam em
desacordo com a legislacéo, contaminadas com micro-organismos patogénicos, porém
sem risco a saude.

Pode-se, destacar que, em uma das amostras, ndo foi detectada contaminac&o signifi-
cativa nas analises realizadas. Ainda, todas as amostras atenderam os padrées da legislagéo
para a contagem de coliformes a 45 °C. Os indices de contaminagcé&o nas gomas de man-
dioca, principalmente por bolores e leveduras, indicaram condi¢des higiénicas inadequadas
de producao, o que pode ocasionar a deterioracao do alimento ou possiveis problemas
a saude publica.
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RESUMO

Objetivo: Como forma de agregar valor ao marisco (Anomalocardia brasiliana), comer-
cializado, basicamente, in natura, pré-cozido resfriado ou pré-cozido congelado, na pre-
sente pesquisa, teve-se como objetivo a avaliagdo do beneficiamento e da estabilidade
microbiol6gica do marisco marinado e do marisco defumado. Método: Para o acompa-
nhamento da estabilidade microbiologica do produto defumado e do produto marinado,
realizou-se a técnica de plagueamento em profundidade para pesquisa de Bactérias
mesodfilas. Resultados: Em relacao a avaliagcao microbioldgica, verificou-se que o marisco
in natura, o marinado e o defumado apresentaram contagem de mesofilos de 8,10 x 108
UFC/g, 6,45 x 102 UFC/g e 1,55 x 10® UFC/g, respectivamente. Conclusao: A tecnologia
de marinacao, em relacdo ao acompanhamento da estabilidade microbioldgica, mostrou-
-se mais eficaz na reducao e inibicdo do crescimento de micro-organismos, aumentando

a vida util e agregando valor ao produto, além de ter sido o processo de menor custo.

Palavras-chave: Conservacéao, Pescado, Processamento, Vongole.
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B INTRODUGCAO

A producédo mundial de moluscos bivalves aumentou consistentemente nos ultimos
sessenta anos. No ano de 2015, a produgao mundial de mariscos alcangou o valor de 16,1
milhdes de toneladas (FAO, 2018). No Brasil, a exploracdao de mariscos, que € realizada,
principalmente, por marisqueiras, € uma atividade antiga e possui grande importancia social,
econdmica e cultural. Esta atividade, além de atender as demandas de subsisténcia, pode
se constituir em fonte de renda principal ou como fonte complementar de outras atividades
extrativistas das familias que fazem a mariscagem (ZUFFO, 2019).

A oferta do marisco mais comum é in natura, pré-cozido resfriado ou pré-cozido con-
gelado. No entanto, a precariedade das unidades de processamento dos mariscos faz com
que ocorram entraves na comercializagao de produtos mais elaborados, ocasionando uma
diminuicdo no consumo desse alimento (LEITE; OLIVEIRA, 2015). Associado a isto, existe
ainda o risco no consumo de mariscos, pois, por serem filtradores das aguas de cultivo
e serem encontrados proximo a costa, em aguas mais rasas e, muitas vezes, poluidas
por esgotos e embarcacgdes, comumente podem ser encontrados micro-organismos que
desfavorecam a qualidade sanitaria do alimento (NASCIMENTO et al., 2011; GALVAO;
OETTERER; FURLAN, 2014).

Os riscos associados ao consumo de marisco podem ser minimizados nas etapas
de coleta, processamento, armazenamento, distribuicdo e consumo, mediante vigilancia
constante para garantir o fornecimento sustentavel e seguro de mariscos (VENUGOPAL,;
GOPAKUMAR, 2017). Assim, a fim de oferecer um produto com maior vida de prateleira
e caracteristicas sensoriais agradaveis, o uso de tecnologias alternativas tem aumentado.
Nesse contexto, tecnologias, como salga, secagem, coc¢do, marinagcao e defumacéo, ou
ainda, a combinacéo entre elas, sdo recomendadas, pois agregam valor ao produto, dimi-
nuem a carga microbiolégica, aumentam a atragdo do consumidor e melhoram a renda de
comunidades envolvidas na atividade extrativa de moluscos (ORDONEZ-PEREDA, 2007;
GONCALVES, 2011; CIRQUEIRA, 2013).

De acordo com Cherifi e Sadok (2016), a marinagao de mariscos, utilizando vinagre
e sal (cloreto de sodio), aumenta a acidez da solucéo e reduz a degradagao microbiana.
Segundo os autores, o0 processamento de mariscos marinados aumenta a variedade de
pescado no mercado, cria novas oportunidades de mercado e estimula a economia local,
tornando os mariscos uma nova fonte de renda. Segundo Neres et al. (2014), 0 processo
de defumacao, aliado a boas praticas de fabricacao, sao eficientes na manutencéo da qua-
lidade dos alimentos e, dessa forma, oferecem menos riscos aos consumidores. Como um
dos métodos mais antigos de preservacéo do alimento, a defumacéo é a combinacao de
fumaca, sal e secagem, que proporciona caracteristicas sensoriais agradaveis ao pescado,
além de aumentar o seu valor comercial (GONCALVES; OLIVEIRA, 2011).
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Sabendo-se dos beneficios dos processos tecnoldgicos ja testados em outros tipos de
pescado, teve-se como objetivo, na presente pesquisa, o beneficiamento e a avaliagcao da
estabilidade microbiolégica do marisco marinado e do marisco defumado.

H METODO

O marisco (Anomalocardia brasiliana) foi extraido manualmente e de forma artesanal na
praia de Grossos, RN, Brasil (Lat. 4° 58’ 49” S., Long. 37° 9’ 19” O.), durante a maré baixa.
ApOs a coleta, os mariscos foram submetidos aos processos de depuragao, cozimento e
desconchamento. A matéria-prima foi, entdo, disponibilizada para os processos de marinacao
e defumacéao por asperséo de fumaca liquida. As etapas do processamento estao descritas
nos fluxogramas das Figuras 1 e 2, respectivamente.

Para a obtencao do produto marinado (Figura 1), os mariscos depurados e desconcha-
dos foram submetidos ao pré-tratamento térmico. Para tanto, a matéria-prima foi aquecida
em agua inicialmente a ebulicdo e em volume suficiente para cobrir a superficie do produto,
por 30 minutos. Apds o processo de pré-tratamento térmico, fez-se a drenagem da agua
(5 min) e acondicionou-se 0 marisco (60 g) em frasco de vidro com capacidade de 150 g,
previamente esterilizado. Apds o marisco ser acondicionado nos potes, adicionou-se 60
mL de salmoura &cida (vinagre de vinho branco + 5% de NaCl), em temperatura de ebuli-
cao. Em seguida, foram adicionados os demais componentes da formulacéo, sendo 4,46%
de condimentos (louro, pimenta e manjericao) previamente misturados em 25 mL de liquido
de cobertura (57,38% de 6leo de soja e 38,26% de azeite de oliva extravirgem).

Figura 1. Processo de marinagdo aplicado ao marisco (A. brasiliana).

MATERIA PRIMA
|
PRE-TRATAMENTO TERMICO
1
DRENAGEM ------—---—--—--# PESAGEM
]

ACONDICIONAMENTO
ot
ADICAO DA SALMOURA ACIDA
ot
ADICAO DE OLEOQ, AZEITE E CONDIMENTOS

EXAU'ST.ELG
TRATAMEN;D TERMICO
RESFRI;LIENTD
msz:n:AMEMD

Fonte: Adaptado de Bispo et al. (2004b).
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ApOs a adicao dos ingredientes, realizou-se o0 processo de exaustéao, no qual o produ-
to embalado, com a tampa semifechada, foi mantido parcialmente mergulhado em agua a
ebulicdo por 20 minutos, contado a partir do momento em que a salmoura atingiu a tempe-
ratura de 90 °C. Apés esse tempo, efetuou-se o tratamento térmico final, que ocorreu com
a embalagem completamente fechada, por 30 minutos, em agua em ebulicao.

Logo apos o tratamento térmico, realizou-se o resfriamento do produto, o qual foi imer-
so0 em 4gua inicialmente a temperatura de 60 °C e, posteriormente, em agua a temperatura
de 38 °C. Por fim, o produto obtido foi mantido por 3 dias a temperatura ambiente, para a
maturacéo, conforme adaptacao da metodologia proposta por Bispo et al. (2004b).

Para a realizacédo do produto defumado (Figura 2), os mariscos, depurados e descon-
chados, foram submetidos a salmouragem (10% de NaCl) por imersao, durante 15 minutos,
com agitacdo. Em seguida, os mariscos foram colocados em bandejas de tela metalica,
para que o excesso de salmoura fosse drenado, e, entdo, foram pesados e submetidos ao
processo de pré-secagem. O processo de pré-secagem ocorreu em estufa sob temperatura
de 50 °C por 45 minutos. Durante o processo de pré-secagem, foi utilizada fumaca liquida
diluida (Densidade de 1,009 e 5,3 °Brix), aspergida na superficie dos mariscos, para o pro-
cesso de defumacao por asperséo.

Figura 2. Processo de defumacéo por aspersdo de fumaca liquida aplicado ao marisco (A. brasiliana).

MATERIA PRIMA
]
SALMOUBAGEM -----------—--p PESAGEM
]
PRE-SECAGEM ------—--—----B PESAGEM
]
ASPERSAO DA FUMACA LIQUIDA

i
SECAGEM
»
RESFRIAMENTO -----------—--p PESAGEM

»

ACONDICIONAMENTO
»

ARMAZENAMENTO

Fonte: Elaborada pelos autores (2022).

Em seguida, as amostras foram submetidas a secagem e defumacao, utilizando os
tempos e temperaturas descritos no Quadro 1. A cada intervalo, foi realizada a aspersao da
fumaca liquida sobre o marisco (totalizando 50 mL em todo o processo).
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Quadro 1. Tempo e temperatura utilizados no processo de secagem e defumac¢do do marisco defumado por aspersao
de fumaga liquida.

TEMPO TEMPERATURA
12 45 min 60 °C
29 45 min 70°C
3¢ 45 min 80°C

Fonte: Elaborado pelos autores (2022).

No final dos processos de secagem e defumacao, o produto foi retirado da estufa,
resfriado e pesado. Em seguida, acondicionou-se o produto em potes de vidro de 150 mL,
na propor¢ao 60 g de marisco defumado e 85 mL de 6leo de canola, fazendo com que o
liquido de cobertura cobrisse por completo o marisco. O produto obtido foi armazenado em
temperatura ambiente para maturacéo por 3 dias, conforme Figura 2.

Para o acompanhamento da estabilidade microbiol6gica do produto marinado e do
produto defumado, realizou-se a técnica de plaqueamento em profundidade em meio Agar
Padréo para Contagem® (PCA), para a pesquisa de Bactérias mesofilas, segundo metodo-
logia descrita na Instrugcdo Normativa n° 62, de 2003 (BRASIL, 2003).

Foi feita a contagem de aerobios mesofilos no marisco in natura, no marisco processado
(dia 0), nos produtos maturados (dia 3) e depois a cada 07 dias, durante um periodo de 38
dias, conforme Quadro 2. Foram analisadas tanto as amostras armazenadas em temperatura
ambiente, para verificar a estabilidade do produto ainda com a embalagem fechada, como
as amostras armazenadas em temperatura de refrigeracao, apds a abertura da embalagem,
que ocorreu no 3° dia apés a elaboragao do produto, limite de tempo estabelecido nesta

pesquisa para a maturagao do marisco.

Quadro 2. Dias e temperaturas de armazenamento para verificagdo da estabilidade dos produtos marinado e defumado.

Dias de analises

Temperatura de armazenamento dos produtos Dia Dia Dia 10 Dia Dia Dia Dia
0 3 @ 17 24 31 38

Ambiente v v v v v v v

Refrigerado - - v v v v v

(+" ) Indica que a analise foi realizada; (-) Indica que a analise nao foi realizada.
Fonte: Elaborado pelos autores (2022).

H RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 sumariza o resultado da anélise microbiol6gica da contagem de mesofilos
do marisco A. brasiliana in natura e dos mariscos processados no dia 0 e armazenado em
temperatura ambiente apés 3 dias. Verificou-se uma contaminacgéo de 8,10 x 10% UFC/g
de mesdfilos no marisco in natura. Deve-se ressaltar que a flora microbiana de moluscos é
muito variada, dependendo da qualidade da agua de onde foram retirados, da qualidade da
agua utilizada para a lavagem desse pescado, além de outros fatores (JAY, 2005).
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Tabela 1. Resultados da contagem de mesofilos do marisco A. brasiliana in natura e dos mariscos processados no dia 0
e armazenado em temperatura ambiente apds 3 dias.

Amostras UFC/g
Marisco in natura 8,10 x 10°
Marisco marinado (dia 0) 6,45 x 10?
Marisco defumado (dia 0) 1,55 x 10°
Marisco marinado maturado (dia 3) 3,33 x10*
Marisco defumado maturado (dia 3) 1,63 x 10°

UFC, Unidade Formadora de Colo6nias.
Fonte: Elaborada pelos autores (2022).

Damacena e Barros (2019) analisaram amostras in natura de véngole (Anomalocardia
brasiliana) e encontraram valores de mesoéfilos entre 5 x 10* e 7 x 106 UFC/g, valores su-
periores aos encontrados na presente pesquisa. Bispo et al. (2004a) analisaram vongole e
encontraram valores de aerobios mesofilos de 5,9 x 10° UFC/g em amostras in natura, valor
inferior ao encontrado na presente pesquisa. Segundo Barreto et al. (2017), altas contagens
de mesobfilos em alimentos podem indicar problemas no manuseio e armazenamento.

De acordo com Barreto et al. (2017), entre os fatores que contribuem para a elevada
densidade microbiana dos moluscos bivalves esta o processo de alimentacéo desses orga-
nismos, que acontece por filtracdo e concentra em seus tecidos diversos micro-organismos,
caso sejam extraidos em areas poluidas por esgotos ou ndo ocorram boas praticas higiénicas
e sanitarias durante a retirada das conchas, processo realizado geralmente nas residéncias
das marisqueiras. Segundo Trombeta e Normande (2017), a depuracao dos mariscos é
uma forma de diminuir a quantidade de micro-organismos desse alimento, além de fornecer
um produto com garantia sanitaria aos consumidores. Dessa forma, os responsaveis pela
coleta e manipulacgéo inicial do marisco devem ser instruidos quanto a importancia dessa
etapa do processo.

Segundo Leite e Oliveira (2015), a fim de evitar danos a saude publica, sdo conhe-
cidas trés regras basicas quanto a manipulagcado de marisco: transporta-los rapidamente,
manté-los limpos e refrigerados, e cozinha-los em temperatura adequada. A garantia da
qualidade dos moluscos bivalves é dada pela correta manipulacéao e pela depuracéo do
produto, feitas em estabelecimentos apropriados. A certificacéo sanitaria desse alimento &
dada pelo Ministério da Agricultura. A legisla¢do brasileira atual ndo estabelece parametros
para a analise de bactérias mesofilicas em moluscos (BRASIL, 2019). No entanto, a conta-
gem desses micro-organismos € muito importante para estimar a carga microbiana, pois a
maioria dos micrdbios patogénicos de origem alimentar € composta de agentes mesofilicos
(BARRETO et al., 2017).

Na presente pesquisa, observou-se (Tabela 1) que a contagem de aerdbios mesofilos

diminuiu quando comparados o marisco marinado (dia 0) (6,45 x 102UFC/g) com o marisco
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in natura (8,10 x 102 UFC/g). Além disso, foi observada uma diminuicdo na contagem de
mesofilos no produto marinado apds trés dias de maturacéo (3,33 x 10" UFC/g). De forma
semelhante, Bispo et al. (2004b) verificaram que a carga microbiana (aerébios mesofilos
totais) do marinado de marisco Anomalocardia brasiliana foi inferior a contagem no marisco
in natura, o que evidencia a eficiéncia da tecnologia aplicada e a agao antimicrobiana do
acido acético (CHERIFI; SADOK 2016).

Analisando-se, ainda, a Tabela 1, verificou-se que a contagem de aerdbios mesofilos
no marisco defumado (dia 0) (1,55 x 102 UFC/qg) foi inferior ao marisco in natura (8,10 x 108
UFC/g). Esse fato deve-se a acao conservante do NaCl, da temperatura e da fumaca liquida
empregadas no processamento das amostras. Segundo Gava, Silva e Frias (2014), a acédo
conservadora dos produtos defumados ocorre devido ao efeito combinado de varios proces-
sos tecnoldgicos, como salga, cozimento, secagem e pela presenca de certas substancias
quimicas na fumaca. Entretanto, observou-se que apos trés dias de maturacao do produto
defumado armazenado a temperatura ambiente, a carga microbiana nos produtos aumentou
de 1,55 x 108 UFC/g para 1,63 x 10° UFC/g. De acordo com Franco e Landgraf (2008), a
conservacgao de alimentos ap6s defumacao s6 pode ser assegurada pela manutencao dos
produtos sob refrigeracéo, em temperatura inferior ou igual a 4 °C, em virtude de o tratamento
nao eliminar os esporos das bactérias.

Na Tabela 2, estdo apresentados os resultados da analise microbioldgica, a partir
do décimo dia de armazenamento, do produto marinado armazenado em temperatura de
refrigeracdo, apos a abertura da embalagem, e do produto armazenado em temperatura
ambiente, com a embalagem fechada. Observa-se que o produto marinado teve a carga de
mesofilos diminuida, tanto no produto ap6s aberto e mantido em temperatura de refrigera-
céo quanto no produto fechado em temperatura ambiente. Essa diminuic&o, provavelmente,
ocorreu em virtude da acdo antimicrobiana do &cido acético e do NaCl utilizados no proces-
so de salmouragem.

Tabela 2. Resultados da contagem de meséfilos do produto marinado de A. brasiliana a partir dos dez dias de
armazenamento até o 38 dia de analise.

ARMAZENAMENTO
Dias
Refrigerado (UFC/g) Ambiente (UFC/g)

102 2,33 x 10" 1,10 x 10*
17¢ 0,33 x10 8,00 x 10*
242 0,66 x 10 1,10 x 10?
31¢ 0,33 x10 0,33 x 10
382 - 0,33 x 10

(-) n&o avaliado.
Fonte: Elaborada pelos autores (2022).
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Sallam (2008) analisou pescado marinado e verificou que solugbes contendo acido
acético e NaCl podem melhorar a qualidade microbiolégica, retardar ou inibir o crescimento
de micro-organismos e prolongar a vida de prateleira do produto durante o0 armazenamento
sob refrigeracdo. Amin et al. (2018) verificaram que o processo de marinagcdo melhora a
qualidade microbioldgica de pescado, sendo capaz de inibir o crescimento de patégenos
de origem alimentar.

Bispo et al. (2004b) verificaram que o processo de marinacao foi suficiente para eliminar
mesofilos do marisco A. brasiliana marinado, pois quando comparado com a amostra inicial
(marisco in natura), o resultado da analise evidenciou a auséncia desses micro-organismos
no produto. Os autores verificaram, ainda, que a marinagdo conseguiu manter as bactérias
mesofilas ausentes durante seu tempo de analise de estabilidade. Porém, a eficiéncia do
processo para diminuir ou eliminar os micro-organismos presentes vai depender da quali-
dade microbiolbgica inicial da amostra. Segundo Gongalves (2018), os produtos marinados
armazenados em temperaturas de refrigeracao (4 - 6 °C) mantém sua qualidade por mais
tempo. Portanto, o processo de marinacao realizado na presente pesquisa pode ser utilizado
como um método seguro para a preservagao de mariscos.

Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados da analise microbioldgica, a partir
do décimo dia de armazenamento, do produto defumado armazenado em temperatura de
refrigeracdo, apos a abertura da embalagem, e do produto armazenado em temperatura
ambiente, com a embalagem fechada. Observou-se que a contagem de aerébios mesofilos
do produto defumado mantido sob refrigeracéo, ao longo dos dias, manteve-se inferior a
carga microbiana do produto mantido a temperatura ambiente, o que confirma a agcéo con-
servante do processo de defumagao em conjunto com a refrigeracéo dos produtos. O 6leo de
canola, utilizado no processamento como liquido de cobertura do marisco defumado, pode
ter contribuido para acéo conservante, pois possui acao antimicrobiana e pode ser utilizado
como aditivo natural (GIAQUINTO et al., 2017).

Tabela 3. Resultados da contagem de meséfilos do produto marinado de A. brasiliana a partir dos dez dias de
armazenamento até o 38 dia de analise.

Dias Refrigerado (UFC/g) Ambiente (UFC/g)
100 6,30 x 10° 6,40 x 10°
17¢ 1,93 x 10° 8,10 x 10°
240 2,06 x 10° 6,23 x 10°
310 = 3,03 x 10°
38¢ - 2,85 x 10°

(-) ndo avaliado.

Fonte: Elaborada pelos autores (2022).

De acordo com Gongalves e Oliveira (2011), o pescado defumado a quente e estocado
a 4 °C tem, geralmente, uma vida 0til de até duas semanas. Os pesquisadores afirmam,
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ainda, que devido a fumaca liquida conter compostos antimicrobianos e antioxidantes, pode
estender a vida de prateleira e retardar a deterioragcdo durante 0 armazenamento sob refrige-
racéo. Além disso, de acordo com as pesquisas de Galvao, Oetterer e Furlan (2014), apos
a defumacao, o molusco deve ser resfriado e embalado, podendo ter vida util de até trés
meses, caso seja corretamente processado, o que explica o fato de o produto mantido em
temperatura ambiente possuir carga microbiana superior ao produto mantido sob refrigeracao.

Observou-se que apo6s o 17° dia de armazenamento do produto defumado a tempe-
ratura ambiente, a contagem de aerdbios mesofilos teve uma ligeira diminui¢do, até o final
do experimento. Esse fato pode ser explicado por uma possivel rancificagcdo do 6leo de
canola presente no produto defumado. Segundo Franco e Landgraf (2008), &cidos graxos
livres liberados durante a hidrélise de gorduras tém acao inibitoria para muitos micro-orga-
nismos. As autoras afirmam, ainda, que os peréxidos produzidos durante a oxidagao dos
acidos graxos insaturados possuem efeitos tdxicos para muitos micro-organismos, fato que
pode explicar a reducao dos aerdbios mesofilos no final do experimento. Porém, deve-se
ressaltar que s6 uma analise mais especifica para afirmar se de fato isso tenha ocorrido.
Ainda € necessério levar em consideracéo que, apesar desse fato ter causado uma dimi-
nuicao na contagem dos micro-organismos, 0 consumo desse alimento seria inviavel, visto
gue poderiam acarretar efeitos toxicoldgicos. Nesse contexto, de acordo com Kanner (2007),
a oxidacao lipidica pode ser um dos principais processos degradativos nos alimentos e o
consumo de produtos oxidados pode causar prejuizos a saude humana

Na presente pesquisa, deve-se ressaltar que apos o processo de defumacgao, o pro-
duto ndo passou por nenhum outro processo, como exaustao, o que pode ter contribuido
para o aumento da carga microbiana do produto. De acordo com Galvao, Oetterer e Furlan
(2014), apobs o processo tecnologico de defumacgao, o produto deve ser acondicionado em
embalagem coberta com 6leo de boa qualidade e submetido a uma temperatura de 120 °C
e tempo de 15-30 minutos, com o objetivo de esterilizar o produto.

B CONCLUSAO

Na avaliagdo da estabilidade microbioldgica, observou-se que o marisco marinado se
manteve mais estavel que o marisco defumado. Logo, o processo de marinagdo mostrou-se
mais eficaz na reducéo e inibicdo do crescimento de micro-organismos, aumentou a vida
util e agregou valor ao produto. Deve-se avaliar, pois, as possiveis falhas no processo de
defumacéo, para um alcance de um produto final com melhor qualidade.
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RESUMO

O presente estudo objetivou elaborar e avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e mi-
crobiologicas do queijo Petit Suisse sem gordura, adicionado com trés concentracoes
de polpa de caja. As formulac¢des produzidas foram avaliadas quanto ao pH, acidez total
titulavel, proteina total, umidade, calcio total, gordura, cinzas e cor. De acordo com os
resultados obtidos, as formulacdes atenderam as exigéncias da legislacao e os resulta-
dos indicaram o emprego das boas praticas de fabricacao e higiene na elaboracao dos
produtos. As concentracdes diferentes de polpa de caja adicionadas as formulagdes nao
influenciaram a composicao e a cor dos produtos. Sem adicdo de gordura os queijos
podem ser classificados como magros em gorduras sendo também uma boa alternativa

para aqueles que procuram alimentos com baixo teor de gordura.

Palavras-chave: Petit Suisse, Produto Saudavel, Novos Produtos.
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B INTRODUGCAO

O consumo de altas quantidades de gordura esta relacionado com o aumento do ris-
co da obesidade e de alguns tipos de cancer (Mattes, 1998). Por isso, nos ultimos anos, a
preocupacao crescente com uma dieta mais saudavel tem gerado um aumento na procura
por produtos com baixo teor de gordura. Assim, alimentos com reduzido conteudo calo6rico,
livres ou com baixos teores de gordura, ficaram mais populares, instigando o interesse por
pesquisas e o desenvolvimento de produtos que satisfagcam as exigéncias sensoriais do
consumidor (Food Ingredients Brasil, 2008).

O leite e seus derivados, que sao excelentes fontes de calcio, séo produtos conceitua-
dos por apresentarem um alto valor nutricional. Entretanto, os consumidores estao cada vez
mais exigentes na selecao de produtos alimenticios, por isso é importante que a inovacéo
tecnoldgica atenda as expectativas destes consumidores, no intuito de oferecer produtos
diferenciados, saudaveis e com qualidade (Prudencio, 2006).

Segundo a Instrugcdo Normativa n° 53, de 29 de dezembro de 2000 do Ministério da
Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA), entende-se por queijo Petit Suisse, o queijo
fresco, ndo maturado, obtido por coagulacao do leite com coalho e/ou de enzimas especificas
e/ou de bactérias especificas, adicionado ou ndo de outras substancias alimenticias (Brasil,
2001). No Brasil este produto é consumido como sobremesa e direcionado ao publico infan-
til. No mercado a variedade de sabores do queijo Petit Suisse é pequena, sendo encontrado
nos sabores morango, maca verde e uva.

O caja, por outro lado, tem um grande potencial para ser implementado ao queijo Petit
Suisse, ja que é um fruto bastante apreciado e de grande aceitagcdo em todo o Brasil, sendo
mais consumido no Nordeste, na forma in natura e, nas outras regides do Pais, na forma
de polpa (Mata, et al., 2005).

E um fruto nuculanio perfumado com mesocarpo carnoso, amarelo, contendo carotenéi-
des, agucares, vitaminas A e C. A procura pelos frutos da cajazeira, deve-se principalmente
as boas caracteristicas para a industrializacéo, aliadas ao aroma e seu sabor agridoce. Esse
fruto tem, também, valor nutricional que aumenta a eficiéncia fisica, acelera a cicatrizacao
depois de cirurgias, combate infeccdes, resfriados e reduz ataques cardiacos. Aumenta a efi-
ciéncia imunoldgica e favorece a elasticidade da pele, prevenindo rugas (Barroso et al.,1999).

Diante do exposto, o presente estudo objetivou elaborar e avaliar as caracteristicas
fisico- quimicas e microbiolégicas do queijo Petit Suisse sem gordura, adicionado com trés
concentracdes de polpa de caja.
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B MATERIAIS E METODOS
Elaboracao dos queijos Petit Suisse
Ingredientes

Leite pasteurizado, cultura mesofilica (Lactococcuslactissbsp. Lactis e
Lactococcuslactissbsp. cremoris), coagulante comercial - HA-LA (Christian Hansen, Valinhos,
Brasil), sacarose, cloreto de calcio e polpa de caja comercial.

Elaboracao da Massa Base (Queijo Quark)

O procedimento para a fabricacéo do queijo Petit Suisse foi 0 mesmo utilizado por
Souza (2010), com modificacdes. O leite pasteurizado foi aquecido até 40°C e adicionado o
fermento mesofilico (2%), cloreto de calcio (150 ppm) e coalho diluido em leite o suficiente
para coagular o leite em 35 minutos. Apds os ingredientes serem adicionados ao leite, mis-
turou-se bem, e deixou-se coagular até que a massa apresentasse acidez em torno de 71°D
(Dornic). Atingido a acidez a coalhada entéo foi quebrada e o soro foi drenado por gravidade
para a suspensao da coalhada durante 20 horas em sacos de algodao previamente esteri-
lizados. A massa base (queijo Quark) foi embalada em sacos plasticos sob-refrigeracao a
(4 £1°C) até elaboracao do queijo Petit Suisse.

Elaboracao do Queijo Petit Suisse a partir massa base (queijo Quark)

A massa base (Queijo Quark) foi homogeneizada em processador industrial, juntamente
com o agucar e a polpa de acordo com as formulagdes presente conforme mostra a Tabela
1 até homogeneizacdo completa, sem visualizacdo de grumos. Apds a homogeneizagao o
produto foi embalado e armazenado (4 +1°C).

Tabela 1. Ingredientes utilizados nas formulagdes do queijo Petit Suisse e suas respectivas quantidades.

Formulagdes

Ingredientes

A B C
Massa base (Queijo Quark) 2 kg 2 kg 2 kg
Agucar 15% 15% 15%
Polpa de caja 10% 15% 20%

Analises de composicao, cor e qualidade microbiolégica

As formulacdes de queijo Petit Suisse foram caracterizadas do ponto de vista fisico-
-quimico e microbiolégico. No tocante as caracterizac¢des fisico-quimicas, as amostras foram
caracterizadas quanto a acidez total titulavel (AOAC, 1995), calcio total (Taras, 1995), proteina
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total (fator de 6,38) (AOAC, 1995), umidade (AOAC, 1997), pH (potenciémetro da Digicron
Analitica, modelo Digimed DM20) e cor (colorimetro Hunter Lab, modelo Miniscan XE PLUS),
expresso pelas coordenadas L*, a* e b*. O valor de L* representa a luminosidade da amostra,
variando de preto (0) a branco (100); o valor de a* representa a cor, variando de vermelho (+)
a verde (-) e o valor de b* representa a cor, variando de amarelo (+) a azul (). A qualidade
microbioldgica foi avaliada por meio de analises de coliformes a 35 e 45°C, nos tempos 1
e 28, segundo Brasil (2003).

Planejamento experimental

Foram realizados dois experimentos e utilizou-se um delineamento inteiramente casua-
lizado, sendo que os resultados das andlises fisico-quimicas realizadas foram submetidos
a andlise de variancia, ao nivel de 5%. As médias obtidas desta anélise com p < 0,05 foram
submetidas ao teste de Tukey, para comparacéo das médias.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2, encontram-se apresentados as caracterizag¢des fisico-quimicas e fisica
realizadas nas formula¢des do queijo Petit Suisse, formulado com trés concentragcdes de pol-
pa de caja (Tabela 1). No tocante a legislacao brasileira, Instru¢do Normativa n° 53 de 29 de
Dezembro de 2000, do Ministério da Agricultura, a Unica caracteristica fisico-quimica do queijo
Petit Suisse quantificada refere-se as proteinas lacteas, a qual n&o deve ser inferior a 6%.

Analisando os resultados constantes na Tabela 2, verificou-se que o teor protéico e
a umidade obtida para as formulagcbes desenvolvidas atende a legislagdo vigente no pais.
Ademais, os teores de proteinas das formulagcbes desenvolvidas, foram estatisticamente
iguais, o que indica que a adicao dos diferentes teores de polpa ndo afeta significativamen-
te esta variavel.

Os resultados de pH encontrados nesta pesquisa sao inferiores aos que Cardarelli
(2006) encontrou ao desenvolver queijo Petit Suisse simbibtico com valores de pH de 4,29
a 6,68. O fato das formulag¢des terem apresentados pH inferiores ao do autor citado se deve
pela adicéo da polpa de caja, como podemos observar nos dados apresentados na Tabela 2.

O teor de gordura dos queijos Petit Suisse elaborados esta abaixo dos valores en-
contrados por Padilha (2013) que ao elaborar o queijo Petit Suisse probibtico e simbibtico
encontrou respectivamente 3,00 e 2,75%, e por Cardarelli (2006) que encontrou valores de
2,42 a 2,70%, isso devido a ndo adicdo de gordura no processo de elaboracdo dos queijos
Petit Suisse. Segundo Banks (2004), a reducédo do conteudo de gordura resulta em um
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aumento significativo no contetudo de proteina o que pode ser observado nos dados con-

forme mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Composicao fisico-quimica média (n=2) dos queijos Petit Suisse;

Percentual de polpa adicionada a formulagdo

CaracterizacGes Legislagdo
10% 15% 20%
pH 421° 4,14° 4,12 n.d.
Acidez, % acido latico 0,55° 0,54° 0,55° n.d.
Proteina total, % 11,26° 11,51° 11,212 Min. 6,0
Umidade, % 75,68° 75,77° 72,89° <55,0%.
Calcio total, % 287,9° 327,83® 351,832 n.d.
Gordura, % 1,0 0,87° 1,252 n.d.
L 86,91° 86,26 ° 85,57 ° n.d.
a* 1,38° 1,72 1,842 n.d.
b* 15,13° 17,12¢ 19,54 ° n.d.

Médias com letras iguais na mesma linha n&o diferem estatisticamente entre si (p> 0,05); n.d. — ndo definido

Conforme mostra a Tabela 2, as concentragbes de polpa de caja adicionadas as for-
mulacdes nao influenciaram a mudancga de cor das amostras. Mas, pode-se observar que
houve uma tendéncia de intensificar os parametros de cor avaliados quanto maior foi a
concentracao de polpa de caja adicionada. Segundo Mattietto (2010) o caja possui polpa de
coloracao amarela forte, tendendo, as vezes, ao alaranjado, resultado das cores vermelho
(+a) e amarelo (+b).

Os limites permitidos pela legislagéo para microrganismos indicadores de contamina-
cao em queijos de muita alta umidade, séo de 1,0 x 10® UFC.g™" de coliformes a 35°C, e 1,0
x 102 UFC.g" de coliformes a 45°C. Todas as formulagdes apresentaram aos 28 dias de
armazenamento refrigerado valores de coliformes a 35 e 45°C menores do que os valores
estabelecidos pela legislacéo vigente.

Portanto, todas as formulacdes do queijo Petit Suisse atenderam as exigéncias da
legislacéo e o resultado indica 0 emprego das boas praticas de fabricacdo e higiene na

elaboragao dos produtos.

H CONCLUSAO

Conforme os resultados encontrados, podemos concluir que as deferentes porcenta-
gens de polpa de caja ndo influenciou a composicao fisico-quimica dos queijos Petit Suisse.
Segundo os padrdes de coliformes a 35 e 45°C os queijos produzidos nesse trabalho apresen-
taram-se dentro dos padrdes estabelecidos para o queijo Petit Suisse de leite de vaca. Em re-
lac&o ao teor de gordura, o queijo obteve valores bem baixos, podendo ser classificado como
gueijo magro em gordura, sendo também uma boa alternativa para aqueles consumidores
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que procuram alimentos com baixo teor de gordura e com sabores diferentes, ja que o mer-

cado produtor tem pouca variedade de sabores para esse tipo de queijo.

10.

11.

12.

13.
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RESUMO

Objetivo: estimar os parametros de crescimento de B. cereus em puré de batata sob
diferentes condi¢cdes isotérmicas de armazenamento, utilizando o software Microrisk Lab.
Método: os dados de crescimento de B. ceres nas temperaturas entre 4 °C e 19,7 °C de
armazenamento foram adquiridos do Instituto Nacional Francés de Pesquisa Agricola,
disponiveis na base de dados ComBase e o modelo de Baranyi e Roberts foi ajustado
as curvas de crescimento utilizando o MicroRisk Lab. Resultados: pode-se afirmar que
0 modelo apresentou 6timo desempenho para descrever o crescimento de B. cereus em
puré de batata nas cinco temperaturas avaliadas, com valores de R2=0,99. Os modelos
secundarios representaram bem a influéncia da temperatura na velocidade especifica
maxima de crescimento, com melhores valores de R? para os modelos Exponencial e
Raiz quadrada. Conclusao: pode-se concluir que a aplicagdo de modelos preditivos e
software de facil utilizacdo podem ser usados para orientar os proprietarios de restau-
rantes, estabelecimentos e industria de produtos vegetais, para preparar e armazenar
adequadamente o puré de batata e outros produtos relacionados para evitar o cresci-

mento de B. cereus.

Palavras-chave: Patégeno, Seguranca de Alimentos, Microbiologia Preditiva.
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B INTRODUGCAO

Bacillus cereus, uma bactéria Gram-positiva, formadora de esporos e ubiqua, &€ ampla-
mente reconhecida como um dos principais patégenos de origem alimentar (ROSENQUIST
et al., 2005). Esse micro-organismo pode sobreviver a altas temperaturas devido a forma-
cao de esporos e produzir dois tipos distintos de toxinas em termos de dois sintomas: tipo
emético e tipo diarreico. A toxina cerulida causa os sintomas de intoxicacao do tipo emético,
sendo secretada por B. cereus quando sua populagdo se aproxima de 6 log,, UFC/g (KING
et al., 2007; TAKENO et al., 2012), enquanto a intoxicacao do tipo diarreica € geralmente
induzida pelo consumo de alimentos contaminados pela enterotoxina ndo hemolitica (Nhe),
citotoxina K (CytK) e a hemolisina BL (Hbl) (KIM et al., 2011).

O B. cereus é frequentemente identificado em diversos produtos alimenticios, como
vegetais, leite, produtos carneos, arroz e cereais, portanto, € considerado um desafio signi-
ficativo para a seguranca de alimentos (GUINEBRETIERE et al., 2003; PARK et al., 2009;
SAMAPUNDO et al., 2011).

A batata é um alimento popular e basico comum como fonte de amido e nutrientes
abundantes. B. cereus foi encontrado em produtos a base de batata, incluindo batatas cruas
com casca, flocos de batata desidratados, produtos de batata prontos para consumo, puré
de batata processado refrigerado e puré de batata cozido (HEINI et al., 2018; RAJKOVIC
et al., 2006; THOMAS et al., 2002). B. cereus, como uma bactéria formadora de esporos
resistente ao calor, pode sobreviver durante o processamento (aquecimento e desidratacéo)
de produtos de batata, devido aos tratamentos térmicos suaves dados a esses alimentos,
sendo considerado um patdgeno de origem alimentar significativo relacionado a alimentos
processados a base de batata (DOAN; DAVIDSON, 2000; HEINI et al., 2018).

Algumas cepas de B. cereus podem se multiplicar a 8 °C e abaixo de uma concentracéo
que pode ser prejudicial a satde humana e, portanto, representa um perigo para 0 consumo
de alimentos refrigerados processados. Assim, &€ fundamental compreender e controlar o
comportamento (crescimento, sobrevivéncia ou inativagao) ou nivel de contaminagéao dos
micro-organismos em diferentes condi¢cdes ambientais, para garantir que os alimentos sejam
seguros para o consumo (GEERAERD; VALDRAMIDIS; VAN IMPE, 2005; AUGUSTIN, 2011;
GONZALEZ et al., 2018). Para isso, a microbiologia preditiva tornou-se uma ferramenta
valiosa para estimar o nivel de concentracao bacteriana baseada no uso de modelos mate-
maticos (ROSS; MCMEEKIN, 1994; PELEG; CORRADINI, 2011; BARANYI; SILVA, 2017).

A utilizagdo de modelos matematicos auxilia na obten¢do de dados sobre o compor-
tamento dos micro-organismos, tanto na sua inativacéo, sobrevivéncia ou no seu cresci-
mento. Os modelos a serem utilizados sao divididos em modelos primarios, secundarios e

terciarios. Os modelos primarios representam a dindmica dos micro-organismos em condi¢des
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constantes, em funcéao do tempo. Ja os secundarios descrevem a influéncia dos fatores in-
trinsecos ou extrinsecos sobre o crescimento dos micro-organismos e, por fim, os modelos
terciarios se detém na utilizagcao de softwares capazes de realizarem a consolidagdao dos
dados obtidos nos modelos primarios e secundarios (WHITING; BUCHANAN, 1993).

Muitos sistemas de modelagem interativa foram desenvolvidos nas ultimas décadas
(TENENHAUS-AZIZA; ELLOUZE, 2015). Entre as ferramentas online gratuitas, destaca-se
o DMFit online do ComBase (www.combase.cc) pode ser facilmente acessado por meio de
diferentes dispositivos conectados a internet, o que proporciona a capacidade de multiplata-
forma aos usuarios. Recentemente, um sistema de modelagem online que integra modelos
preditivos microbianos abrangentes, o Microrisk Lab, foi desenvolvido para a estimacgéao de
parametros e simulacao de modelos em microbiologia preditiva (LIU et al., 2021). A primeira
versao do Microrisk Lab foi implantada no servidor ‘Shinyapps.io’ e esta disponivel em https://
microrisklab.shinyapps.io/english/.

Diante desse contexto, objetivou-se estimar os parametros de crescimento de B. cereus
em puré de batata sob diferentes condicbes isotérmicas de armazenamento, utilizando o
software Microrisk Lab.

H METODO
Dados de crescimento

Os dados de crescimento em diferentes temperaturas foram obtidos do navegador
ComBase (www.combase.cc), utilizando a categoria de alimento “vegetable or fruit and their
products”, o micro-organismo “Bacillus cereus” e a faixa de temperatura entre 4 °C e 20 °C.
Foram selecionados dados do crescimento (log,, UFC/g) de B. cereus em puré de batata
(pH = 5,78) em cinco temperaturas de armazenamento: 4 °C, 7 °C, 10,6 °C, 15,1 °C e 19,7
°C. Os dados foram reportados do Instituto Nacional Francés de Pesquisa Agricola (French
National Institute for Agricultural Research - INRA).

Modelagem primaria

Para uma avaliagdo mais biologica sob a presenca de micro-organismos e as conse-
guéncias que eles desencadeiam no alimento armazenado, foi utilizado 0 modelo matematico
primario sigmoidal com funcéo de ajuste, Baranyi e Roberts (BARANYI; ROBERTS, 1994)
(Equacdes 1, 2 e 3), que foi ajustado as curvas experimentais de B. cereus em puré de
batata em diferentes temperaturas.
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ghtmixd(t) _ 1}

e¥mix Yo

V(t) = vy + ppz A(t) —In {1 +
(1)

Alt) =t + (L)ln[ﬁ':_"‘m-irf}I + e("Pmaxtiag) — e(—nmr—pm&qag}]
oz )

hﬂ = Fmairtiﬂ.a (3)

Nas equacgdes, Y(t) € o logaritmo da concentragcao microbiana N (UFC/g) no tempo
t (horas), ou seja, y(t) = log [N()]. O parametro u__ é a velocidade maxima especifica de
crescimento (h™); t , € a duracdo da fase de laténcia (h); y, € o logaritmo da concentragao

la

microbiana inicial, y, = log (N,); ymaxé o logaritmo da populagdo maxima, y

max

= log (Nmaéax);
h, € o parametro relacionado ao estado fisiologico das células (adimensional); A(t) é a fungéo
do modelo Baranyi e Roberts.

Modelagem secundaria

Os modelos secundarios poténcia, exponencial, raiz quadrada e tipo Arrhenius
(Equacoes 4, 5, 6 e 7, respectivamente) foram usados para descrever o efeito da tempera-

tura na velocidade maxima especifica de crescimento (u_. ), em que a € b sdo parametros

méx)

empiricos, T € a temperatura de armazenamento (°C) e T . € a temperatura tedrica minima
de crescimento (°C).

= ge (5)

v Bmae — R{T— min] (6)

Inp,..= a(l/T)+b
Analises numéricas

Os ajustes do modelo primario aos dados experimentais de crescimento de B. cereus
em puré de batata nas temperaturas de armazenamento entre 4 °C e 19,7 °C foram reali-
zados no software MicroRisk Lab online versao 1.0. O ajuste foi realizado em apenas uma
etapa, obtendo os parametros u__, tag Yo © Vinax

Os valores estimados, os erros padrao e os intervalos de confianga inferior e superior
de 95% (Eqg. 8) foram determinados pelo pacote R de “stats” e “nistool’.

L95%IC = ff — togeuar X MSE x B

toguedf = tasgge ~ 1,96
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Em que, § é o parametro estimado; MSE é a soma média do erro quadrado; B é o
inverso da matriz de segundas derivadas da funcéo log-probabilidade (log-likelihood) em
funcdo de B avaliada nas estimativas dos parametros 8 = §; df é grau de liberdade, que
é assumido infinito; ., . € o valor da distribuicéo t para 95% de confianga para o nimero
especificado de df.

Os modelos secundarios foram ajustados no programa Microsoft Excel®. As equacdes

dos modelos secundarios foram realizadas em planilhas do Excel®.
Avaliacao do desempenho dos modelos

Varios indicadores estatisticos foram relatados para avaliar e comparar a qualidade do
ajuste entre os valores observados e previstos, como a soma dos quadrados residual (RSS,
Eq. 9, DRAPER; SMITH, 1998), soma média do erro quadrado (MSE, Eq. 10, GEERAERD;
VALDRAMIDIS; VAN IMPE, 2005), soma da raiz média do erro quadratico (RMSE, Eq. 11,
MCKELLAR; LU; RATKOWSKY, 2003), critério de informacao Akaike regular (AIC, Eq. 12,
AKAIKE, 1974), AIC corrigido (AICc, Eq. 13, BURNHAM; ANDERSON, 2003), critérios de
informacéao Bayesianos (BIC, Eq. 14, SCHWARZ, 1978) e o coeficiente de determinagao
(R?, Eq. 15, RAWLINGS; PANTULA; DICKEY, 2001).

R55 = Z {}’:'_f’sz
i=1 (9)

MSE — R5S
on (10)
RMS5SE = vMS5E (11)
AIC = —2log(8) + k In(n) (12)
2k(k +1)
AlC, = AIC + ———
n—k—1 (13)
BIC= -2 lug(g) + k In(n) (14)

Em que onde ¥; € o i-ésimo valor da observacgao; ¥; € o i-ésimo valor da predicao; k &
0 nimero de pardmetros; e n é o nimero de dados amostrais; log(#) é o valor numérico da
probabilidade de log para o modelo ajustado (a probabilidade dos dados fornecidos a um
modelo no modelo), que € doado pela fungéo logLik() construida no pacote R ‘stats’.

O desempenho dos modelos secundarios foi avaliado pelo R?, obtido do ajuste dos

modelos aos dados de u,_, em fungéo da temperatura de armazenamento.
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H RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de crescimento foram obtidas em puré de batata para avaliar a temperatura

de incubacé&o no crescimento de B. cereus a 4 °C, 7 °C, 10,6 °C, 15,1 °C e 19,7 °C, e 0
modelo de Baranyi e Roberts foi ajustado aos dados experimentais utilizando o software

MicroRisk Lab, apresentando um bom ajuste e todos os casos (Figura 1).
Independente da temperatura de crescimento, as contagens iniciais obtidas foram,

em media, de 2,9 log,, UFC/g, indicando que as curvas de crescimento foram construidas
partindo, aproximadamente, do mesmo ponto. De acordo com Osimani, Aquilanti e Clementi
(2018), varios surtos de origem alimentar foram causados por alimentos contaminados por

B. cereus em contagens que variaram entre 2 log,, UFC/g (um valor abaixo do limite rela-
tado para produgéo de toxinas) e 9 log,, UFC/g, sendo esse ultimo valor detectado em ali-
mentos ricos em amido. Curiosamente, 5 x 10> UFC/g (ou 2,7 log, , UFC/g) corresponde ao
limite mais baixo proposto de contagens de B. cereus para muitas categorias de alimentos
de acordo com a Instrucdo Normativa n° 60, de 23 de dezembro de 2019, que estabelece
os padrdes microbioldgicos para alimentos (BRASIL, 2019), destacando, assim, a adequa-

cao desse limite.

Figura 1. Curvas de crescimento de Bacillus cereus em puré de batata e os ajustes do modelo de Baranyi e Roberts aos
dados experimentais nas temperaturas de 4 °C (simbolos vermelhos), 7 °C (simbolos verdes), 10,6 °C (simbolos amarelos),
15,1 °C (simbolos laranjas) e 19,7 °C (simbolos azuis) de armazenamento. As linhas tracejadas representam o ajuste do

modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais.
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Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Os parametros de crescimento calculados de B. cereus incubado em puré de batata
nas temperaturas indicadas sdo mostrados na Tabela 1. B. cereus foi capaz de crescer em
todas as temperaturas, mesmo sob refrigeracéo (4 °C a 7 °C). O crescimento foi relativamente
rapido na menor temperatura de armazenamento (4 °C), iniciando a fase exponencial em
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8-9 dias, com uma velocidade especifica maxima de crescimento de 0,03 h™', equivalente a
um tempo de duplicacédo (geragcao) de, aproximadamente, 10 h. Guinebretiere et al. (2001)
verificaram que as condi¢cées de armazenamento a 4 °C favoreceram o desenvolvimento
de Bacillus macroides/Bacillus maroccanus e Paenibacillus spp. em purés de abobrinha,
enquanto outros autores (CARLIN et al., 2000; CHOMA et al., 2000) relataram o cresci-
mento de Paenibacillus spp. em outros purés, como alho-poro, brdcolis, ervilha, cenoura
e batata a 4 °C.

Tabela 1. Pardmetros de crescimento (+ DP) estimados pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts aos dados experimentais
de B. cereus em puré de batata armazenado a 4 °C, 7 °C, 10,6 °C, 15,1 °C e 19,7 °C.

Parametros e intervalos de confianga

Temperatura (°C) ymax (log10

pmax (h) 1C95% tlag (h) 1C95% e 1C95%
a4 0,03 + 0,00 (0,03; 0,04) 188,86 + 12,53 (161,98; 215,74) 6,58 + 0,08 (6,41; 6,75)
7 0,06 + 0,01 (0,05; 0,07) 98,29 + 13,00 (68,31; 128,24) 6,81 +0,08 (6,63; 6,99)
10,6 0,14 +0,01 (0,13; 0,16) 49,73 2,68 (43,99; 55,47) 7,20 0,08 (7,03; 7,36)
15,1 0,19 + 0,02 (0,15; 0,24) 22,11 +3,04 (15,42; 28,80) 6,94 + 0,09 (6,74; 7,14)
19,7 0,42 +0,04 (0,34; 0,50) 8,32 +1,47 (4,93; 11,71) 7,61+ 0,06 (7,48; 7,75)

1C95%: intervalo de confianga inferior e superior a 95%.
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Neste trabalho, o puré de batata apresentou valor de pH de 5,78, de acordo com as
informacgdes obtidas dos dados de crescimento no ComBase (www.combase.cc). De acordo
com Valero, Fernandez e Salmerdn (2003), diferentes valores de pH influenciaram o cres-
cimento de B. cereus em puré de cenoura. Em pH 5,1 e 5,2, o crescimento foi observado
apenas quando a temperatura de incubacgao foi de 16 °C. Por outro lado, a medida que o
pH aumentava, aumentava também a temperatura de refrigeracéo necessaria para inibir
o crescimento de B. cereus. Segundo os autores, em pH 5,3, B. cereus nao foi capaz de
crescera 5 °C e 8 °C, mas em pH 5,4 e 5,5, a inibicao foi detectada apenas na temperatura
de 5 °C, sendo considerada, de acordo com a morfologia da colénia, uma cepa psicrotroéfica.
Esse fato justifica o rapido crescimento de B. cereus em puré de batata, nesta pesquisa,
pois o pH de 5,78 favoreceu o seu crescimento, independente da temperatura estudada.

Ao observar os parametros da Tabela 1, € possivel verificar que a temperatura € um
fator importante no crescimento dos micro-organismos, com um aumento da velocidade
especifica maxima de crescimento e, consequentemente, diminuicdo do tempo da fase
lag. Foi possivel observar que os valores do parametro tlag diminuiram com o aumento da
temperatura, com valores variando entre 8,32 h e 188,86 h. O contrario ocorreu com a ve-
locidade de crescimento, em que foi possivel observar um aumento em temperaturas mais
elevadas, variando de 0,03 (h™") a 0,42 (h™") nas temperaturas de 4 °C a 19,7 °C, respectiva-
mente. Assim, destaca-se a importancia de manter toda a cadeia do frio, com a finalidade de
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aumentar o tempo da fase lag e de retardar ao maximo a fase exponencial de crescimento,
evitando atingir valores criticos de patogenicidade.

Os valores da populagao maxima atingida variaram entre 6,58 e 7,61 log,, UFC/g,
indicando o 6timo crescimento de B. cereus em puré de batata. Em estudo relatado por
Schmid et al. (2016), um surto massivo de B. cereus enterotoxigénicos ocorreu em um hotel
em 2013, na Austria Ocidental, onde 44% entre os 32 hospedes que estavam envolvidos
apresentaram os sintomas de vOmitos e diarreia entre 1,5 e 24 horas ap6s o consumo de
pratos de puré de batata com contagens de B. cereus de 5 log,, UFC/g. Segundo os autores,
as inadequacdes na limpeza e na desinfeccédo das superficies de contato com alimentos,
juntamente com o abuso da temperatura de armazenamento, provavelmente, permitiram a
multiplicacao do patégeno em puré de batata.

Os valores elevados da contagem de B. cereus, apresentados neste estudo, podem
indicar a presenca de toxinas no alimento. Estudos reportaram que a toxina emética pode ser
produzida por cepas de B. cereus nas quais as contagens de células vegetativas sejam de,
pelo menos, 5 log,, UFC/g, enquanto as enterotoxinas, que causam a sindrome diarreica, sao
geralmente produzidas por B. cereus em contagens de 6 log,, UFC/g ou superiores (VALERO;
FERNANDEZ; SALMERON, 2003; FSAI, 2016). Além disso, seus esporos sdo resistentes
ao calor e podem suportar tratamentos térmicos suaves (SAMAPUNDO et al., 2011).

Ao avaliar os indices estatisticos do desempenho do modelo de Baranyi e Roberts
obtidos pelo software MicroRisk Lab (Tabela 2), pode-se afirmar que o0 modelo apresentou
6timo desempenho para descrever o crescimento de B. cereus em puré de batata nas cinco
temperaturas avaliadas. Em estatistica, os indices AIC, AICc e BIC s&o mais frequentemen-
te usados para selecao de modelos. Ao calcular e comparar os valores desses indices de
diferentes modelos, € possivel indicar aquele que melhor se ajusta aos dados experimen-
tais. Neste trabalho, apenas o modelo de Baranyi e Roberts foi utilizado, assim, apenas os
valores de RSS, MSE, RMSE e R? foram comparados para o desempenho do modelo nas
diferentes temperaturas estudadas.

Os valores de R?foram = 0,99 para todas as curvas de crescimento e valores de MSE
e RMSE foram préximos de zero. Embora todos esses indices demonstrem o bom ajuste
do modelo, os valores de RSS, MSE e RMSE foram ligeiramente maiores para a curva de
crescimento de B. cereus a 15,1 °C, indicando um menor desempenho em relacdo as ou-
tras temperaturas.
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Tabela 2. indices estatisticos de desempenho do modelo de modelo de Baranyi e Roberts ajustado aos dados experimentais
de B. cereus em puré de batata armazenado a 4 °C, 7 °C, 10,6 °C, 15,1 °C e 19,7 °C.

indices estatisticos

Temperatura (°C)

RSS MSE RMSE AIC AlCc BIC ‘R?
4 1,93 0,14 0,37 18,87 13,94 22,43 0,990
7 1,09 0,14 0,37 13,32 11,03 15,26 0,993
10,6 a2 0,10 0,32 13,00 8,08 16,57 0,995
15,1 2,28 0,21 0,46 22,32 18,32 25,15 0,990
19,7 0,84 0,11 0,32 10,20 7,91 12,14 0,997

‘Resultado ndo mostrado no MicroRisk Lab.
Fonte: elaborada pelo autor (2022).

De acordo com os resultados publicados por Guinebretiére et al. (2003), as contagens
de B. cereus atingiram 4,6 + 1,9 log,, UFC/g em purés armazenados a 10 °C por 21 dias,
superior ao limite recomendado pelos padrdes microbiol6gicos de varios paises, incluindo o
Brasil. Os autores verificaram que, em purés mantidos a 4 °C nao apresentaram crescimento
significativo de B. cereus. No entanto, os autores nao indicaram os valores de pH dos purés,
que podem influenciar no crescimento de B. cereus, conforme ja explicado neste trabalho.
Dessa forma, dependendo o pH do alimento, destaca-se a importancia que a refrigeracao
seja mantida adequadamente em toda a cadeia de frio (camara fria da planta de processa-
mento, transporte, distribuicéo e refrigeradores domésticos). De acordo com Choma et al.
(2000), as flutuacdes de armazenamento antes do consumo do produto, ocorrendo mais
frequentemente durante a distribuicado do produto ou na geladeira dos consumidores, podem
induzir o crescimento de B. cereus, pois algumas cepas de purés de vegetais pasteurizados
foram capazes de crescer em temperaturas abaixo de 10 °C.

Os resultados dos ajustes obtidos neste trabalho corroboram com o estudo realizado
por Valero, Fernandez e Salmerdn (2003), ao estudar a influéncia do pH e da temperatura
no crescimento de B. cereus em substratos vegetais, reportaram o bom ajuste do modelo
primario de Baranyi e Roberts, com valores de R? variando entre 0,984 e 0,998 para o cres-
cimento de B. cereus em puré de cenoura (pH 5,5) para todas as condi¢cdes de temperatura,
enquanto em caldo de abobrinha natural (pH 6,5) os valores de R?variaram entre 0,987 e
0,999, valores esses proximos aos relatados neste estudo.

Os modelos secundarios que melhor se ajustaram aos dados do parametro u_, obtidos
pelo ajuste do modelo de Baranyi e Roberts para os dados de crescimento de B. cereus
em puré de batata sdo apresentados na Figura 2 e as equacdes dos modelos com seus
parametros ajustados séo apresentadas na Tabela 3.

Ao analisar a Figura 3, é possivel verificar de forma qualitativa que os modelos apre-
sentaram bons ajustes aos dados experimentais, sendo que 0os modelos secundarios apre-
sentados na Tabela 3 podem ser usados para predizer a velocidade especifica maxima de
crescimento de B. cereus nas condi¢des estudadas e em condi¢gdes que nao extrapolem a
temperatura no intervalo entre 4 °C e 19,7 °C.
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Figura 2. Modelos secundarios que representam o efeito da temperatura no parametro velocidade especifica maxima
de crescimento (u_, ) de Bacillus cereus em puré de batata. (A) modelo da poténcia, (B) modelo exponencial, (C) modelo
da raiz quadrada e (D) modelo do tipo Arrhenius.
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Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Os modelos exponencial, raiz quadrada e poténcia apresentaram valores de R2acima
de 0,95, com maior destaque para o modelo exponencial (R? = 0,983) e Raiz quadrada (R?
= 0,972). Os valores de R? préximos a 1,0 sdo considerados como um ajuste satisfatorio
(ROSS, 1996). O modelo do Tipo Arrhenius que apresentou um menor desempenho, com
um valor de R? igual a 0,896.

Tabela 3. Equagdes dos modelos secunddrios que representam a influéncia da temperatura do no parametro velocidade
especifica maxima de crescimento (y_. ) de Bacillus cereus.

Modelos Equagdo R?
Poténcia uméx = 0,003 x T(%6033) 0,952
Exponencial umax = 0,0188 x e%1606"T 0,983
Raiz quadrada Vumaéx = 0,029 (T + 1,67) 0,972
Tipo Arrhenius In umax =-12,083 x (1/T) - 0,7028 0,896

Fonte: elaborada pelo autor (2022).

Os modelos secundarios juntamente com os modelos primarios podemos ser utilizados
para predizer o crescimento de B. cereus em puré de batata na faixa de temperatura estuda-
da. Para isso, um modelo preditivo precisa ser validado, a partir de simulagbes do crescimento
desse micro-organismos em condicdes de flutuacdo de temperatura de armazenamento.
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Assim, a aplicacédo de modelos preditivos e software de facil utilizagcdo pode auxiliar na iden-
tificacao de patdgenos contaminantes de alimentos em diferentes condicées de armazena-
mento, sem a necessidade de realizac&o de varios experimentos para determinar a qualidade
e a seguranca do produto. Além disso, os modelos podem ser utilizados para a tomada de
decisao nas industrias de vegetais, como verificar a eficiéncia de diferentes valores de pH na
conservagao dos alimentos, o desenvolvimento de novas formulagbes de alimentos, novas

embalagens para 0 aumento da vida Gtil de alimentos, entre outras aplicagdes.

H CONCLUSAO

O modelo primario de Baranyi e Roberts apresentou bom desempenho para descrever
o crescimento da B. cereus em puré de batata, com a estimativa dos parametros de cresci-
mento. Além disso, os modelos secundarios descreveram bem a influéncia da temperatura
na velocidade especifica maxima de crescimento de B. cereus, com destaque para 0s mo-
delos Exponencial e Raiz quadrada. Assim, pode-se concluir que a aplicagcdo de modelos
preditivos e software de facil utilizacado podem ser usados para orientar os proprietarios de
restaurantes, estabelecimentos e industria de produtos vegetais, para preparar e armaze-
nar adequadamente o puré de batata, e outros produtos relacionados, para evitar o cresci-
mento de B. cereus.
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RESUMO

As acles e atividades para garantir a qualidade de um alimento exigem o comprometi-
mento de todas as pessoas envolvidas no processo produtivo e devem ser monitoradas
por integrantes do departamento de qualidade, para assegurar o cumprimento de nor-
mas e a realizacao de registros periddicos. Assim, neste relato de caso a utilizacédo de
ferramentas no controle de qualidade de uma industria de processamento de requeijao
cremoso ¢é ilustrada, com apresentacao e descricao do fluxograma de processo, defini-
cao dos pontos de controle e dos pontos criticos de controle, elaboracao de cartas de
controle, Procedimento Padrao de Higiene Operacional e Procedimentos Operacionais
Padrao para treinamento, registro e monitoramento. Por descreverem detalhadamente
roteiros de todas as etapas na execu¢ao de uma atividade, as ferramentas desenvolvi-
das apresentaram-se como alicerce fundamental na garantia da padroniza¢do das tare-
fas, fornecendo medidas para contornar os possiveis problemas que a industria possa
encontrar diariamente, buscando um produto com menor variabilidade, garantindo sua

qualidade, padronizacao e conformidade.

Palavras-chave: BPF, PCs, PCCs, POP, PPHO.
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B INTRODUGCAO

As Boas Préticas de Fabricagcéo (BPF) s&o um conjunto de normas empregadas em pro-
dutos, processos e servigos, visando a promo¢ao e a certificacdo da qualidade e seguranca
do alimento; constituem pré-requisitos para o sistema APPCC (Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle) e formam parte da base da Gestao da Seguranca e qualidade de uma
empresa de alimentos (SENAI, 2002; TOMICH et al., 2005). Sdo um conjunto de procedi-
mentos higiénico-sanitarios instituidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
do Ministério da Saude, érgéo que fiscaliza e regula as atividades realizadas nesses tipos de
estabelecimentos, através das visas estaduais e municipais (BRASIL, 2004; 2015). Em todas
as etapas de comercializagao (recebimento, armazenamento, manipulacao e exposicao a
venda) € importante que haja o controle, para n&o permitir que os produtos fiquem expostos
a agentes capazes de provocar deterioracdo e/ou causar danos a saude do consumidor.

Neste sentido, o manipulador pode ser fonte de micro-organismos e de outros peri-
gos para os alimentos. Assim, deve-se dar especial atencé&o as Boas Praticas de Higiene
Pessoal e de Comportamento (SENAI, 2002; SENAC, 2004). Devem ser obedecidos os avi-
sos afixados que indicam a obrigatoriedade da correta lavagem das méos e sua frequéncia,
com agentes de limpeza autorizados e com agua corrente potavel, no inicio do trabalho,
imediatamente ap0s 0 uso do sanitario, apds o contato com material contaminado e todas
as vezes que for necessario. Um Procedimento Operacional Padréao (POP) pode ser con-
feccionado para auxiliar no passo-a-passo da higienizagao correta das maos. A utilizacéo
de Equipamentos de Protecao Individual (EPIs), tais como méascara, jaleco, luva, touca e
sapato fechado, ajudam a evitar contaminac&o do alimento pelo manipulador e o protege
de perigos eventuais na area de processamento.

Na area de producdo e manipulagcao, os alimentos devem ser protegidos de conta-
minagdes quimicas, fisicas e microbiolégicas. E fundamental a elaboragdo de manuais
de operagbes, como os POPs, ou instrugéo de servigo para todas as etapas de processo
(SILVA; CORREIA, 2011).

Os procedimentos de limpeza e sanitizacao da fabrica, dos equipamentos e utensilios
devem estar descritos em manuais especificos e feitos com agentes de limpeza em suas
devidas concentracoes e diluicoes. Estes manuais sdo o Procedimento Padrao de Higiene
Operacional (PPHO) e os POPs, que constituem a base higiénico - sanitaria necessaria para
a adequada implantagéo do Sistema APPCC (MACHADO, 2015; FEITEN, 2021). A empresa
deve estabelecer um cronograma, os métodos e a frequéncia de limpeza. Essa operacao
deve ser monitorada e controlada por responsavel técnico, e o pessoal que realiza esse
trabalho deve ser treinado nos procedimentos instituidos. Os detergentes e sanitizantes

devem ser armazenados em local especifico e identificados fora da area de processamento
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(SILVA; CORREIA, 2011). A agua utilizada deve ser tratada e, caso nao seja possivel, é
crucil a utilizacao de agua filtrada, fervida ou mineral (SENAC, 2004; TOMICH et al., 2005).

Os treinamentos envolvem atividades com o objetivo de instruir, treinar e capacitar os
profissionais que trabalham no preparo de alimentos, por meio de mecanismos que transmi-
tam conceitos importantes sobre as técnicas operacionais e de informagdes sobre o controle
higiénico-sanitario. Esses treinamentos devem ser revisados, reforcados e atualizados,
sempre que for necessario (SILVA; CORREIA, 2011).

Assim, o objetivo deste relato de caso é descrever a utilizacdo de ferramentas da
qualidade em uma industria de processamento de requeijao cremoso, com apresentacao e
descricao do fluxograma de processo, identificacao dos pontos de controle (PCs) e pontos
criticos de controle (PCCs), confecg¢ao das cartas de controle, PPHO e POPs desenvolvidos

para treinamento, registro e monitoramento.

B RELATO DE CASO

Fluxograma de processo

A industria de processamento de requeijao cremoso, aqui denominada Creamy, esta
localizada na regido oeste de Santa Catarina e, na Figura 1, pode-se verificar o fluxograma
com as etapas de sua fabricacéo, destacando os PCCs e PCs do processo.

Figura 1. Fluxograma do processo de elaboracdo de requeijao cremoso identificando os PCs e PCCs.
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Fonte: Elaborada pelas autoras (2022).
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De acordo com a Instrucdo Normativa n° 359, de 4 de setembro de 1997 do MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento):

Entende-se por Requeijao o produto obtido pela fusao da massa coalhada,
cozida ou nao, dessorada e lavada, obtida por coagulagcéo acida e/ou enzi-
matica do leite opcionalmente adicionada de creme de leite e/ou manteiga e/
ou gordura anidra de leite ou butter oil. O produto podera estar adicionado de
condimentos, especiarias e/ou outras substancias alimenticias. A denomina-
¢ao Requeijao esta reservado ao produto no qual a base lactea ndo contenha
gordura e/ou proteina de origem néo lactea (BRASIL, 1997).

Além disso, o requeijao pode ser classificado de acordo com a matéria-prima empre-

gada no processo de elaboracdo em:

+ Requeijao: Obtido pela fusdo da massa de coalhada dessorada e lavada obtida
por coagulagao acida e/ou enzimatica do leite com ou sem adi¢éo de creme de leite
e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite ou butter oil.

+ Requeijao Cremoso: Obtido pela fusdo de massa coalhada dessorada e lavada,
obtida por coagulagéo 4cida e/ou enzimatica do leite, com adicao de creme de leite
e/ou manteiga e/ou gordura anidra de leite e/ou butter oil.

+ Requeijao de Manteiga: Obtido pela fusdo prolongada com agitacdo de uma mis-
tura de manteiga e massa de coalhada de leite integral, semi-desnatado ou desna-

tado.
Sao ingredientes obrigatorios:

+ Requeijao: Leite ou leite reconstituido;

+ Requeijao Cremoso: leite ou leite reconstituido, creme e/ou manteiga e/ou gordu-
ra anidra de leite ou butter oil;

+ Requeijao de Manteiga: leite ou leite reconstituido, manteiga, cloreto de sodio.

+ Como ingredientes opcionais tém-se coalho ou coagulantes apropriados, creme,
manteiga, gordura anidra de leite ou butter oil, s6lido de origem lactea, leite em po,
caseina, caseinatos, cloreto de sddio, cloreto de calcio, fermentos lacteos ou culti-

vos especificos, condimentos, especiarias, outras substancias alimenticias.

Os requisitos sensoriais determinados sao: consisténcia (untavél ou fatiavel); textura
(cremosa, fina, lisa ou compacta); formato (variavel); cor (caracteristica); odor (caracteristi-
co); sabor (levemente acido, opcionalmente salgado para requeijao ou requeijao cremoso;

levemente acido, salgado a rango para requeijao de manteiga).
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As andlises microbioldgicas para requeijao estao descritas na Instrugcdo Normativa n°
60, de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019) e podem ser verificadas no Quadro 1.

Quadro 1. Micro-organismos e limites indicados para requeijdo.

Micro-organismo/Toxina/

Grupo de alimentos Metabélito n c m M
Enterotoxinas estafilococicas (ng/g) 5 0 Aus
F’rod_utos Iactges prgcessagos LTy Estafilococos coagulase positiva/g 5 2 10? 10°
incluindo requeijao e misturas lacteas pastosas.
Escherichia colilg 5 2 <3 10

Fonte: Brasil (2019).

A seguir, sdo descritas as etapas do processo de fabricacdo do requeijao
cremoso (Figura 1):

+ Coagulacao: o leite desnatado deve ser deixado coagular naturalmente ou entao
pode-se adicionar 2% de fermento latico mesofilico por um dia (ndo usar o coalho).
No dia posterior, deve-se realizar a dessoragem.

+ Dessoragem: A coalhada é aquecida a 45 — 50 °C. Durante o0 aquecimento, a mas-
sa separa-se completamente do soro. Atingida a temperatura ideal e com a sepa-
racao total da massa, coa-se a coalhada em saco de pano alvejado devidamente
limpo ou de tecido similar.

+ Primeira lavagem da massa: realizada com a finalidade de reduzir a sua acidez.
A massa obtida deve ser esfarelada no fundo do tacho. Em seguida, acrescenta-se
20% de leite desnatado fresco. A massa deve ser aquecida novamente a 45 - 50
°C. Com o aumento da temperatura, o leite coagula, formando duas fases distintas
novamente: a massa e o soro. Em seguida, a massa é retirada, entao faz-se ligei-
ra compressao com as maos, esfarelando-a novamente e procede-se a segunda
lavagem.

+ Segunda lavagem da massa: é realizada, também, com a finalidade de diminuir a
acidez (uma massa muito acida nao é capaz de fundir-se). Para realizar tal opera-
céao, deve-se usar 8% de leite desnatado fresco. Essa quantidade pode ser minimi-
zada se a coalhada apresentar pouca acidez. A lavagem da massa é feita seguindo
a mesma metodologia da etapa anterior.

+ Fundicao: quando a massa estiver isenta da sua acidez e enxuta, deve ser reco-
locada no tacho bem limpo, em aquecimento brando e continuo até a fundicao,
sempre mexendo. O ponto de fundicdo € constatado quando a massa fica fina,
com caracteristicas proprias, aderindo ao fundo do tacho e acompanhando a pa.
Coloca-se metade do creme a ser usado e algumas gotas de corante. Logo apos,
adiciona-se o resto do creme e o sal. Agita-se até obter o ponto, isto é, quando a
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massa adere ao tacho, fica brilhante e bem elastica. Em seguida, é colocada em
formas apropriadas, adquirindo o formato especifico.

- Embalagem e comercializacao: pode-se utilizar embalagens variadas (termoen-
colhivel, sacola plastica, papel-celofane, papel impermeavel, copos, potes plasti-
cos, etc.). Deve ser mantido em camaras frias (10 °C) até a comercializagcao (MON-
TEIRO; PIRES; ARAUJO, 2011).

B DISCUSSAO

Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) na producao do requeijao
cremoso

A APPCC é um sistema de gestédo de seguranca alimentar, com o objetivo de assegurar
a sanidade, qualidade e integridade dos alimentos. Este, se baseia na analise das diversas
etapas da producao de alimentos, desde a obtencé&o da matéria-prima e processamento
na industria, até a comercializagdo nos pontos de distribuicdo (atacado) e venda (varejo),
analisando os perigos (fisicos, quimicos e microbiolégicos) potenciais a saude dos consu-
midores, determinando medidas preventivas de controle (SENAI, 2002; SILVEIRA; DUTRA,
2012). A seguir, sao identificados os PCs e PCCs do fluxograma de processo de fabricacéo
de requeijao cremoso na Creamy.
PCC1 - Na recepcéo dos insumos (creme de leite, fermento latico, aditivos) e embalagens,
ha perigo de contaminag¢ao microbiolégica, que pode ser gerada pelas condi¢des de ar-
mazenamento, manuseio, transporte e recepcao, além do préprio processamento de ela-
boracdo das mesmas. Acrescenta-se também que a producéo de requeijao conta apenas
com aquecimento brando de 45 a 50 °C na etapa intitulada de aquecimento e dessoragem
e na lavagem da massa a 80 °C por 15 segundos na fusdo, sendo assim, muitos micro-
-organismos e toxinas podem nao ser eliminados ou inibidos, 0 que pode causar prejuizo
a qualidade do produto. Dessa forma, se for identificada contaminagcéo microbiolégica, os
insumos e embalagens devem ser rejeitados para assegurar uma boa qualidade do produto
e néo trazer riscos ao laticinio com a entrada de um insumo ou embalagem contaminada na
industria. As analises indicadas para os insumos (a excecao do creme de leite) e embalagens
no quesito microbiol6gico sao Enterotoxinas estafilococicas (ng/g), Estafilococos coagulase
positiva/g e Escherichia coli/g indicadas pela IN n° 60 de 23 de dezembro de 2019 (Quadro
1) para requeijao, que é o produto que sera acondicionado nas embalagens e onde serao
adicionados os insumos. Além disso, coloca-se em evidéncia que na recepcéo do creme
de leite, por se tratar de um produto perecivel, deve-se ter controle da temperatura, pois
de acordo com a Instrucdo Normativa n° 146 de 07 de marco de 1996 (BRASIL, 1996), o
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creme de leite deve ser conservado em camara fria a temperatura igual ou inferior a 5 °C,
com o objetivo de manter suas caracteristicas, exceto os cremes esterilizados e UHT que
podem ser conservados a temperatura ambiente. O creme de leite devera ser analisado
quanto a Salmonella/25g, Estafilococos coagulase positiva/g, Escherichia colilg e Bolores
e Leveduras/g (BRASIL, 2019).

PCC2 - Na recepcéao do leite pasteurizado e desnatado deve haver controle critico de tem-
peratura ao receber a matéria-prima, além de verificar o histérico/registro da temperatura
durante o transporte do leite e apds este ser processado (pasteurizado) na industria primaria.
Coloca-se em evidéncia que o leite deve ser transportado em veiculo isotérmico com unidade
frigorifica operante e que também deve haver controle de temperatura ap6s a pasteurizacao
(4 °C); na estocagem em camara frigorifica e expedicao (4 °C); e na entrega ao consumo
(7 °C), de acordo com a Instrucdo Normativa n° 76, de 26 de Novembro de 2018 do MAPA
(BRASIL, 2018). Um outro parametro para ser levado em consideragcéo na recepcéo do leite
€ a acidez, pois segundo esta mesma Instrucdo Normativa n° 76, a acidez deve ser de 0,14
a 0,18 g de acido lactico/100 mL, sendo que acidez acima dos valores prescritos pela nor-
mativa pode indicar deterioracdo do leite, o tornando um possivel veiculo de contaminacéo
gue pode causar intoxicacao alimentar ou outras DTAs (doencas transmitidas por alimentos),
além de gerar um produto de baixa qualidade. Agrega-se que ha também perigo de conta-
minag¢ao microbiologica pelas condicbes de armazenamento principalmente relacionado a
temperatura, ao manuseio, transporte e a recepcao. Analogamente ao creme de leite, pelo
fato da producéo de requeijao contar apenas com um aquecimento brando de 45 a 50 °C na
etapa intitulada de aquecimento e dessoragem e na lavagem da massa a 80 °C/15 segundos
na fusdo, muitos micro-organismos e toxinas podem nao ser removidos e, dessa forma, pre-
judicar a qualidade do produto. A analise microbioldgica obrigatoria para leite pasteurizado
descrita na IN n° 60 de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019) é Enterobacteriaceae/
mL. Acrescenta-se também que o leite pasteurizado pode ter contaminag¢ao quimica onde,
de acordo com a Normativa n° 76, de 26 de Novembro de 2018 (BRASIL, 2018), este ndo
deve apresentar substancias estranhas a sua composicao, tais como agentes inibidores do
crescimento microbiano, neutralizantes da acidez e reconstituintes da densidade ou do in-
dice crioscépico. Além disso, ndo deve apresentar residuos de produtos de uso veterinario
e contaminantes acima dos limites maximos previstos em normas complementares e néao
€ permitida a utilizacao de aditivos e coadjuvantes de tecnologia. Nesta etapa pode haver
também risco de contaminacéo fisica que pode ter tido origem principalmente durante o acon-
dicionamento em embalagens na industria priméaria onde o leite foi processado, no transporte
ou na recepg¢ado. Dessa forma, o leite deve passar por uma filtracdo com o objetivo de reter
materiais indesejaveis ou passar por um detector de metal. E por fim, verifica-se que se for
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identificado qualquer um dos itens supracitados, o leite deve ser rejeitado para assegurar
uma boa qualidade do produto e néo trazer riscos ao consumidor e a préopria industria.
PCC3 e PCC4 - Na lavagem da massa e na adicao de agua ao produto durante o pro-
cessamento pode haver riscos relacionados a contaminagcao microbioldgica, quimica e/ou
fisica através da agua utilizada. Portanto, esta deve ser tratada e estar adequada para o
uso, pois podem haver riscos relacionados. Para a agua, as analises microbiologicas indi-
cadas pela RDC n° 275, de 22 de setembro de 2005 sao de Escherichia coli ou Coliformes
(fecais) termotolerantes, em 100 mL, Coliformes totais, em 100 mL, Enterococos, em 100
mL, Pseudomonas aeruginosa, em 100 mL e Clostridios sulfito redutores ou Clostridium
perfringens, em 100 mL (BRASIL, 2005). Além disso, é imprescindivel realizar medicao de
turbidez, pH, cor e de cloro residual livre ou de outro composto residual ativo, caso 0 agente
desinfetante utilizado ndo seja o cloro, de acordo com a Portaria n° 2.914, de 12 de dezembro
de 2011 do Ministério da Saude (BRASIL, 2011). E importante também realizar a passagem
da agua a ser utilizada por um processo de detec¢ao de metais ou por uma filtracdo, com
o objetivo de identificar a presenca de materiais indesejaveis, que podem gerar riscos a
saude do homem. Esta contaminacéo fisica, pode ser gerada pelo desprendimento de ob-
jetos metalicos, borrachas, entre outros durante 0 armazenamento, manuseio e transporte
pelas tubulagdes.

PCC5 - No armazenamento do requeijao ha riscos relacionados com a temperatura, pois
deve-se manté-la inferior a 10 °C durante o periodo de conservacao e comercializagao
segundo a Instrugcdo Normativa n° 359, de 4 de Setembro de 1997 do MAPA (BRASIL,
1997). Em uma temperatura superior a 10 °C, pode ocorrer uma deterioracdo acelerada, o
que gerara mudancas sensoriais indesejaveis ao produto. Agregado a isso, sabe-se também
que pode haver contamina¢c&o microbiologica durante a embalagem, armazenamento ou o
processamento, se o produto entrar em contato com algum material/equipamento que esteja
contaminado ou mal higienizado, pelo manuseio ou pelo ndo cumprimento da temperatura
supracitada de armazenamento, o que pode favorecer e acelerar o crescimento microbiano.
Dessa forma, neste ponto € imprescindivel a analise microbiolégica do produto, tanto apés
a embalagem quanto durante a vida de prateleira a qual é estimada, no que se refere a
Enterotoxinas estafilocécicas (ng/g), Estafilococos coagulase positiva/g e Escherichia colilg
indicadas pela IN n° 60 de 23 de dezembro de 2019. Além disso, é importante ressaltar que
podem haver riscos relacionados a contaminacgao fisica, gerada principalmente durante a
embalagem do produto, pelo contato com maquinas, esteiras e equipamentos que pos-
suam, por exemplo, parafusos, borrachas, arruelas, porcas, entre outros, que podem ser
desprendidos durante o processamento e entrar em contato com o produto. Assim sendo,
€ necessaria a realizacao de uma deteccédo de metais apds a embalagem do produto por
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meio de um detector calibrado com corpo de prova para evitar riscos a saude humana ao
ingerir tal produto.
PCC6 - Na etapa de expedicao, os riscos estao relacionados a temperatura pois, durante a
conservagao e comercializagéo, o requeijao deve ser mantido a uma temperatura inferior a
10 ° C de acordo com a Instrucao Normativa n° 359, de 4 de Setembro de 1997 do MAPA
(BRASIL, 1997), para assegurar a estabilidade e seguranga do produto e, consequentemente,
h& possibilidade de contaminagéo microbiologica pelo ndo cumprimento do item supracitado.
PC1 - O tempo de fermentacéo juntamente com a concentracdo de fermento latico adicionado
na etapa de coagulacéo, influenciam na qualidade do produto, principalmente no requisito
sensorial, onde o tempo de coagulagéo indicado € de até 24 horas e a concentracao € de
2% de fermento latico. Estes itens s&o importantes para eliminar a manutencao de culturas
lacticas, proporcionar maior uniformidade na produgéo, bem como melhores caracteristicas
de conservagao do produto.
PC2 - Na etapa de aquecimento e dessoragem, a temperatura € um ponto de controle pois
esta deve ser de 45 — 50 °C para ocorrer a separa¢cdo completa do soro, caracteristica im-
portante do produto, pois o requeijao é obtido pela fusédo da massa de coalhada dessorada,
Ou seja sem a presenca do soro.
PC3 - O produto obtido pela fusao deve ter fluidez suficiente para poder ser embalado con-
venientemente. E importante também que este mantenha suas caracteristicas durante o
armazenamento e ao longo de toda a cadeia de distribuicdo e comercializacao. A textura do
produto deve-se principalmente ao processo de fusdo, onde o produto deve ser submetido a
aquecimento minimo de 80 °C durante 15 segundos ou qualquer outra combinagéo tempo/
temperatura equivalente segundo a Instrucdo Normativa n° 359, de 4 de Setembro de 1997
do MAPA (BRASIL, 1997). Além disso, coloca-se em evidéncia que a concentracdo adicio-
nada de sal e creme de leite influenciardo as caracteristicas do produto, principalmente no
que se refere aos requisitos sensoriais, 0 que € distinto e caracteristico de cada industria,
pois se refere a formulagéo do produto.
PC4 - Ha limites descritos pela Instrugcdo Normativa n° 359, de 4 de Setembro de 1997 do
MAPA (BRASIL, 1997) a respeito do emprego de aditivos, como emulsificantes, conservan-
tes, corantes, entre outros. Se houver extrapolacdo dos limites pode haver contaminacgéao
quimica, o que pode gerar danos a saude do consumidor e alteracdo das caracteristicas
sensoriais do produto, porém o dever da empresa € controlar esse PC.

Dessa forma, verifica-se que a APPCC oferece ferramentas para minimizar os perigos
de contaminacdo dos alimentos e, se estes forem cumpridos de maneira adequada, com a
realizacao das medidas preventivas e os devidos cuidados durante o processamento por parte
do manipulador e da industria como um todo, o produto terd maior qualidade e proporcionara
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uma maior seguranga ao consumidor. Os registros sdo documentos especificos utilizados

para protocolar dados dos PCs e PCCs, resultados e leituras especificas, de modo que, a

qualquer desvio de padrdes, possam ser tomadas ac¢des corretivas.

Procedimentos Operacionais Padrao (POPs) na producao de requeijao cremoso

Segundo Stolarski et al. (2015), os POPs sdo procedimentos escritos de forma obje-

tiva que estabelecem instrucdes sequenciais para a realizacdo de operacodes rotineiras e

especificas na producéo, armazenamento e transporte de alimentos. Assim, abaixo estao

descritos os procedimentos operacionais padrao relacionados com 0s pontos criticos de

controle da producao de requeijao.

Quadro 2. Procedimento Operacional Padrdo — Coleta de amostras para andlises microbioldgicas e fisico-quimicas.

Creamy

Codigo do documento:

Creamy POP - Procedimento Operacional Padrido COLETA DE
AMOSTRAS PARA ANALISES MICROBIOLOGICAS E
FiSICO-QUIMICAS

Data emissdo:

Revisdo n2: 00
Data:

Copia Controlada

Folha 1/1

Identificagdo

Objetivo ) e oo - e
posterior analise fisico-guimica ou microbioldgica.

Descrever todos os procedimentos relacionados 3 coleta de amostras para

Responsavel pela

- COLABORADOR
elaboragdo

Campo da aplicagdo  |Aplicado quando necessaria a realizacdo de analises

Descricdo ou etapas do plano

ETAPA - Procedimento para coleta de amostras para analises microbioldgicas e fisico quimicas

1. Identificar o recipiente coletor com o nome da amostra, data.
2. Colocar as luvas e borrifar alcool 70% nas maos.

3. Abrir o recipiente coletor, rasgando o picote e puxando pelas abas laterais.

4. Usando o pegador do alimento (ou coletor estéril) pesar 5 g da amostra dentro do recipiente, tomando of

cuidado para ndo encostar a amostra na borda do recipiente coletor.

5. Fechar o recipiente de coleta.
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Quadro 3. Procedimento Operacional Padrdao — Recepgdo dos insumos.

Creamy Codigo do documento:

Data emiss3o:

Creamy POP - Procedimento Operacional Padrdo
RECEPCAO DOS INSUMOS Revisao n2: 00
Data:
Cdpia Controlada Folha 1/1

Identificacdo

Objetivo

Descrever todos os procedimentos relacionados a recepgao dos insumos para controle
da contaminacgdo do produto.

Responsdvel pela
elaboracdo

COLABORADOR

Campo da aplicagdo|Aplicado na recepgdo dos insumos utilizados na produgéo do regueijio.

Base legal

IN ng &0, de 23 de dezembro de 2019.
Portaria n2 146 de 07 de margo de 1596.

Descricdo ou etapas do plano

ETAPA - Procedimentos de recepgdo dos insumos (creme de leite, fermento latico, aditivos).

Apds a chegada do veiculo de transporte com os insumos no local da recepgdo da empresa, deve-se:

1.

&.
5.

10. Registrar no sistema.

Conferir a nota fiscal que dewve chegar sempre junto & mercadoria, e a quantidade recebida de insumos,
bem como se atendem &s especificagtes do fabricante;

A mercadoria deve ser descarregada em pallets;

Também s3o observadas as condigdes do veiculo de transporte que ndo deve apresentar a menor
evidéncia da presenca de roedores, vazamentos, umidade, materiais estranhos e odores desagradaveis;

Confere-se a gualidade e rotulagem do produto, que deve informar a data de validade e fabricagdo, lote,
numero de registro no drgdo oficial, enderego do fabricante e distribuidor e se estd danificadol
fisicamente. Caso esteja deve-se proceder a devolucio dos produtos;

Aferir a temperatura do veiculo de transporte e da massa de creme de leite;

Caso tiver alguma avaria, é preenchida a planilha de controle de temperatura com a assinatura dof
responsdvel. A mercadoria ndo é aceita, e édevolvida;

Se estiver tudo correto, assina-se os canhotos, entrega-se ao funcionario da transportadora erepassa-se
a nota fiscal para dar continuidade no processo;

Estocar as mercadorias em local adequado para cada produto recebido;

Todo o processo deve ser feito sem permitir contato do produto com o chéo;
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Quadro 4. Procedimento Operacional Padrdo — Recepgdo de embalagens.

Creamy Codigo do documento:
Data emissdo:
Creamy POP - Procedimento Operacional Padrido
HE{IEP(;.ED DE EMBALAGENS Revisdo n2: 00
Data:
Copia Controlada Folha 1/1

Identificagdo

Objetivo

Estabelecer procedimentos a serem adotados para garantir e manter a
seguranga e a qualidade das embalagens utilizadas.

Responsavel pela
elaboracio

COLABORADOR

Campo da aplicagdo Utiliza-se na recepgdo das embalagens.

Descrigdo ou etapas do plano

ETAPA - Procedimentos de recepgio das embalagens.

Apos a chegada do veiculo de transporte com as embalagens no local da recepgdo da empresa, deve-se:

1.

Conferir a nota fiscal que deve chegar sempre junto a mercadoria, e verificar se a quantidade esta
conforme o pedido, se estes se encontram dentro dos padrdes estipulados pela empresa, ese atendem
as especificagoes do fabricante;

A mercadoria deve ser descarregada em pallets, sem entrar em contato com chao;

E valido ficar atento as condigtes do veiculo de transporte que ndo deve apresentar a menor evidéncia
da presenga de roedores, vazamentos, umidade, materiais estranhos e odores desagradaveis;

Confere-se a gualidade do produto, se estd danificado fisicamente. Caso esteja, deve-se efetuar a
devolugdo do produto;

Realiza-se o teste de resisténcia mecénica, onde de 1000 produtos recebido, 50 devem ser testados, g
apenas 5 podem ndo passar no teste. Caso um ndmero maior gue 5 ndo esteja em conformidade, efetua-
se a devolugdo do material;

Para realizagdo da andlise microbiolégica, no intuito de conferir se as embalagens estdo esterilizadas
adeguadamente, deve selecionar arbitrariamente 10 embalagens a cada 1000, das quais nenhuma pode|
apresentar contaminacgdo fora dos limites. Caso haja contaminacdo que ultrapasse os limites, todo o lotg
deve ser rejeitado;

Se estiver tudo correto, assina-se os canhotos, entrega-se ao funcionario da transportadora erepassa-se|
a nota fiscal para dar continuidade no processo;

Estocar as mercadorias em local adeguado;

Registrar no sistema.
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Quadro 5. Procedimento Operacional Padrdao — Recepgdo do leite pasteurizado.

Creamy Codigo do documento:
Creamy POP - Procedimento Operacional Padrdo RECEPCAO |Data emissdo:
DO LEITE PASTEURIZADO Revis3o n2: 00
E DESNATADO B
Data:
Copia Controlada Folha 1/1

Identificagdo

Descrever todos os procedimentos relacionados a recepcio do leite pasteurizado

Objeti
Jetve e desnatado.

Responsdvel pela

- COLABORADOR
elaboragdo
Campo da aplicacdo Aplicado na recepgdo do leite pasteurizado e desnatado.
Instrugdo Normativa n2 76, de 26 de novembro de 2018.
Base legal

IN n2 &0, de 23 de dezembro de 2019.

Descricdo ou etapas do plano

ETAPA - Procedimentos de recepcao do leite pasteurizado desnatado.

Mpds a chegada do veiculo de transporte no local da recepcio da empresa, deve-se:
1. Conferir a nota fiscal que deve chegar sempre junto;

2. Ao chegar & plataforma de recepgao do laticinio, amostras de leite s3o coletadas diretamente no
caminhdo para andlise fisico-quimica e microbioldgica;

3. Deve-se observar se o veiculo de transporte se apresenta em boas condigties;
4. Aferir a temperatura do veiculo de transporte e do leite pasteurizado e desnatado na chegada;

5. Caso exista alguma avaria, sdo preenchidas as planilhas controle de temperatura de recepgio do leite
pasteurizado desnatado e de controle de temperatura do weiculo de transporte com a assinatura do
responsavel, e efetua-se a devolugio da carga;

6. O leite pasteurizado desnatado deve passar pela operacdo de filtracdo de modo a verificar apresencga de
materiais indesejados;

7. Caso haja algum destes materiais, € informado na planilha de controle de recepcdo e de contaminagao
fisica com a assinatura do responsével, de forma que carga ndo serd aceita;

8. Se estiver tudo correto, assina-se os canhotos, entrega-se ao funcionario da transportadora erepassa-se
a nota fiscal para dar continuidade no processo;

5. O leite & transferido para o tanque de resfriamento, no qual deve-se wverificar se a temperatura
programada estd adequada para o recebimento do leite;

10. Registrar recebimento no sistema.
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Quadro 6. Procedimento Operacional Padrdo — Embalagem e armazenamento.

Creamy Codigo do documento:
. . - Data emissdo:
Creamy POP - Procedimento Operacional Padrao
EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO Revisdo n2: 00
Data:
Copia Controlada Folha 1f1

Identificagao

Objetivo

Descrever os procedimentos necessarios para a embalagem earmazenamento
adequado dos produtos.

Responsavel pela

= COLABORADOR
elaboracdo
Campo da aplicacdo Aplicado na drea de embalagem e armazenamento dos produtos.
Instrugdo Normativa n2 359, de 4 de Setembro de 1997.
Base legal

IM n2 60, de 23 de dezembro de 2019

Descrigdo ou etapas do plano

ETAPA - Procedimentos de embalagem e armazenamento.

Apds o processamento do requeijdo e obtengdo do produto, deve-se prosseguir conforme as seguinted
etapas:

1.

Passagem do produto pelo detector de metais. Caso haja a presenga de algum metal, apds o
preenchimento da planilha, o lote é descartado e inicia-se a procura pelo magquinario que deu origem ag
objeto;

Conferir o abastecimento de embalagens do maquinario de envase;
Conferir a data de fabricagdo, validade e lote da impressora;

O envase deve ser a quente e imediato apds passar pelo detector de metais, realizado em recipientes tipg|
copo plastico termoresistente a temperatura de descarga do requeijéo;

Fechamento das embalagens;

A cada 1000 unidades fabricadas, 20 devem ser selecionadas arbitrariamente para posterior analise. S¢
as especificacfies legais do produto estfo sendo atendidas, segue-se para o armazenamento, caso
contrario, deve-se descartar o lote, identificar a etapa falha do processo erever o POP das operagoes dg
processamento, bem como investir em treinamentos para os colaboradores de forma a solucionar o
problema;

Acomodar os produtos nas devidas embalagens secundarias;

Verificar as condigoes do local de armazenamento, o qual deve ser feito em pallets, local limpo
organizado, ventilado, com temperatura controlada, sem receber luz solar direta, livre de entulhos ou
materiais toxicos, e de acordo com as caracteristicas intrinseca do alimento e as recomendagdes dof
produto;

Encaminha-las ao local de armazenamento sob refrigeracdo adequada (inferior a 10 2C).
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Quadro 7. Procedimento Operacional Padrao — Expedi¢do.

Creamy Codigo do documento:
Creamy POP - Procedimento Operacional Padrdo Data emissdo:
EXPEDICAO Revisdo n2: 00 Data:
Copia Controlada Folha 1/1
Identificacdo
Objetivo Descrever as etapas do processo de expedigdo.

Responsavel pela
elaboragdo

COLABORADOR

Campo da aplicagdo |Utilizado no setor de expedigdo dos produtos.

Base legal Instrugdo Normativa n2 359, de 4 de Setembro de 1997.

Descrigdo ou etapas do plano

ETAPA - Expedicio.

O gerenciamento de saida de estoque é feito segundo o método PEPS ou PVPS (Primeiro a Entrar Primeiro a
Sair e Primeiro que Vence Primeiro gue 5ai, respectivamente). Deve seguir os seguintes passos:

1. Inicialmente faz-se o processamento da requisicdo onde o responsavel verificard no sistema dg
informacdo as requisicies provenientes das unidades consumidoras, de acordo com cronograma pré+
estabelecido;

2. A separacao € quesito primordial para a distribuigio dos produtos que deve suprir as necessidades das
unidades e evitar desabastecimento.

i.

vi.

vii.

wiil.

3. Conferéncia de produtos.

iii. Separar de forma organizada as embalagens secundarias;

A separagao dos produtos € realizada diariamente em ordem cronoldgica, a partir do documento
de distribuicdo, e encaminhado pelo encarregado;

Separar os produtos em pallets ou carrinho;

Na separacdo, a fim de otimizar a conferéncia, organizar as caixas sobre os pallets ou carrinho de
modo que as etiquetas dos lotes estejam sempre virados para fora;

Verificar o lote adequado no momento da separacio, todos os ndmeros ou letras gue compdem of
lote devem ser averiguados;

Caso ocorram divergéncias entre o lote selecionado no documento de distribuicdo, com os loteg
armazenamento no depdsito (lote/validade), comunicar a chefia de servigo imediatamente, para
providéncias. E proibida a troca de lote;

Apds a separacdo encaminhar o pallet ou carrinho para a conferéncia;
O separador deve assinar o documento.

O Conferente deve conferir todos os produtos em expedicdo, verificando se o produto separado
estd com o lote e quantidade correta para a distribuigdo;
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ii. De forma organizada proceder a contagem fisica e verificagdo de lote, validade, marca e
quantidade;

iii. Quando o produto separado possui divergéncias no que esta descrito com o lote selecionado no
documento de distribuigdo, apds a conferéncia, fazer corregao nos documentos;

iv. Verificar a temperatura do produto;
v. Etiguetar todas as caixas, com o destino;
vi. Colher a assinatura do motorista.
4. Os movimentos das mercadorias devem ser registrados no sistema interno da empresa para dispor
da informag8o necessaria para uma boa gestio de estoques;
5. Observagdo: Pedidos extras devem ser separados com antecedéncia, passando pelo conferente
mesmo gue sejam poucos itens. Evitar jogar caixas, papel e bulas no corredor ou prateleiras;
6. Verificar se os veiculos empregados no transporte apresentam sistemas de refrigeragdo necessarios
para a manutengdo adequada da temperatura;
7. Deve-se assegurar um rapido carregamento, de forma que a temperatura seja mantida de acordo com
a necessidade de cada produto;

8. Em seguida, juntamente com uma nota fiscal emitida pela indlstria, os produtos sdo transportados
respeitando um roteiro previamente estabelecido para que se assegure a seguranga do produto.

Quadro 8. Procedimento Operacional Padrao — Controle da potabilidade da 4gua.

Creamy Codigo do documento:

Data emissao:

Creamy POP - Procedimento Operacional Padrdo CONTROLE DA
POTABILIDADE DA AGUA Revisao n®: 00
Data:
Copia Controlada Folha 1f1

Identificagao

Estabelecer procedimentos a serem adotados para manter a qualidade da dgua

Objetivo utilizada na produgdo de requeijdo.

Responsavel pela

N COLABORADOR
elaboracio

Campo da aplicagdo  |Potabilidade da agua utilizada no processamento do produto.

RDC n? 275, de 22 de setembro de 2005.

irke docal Portaria n2 2.914, de 12 de dezembro de 2011.

Descrigdo ou etapas do plano

ETAPA - Controle da qualidade da dgua.

1. Executar a limpeza do reservatario de agua e registrar (POP 6);
2. Coletar as amostras de agua;

3. Encaminhar as amostras para andlise. Caso a dgua ndo se adeque &s leis vigentes, deve-se revisar os POPS
de coleta de dgua e limpeza dos reservatdrios. S5e o problema persistir, deve-se entrar em contato com of
fornecedor. Quando a dgua estiver dentro dos limites vigentes da legislagdo, procede-se o proximo item.

4. Realizar o processo de filtrag8o da dgua para eliminacéo de interferentes fisicos.
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Quadro 9. Procedimento Padrdo de Higiene Operacional —Higieniza¢do das maos.

Creamy Codigo do documento:
Creamy PPHO - Procedimento Padrio de Higiene Data emissio:
Dperay:iunal ; Revisio o™ 00
HIGIENIZACAO DAS MAOS evisao m--
Data:
Cépia Controlada Folha 1/1

Identificacio

Descrever os procedimentos corretos para lavagem das méos de forma a evitar e
Objetivo prevenir a contaminacio de alimentos por proliferacio de micro-organismos, ou
contato com suor, oleosidade da pele e células mortas.

Responsivel pela COLABORADOR
elaboracio

Campo da aplicacie |Mampulacio de alimentos.

Higienizacio: operacio que se divide em duas etapas, limpeza e desinfeccio.
Limpeza: operacio de remocio de substincias minerais e ou orginicas
indesejaveis, tais como terra, poeira, gordura e outras sujidades.

Desinfeccio: operacio de reducio, por método fisico e ou agente quimico, do
numero de micro-organismos em nivel que ndo comprometa a qualidade higiénico-
sanitiria do alimento.

(Resolugdo RDIC n"216/2004)

Definicdes

Descricio ou etapas do plano

ETAPA - Higienizacio das mios.

Abra a torneira e molhe as m3os evitando encosta-las na pia;

Aplique sabonete para cobrir toda a superficie das méos, friccionando as palmas entre si;

Esfregue a palma da mio direrta contra o dorso da mio esquerda (e vice-versa) entrelagando os dedos;
Entrelace os dedos palma com palma e friccione os espagos interdigitais;

e e b=

5. Esfregue o dorso dos dedos de uma m3o com a palma da m3o oposta, segurando os dedos, com movimentos
de vai e vem;

6. Esfregue o polegar direito com o auxilio da palma da mio esquerda (e vice-versa), utilizando movimentoy
circular;

7. Esfregue em movimentos circulares as polpas digitais e as unhas para frente e para tras de uma méo nal
palma da outra;

8. Esfregue o punho esquerdo com o auxilio da palma da mio direrta (e vice-versa), utilizando movimentof
circular;

9. Enxague as m3os com agua, retirando os residuos de sabonete;

10.5eque as mios com papel toalha descartivel, tniciando pelas m3os e seguindo pelos punhos;

11. Utilize o papel toalha para fechar a torneira, se esta ndo for automatica;

Observacdo: Passar dlcool 70% nas mios e antebracos sempre que disponivel e deixar secar naturalmente.
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B CONSIDERACOES FINAIS

A implantacao das BPF, considerada a base do controle de qualidade em uma industria
alimenticia, € um processo continuo que necessita de constantes adaptacdes e inovagdes
com o objetivo de buscar a melhoria continua dos produtos e do estabelecimento. A sua
pratica € fundamental nas industrias para minimizar a ocorréncia de possiveis erros nocivos
aos manipuladores e consumidores e para assegurar a qualidade e integridade do produto.

Os POPs devem ser de facil entendimento e descritos o mais detalhadamente possivel,
de forma clara para que todos possam saber como proceder na tarefa, além de estarem
disponiveis a todos, e ttm como grande vantagem o fato de conduzir corretamente o cola-
borador na execucéo das operacdes da empresa. Por serem roteiros e descrever todas as
etapas na execucéo de uma atividade, os POPs apresentam-se como alicerce fundamental
na garantia da padronizagéo das tarefas, fornecendo medidas para contornar os possiveis
problemas que se possa encontrar diariamente em uma empresa de produtos alimenticios.
Dessa forma, assegura um produto com menor probabilidade de erro e variacdo, garantindo
sua qualidade, padronizacao e conformidade.
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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a incidéncia de infec¢ao por Penicillium expansum
em macas contendo revestimento comestivel com composto antifungico natural, obtido
a partir do cultivo de Hansenula wingei como agente de biocontrole. O revestimento foi
elaborado pela técnica de casting, empregando o extrato bruto do cultivo da levedura e/
ou solucéo aquosa (controle). O experimento compreendeu 5 Tratamentos: RFA: frutos
recobertos com revestimento aquoso, seguido de ferimento e inoculagdo com fungo; FRA:
frutos feridos e na sequéncia recobertos com revestimento aquoso e inoculado com fungo;
RFEB: frutos recobertos com revestimento antifungico, seguido de ferimento e inoculagcao
com fungo; FREB: frutos feridos e na sequéncia recoberto com revestimento antifiUngico
e inoculacéo com fungo; C (Controle): frutos sem revestimento, feridos e inoculados
com fungo. A incidéncia de infec¢do por P. expansum nos frutos foi avaliada por meio
do calculo da porcentagem de frutos doentes, da porcentagem de ferimentos infectados,
bem como da determinacédo da severidade da doenca e da porcentagem do controle das
lesbes. ApOs 15 dias de armazenamento a 25 °C, 100% dos frutos estavam doentes e
100% dos ferimentos estavam infectados, em todos os tratamentos. Entretanto, o con-
trole das lesdes nos frutos submetidos aos tratamentos com revestimentos antifungicos
foi de aproximadamente 55% (RFEB) e 59% (FREB), enquanto nos frutos recobertos
com revestimento aquoso, o controle das lesbes foi de apenas 6,6% (RFA) e 18,5%
(FRA). O revestimento antifungico contendo a toxina killer de H. wingei surge como uma
nova estratégia para o controle de P. expansum em macas pds-colheita.

Palavras-chave: Bolor Azul, Frutas, Amido, Levedura, Biocontrole.
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B INTRODUGCAO

O Brasil € o terceiro maior produtor mundial de frutas, ficando atras somente da india
e da China (BRASIL, 2020). Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, a
maca esta entre as principais frutas produzidas e entre as cinco mais comercializadas no
pais (IBGE, 2016). A maca Fuji (Malus domestica Borkh) foi introduzida no Japao em 1962,
proveniente de um cruzamento entre a maca vermelha “Delicious” e a “Ralls Janet” e des-
taca-se pela sua excelente qualidade e caracteristicas sensoriais como a suculéncia e a
firmeza, além de 6tima aceitabilidade pelo consumidor (FELIPINI; DI PIERO, 2010). O fruto
tem se destacado pela sua praticidade e disponibilidade durante o ano todo, sendo o seu
consumo per capita em 2017 no Brasil de 5 kg (KIST et al., 2018).

O desenvolvimento da fruticultura depende principalmente da reducéo das perdas
pds-colheita, que podem atingir até 55% do total produzido na América Latina (FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION, 2016). Fatores climaticos associados ao transporte e
ao armazenamento inadequados facilitam a ocorréncia de danos mecanicos nos frutos,
causando ferimentos e rachaduras, e consequentemente o ataque de fungos deteriorantes,
que representam de 80 a 90% dos fatores relacionados a deterioracao do fruto (PARISI;
HENRIQUE; PRATI, 2015; SOUSA et al., 2018).

Com o intuito de reduzir as perdas e aumentar o tempo de conservacéao do fruto, é
importante utilizar praticas adequadas de manuseio, desde a etapa de colheita até a co-
mercializagcdo. Embora o controle de fungos em nivel de campo e pos-colheita ainda seja
realizado por meio de fungicidas quimicos, pesquisas com novas alternativas estdo sendo
estudadas, a fim de minimizar os riscos ao meio ambiente e diminuir os residuos nos fru-
tos tratados (OLIVEIRA; SANTOS, 2015). Segundo Assis e Britto (2014), a aplicacao de
revestimentos comestiveis vem sendo utilizada para prolongar a vida util do fruto, além de
melhorar a sua aparéncia e torna-lo mais atraente para o consumidor. Além disso, a adicao
de compostos naturais com propriedades antifungicas vem se tornando uma op¢ao atraente
na preservacao de frutos frescos (OLIVEIRA; SANTOS, 2015).

Neste contexto, a incorporacdo de agentes antimicrobianos em filmes comestiveis &
uma alternativa interessante, no sentido de impedir o crescimento indesejavel de fungos
deteriorantes e aumentar a vida util de frutos frescos. Micro-organismos antagonistas vém
sendo utilizados no combate de fungos filamentosos em frutas, quando aplicados na fase
pbs-colheita e armazenamento (MACARISIN et al., 2010). Algumas espécies de leveduras
sao capazes de secretar metabdlitos proteicos de massa molar variavel, chamados de toxi-
nas Killer, capazes de inibir ou matar outros micro-organismos por alteracdes na parede ou
membrana celular (BUZZINI; TURCHETTI; VAUGHAN-MARTINI, 2007).
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O desenvolvimento de um revestimento em matriz polissacaridica, como por exemplo
o amido, apresenta-se vantajoso, pelo baixo custo, grande disponibilidade na natureza e
ser de fonte renovavel (GALDEANO et al., 2014). Ainda, a incorporagdo de um composto
com propriedade antifungica natural no revestimento é uma alternativa viavel, que além de
retardar a podridao e preservar a qualidade dos frutos, diminuiria 0 impacto ambiental e
maiores perdas econdmicas (CANAVER; DI PIERO, 2011).

Com base no pressuposto, este trabalho teve como intuito avaliar a incidéncia de infec-
cao por Penicillium expansum em magas contendo revestimento comestivel com composto
antifangico natural.

B METODO
Matérias-primas

As macas (Malus domestica) cultivar “Fuji” foram adquiridas de um distribuidor atacadis-
ta localizado em Londrina, Parana (Brasil) e transportadas para o laboratério de Microbiologia
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana em caixas de poliestireno. Os frutos foram
selecionados por tamanho, cor, firmeza e auséncia de lesbes mecénicas para o experimen-
to. Um total de 40 frutos foi utilizado no trabalho.

O amido usado como material do revestimento foi extraido do residuo de aveia industrial
(pureza 87%) pela empresa SL Cereais e Alimentos Ltda. Parana, Brasil. O Glicerol (pureza
99,5%, Sigma-Aldrich) foi usado como agente plastificante.

Micro-organismos

As culturas de Penicillium expansum n. 2 e Hansenula wingei AM2-2 (CMRP4947),
identificadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (FONTANA et al., 2017) e
Rapid TM Yeast Plus System (Remel, Lenexa, USA), respectivamente, foram utilizadas
nesta pesquisa. A levedura e o fungo filamentoso foram mantidos a 7 °C em agar Meio Para
levedura — MPL (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de sédio 1%, sulfato de am6-
nio 0,5% e agar 1,8%) e em Agar Batata Dextrose — BDA, respectivamente. Para o ensaio
antifungico, P. expansum foi suspendido em solug¢ao 0,1% (v/v) de Tween 80 e padronizado

em 10°%conidios/mL, com auxilio de camara de Neubauer.
Producao do extrato bruto (EB) de levedura antagonista com composto antifungico

Uma algada da cultura antagonista H. wingei AM2-2 (CMRP4947) foi inicialmente rea-
tivada em frasco Erlenmeyer contendo 25 mL de Caldo MPL (25 °C/24h). O cultivo foi entéao
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padronizado na Escala n° 1 de MacFarland e uma aliquota de 100 pL (correspondente a
3,0 x 10° células), foi transferida para cinco frascos Erlenmeyers contendo 50 mL do mes-
mo Caldo. O cultivo (96 h/25 °C) foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 min e filtrado em
membrana de 0,20 um (COELHO et al., 2009). O extrato bruto livre de células contendo o
composto antifungico (EB) foi homogeneizado e armazenado em frascos ambar a — 20 °C

para elaboracéo da solucao filmogénica.
Elaboracao do revestimento antifungico

O revestimento foi elaborado conforme descrito por Costa et al. (2019), empregando-se
a técnica de casting. Em um becker contendo 90 mL de EB foi adicionado 4 g de amido,
seguido de agitacao (agitador magnético) por 15 min em temperatura ambiente (solugcéo A).
Paralelamente, uma solucéo de glicerol a 20% foi preparada, utilizando-se 0,8 mL de glicerol
em 9,2 mL de EB (solugcao B). As solugcdes A e B foram misturadas e aquecidas a 90 °C por
30 minutos (para a gelatinizacéo dos granulos de amido de aveia), originando as solu¢ées
filmogénicas. Como controle, foi elaborada uma formulagéo do revestimento sem o composto
antifungico, substituindo integralmente o volume de EB com agua destilada. As solugcbes
filmogénicas com composto antifungico (REB) e aquoso (RA, controle), foram resfriadas até
30 °C para aplicagao como revestimento nos frutos.

Ensaio antifungico nos frutos in natura

O ensaio antifungico in situ foi realizado conforme metodologia descrita por Gonzales-
Estrada et al. (2017), com modificagcées. O experimento foi conduzido com 60 magas, num
periodo de armazenamento de 15 dias a 25 °C e compreendeu 5 Tratamentos: T1 (RFA): 12
frutos recobertos com revestimento aquoso, seguido de ferimento e inoculagdo com P. expan-
sum; T2 (FRA): 12 frutos inicialmente feridos e na sequéncia recobertos com revestimento
aquoso e inoculado com P. expansum; T3 (RFEB): 12 frutos recobertos com revestimento
antifungico, seguido de ferimento e inoculagdo com P. expansum; T4 (FREB): 12 frutos inicial-
mente feridos e na sequéncia recoberto com revestimento antifungico e inoculagdo com P. ex-
pansum; C (Controle): 12 frutos sem revestimento, feridos e inoculados com P. expansum.

Os tratamentos RFA e RFEB, que envolvem a aplicacao do revestimento no fruto e
posterior ferimento, simulam uma situacéo de prevencao da doenca (aplicagao pré-infec¢ao),
ao passo que os tratamentos FRA e FREB, que envolvem a aplicacéo do revestimento no
fruto previamente ferido, promovem um efeito curativo (aplicacéo pos-infeccéao).

Para a aplicacao do revestimento nos frutos submetidos aos Tratamentos 1 a 4, os
frutos foram submersos individualmente por 1 minuto em um béquer contendo a solu¢ao
filmogénica a 30 °C, seguido de secagem em BOD a 25 °C por 24 horas. Dois ferimentos
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(2,5 mm de profundidade e 3,0 mm de largura) foram realizados na por¢ao superior do fruto,
seguido de inoculacdo de uma aliquota de 10 uL da suspenséao de P. expansum (previa-
mente padronizado em 10° conidios/mL). Os frutos foram armazenados individualmente
em potes plasticos higienizados (10,0 cm Largura x 8,5 cm altura), e incubados em BOD a
25 °C por 15 dias.

A incidéncia de infecc&o por P. expansum nos frutos foi avaliada por meio do calculo
da porcentagem de frutos doentes, da porcentagem de ferimentos infectados, bem como da
determinacao da severidade da doenca e da porcentagem do controle das lesdes, confor-
me metodologia descrita por Gonzales-Estrada et al. (2017), com modificacdes. Para estas
analises, 12 frutos de cada tratamento foram avaliados, e as observacdes realizadas nos
dias 2, 3, 4, 5, 6, 8,9, 10, 12 e 15 dias de armazenamento a 25 °C.

Na determinacgéo porcentagem de frutos doentes, o fruto foi considerado doente quan-
do pelo menos um ferimento apresentasse sinal de podriddao. Foram avaliados 12 frutos de
cada tratamento, e o resultado foi expresso em porcentagem de frutos doentes.

Na determinacao da porcentagem de ferimentos infectados, foi considerado positivo o
ferimento que apresentasse sinais de infec¢ao de desenvolvimento do fungo. Foram avalia-
dos 24 ferimentos realizados nos 12 frutos de cada tratamento, e o resultado foi expresso
em porcentagem de ferimentos infectados.

Para a determinacéo da severidade da doenca, foi determinado o didmetro da podri-
dao (leséo) dos ferimentos nos frutos com o auxilio de um paquimetro. Foram avaliados
24 ferimentos realizados nos 12 frutos de cada tratamento e os resultados foram expres-
sos em milimetros.

A porcentagem de controle das lesdes foi calculada da seguinte forma: CL = [(Dc — Dt)
/ Dc] x 100, onde D_ é a média do diametro das lesGes no fruto sem revestimento (controle)

e D, € a média do diametro das lesdes no fruto com revestimento.
Analise estatistica

Os dados obtidos para a determinacao da severidade da doenca e controle das lesdes
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as médias foram comparadas pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de significancia (p < 0,05). Foi empregado o programa Statistica
12.0 (Statsoft, USA).

H RESULTADOS E DISCUSSAO

O experimento in situ foi conduzido em magas com revestimento antifungico aplicado

antes do ferimento realizado (RFEB) e apés o ferimento realizado (FREB) e ndo-antifungico
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aplicado antes do ferimento (RFA) e ap6s o ferimento (FRA), inoculadas com P. expansum
e armazenadas a 25 °C por 15 dias.

A ordem de aplicagédo dos revestimentos no fruto foi realizada com o intuito de estudar
o efeito preventivo (RFA e RFEB) e curativo da doenca (RFA e FRA), ou seja, anteriormente
e posteriormente a realizacao do ferimento, respectivamente. No primeiro caso, os frutos
revestidos ainda estao sujeitos a pequenas perfuragdes e machucados durante a distribui-
cao para os revendedores e nas géndolas para comercializagdo; o revestimento, que atua
a principio como barreira, esta passivel de pequenos rompimentos, possibilitando a coloni-
zacao do fungo e consequentemente a deterioragdo. A presenca do composto antifungico
na formulagéo poderia inibir a germinacao de conidios/desenvolvimento micelial, prevenindo
a deterioracao. Ja no efeito curativo, o revestimento é incorporado ao fruto j& machucado,
facilitando o acesso do fungo até a polpa do fruto; uma vez instalado, é necessario que o
componente ativo do revestimento se difunda pela polpa para interromper o apodrecimento.

Nas Figuras 1 e 2 estao apresentados os resultados da incidéncia de frutos doentes e
de ferimentos infectados pelo fungo filamentoso, respectivamente, em macgas armazenadas
a 25 °C/15 dias, com e sem revestimento antifungico.

Nos frutos contendo revestimento antifungico aplicado de forma preventiva (RFEB),
a incidéncia de frutos doentes (75%) e a incidéncia de ferimentos infectados (75%) foram
controladas até o quarto dia de armazenamento. Nos frutos revestidos de forma curativa com
antifungico (FREB) e sem antifungico (FRA), todos os frutos foram considerados doentes
no quarto dia de armazenamento, enquanto 100% e 87,5% dos ferimentos ja estavam in-
fectados, respectivamente (Figuras 1 e 2). Ap6s o quinto dia, a incidéncia de frutos doentes
e de ferimentos infectados atingiu 100%, independente do revestimento testado e a ordem
de aplicacéo (Figuras 1 e 2).
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Figura 1. Incidéncia da doenca por Penicillum expansum em magas armazenadas a 25 °C/15 dias, com e sem revestimento
antifungico.
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N = 12 frutos (por tratamento). Controle: Fruto sem revestimento, ferido e inoculado com P. expansum; RFA: frutos
recobertos com revestimento aquoso, seguido de ferimento e inoculagdo com P. expansum; FRA: frutos inicialmente
feridos e na sequéncia recobertos com revestimento aquoso e inoculado com P. expansum; RFEB: frutos recobertos
com revestimento antifingico, seguido de ferimento e inoculagdo com P. expansum; FREB: frutos inicialmente feridos
e na sequéncia recoberto com revestimento antifingico e inoculagdo com P. expansum.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Figura 2. Incidéncia de ferimentos infectados por Penicillum expansum em magds armazenadas a 25 °C/15 dias, com e
sem revestimento antifungico.
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N = 24 ferimentos (por tratamento). Controle: Fruto sem revestimento, ferido e inoculado com P. expansum; RFA: frutos
recobertos com revestimento aquoso, seguido de ferimento e inoculagao com P. expansum; FRA: frutos inicialmente
feridos e na sequéncia recobertos com revestimento aquoso e inoculado com P. expansum; RFEB: frutos recobertos
com revestimento antifungico, seguido de ferimento e inoculagéo com P. expansum; FREB: frutos inicialmente feridos
e na sequéncia recoberto com revestimento antifungico e inoculagédo com P. expansum.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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Na Tabela 1 estao apresentados os resultados da severidade da doenca ao longo do
periodo de armazenamento a 25 °C por 15 dias.

Os diametros das lesdes nos frutos sem revestimento (controle) variaram de 6,6 a 47,1
mm, enquanto nos frutos recobertos com revestimento aquoso a variagao foi de 4,3 a 44
mm, com valor médio de 19,1 mm. Ja nos frutos contendo revestimento antifungico a varia-
céao foi de 4,0 a 20,5 mm, com valor médio de 10,6 mm. Nota-se que as lesbes causadas
pelo fungo nos frutos com revestimento antifingico foram significativamente menores que
naqueles recobertos com revestimento aquoso.

Tabela 1. Severidade da doenca em macgas armazenadas a 25 °C/15 dias, com e sem revestimento antifdngico.

Diametro das lesées (mm)*

Armazenamento
(dias) Controle RFA FRA RFEB FREB

2 6,6 +1,2° 4,5+0,5 4,3+0,5° 4,7+0,8 4,0+0,0°
3 7,9+1,5 6,9+ 1,1 5,9+1,1°% 4,5 +0,5¢ 4,1+0,4°
4 11,4 + 1,4° 7,4+1,1° 7,0 £0,9% 5,0+ 1,2¢ 5,5 + 0,5
5 17,4 £ 2,3 10,6 £ 1,7° 13,6 + 4,4 58+1,6° 10,0 + 1,6
6 18,3 £3,3° 14,9 % 2,5° 16,9 + 2,22 7,8+2,5 10,0 + 0,0°
8 25,9 + 4,6° 15,6 + 1,8 19,5 + 9,9 7,8+3,8¢ 11,9 + 2,7
9 28,6+7,7° 19,1 + 1,6 24,1+ 9,3 11,2 + 2,6° 15,4 + 2,0°
10 35,1+ 8,4° 27,8 +12,8% 27,1 +11,0® 13,0 +5,8° 17,5 + 1,7
12 42,6+12,7° 37,95,5° 35,4 +13,1° 13,0 £ 5,0° 19,5 +2,2°
15 47,1+5,9° 44,0 +12,7° 38,4 +3,9° 20,5 +2,1° 20,0 + 2,50

Valor médio 24,1 + 14,3 18,9 + 13,50 19,2 + 12,0® 9,4 +5,5¢ 11,8 + 6,1°

* Média + desvio padrao de 24 dados. Letras iguais na mesma linha n&o diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de
significancia (teste Tukey). Controle: Fruto sem revestimento, ferido e inoculado com P. expansum; RFA: frutos recobertos
com revestimento aquoso, seguido de ferimento e inoculagédo com P. expansum; FRA: frutos inicialmente feridos e na
sequéncia recobertos com revestimento aquoso e inoculado com P. expansum; RFEB: frutos recobertos com revestimento
antifungico, seguido de ferimento e inoculagédo com P. expansum; FREB: frutos inicialmente feridos e na sequéncia
recoberto com revestimento antifingico e inoculacdo com P. expansum.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

As primeiras 48 horas foram caracterizadas pela colonizac&o, adaptacéao e infec¢ao do
fruto, ndo sendo diferenciado o comportamento dos revestimentos com e sem antifungico.
Porém, a partir do quarto dia, foi possivel observar um retardamento na evolucao das lesées
nos frutos recobertos com o revestimento antifungico preventivo (RFEB) e/ou curativo (FREB),
guando comparado com as lesdes nos tratamentos com revestimento aquoso.

O controle das lesdes causadas por P. expansum nos frutos com revestimento e arma-
zenados a 25 °C por 15 dias esta apresentado na Figura 3, e os valores médios de controle
das lesbes por tratamento estdo apresentados na Tabela 2.
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Figura 3. Controle das lesdes em magds armazenadas a 25 °C/15 dias, com e sem revestimento antifingico.
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N = 24 ferimentos (por tratamento). Controle: Fruto sem revestimento, ferido e inoculado com P. expansum; RFA:

frutos recobertos com revestimento aquoso, seguido de ferimento e inoculagcdo com P. expansum; FRA: frutos

inicialmente feridos e na sequéncia recobertos com revestimento aquoso e inoculado com P. expansum; RFEB:

frutos recobertos com revestimento antifingico, seguido de ferimento e inoculagédo com P. expansum; FREB:

frutos inicialmente feridos e na sequéncia recoberto com revestimento antifingico e inoculagdo com P. expansum.
Fonte: elaborada pelos autores (2021).

O controle das lesdes nos frutos com revestimentos aquosos variou de 7,5% (sexto dia)
a 39,6% (oitavo dia), com valor médio de controle em 24,9% (RFA) e 22,8% (FRA). Ja nos
frutos com revestimento antifungico a variagcao no controle das lesdes foi de 29,6 (segundo
dia) a 76,8% (décimo segundo dia), com valor médio de 57,1% (RFEB) e 49,0% (FREB)
(Figura 3, Tabela 2).

Tabela 2. Valor médio de controle das lesdes em magas armazenadas a 25 °C/15 dias, com e sem revestimento antifungico.

Valor médio de controle das lesdes (%)

RFA 24,9 12,3
FRA 22,8492
RFEB 57,1+13,2
FREB 49,0+ 5,8

Média + desvio padrao de 10 dados. Letras iguais na mesma coluna nao diferem estatisticamente, ao nivel
de 5% de significancia (teste Tukey). RFA: frutos recobertos com revestimento aquoso, seguido de ferimento
e inoculagdo com P. expansum; FRA: frutos inicialmente feridos e na sequéncia recobertos com revestimento
aquoso e inoculado com P. expansum; RFEB: frutos recobertos com revestimento antifungico, seguido de
ferimento e inoculagédo com P. expansum; FREB: frutos inicialmente feridos e na sequéncia recoberto com
revestimento antifungico e inoculagéo com P. expansum.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Comparando-se os dados obtidos para o controle das lesdes nos frutos contendo
revestimento antifungico preventivo (RFEB) e curativo (FREB), ap6s 15 dias de armazena-
mento a 25 °C, ambos controlaram as lesdes em mais de 50% (p > 0,05) (Tabela 2). Porém,
analisando-se o comportamento ao longo do experimento, o efeito preventivo prevaleceu

sobre o curativo (Figura 3).
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O controle das lesdes nos frutos submetidos aos tratamentos com revestimentos anti-
fungicos e armazenados por 15 dias foi de aproximadamente 55% (RFEB) e 59% (FREB),
enquanto nos frutos recobertos com revestimento aquoso, o controle das lesdes foi de
apenas 6,6% (RFA) e 18,5% (FRA) (Figura 3). Os resultados mostraram que os revesti-
mentos antifungicos retardaram significativamente a evolugéo das lesdes infectadas nos
frutos analisados ap6s 15 dias de armazenamento a 25 °C, quando comparados com 0s
revestimentos aquosos (p < 0,05). Estes, por sua vez, ndo foram eficazes no controle das
lesbes, cujos diametros nao diferiram daqueles observados nos frutos sem revestimento (p
> 0,05) (Tabela 1).

O controle das lesbes pelo revestimento contendo composto antifungico natural foi
eficaz no retardamento das lesbes causadas por P. expansum no fruto. Tal fato indica que
o desenvolvimento micelial é prejudicado ou retardado pelo composto antifungico, deixando
claro o efeito preventivo e curativo no controle da doenca. Embora os revestimentos com
propriedade antifungica preventiva e curativa tenham controlado as lesdes nos frutos de for-
ma semelhante neste trabalho, Gonzalez-Estrada et al. (2017) obtiveram um controle mais
efetivo contra a podridao azul em limao, quando o revestimento com leveduras antagonistas
foi aplicado no tratamento preventivo da doenca.

Um estudo preliminar realizado in vitro com o extrato livre de células de H. wingei AM2-2
(CMRP4947) mostrou uma inibicao superior a 78% do desenvolvimento de P. expansum e
Aspergillus ochraceus, quando incubados em meio liquido por 12 horas (FERREIRA et al.,
2019). Neste mesmo estudo, o composto resistiu ao tratamento térmico de 90 °C/30 minutos,
indicando ser favoravel para aplicagdao na formulagcdo do revestimento (FERREIRA et al.,
2019). O estudo in situ empregando células integras da mesma levedura, em combinacao
com baixa dosagem de tiabendazol (10% da recomendada pelo fabricante), apresentou 100%
de eficacia no controle de doenca de macas por P. expansum ap0s 7 dias de estocagem
a 21 °C, quando aplicados diretamente nos ferimentos. Apés 14 e 21 dias, a eficacia foi de
80,45% e 72,13%, respectivamente (FIEIRA et al., 2013).

Entretanto, estudos envolvendo antagonismo com H. wingei AM2-2 (CMRP4947) vem
sendo realizados pelo grupo de pesquisa desde 2011, quando Gasperini et al. (2011) isolou
a cepa de amostra de milho no sudoeste do Parana, que se mostrou antagonista contra
Fusarium vetrticillioides 103F, associado ao carater Killer positivo demonstrado no estudo.
Desde entao, estudos progrediram na pesquisa desta cepa, direcionando para outros fun-
gos filamentosos, como P. expansum e A. ochraceus (SIMER et al., 2013; FONTANA et al.,
2017; FERREIRA et al., 2019).
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Por fim, os estudos relacionados com a aplicagéo de toxinas killer de leveduras como
agentes antifungicos naturais séao promissores para o desenvolvimento de novas formulagcbes
para o biocontrole do bolor azul em macgas pos-colheita.

B CONCLUSAO

Os revestimentos com propriedade antifungica nao inibiram a infec¢ao por P. expan-
sum nas magas armazenadas por 15 dias a 25 °C, porém controlaram significativamente as
lesbes causadas pelo fungo nos frutos. O controle das lesbes foi obtido pelos revestimentos
antifangicos aplicados de forma preventiva e curativa.

O revestimento antifungico contendo a toxina killer de H. wingei AM2-2 (CMRP4947)

surge como uma nova estratégia para o controle de P. expansum em macas pds-colheita.
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RESUMO

O céancer é uma das enfermidades que mais causam mortes no mundo, sendo que o
cancer colorretal (CCR) é o terceiro tipo mais frequente diagnosticado em homens e o
segundo em mulheres. O tratamento para este tipo de cancer esta associado a uma
serie de riscos e complicacoes, visto que a prevencao ainda € a melhor opcao. Foram
consultadas as bases de dados Pubmed, CAPEs, Scopus, Science Direct, Scielo e
Google Scholar, e selecionadas publicagdes entre os anos de 2016 a 2021 que preen-
cheram os critérios de busca. Estudos realizados com pessoas acometidas de CCR e
submetidas ao tratamento com a utilizagao de prebibticos, probidticos ou simbibdticos no
pré ou pés-cirargico demostraram melhora significativa, melhorando a integridade da
barreira intestinal, modulando a microbiota intestinal, prevenindo infec¢des e reduzindo
a probabilidade de desenvolver CCR.

Palavras-chave: CCR, Bactérias Probio6ticas, Microbiota Intestinal.
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B INTRODUGCAO

O cancer ja esta entre as quatro principais causas de morte prematura (antes dos
70 anos de idade) na maioria dos paises sendo o principal problema de saude publica no
mundo. Em uma escala global, o cancer colorretal € o terceiro tipo de cancer mais frequente
diagnosticado em homens e 0 segundo em mulheres (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Sua incidéncia e a mortalidade estdo aumentando no mundo, parcialmente por conta
do envelhecimento, crescimento populacional, e também por mudancas na distribuicéo e na
prevaléncia de fatores de risco do cancer, principalmente nos associados ao desenvolvimen-
to socioeconémico. Observa-se uma mudanca dos principais tipos de cancer observados
nos paises em desenvolvimento, com uma queda nos que estao associados a infec¢des e
acréscimo aqueles associados a melhoria das condi¢cdes socioeconémicas com a incluséo
de habitos e atitudes relacionadas a urbanizacao (sedentarismo, alimentacéo inadequada,
entre outros) (BRAY et al., 2018). O melanoma continua sendo um dos tipos de tumores
mais agressivos, principalmente por sua propensao a metastase e a terapia de resisténcia
(LI et al., 2020).

A estimativa mundial mais recente feita no ano de 2018 demonstra que ocorreram no
mundo 18 milhdes de novos casos de cancer (17 milhdes se descontar os casos de cancer
de pele ndo melanoma) e 9,6 milhdes de ébitos (9,5 milhdes excluindo os canceres de pele
nao melanoma) (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2019).

Em uma escala mundial de incidéncia, o cancer de pulmao é o que mais prevalece (2,1
milhdes) seguido pelo cancer de mama (2,1 milhdes), célon e reto (1,8 milhdo) e préstata
(1,3 milhdo). Em homens, a incidéncia representa 53% dos casos novos (9,5 milhées), sendo
gue em mulheres, com 8,6 milhdes, a prevaléncia € menor (47%). Os tipos de cancer mais
frequentes nos homens foram o cancer de pulmao (14,5%), seguido de prostata (13,5%),
colon e reto (10,9%), estbmago (7,2%) e figado (6,3%). Ja nas mulheres, as maiores inci-
déncias foram cancer de mama (24,2%), célon e reto (9,5%), pulmao (8,4%) e colo do utero
(6,6%) (BRAY et al., 2018).

No Brasil, a estimativa para cada ano do triénio 2020-2022 destaca a ocorréncia de
625 mil casos novos de cancer (450 mil, excluindo os casos de cancer de pele nao melano-
ma). O cancer de pele ndo melanoma sera o mais incidente (177 mil), seguido pelos can-
ceres de mama e préstata (66 mil cada), colon e reto (41 mil), pulméo (30 mil) e estbmago
(21 mil) (INCA, 2020).

O trato gastrointestinal (TGl) € um sistema complexo, no qual as células, nutrientes
provenientes da dieta e micro-organismos colonizadores interagem entre si, assegurando

o equilibrio intestinal dinamico que permite o desenvolvimento saudavel do hospedeiro
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(CARDOSO, 2016). Existem muitas evidéncias de que a microbiota intestinal bem coloniza-
da é importante no controle do crescimento tumoral e resposta a terapias (LI et al., 2020).

Quando ocorre uma desordem na microbiota com predominio de bactérias patogénicas
sobre as benéficas, tem-se um quadro chamado disbiose, que provoca um desequilibrio no
organismo pela multiplicacdo de bactérias patogénicas, levando a degradagao de vitaminas,
inativacao de enzimas, producao de toxinas cancerigenas, destruicdo da mucosa intestinal,
acarretando em uma reducéo da absor¢ao de nutrientes, aumentando a espessura da mucosa
intestinal (BOAS, 2017; CONRADO et al., 2018). As principais causas desse desequilibrio
sao o uso de antibidticos, anti-inflamatérios, excesso de laxantes, elevado consumo de
alimentos industrializados e processados, carne vermelha, gordura animal, baixo consumo
de alimentos crus, como legumes, frutas e graos integrais e exposicao a agrotoxicos, idade,
etc (THEODOROPOULOS et al., 2016).

O equilibrio da microbiota pode ser garantido através dos alimentos probiéticos, pre-
bidticos e/ou simbibticos estimulando o crescimento e atividades de bactérias benéficas que
impedem o crescimento das bactérias patogénicas, além de prevenir e/ou controlar alguns
tipos de doencas crénico-degenerativas, inclusive com producao de efeitos fisiologicos e
metabdlicos, através da interacdo gene-nutriente, na manutencao das funcdes do orga-
nismo humano, atuando como auxiliares/promotores na melhoria da saude. Dessa forma,
a alimentacao tem um papel importante, pois ela pode influenciar positivamente ou nega-
tivamente a composicéo da microbiota intestinal e satde humana (ARAUJO et al., 2019;
TRENNEPOHL et al., 2019).

Com a descri¢cdo do cenario destacado acima, este artigo objetivou uma revisao sis-
tematica sobre os beneficios de probibticos, prebibticos e/ou simbibticos no combate ao
cancer de colon e reto.

B METODOLOGIA

O presente estudo consiste em uma revisao do conhecimento disponivel na literatura,
onde foi realizada uma busca bibliografica nos bancos de dados informatizados entre os
meses de abril e maio de 2021. Para essa analise foi utilizada a base de dados Pubmed,
CAPEs, Scopus, Science Direct, Scielo e Google Scholar.

Os descritores utilizados na busca foram: acéo dos probioticos, prebidticos e simbid-
ticos, cancer de colon e reto, ambos utilizados isoladamente ou em combinacgdes na lingua
portuguesa e inglesa. A escolha dos artigos direcionou-se em publicacdes entre os anos
de 2016 a 2021, escritos em portugués, inglés ou espanhol. Foram excluidos artigos que
nao estavam com texto disponivel na integra, por conta que esse fato dificultava e/ou im-
possibilitava a retirada de informacgdes relevantes para a busca dos fatores e conclusées
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estudados, também foram utilizadas pesquisas realizadas utilizando modelo animal, ensaios
in vitro, relatos de caso.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Apds a associacéo de todos os descritores nas bases pesquisadas foram encon-
trados 33 artigos.

Cancer colorretal

A figura 1 apresenta a distribuicdo dos principais tipos de cancer que acomentem
homens e mulheres. O cancer colorretal apresentam na mesma propor¢ao de individuos,
independente do sexo, sendo 9,1% nos homens e 9,2% nas mulheres.

Figura 1. Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto pele
ndo melanoma.
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O céancer de cdlon e reto, também conhecido como cancer colorretal, iniciam-se na
parte do intestino grosso (chamada colon) e no reto (final do intestino, imediatamente antes
do anus) e anus. Pode ser tratado e, na maioria dos casos ocorre a cura, quando detectado
precocemente e ainda ndo atingiu outros 6rgaos. A maior parte desses tumores inicia-se a
partir de pélipos, que sao lesdes benignas que podem crescer na parede interna do intestino
grosso. Uma estimativa mundial mais recente indica que, em homens, ocorreu 1 milhdao de
novos casos de cancer do célon e reto, sendo o terceiro tumor mais incidente entre todos os
canceres, com um risco estimado de 26,6/100 mil. Em mulheres, foram 800 mil casos novos,
sendo o segundo tumor mais frequente com taxa de prevaléncia de 21,8/100 mil (INCA, 2020).

De acordo com o INCA (2020), estima-se que no Brasil, para cada ano do triénio de
2020-2022, 20.520 casos de cancer de célon e reto acontecerdao em homens e 20.470 em
mulheres. Esses valores correspondem a um risco estimado de 19,63 novos casos a cada
100 mil homens e 19,03 a cada 100 mil mulheres.

Os maiores fatores de risco em desenvolver cancer de colon e reto estéo relaciona-
dos a etiologia multifatorial (Figura 2). Outros fatores incluem habitos alimentares e dieta
rica em gorduras levam ao aumento da secrecao de acidos biliares que podem contribuir
para a ocorréncia de cancer colorretal (KAZMIERCZAK-SIEDLECKA, 2020). Ha também
fatores de origem hereditaria que aumentam o risco, destes incluem historico familiar de
cancer colorretal e/ou polipos adenomatosos,certas condi¢cdes genéticas como a polipose
adenomatosa familiar e o cancer colorretal hereditario sem polipose, historico de doenca
inflamatoéria intestinal crénica (colite ulcerativa ou doenca de Crohn) e diabetes tipo 2, e,
ainda, fatores como a exposicao ocupacional a radiacéo ionizante (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2019; INCA, 2020; KAZMIERCZAK-SIEDLECKA, 2020).
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Figura 2. Fatores de risco em desenvolver cancer de célon e reto relacionados a etiologia multifatorial.
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Fonte: Adaptado de Kazmierczak-Siedlecka (2020).

O tratamento do céancer de célon e reto ainda esta associado a uma série de riscos e
complicages. Assim, a prevencao ainda é a melhor forma para ndo desenvolver o mesmo.
Manter o equilibrio qualitativo e quantitativo da microbiota intestinal, evitando a disbiose, com
uma reeducacéo alimentar e suplementagédo com o uso diario de probibticos e/ou prebidticos
e/ou simbibdticos, ainda é tido como a melhor opgao terapéutica e preventiva (CONRADO
et al., 2018). A microbiota intestinal € complexa e pode afetar o individuo como um todo, seja
positiva ou negativamente, regulando o crescimento de bactérias, virus e protozoarios que
adentram o corpo humano (BRITO e FERRAZ, 2019). Desta forma, a ingestéao de probidticos e
prebidticos ou até mesmo a combinacéo dos dois (simbibticos), € uma medida bem favoravel.

Prebioticos

De acordo com a Codex Alimentarius Commission (2018), prebiéticos sao alimentos
para probidticos que, quando administrados em quantidades adequadas, conferem beneficios
nutricionais para o hospedeiro. A caracterizacao de um prebi6tico deve ser demonstrada por
testes in vivo ou in vitro (estudos em humanos ou animais) com o objetivo de obter endosso
cientifico para demonstrar que aumenta o numero de bactérias probibticas no colon.

Em sintese, os prebioticos sdo ingredientes alimentares como as fibras solUveis e inso-

laveis, fermentaveis ou ndo e alguns oligossacarideos nao digeriveis (galactooligossacarideos
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(GOS), xilo-oligossacarideos (XOS), fruto-oligossacarideo (FOS), inulina, fosfo-oligossacari-
deos, isomalto-oligossacarideos, lactulose e pectina, etc.), capazes de inibir a multiplicacéo de
patdgenos, pois sdo carboidratos ndo digeriveis, e, portanto, ndo absorvidos pelo organismo,
atuando no intestino grosso em sua maioria, onde apds fermentacao, contribuem para o
crescimento de bactérias desejaveis no célon, alterando a microbiota e conferindo beneficios
a saude do hospedeiro (SANTOS;RICCI, 2016; RAMIREZ, 2017; PEREIRA et al., 2019).

Existem muitas propriedades nestes compostos, como a estimulacédo de bactérias
intestinais benéficas, aumento da absorcao de micronutrientes no célon, modificacao da ex-
pressao génica em células bacterianas no ceco, produgéo de acidos graxos de cadeia curta,
modulacéo da resposta imune, colon e fezes, e a modulagdo de enzimas que metabolizam
xenobioticos (KAZMIERCZAK-SIEDLECKA, 2020).

Li et al. (2020), identificaram em seus estudos, que os prebibticos inulina e mucina po-
dem enriquecer taxons bacterianos que promovem imunidade anti-tumor. Em experimentos
com camundongos, demonstraram, usando tumores implantados por via subcuténea, que
estes dois prebidticos induzem a imunidade antitumoral e concomitantemente controlam o
crescimento do tumor, onde os efeitos prebidticos dependiam de mudangas na composicéao da
microbiota intestinal, conforme ilustrado pela falha da mucina em induzir imunidade antitumo-
ral em camundongos gnotobidticos, destacando portanto, a importancia da microbiota intesti-
nal na imunidade antitumoral e o potencial papel terapéutico dos prebibticos neste processo.

Probioticos

Os probiéticos, também chamados de produtos bioterapéuticos vivos, sao produtos que
contém organismos Vivos e viaveis definidos em numero suficiente para alterar a microbiota
beneficamente, como bactérias, de presenca natural em humanos, sendo as mais comuns
pertencentes aos grupos Lactobacillus e Bifidobacterium, que promovem o equilibrio da
microbiota intestinal, devendo sobreviver as condi¢des acidas do estbmago e da bile, ser
capaz de aderir a mucosa intestinal e coloniza-la mesmo que temporariamente (SANTOS;
RICCI, 2016; FDA, 2019; PEREIRA et al., 2019).

Probidticos tém a reputacéo de exercer atividades anticancerigenas e antimutagénicas
e sao utilizados para manipular a microbiota intestinal. Estes podem ter um possivel meca-
nismo molecular via microRNAs. Em um estudo feito por Heydari et al. (2019), foi utilizado
um tipo de céancer de colon animal, demonstrando que a administracéo de Lactobacillus
acidophilus DSM 13421 e Bifidobacterium bifidum na dose 1 x 10° UFC/g por 5 meses
aumentou a expressao de miR-26b, miR-18a, APC, PU.1, bem como PTEN, reduzindo a
expressao de miR135b, miR-155, KRAS. Por conta do aumento da expressédo dos miRNAs
supressores de tumor e diminuicdo do nivel dos oncogenes depois do tratamento com
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probibticos, se concluiu que eles podem ser considerados relevantes para o tratamento do
CCR (HEYDARI et al., 2019).

L. acidophilus é uma espécie de bactéria acido-latica com atividade probidtica reco-
nhecida. Diversos estudos tém demonstrado atividade funcional das cepas bacterianas
desse género, com relevancia de efeitos antioxidantes em doencas como o cancer color-
retal. Embora os estudos sobre cancer colorretal em seres humanos feitos exclusivamente
contendo esta bactéria sejam poucos, pois geralmente sao associado a outros probidticos,
demonstram efeitos interessantes na minimizacao de complicagdes pos operatorias e me-
lhora da integridade da barreira intestinal (FURTADO; FARINAS, 2021).

Liu et al. (2016), relataram que os probi6ticos também podem proteger com eficiéncia
a barreira da mucosa intestinal em pacientes com CCR ap6s procedimentos cirlrgicos;
isto foi relatado em uma meta-analise de ensaios clinicos randomizados (17 estudos, n =
1242). A quantidade de Bifidobacterium/Escherichia mudou, indicando que os probibticos
tiveram a capacidade de prevenir a perda de equilibrio da microflora no pés-operatorio.
Alteracdes no nivel de proteina C reativa (PCR) em niveis mais baixos nos grupos expe-
rimentais sugeriram que houve diminuicdo do nivel de inflamacéo apds a suplementacao
com os probiéticos. O nivel de IL-6, como uma das citocinas proé-inflamatérias, ndo obteve
alteracdo apoés o tratamento com probidticos.

A utilizac&o de probidticos parece ser valida ap6s procedimentos cirurgicos. Em uma
revisao sistémica e meta-analise de ensaios clinicos randomizados, foi afirmado que os pro-
bidticos poderiam prevenir a inflamacgéo no cuidado pds-operatorio de pacientes com CCR
e que seriam benéficos para a recuperacao cirurgica. Em resumo, os probidticos podem
ser utilizados como um método terapéutico para prevencao de infeccées em pacientes com
CCR no periodo p6s-operatorio (DE ANDRADE, 2017).

Simbiodticos

Os simbidticos sao resultantes da combinacéo dos probibticos e prebibticos sendo que
seus efeitos podem ser adicionados ou sinérgicos (PEREIRA et al., 2019). Dessa forma, a
dieta se constitui em fator determinante das caracteristicas da colonizagao intestinal e uma
alimentacédo adequada deve ser estimulada para se manter o equilibrio da flora intestinal
(ARAUJO et al., 2019).

Séao relatados como uma combinacgéo de bactérias probidticas e ingredientes prebibticos
promotores de crescimento que atingem o “sinergismo” e tém-se usados como um tratamento
de apoio para vérias doencas, incluindo CCR. Um estudo de ensaio clinico duplocego ran-
domizado,demonstrou que os simbidticos reduziram significativamente as taxas de infeccéo
pbs-operatdria em pacientes com CCR. Neste estudo investigou-se em 91 participantes
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divididos em dois grupos: um recebendo simbiético L. acidophilus 108 a 10° UFC, Lactobacillus
rhamnosus 10® a 10° UFC, Lactobacillus casei 108 a 10° UFC, Bifidobacterium sp 108 a 10°
UFC e fruto-oligossacarideo (FOS) 6 g por 5 dias antes do procedimento cirurgico e 14 dias
apdés a cirurgia com o outro grupo tratado com placebo. A infec¢édo do sitio cirtrgico ocorreu
em 2% dos pacientes que receberam o produto simbibtico e 21,4% dos participantes que
consumiram placebo (p = 0,002) (KAZMIERCZAK-SIEDLECKA, 2020).

Kuugbee et al. (2016), demosntratram que a administracédo em ratos de um coquetel
que consiste em L. acidophilus enriquecido com oligofrutose-maltodextrina (6,4 x 10'" UFC),
Bifidobacteria bifidum, Bifidobacteria infantum (1,9 x 10" UFC) aumentou a expressao de
MUC2, ZO-1, ocludina e TRL2. Todos esses micro-organismos podem atuar em muitos
métodos benéficos, como diminuicdo do crescimento do tumor, aumento da secrecao de
mucina, preservacao das jungdes estreitas, inibicao da inflamacéo, etc. Além disso, os niveis
de expressao de TRL4, caspase 3, COX-2 e -a catenina, que séo proteinas conhecidas por
aumentar a resposta pré-inflamatoria, apoptose e progressao tumoral, diminuiu. Esse coquetel
de pré e probi6ticos modulou a microbiota intestinal e reduziu o desenvolvimento de CCR.

Krebs (2016) relatou que a administracéo de simbidticos e o tratamento cirurgico tam-
bém foi analisada em um estudo duplo-cego randomizado. Os efeitos do tratamento prebidtico
e simbidtico foram examinados antes da cirurgia colorretal com 73 pacientes programados
foram recrutados para serem submetidos a esta operacéo. Estes foram subdivididos em
trés grupos: o primeiro recebeu prebibticos, o segundo simbibticos e o terceiro passou por
limpeza pré-operatoria. Nenhuma diferenca na resposta inflamatoria sistémica, por exemplo,
medida vias niveis de PCR, IL-6, fibrinogénio, evolugcédo pds-operatdria, bem como taxa de
complicagdes, foram observados entre os trés grupos. Porém, foi observado que mais bac-
térias acido-lacticas estavam presentes na mucosa do célon no grupo simbidtico comparado
ao resto dos participantes.

Em resumo, a aplicacao de simbibticos no CCR parece ser (til, possivelmente devido
as suas propriedades imunomoduladoras e a capacidade de reduzir as taxas de infec¢des
pOs- operatérias. A ingestdo de simbidticos pode ser usada como substituta da limpeza
mecanica do intestino antes dos procedimentos cirurgicos, visto que ndao apenas modula a
microbiota intestinal, mas também pode reduzir o desenvolvimento de carcinogénese color-
retal (KAZMIERCZAK-SIEDLECKA, 2020).

Relacao entre probiéticos ou simbibéticos na microbiota intestinal e tratamento do
cancer colorretal

A microbiota intestinal bem colonizada é de suma importancia, pois conferem fun¢des an-
tibacterianas, imunomoduladoras e metabdlico-nutricionais ao organismo humano, formando
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uma barreira contra 0s micro-organismos invasores, potencializando os mecanismos de
defesa do hospedeiro contra os patdgenos, melhorado a imunidade intestinais pela aderén-
cia a mucosas e estimulando as respostas imune locais, além de auxiliar na digestao, onde
varios nutrientes sao formados pela sintese bacteriana e ficam disponiveis para a absorc¢ao,
entre eles, a vitamina K, vitamina B12, vitamina B1 e vitamina B2 (SANTOS; RICCI, 2016).

Os profissionais da saude devem estar atentos as terapias ndo medicamentosas, orien-
tando a populacgéo a respeito da suplementacéo através desses alimentos, que trazem diver-
sos beneficios, prevenindo e tratando doencas, minimizando as complicagcdes relacionadas
ao trato gastrointestinal e reduzindo os indices de cancer. Uma microbiota intestinal saudavel
e equilibrada resulta em um desempenho normal das funcdes fisioldgicas do hospedeiro,
0 que ira assegurar melhoria na qualidade de vida do individuo. Alguns mecanismos para
a ocorréncia dos efeitos probibticos e prebibdticos foram elucidados, entretanto, estudos
nesse sentido sao cada vez mais intensos. Melhor compreensao sobre a interacao entre
0s compostos vegetais nao-digeriveis, seus metabdlitos, a microbiota intestinal e o hospe-
deiro abrird novas possibilidades de produzir novos ingredientes para produtos alimenticios
nutricionalmente otimizados que promovam a saude do hospedeiro, através de reacdes
microbianas no intestino (PEREIRA et al., 2019).

De forma geral, uma nutricdo oral pés-operatoria precoce ja é considerada parte es-
sencial na recuperacao rapida apos a cirurgia colorretal. A ingestao de alimentos no pe-
riodo pds-operatoério imediato pode estimular o peristaltismo gastrointestinal atenuando o
catabolismo e potencialmente diminuindo as complicacdes infecciosas (KAZMIERCZAK-
SIEDLECKA, 2020).

Uma boa microbiota intestinal auxilia na prevencao de cancer colorretal (ZENE et al.,
2017). Os probibticos, prebidticos ou simbidticos estdo sendo usados como uma estraté-
gia, sendo administrados em forma de suplementos dietéticos de suporte em pacientes
apos colectomias por cancer. Estes podem aliviar problemas associados a sindrome do
intestino irritavel (Sll). As excisdes intestinais podem induzir a uma disfuncéo intestinal
transitoria semelhante a SllI, tanto por conta de mudancgas no ecossistema bacteriano do in-
testino, quanto devido a rupturas sensitivas e motoras dos nervos viscerais (KAZMIERCZAK-
SIEDLECKA, 2020).

Parece que ha uma relacéo entre a composicao da microbiota intestinal e a ocorréncia
CCR. Variagbes na microbiota intestinal sdo capazes de contribuir para o desenvolvimento do
CCR, ainda que possam também ser atribuidas aos efeitos colaterais da terapia anticancer.
Deve-se ressaltar que a microbiota intestinal humana nao € apenas constituida de bacté-
rias, também ha virus, fungos e arquéias (KAZMIERCZAK-SIEDLECKA, 2020). Alteracdes

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos - Volume 2



qualitativas e quantitativas na microbiota intestinal sdo conhecidas como disbiose intestinal
que faz um desequilibrio do mesmo.

A ligacéo entre o desequilibrio da microbiota intestinal humana e a carcinogénese color-
retal pode envolver varios mecanismos especificos dependendo da espécie bacteriana (DAI
et al., 2019). Elevadas concentragcdes de Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Helicobacter hepaticus, Peptostreptococcus anaero-
bius, Helicobacter pylori, Streptococcus bovis e Porphyromonas gingivalis foram relacionadas
ao desenvolvimento de cancer CRC (GAGNIERE, 2016). Além de exercerem patogenicida-
de, os micrdbios sdo conhecidos também por também realizar carcinogenicidade. Algumas
espécies bacterianas podem desencadear o desenvolvimento de CCR através de varios
mecanismos. A Tabela 1 apresenta alguns micro-organismos e suas implicacées no CRC.

Tabela 1. Micro-organismos que podem apresentar favorecimento ao desenvilvimento do cancer colon retal (CRC).

Isolado bacteriano Implicagées no CRC Referéncias

Associadas ao aumento e multiplicidade do tumor e recruta
Fusobacterium nucleatum seletivamente células mieloides que se infiltram no tumor,
promovendo sua progressao.

Gagniere et al. (2016);
Wang, Wang e Jia (2019)

Sintese dos BFTs (Toxinas de Bacteroides fragilis). Esta ativa

Bacteroides fragilis STAT3 e estimula a producéo de IL-17, consequentemente Chung et al. (2018);
g promovendo a ativagédo da via NF-kB e Wnt levando a formacéo Gagniére et al. (2016)
de tumor.

CDTs (toxinas da morte celular) liberados de E. coli patogénica.
Escherichia coli Contribui para a proliferagdo excessiva de células epiteliais
normais, causando danos ao DNA e mudangas no genoma.

Tsoi et al. (2017);
Gagniére et al. (2016)

Bactéria facultativa, anaerdbia, comensal da cavidade oral e do

trato gastrointestinal. Ele destréi DNA por meio de radicais livres Tsoi et al. (2017);
(ROS; RNS (espécies reativas de oxigénio; espécies reativas Gagniére et al. (2016)
de nitrogénio)).

Enterococcus faecalis

Bactéria gram-negativa patogénica. Esta causa a secrecao de
mediadores pro-inflamatoérios (IL-1p, IL-6, IL-8, TNF-c, IFN-y).

Bactéria de cocos anaerdébicos Grampositivos. Esta envolvida
no mecanismo que abrange a interacdo com TRL2 e TRL4
Peptostreptococcus anaerobius (receptor toll-like), ativagdo da sinalizagdo de SREBP-2 Tsoi et al.( 2017)
(proteina 2 de ligagéo ao elemento regulador de esterol) e
inducao de estresse oxidativo.

Helicobacter hepaticus Péré-Védrenne et al. (2017)

Bactéria gram-negativa. A infeccéo por CagA + Helicobacter Papastergiou, Karatapanis,
Helicobacter pylori pylori promove a secregdo de gastrina que pode induzir a Georgopoulos (2016);
proliferagéo de células da mucosa no célon. Gagniére et al. (2016)

Bactéria anaerdbia gram-positiva. O antigeno de Streptococcus
bovis extraido da parede induz a expressao de COX-2,
promovendo a proliferagéo celular e angiogénese, bem como
inibindo a apoptose.

Streptococcus bovis Gagniere et al. (2016)

Anaerdbio oral gram-negativo. Pode regular a atividade do
Porphyromonas gingivalis inflamassoma NLRP3 (receptor 3 semelhante a Nod), portanto, =~ Wang, Wang e Jia (2019)
desempenha um papel na progressao da neoplasia colorretal.

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

Um estudo realizado na Escola de Medicina de Atenas na Grécia, feito em pacientes com
CCR, com a administracao de simbiéticos (Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus para-
casei ssp. paracasei e Lactobacillus plantarum) pos-operatdrios iniciais, demonstrou ter um
efeito benéfico na funcao gastrointestinal pds-colectomia, bem como pela melhora significativa
dos sintomas de diarreia e constipacao no primeiro momento de defecacao, dor abdominal e
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flatuléncia comparado com o grupo controle. O uso de probibticos apo6s a cirurgia melhorou
consideravelmente as populagdes microbianas intestinais (THEODOROPOULOS et al., 2016).

Apés a revisao de diversos artigos, Zene et al. (2017), perceberam que 0s simbidticos
implicam em efeitos protetores a adenomas e carcinomas colorretais, bem como auxiliam a
recuperacao das respostas inflamatorias e imunolégicas do organismo. Ressaltam que os
mecanismos que levam os pro e prebiéticos a inibir o desenvolvimento de cancer colorretal
ainda é algo de investigacao.

Yongzhi et al. (2016) em estudo duplo cego randomizado controlado por placebo, onde
participaram 79 pacientes com diagnostico de cancer colorretal esporadico, recebendo trata-
mento com probidticos (42) ou placebo (37) durante 12 dias consecutivos. Especificamente,
os individuos que foram atribuidos ao grupo de probibticos, receberam os probiéticos com-
binados: Bifidobacterium longum (=1,0 x 10" UFC/qg), Lactobacillus acidophilus (=1,0 x 107
UFC/g), e Enterococcus faecalis (=1,0 x 107 UFC/g) cinco dias antes e sete dias ap0s a
operacgao de resseccao. Os resultados mostraram que nos pacientes submetidos a ressecc¢ao,
a administracao de probibticos perioperatoério influenciou significativamente na recuperacéo
da funcao intestinal, e essa melhoria pode ser de importante significado clinico na reducéo
das complicac¢des infecciosas de curto prazo, tais como bacteremia.

Kasai et al. (2016) analisaram por sequenciamento a microbiota intestinal de 9 pacien-
tes japoneses com cancer colorretal, tratados com suplementacéo isolada e em conjunto
de pro e prebiéticos. Os resultados mostraram que 0 uso da associacao entre prebidticos e
probidticos foi capaz de substituir a limpeza colbnica précirargica tradicional, auxiliando no
aumento de fibrinogénio (fator ligado as cascatas de coagulagéo), na elevagao de interleu-
cina 6 (IL6) associada a resposta inflamatéria, além de diminuir o tempo de interagao nos
pacientes que utilizaram apenas prebibticos isolados.

B CONCLUSAO

Em uma escala mundial, o cancer de colon e reto € um dos tipos de cancer que mais
se expande. Sendo que em homens € o terceiro tipo de cancer mais frequente diagnosticado
e 0 segundo em mulheres.

O tratamento e a recuperacgao pos-cirurgica ainda possuem muitas complicacées, exi-
gindo assim alternativas e opgdes de tratamento que reduzam estes efeitos.

A ingestao de probidticos em pacientes submetidos a procedimentos cirdrgicos con-
tra o CCR para a prevencéao de infecgbes se mostrou promissor. A administracao de pro-
bidticos, prebibticos ou simbidticos associada aos tratamentos pré e pos-operatérios do
CCR intensificou os efeitos curativos, ainda, o uso de simbioticos obteve uma melhora no
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tratamento e redugcédo das complica¢des infecciosas de curto prazo, bem como uma melhor
recuperacgéo cirurgica.

Como tratamento contra o CCR, a administragdo de prebidticos ou simbioticos reduz a
disbiose intestinal, auxiliando na manutencao da microbiota intestinal, prevenindo e tratando
doencas, minimizando as complicacdes relacionadas ao trato gastrointestinal e reduzindo
os indices de cancer.

Uma microbiota intestinal estando saudavel e equilibrada resultara em um desempenho
normal das funcdes fisiologicas do hospedeiro, assegurando uma melhoria na qualidade de
vida do individuo.

Apesar dos dados positivos encontrados, mais estudos sdao necessarios sobre fun-
cao dos probibticos na protecao da barreira imunoldgica intestinal e no tratamento pds
cirargicos do CCR.
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RESUMO

A aquicultura é uma atividade que tem crescido de forma acelerada nos ultimos anos.
Considerando esse crescimento é importante avaliar a qualidade sanitaria do processo
produtivo, bem como possiveis impactos da aquicultura no ambiente. Objetivo: Nesse
sentido, realizou-se o presente estudo, com o objetivo de fazer um levantamento sobre
a qualidade microbiolégica de aguas para fins de aquicultura do estado do Maranhao, no
periodo de 2015 a 2021, utilizando os laudos do laborat6rio de microbiologia de Alimentos
e Agua da Universidade Estadual do Maranh&o. Método: Durante o periodo do levanta-
mento, foram analisadas 49 amostras de aguas com fins de aquicultura, sendo 94,88%
(n = 46) destas oriundas de pisciculturas do estado. Resultados: Do total de amostras
analisadas, 79,60% (n = 39) estavam em desconformidade com a legislacdo brasileira
para o parametro coliformes termo tolerantes. Foram identificados coliformes totais e bac-
térias heterotroficas aerdbias mesodfilas em 89,80% (n = 44) das amostras. Conclusao:
Conclui-se que as aguas avaliadas no periodo de 2015 a 2021 e utilizadas para fins de
aquicultura no estado do Maranhao estao impactadas nos parametros microbioldgicos.
Logo, para que os organismos cultivados consigam expressar suas caracteristicas pro-
dutivas ao maximo, atencao especial deve ser dada a qualidade da agua em que esses
sao mantidos, ja que parametros microbioldgicos sdo importantes indicadores de poluicdo
e contaminacéo e afetam atividades fisiologicas fundamentais das espécies.

Palavras-chave: Recursos Hidricos, Piscicultura, Coliformes, Contaminacgao.
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B INTRODUGCAO

O Brasil possui potencial para se tornar um dos maiores produtores mundiais de orga-
nismos aquaticos ja que apresenta caracteristicas favoraveis como: abundancia em recursos
hidricos, maior reserva de agua doce do planeta Terra, além de uma costa litordnea com
extensdo de mais de oito mil quildmetros, dimenséao proporcional ao tamanho da Amazénia.
Com todo este potencial inexplorado, o Brasil € um dos poucos paises que tem condi¢des
de atender a crescente demanda mundial por pescado, sobretudo, oriunda da aquicultura
(SIDONIO et al., 2012; VALENTI et al., 2021; XIMENES, 2021).

No ano de 2019, a producgao pesqueira no Brasil foi superior a 800 mil toneladas e a
expectativa, de acordo com a Organizacao das Nacées Unidas para Alimentacao e Agricultura
(FAQ), € de crescimento da aquicultura brasileira em cerca de 32% até o ano de 2030 (FAO,
2020; VALENTI et al., 2021).

O Nordeste brasileiro, que ocupa a segunda posi¢céo no cenario nacional na producao
de peixes, atras apenas da regido Sul, possui condi¢des adequadas para a producao de
organismos aquaticos em cativeiro. No Brasil, a producéo desses organismos acontece, prin-
cipalmente em viveiros, acudes ou tanques rede e, a regido Nordeste além de todo potencial
dulcicola (agudes e reservatoérios), ainda apresenta vasta extensao litoranea, caracteristicas
que favorecem nao apenas o desenvolvimento da piscicultura em agua doce, como também
marinha (VIDAL, 2016; OLIVEIRA; PEDROZA-FILHO, 2020; PEDROZA-FILHO; FERREIRA-
FILHO; PENA-JUNIOR, 2020).

Mesmo se recuperando de estiagens que se prolongaram até o ano de 2017, a aqui-
cultura nordestina apresentou grande desenvolvimento nos ultimos anos, principalmente a
piscicultura com o cultivo da tilapia que se nao fossem os prejuizos causados pela intempérie
natural, a Regido poderia ter se tornado a maior produtora nacional nesse ramo da aquicul-
tura. Nesse interim, destaca-se também a carcinicultura com a producéo do Litopenaeus
vannamei (camarao marinho) predominante nesta area do Brasil (VIDAL, 2016; PEDROZA-
FILHO; FERREIRA-FILHO; PENA-JUNIOR, 2020; XIMENES, 2021).

O estado do Maranh&o é o quarto maior produtor de peixes nativos do Brasil, com pro-
ducéo estimada em 23.850 toneladas, o que corresponde a 95% de sua capacidade produ-
tiva, segundo relatorio da Associagéo Brasileira de Piscicultura do ano de 2018. Estratégias
bem construidas e medidas de apoio a atividade pesqueira convergiram para a consolida-
cao do estado como um dos principais estados produtores de peixes cultivados da regido
Nordeste. As principais espécies cultivadas sdo tambaqui, tambatinga, curimata, piau e pacu
(todos peixes nativos), além da tilapia. Essa Ultima representa 51,7% da producéo nacional
(MARANHAO, 2019).
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Mas, para que a aquicultura se desenvolva de forma rentavel, sanitariamente correta e
com a maximizacao de seu potencial produtivo, a qualidade da agua figura como um desafio
a ser enfrentado; para isso, 0 monitoramento adequado e constante dos parametros de qua-
lidade (fisico, quimicos e microbioldgicos) devem se constituir em atividades rotineiras e pos-
suir continuidade (LEIRA et al., 2017; SOUZA; SOARES, 2020; NASCIMENTO et al., 2021).

A ma qualidade da agua pode comprometer completamente a producgao, favorecer a
ocorréncia de agentes infecciosos e parasitarios e mortalidade dos organismos cultivados.
Agentes de doencas infecciosas e parasitarias podem também afetar os humanos, ja que
determinados contaminantes e patdgenos podem ser transferidos através dos niveis tréficos
(LEIRA et al., 2017; LEBEL; LEBEL; CHUAH, 2019; HLORDZI et al., 2020).

As condicdes fisicas, quimicas e microbiolégicas da agua utilizadas na aquicultura de-
vem ser ideais para a finalidade produtiva. Portanto, controlar a qualidade do ambiente de
cultivo é indispensavel para o sucesso da aquicultura, considerando que 0 monitoramento
constante dos parametros da agua ajuda a prevenir tantos danos a produc¢ao quanto impactos
ao meio ambiente (LEIRA et al., 2017; SOUZA et al., 2019; SATIRO; PAULA, 2020). Nesse
sentido, objetivou-se com o estudo realizar o levantamento da qualidade microbiolégica de
amostras de agua para fins de aquicultura executadas em laboratério de controle de quali-
dade, no periodo de 2015 a 2021.

H MATERIAL E METODOS
Levantamento de Dados

No presente estudo foram avaliados os laudos microbiolégicos fornecidos pelo
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos e Agua da Universidade Estadual do Maranh&o
— UEMA, referentes a analise de rotina, desenvolvidas nos ultimos sete anos (janeiro de 2015
a dezembro de 2021). Os dados obtidos foram organizados em planilha com a utilizagao do
Microsoft Excel® (2010).

A andlise retrospectiva avaliou informacgdes referentes ao NUmero Mais Provavel (NMP)
de coliformes totais e termotolerantes em amostras de agua analisadas pela técnica dos tubos
multiplos, além da enumeracéo de bactérias heterotroficas aerdbias mesofilas pela técnica
do plaqueamento em profundidade de 1 mL das diluicdes decimais (10" a 107%) utilizando
Agar Padrdo para Contagem (PCA).
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Analise dos Dados

As informacobes levantadas foram armazenadas em um banco de dados utilizando o
programa Microsoft Access®. Os resultados microbiolégicos foram confrontados com os
padrbes estabelecidos na Resolugdo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
n°® 357, de 2005 (BRASIL, 2005), que dispde sobre a classificacao e diretrizes ambientais
para o enquadramento dos corpos de agua superficiais, estabelecendo limites individuais
aos parametros microbiol6gicos analisados. Utilizou-se anélise estatistica descritiva por
meio de distribuicdes absoluta e relativa para expressar os dados levantados nesse estudo.

Autorizacoes Técnicas e Governamentais

O presente estudo teve permissdes especiais da UEMA por meio da Chefia do
Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Agua. Nenhuma informagéo que pudesse violar
a privacidade dos responsaveis pelas criacoes e amostras analisadas foi acessada.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesse estudo, foram avaliados 49 laudos microbiolégicos nos sete anos de levanta-
mento. A Tabela 1 sumariza o total de amostras avaliadas por ano e o ramo da aquicultura
de origem das amostras.

Tabela 1. Amostras de dgua para fins de aquicultura do estado do Maranhdo analisadas no periodo de 2015 a 2021.

Ramo da Aquicultura

Carcinicultura Ostreicultura Piscicultura
Ano ;
Amostras de Agua Total
N N N

2015 01 00 01 02
2016 00 00 03 03
2017 00 01 05 06
2018 01 00 04 05
2019 00 00 23 23
2020 00 00 05 05
2021 00 00 05 05
Total 02 01 46 49

Onde: N= numero de amostras de agua
Fonte: elaborada pelos autores (2022).

De maneira geral, pode-se inferir que o total de amostras de agua para fins de aqui-
cultura analisadas por ano se manteve praticamente constante, sem grandes variagcdes, a
excecao do ano de 2019 onde foram analisadas 23 amostras, representando 46,94% do total

de amostras analisadas no periodo do levantamento. O maior quantitativo analisado nesse
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ano pode estar relacionado a investimentos na expansao da aquicultura no Maranh&o nos
ultimos anos. Porém, a reducao na quantidade de amostras analisadas, nos anos subse-
guentes, pode estar associada a pandemia do Sars-Cov-2 (novo coronavirus) que instaurou
uma crise sem precedentes mudando fortemente cenérios e formas de producao, comercia-
lizacao e distribuicao de produtos.

Nos sete anos de levantamento, o maior numero de amostras de agua analisadas
envolveu a piscicultura, totalizando 94,88% (n = 46) das amostras (Tabela 1), associado
possivelmente, ao fato de ser o ramo da aquicultura mais desenvolvido e com maior nu-
mero de produtores rurais. De acordo com informagdes disponiveis do governo do estado
do Maranhao, a aquicultura € uma das dez cadeias produtivas prioritarias do Programa
“Mais Producéo” (MARANHAO, 2017). O estado do Maranh&o ocupa a quinta posicdo no
ranking nacional entre os 10 estados mais produtivos no cultivo de peixes em 2020, atin-
gindo um quantitativo de 47.700 toneladas, que alocou o estado na 12 posicao da regiao
Nordeste evidenciando crescimento expressivo de 6% quando comparado ao ano anterior
(PEIXES BR, 2021).

No tocante a discussao de parametros de qualidade da agua, a Resolucdo CONAMA
357/2005 estabelece para coliformes termotolerantes que em 80% ou mais de pelo menos
seis amostras coletadas durante um ano, nao devera ser excedido o limite de 1.000 NMP/100
mL. Apesar dos dados obtidos ndo constituirem o plano de amostragem estabelecido nesse
ato normativo, por se tratar de um levantamento retrospectivo, os resultados microbiolégicos
evidenciam valores médios desse grupo de micro-organismos acima do limite estipulado em
79,60% (n = 39) das amostras analisadas. Destas, 94,87% (n = 37/39) eram oriundas de
piscicultura, 2,56% (n = 01/39) de carcinicultura e 2,56% (n = 01/39) da ostreicultura.

Tabela 2. Parametros microbioldgicos de 49 amostras de agua para fins de aquicultura do estado do Maranh3o analisadas
no periodo de 2015 a 2021.

Parametros Microbiolégicos

Ano o Coliformes a Totais Coliformes Heterotréﬁc’a.s Aerdbias
Termotolerantes Mesofilas
N % N % N %
2015 02 02 100 02 100 02 100
2016 03 02 67 01 33 02 67
2017 06 06 100 06 100 06 100
2018 05 04 80 02 40 04 80
2019 05 05 100 02 40 05 100
2020 23 23 100 21 91 23 100
2021 05 05 100 05 100 05 100

Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Os micro-organismos do grupo coliformes termotolerantes séo indicadores de possi-
vel contaminacao de origem fecal, ou seja, contaminagcao por organismos que ocorrem em
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grande numero na microbiota intestinal humana e em animais homeotérmicos. Apesar de
alguns trabalhos relatarem a presencga de coliformes no trato intestinal de peixes, estes nao
integram o microbioma intestinal dessa classe de vertebrados (SOUZA et al., 2011), o que
permite a utilizacdo deste parametro microbiolégico para a avaliagdo das condi¢des higié-
nico-sanitarias da agua onde o peixe se encontra. Vasconcellos, Iganci e Ribeiro (2006) e
Santos et al. (2020) destacam que aguas com concentracéo de coliformes termotolerantes
acima do permitido pela legislacdo nao devem ser utilizadas para a aquicultura e outras
atividades, como a irrigacao de frutas e hortalicas que se desenvolvem rente ao solo, que
nao sejam removidas a casca ou pelicula protetora.

Bactérias do grupo coliformes ocorrem em grande numero na microbiota intestinal
humana e de animais homeotérmicos e a agua funciona como um veiculo de disseminacao
e contaminacgdo, fortemente associado as caracteristicas locais (ALVES et al., 2021).

Quanto ao parametro de coliformes totais, 89,80% (n = 44) das amostras apresentaram
altas concentracfes desse grupo de micro-organismos, com populacdes bacterianas que
ultrapassaram 2.419,6 NMP/100 mL. De acordo com El-Shafai, Nasr e El-Gohary (2004) e
Lorenzon et al. (2021), a composi¢cao microbiolégica da agua de cultivo reflete na varieda-
de de bactérias presentes nas diferentes partes do peixe (exemplo: pele, branquias, fluido
intestinal etc.), mas n&o indica diretamente a presenca de patdogenos. No entanto Liuson
(2003) e Alves et al. (2018) relatam que a quantificacéo dos coliformes totais serve como
indicativo da qualidade higiénica e informa sobre o grau de poluicdo microbiana a que estéo
expostos os peixes ao longo da cadeia produtiva.

Para Souza et al. (2011) e Sa e Bandeira (2020), os indicadores higiénicos ao longo
de todo o processo na produtivo de peixes (criagao, engorda e manipulagcao) sao uteis para
mostrar a existéncia de falhas sanitarias no préprio processo como nos tratamentos que
visam eliminar 0os micro-organismos existentes.

A enumeracao de bactérias heterotréficas aerdbias mesoéfilas em grande quantidade
das amostras analisadas (89,80%; n = 44) reflete a qualidade sanitaria das aguas utilizadas
nos cultivos. Para Souza et al. (2011) e Araujo e Lima (2020), esse grupo de micro-orga-
nismos pode ser utilizado no monitoramento operacional como um indicador de tratamen-
to, desinfeccao e qualidade microbiolégica da agua, visto que sua ocorréncia em grandes
quantidades, esta ligada ao ndo tratamento ou tratamento inadequado da agua e também
a ambientes eutrofizados.

Tundisi e Tundisi (2008) e Sousa e Soares (2020) relataram que a aquicultura pode
chegar, em determinados casos, a tornar-se um sério fator poluidor do meio ambiente. Tudo
gue entra nas unidades de cultivo (racéo, fertilizantes, medicamentos, entre outros.) retorna

de alguma forma ao meio-ambiente. O aporte desordenado desses insumos pode resultar
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na ma qualidade da agua prejudicando nédo sé a flora e a fauna aquética, como a populacéo
que vive do abastecimento.

Em uma anélise comparativa entre os parametros: coliformes termotolerantes, colifor-
mes totais e bactérias heterotroficas aerdbias mesdbfilas, verifica-se que 100% das amos-
tras com quantificacdo de coliformes termotolerantes acima do estabelecido na legislacéo
brasileira, também apresentavam populacdes bacterianas elevadas para os outros dois
outros parametros microbiolégicos. Portanto, esses resultados sugerem a inexisténcia de
um controle rigido de higiene durante o0 manejo e a manipulagao dos produtos originados
dessa atividade, com a possibilidade de transferéncia de bactérias da agua para o peixe
e seus derivados.

Penha et al. (2018) e Lorenzon et al. (2021) ressaltam que existem poucas informacdes
sobre como é realizado o manejo nas estacdes de piscicultura e suas consequéncias para a
qualidade da 4gua e sanidade dos peixes cultivados e destinados ao consumo. Essa falta de
informacgao e formagao de mao-de-obra qualificada sinaliza para a necessidade de estudos
gue possam assegurar a sustentabilidade da atividade.

Apesar da importéncia do monitoramento da qualidade microbiolégica da agua perce-
be-se pouca procura dos aquicultores maranhenses por analises microbioldgicas de rotinas
que pode estar associada a diferentes situagdes, mas, que o objeto e metodologia utilizadas
neste estudo ndo permitem fazer inferéncias. Porém, ressalta-se a necessidade de conscien-
tizacéo dos proprietérios e funcionarios do ramo da aquicultura no estado do Maranh&o, bem
como o0 acompanhamento por profissionais para avaliar a qualidade microbiol6gica da agua
ao longo da cadeia produtiva. Essa acao conjunta € indispensavel para que a aquicultura
nao se torne um problema ambiental e de saude publica no estado do Maranhao.

B CONCLUSOES

Conclui-se que as aguas avaliadas no periodo de 2015 a 2021 e utilizadas para fins de
aquicultura no estado do Maranhao estéao impactadas nos parametros microbioldgicos. Logo,
para que 0s organismos cultivados consigam expressar suas caracteristicas produtivas ao
maximo, é necessario atencéo especial ao monitoramento da agua em que esses organismos
sao cultivados, ja que parametros microbioldgicos da agua sao importantes indicadores de
poluicéo e contaminagéo e afetam o desenvolvimento morfologico e fisiologico, fundamentais
das espécies em sistema de cultivo aquicola.
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RESUMO

Objetivo: identificar a qualidade microbioldgica de queijos com diferentes processos
de producéo elaborados com leite de cabra. Metodologia: Oito queijos, produzidos em
um laticinio do Rio Grande do Sul, foram analisados de acordo com a legislacao vigente
para pesquisa de Salmonella spp. e Listeria spp. € quantificacdo de coliformes totais e
termotolerantes, aerdbios mesobfilos totais e Staphylococcus coagulase positiva (SCP).
Resultados: Determinou-se auséncia de coliformes termotolerantes, salmonelas e Listeria
spp. em todos os produtos analisados. Verificou-se a presenca de SCP (2 x 10?2 a 4,2
x 108 UFC.g™") em seis amostras, coliformes totais (2,0 x 103 NMP.g™") em apenas uma
amostra e micro-organismos mesofilos aerdbios (8,8 x 102 a 1,0 x 106 UFC.g™") nas oito
amostras. Conclusdes: Seis amostras foram consideradas improprias para consumo
pela elevada contagem de SCP, sendo este 0 agente mais frequentemente associado
a contaminacao de queijos.

Palavras-chave: Staphylococcus, Queijo Frescal, Queijo Boursin.
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B INTRODUGCAO

O consumo dos produtos oriundos do leite caprino vem crescendo nos ultimos anos,
pois este € um alimento de excelente valor nutritivo e alta digestibilidade (SILVA et al., 2007).

O queijo é o produto de maior interesse tecnoldgico e econémico produzido com leite
de cabra, sendo que grande parte da producéo mundial do leite desta espécie é destinada
a fabricacéo de queijos. Na Franca, 80% da producéao de leite desta espécie é transformada
em queijos de diferentes tipos (SANTOS, 2011).

No Brasil, a fabricacado de queijos de leite de cabra é recente e 0s queijos mais co-
nhecidos séo o tipo frescal, o tipo boursin, o quark e o petit suisse (MONTINGELLI, 2005).

Entre os parametros de qualidade dos queijos, encontram-se os indicadores micro-
biolégicos. O controle da contaminagdao microbiana tem inicio na matéria-prima, ou seja,
na producéo do leite desde a ordenha, o ambiente, os equipamentos e as pessoas, pelo
atendimento as Boas Praticas de producao (LANGE; BRITTO, 2003). Por outro lado, a
recontaminag¢do ou contaminag¢do cruzada durante o processamento pode ser um fator
importante na qualidade final do produto, principalmente em queijos tipo frescal, nos quais
nao existe uma etapa de maturacao. Dessa forma, as boas praticas de fabricacéo e as me-
didas de sanitizagéo durante o processamento sao cruciais para a garantia de um produto
de qualidade (PICOLI et al., 2006).

Os micro-organismos indicadores podem ser utilizados para refletir a qualidade micro-
biolégica dos alimentos em relac&o a vida Gtil ou a inocuidade, devido a presenca de pat6-
genos alimentares (JAY, 2005). Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi determinar
a qualidade microbiolégica de queijos elaborados com leite de cabra produzidos em um
laticinio de agrofamiliar no Rio Grande do Sul e comercializados em uma feira de produtores.

H MATERIAL E METODOS

Em um laticinio com pequena escala de produgao (beneficiamento de 150 litros de leite,
concentrada em um dia na semana) adquiriram-se oito amostras de queijos. Os produtos
foram identificados como: 1 — queijo tipo boursin com shanklish; 2 — tipo boursin com adobo;
3 —tipo quark; 4 — tipo boursin com alho e orégano; 5 - tipo boursin com ervas finas; 6 — tipo
frescal; 7 — tipo Le Pavé; 8 - tipo Tomme de Chevre. Os produtos eram comercializados
em uma feira agroecoldgica, sendo os queijos tipo boursin, frescal e tipo quark em pecas
inteiras e os queijos tipo Le pavé e Tomme de chévre, em cunhas e embaladas a vacuo no
proprio laticinio.

Realizou-se a pesquisa de Salmonella e Listeria e a quantificacao de coliformes, meso-
filos totais e Staphylococcus coagulase positiva (SCP) de acordo com a IN 62/2003 (BRASIL,
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2003). As contagens microbiologicas foram expressas como log,, UFC.g™" e a pesquisa de
Salmonella e Listeria expressa em presenca ou auséncia em 25 g. Os resultados foram
avaliados através de estatistica descritiva e, para interpretacéo dos resultados, seguiu-se a
RDC 331/2019 (BRASIL, 2019a) e IN 60/2019 (BRASIL, 2019b).

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas amostras analisadas, verificou-se auséncia de coliformes termotolerantes,
Salmonella spp. e Listeria spp.

O leite e seus derivados podem ser veiculos propicios para o crescimento de micro-orga-
nismos, inclusive os patogénicos (JAY, 2005). Surtos envolvendo queijos tém sido relatados
com frequéncia como Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA) (ZOTTOLA; SMITH, 1991).
Dentre os surtos causados por produtos lacteos, os queijos frescais sao considerados os de
maior risco e ja foram envolvidos em varios surtos (BORGES et al., 2009). Nos derivados de
leite de cabra, a presenca de Listeria spp. (RAMOS; COSTA, 2003; DUARTE et al., 2005)
e Salmonella spp. (DUARTE et al., 2005) ja foram relatadas em queijo coalho. Apesar dis-
to, ndo ha relatos de ocorréncias de DTA por salmonelas veiculadas por produtos lacteos
(GOTTARDI et al., 2006; NADVORNY et al., 2004).

Micro-organismos do grupo coliformes, especialmente os termotolerantes, sao indicado-
res de qualidade insatisfatdria de alimentos (PICOLI et al., 2006). De acordo com a IN 62/2003
(BRASIL, 2003), a auséncia de Listeria spp. Salmonella spp. e coliformes termotolerantes
séo indicadores de um produto inécuo.

Identificou-se a presenca de coliformes totais (2,0 x 103 NMP.g~") apenas no queijo tipo
frescal e em contagem superior a estabelecida na legislagcéo brasileira (méaximo 102 NMP.g™)
(BRASIL, 2019b). Contagens elevadas de coliformes totais, frequentemente descritas em
queijo minas frescal, podem reduzir a vida util pela deterioracéo do produto e s&o indicativos
de falhas nos procedimentos de higiene (FERREIRA et al., 2011b). Nos produtos derivados
de leite de cabra, este grupo de micro-organismos foi descrito em queijo coalho (EUTHIER
et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2009; SOUZA et al., 2011).

Verificou-se grande variabilidade nas contagens de micro-organismos mesoéfilos aeré-
bios (9,0 x 10 a 1,0 x 10® UFC.g™") nos queijos analisados (Figura 1).
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Figura 1. Contagens (Log,  UFC.g™) de micro-organismos mesdfilos aerébios em oito amostras de queijos produzidos
com leite de cabra.
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Fonte: elaborado pelos autores (2021).

Embora contagens elevadas desses micro-organismos tenham sido relatadas em quei-
jos elaborados com leite de cabra tipo coalho (EUTHIER et al., 1998; SOUSA et al., 2009;
SOUZA et al., 2011) e tipo frescal (QUEIROGA et al., 2009), o fato de a cultura latica uti-
lizada na fermentacéo do leite para producéo de queijos ter caracteristicas de micro-orga-
nismos mesoéfilos, pode ter contribuido para as contagens elevadas nos queijos analisados
(CAVALCANTE et al., 2007). No leite de cabra cru sao permitidos até 5 x 105 UFC.mL™" de
micro-organismos mesofilos (BRASIL, 2000) entretanto, ndo ha indicacéo de contagens deste
grupo de micro-organismos para queijos, na legislacéo vigente. Ainda assim, o nimero de
micro-organismos mesofilos aerdbios em alimentos € apontado como um dos indicadores
de qualidade higiénico-sanitaria (FRANCO; LANDGRAF, 1996), mais comumente utilizado
para avaliacdo dos processos de higienizac&o e desinfecgcao, na producao, transporte a
armazenamento dos alimentos.

Embora a grande quantidade destes micro-organismos nao indique potencial risco de
agravos a saude, sua presencga tem importancia sobre a vida Util dos alimentos. A alta con-
tagem de micro-organismos mesofilos aerobios verificada nos queijos analisados poderia
comprometer a sua aptidao ao consumo, do ponto de vista sensorial.

Em seis amostras identificou-se a presenca de SCP (1,5x 102a 4,2x 102UFC.g") e, em
duas, este micro-organismo néo foi detectado (Figura 2). Embora o processo de pasteurizagéo
do leite auxilie na eliminagéo da maior parte das bactérias no leite, este processo néo elimi-
na as toxinas que, por sua vez, podem causar intoxicagdes alimentares nos consumidores
(FOX, 1993), como € o caso das toxinas produzidas pelos SCP. SCP tem sido observado
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em queijos ndo maturados produzidos com leite cru, como é o caso do queijo coalho natural
(VIEIRA et al., 2009) ou com condimentos (QUEIROGA et al., 2009; SOUZA et al., 2011).

Figura 2. Contagens (Log,, UFC.g™) de Staphylococcus coagulase positiva (SCP) em oito amostras de queijos produzidos
com leite de cabra.
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Fonte: elaborado pelos autores (2021).

De acordo com o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade dos Produtos Lacteos
— Anexo Il (BRASIL, 1996) — que estabelece que para queijos de média a alta umidade os
valores maximos permitidos para estes micro-organismos deverao ser de 10® UFC.g™', os
queijos identificados de 1 a 6 foram considerados improprios para o consumo. Destes, quatro
eram do tipo boursin, um tipo quark e um tipo frescal.

O queijo boursin é um queijo de origem francesa, classificado como fresco (consumo
imediato), pastoso e ou semi-cremoso podendo ser adicionado de especiarias, frutas, geleias
(QUEIJOS, 2012). E um queijo de coagulacdo &cida, em que o processo de coagulacéo
€ mais demorado e decorrente da acao de bactérias laticas adicionadas, que provocam a
diminuic&o do pH devido a intensa producéao de acido, principalmente latico. Este processo
produz um coagulo de caracteristica prdpria, friavel e de alta acidez. Tendo em vista seu
processo produtivo, é caracterizado como queijo fresco, devendo ser consumido em curo
espaco de tempo. Deve-se considerar, entretanto, que os condimentos e ervas sao mistura-
dos a massa antes da enformagem, aumentando a manipulagéo do produto e favorecendo
a contaminacao cruzada, além de os préprios temperos se constituirem em fonte de conta-
minag¢ao microbiana decorrente do processo de higieniza¢do destes.

Para Queiroga et al. (2009), as variacées encontradas nas contagens de micro-orga-
nismos observada em queijo tipo frescal temperado poderiam, possivelmente, estar relacio-

nadas com a qualidade microbiolégica dos condimentos adicionados, visto que tal aspecto

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos - Volume 2



nao é monitorado, bem como ndo ha uma padronizacédo de qualidade dos condimentos,
enquanto matéria-prima.

De acordo com Rapini et al. (2005), a presenca de cepas de Staphylococcus spp.
produtores de enterotoxinas a partir de diferentes sitios dos manipuladores, sugere a possi-
bilidade de sua veiculacao para os queijos de cabra, com risco a saude publica.

O queijo Minas frescal encontra-se entre 0s queijos mais consumidos no Brasil.
Apresenta massa crua, coloragdo esbranquicada, consisténcia mole e textura fechada. E clas-
sificado como queijo fresco de muito alta umidade (55 a 58%), por ser processado em tem-
peraturas de 32-35 °C, nao ser submetido a cura e apresentar baixa percentagem de sal
(SILVA, 2005; VISOTTO et al., 2011). Este € um queijo obtido por coagulagéo enzimatica do
leite com coalho e/ou outras enzimas coagulantes apropriadas, complementada ou nao com
acao de bactérias lacticas especificas (BRASIL, 1997). A presenca de contagens elevadas de
SCP em Queijo frescal tem sido amplamente relatada no Brasil (ALMEIDA FILHO; NADER
FILHO, 2000; BORGES et al., 2008; FERREIRA et al., 2011a; SENGER; BIZANI, 2011).

O queijo tipo quark — que significa coalhada (TIMBERLEY; NORMAN, 1997) faz parte
do grupo de queijos de massa fresca, que consiste em produtos lacticos acidificados, ndo
maturados, consumidos logo ap0s a fabricacdo e conservados, obrigatoriamente, sob refri-
geracao. No Brasil ndo existe, até 0 momento, um regulamento de identidade para esse pro-
duto e o processo de producédo é semelhante ao queijo tipo petit-suisse, com caracteristicas
fisico-quimicas correspondentes aos queijos de muita alta umidade (AZEVEDO et al., 2010;
GONCALVES, 2009). O queijo petit-suisse pode ser produzido a partir de uma massa-base
de queijo quark, um produto originario do Leste e Centro da Europa, obtido tradicionalmente
pela coagulacao mista do leite por meio da adi¢cao de fermento iniciador (starter) e coagulante
(coalho) (VIEIRA et al., 2014). O queijo tipo quark elaborado com leite caprino, € um queijo
cremoso comercializado em potes de 220 gramas.

Os queijos frescos (sem casca, com alto teor de umidade) estdo prontos para comer
em poucos dias ou até horas ap6s serem produzidos. Queijos brancos de consisténcia macia
(casca branca aveludada, interior cremoso) sao considerados maduros a partir de 21 dias de
maturacao, conforme tamanho. Os queijos duros (de média ou baixa umidade, casca aspera
ou lustrosa, friavel a quebradico) séo considerados maduros a partir de algumas semanas até
trés anos apos a fabricacdo. Os queijos temperados (cascas coloridas e exdticas, picantes
ou doces) sdo combinados com frutas, especiarias ou ervas (HARBUTT, 2010).

Apenas os dois queijos, classificados como de média umidade encontravam-se ap-
tos para consumo. O queijo Tomme de Chévre é classificado como queijo branco duro
(HARBUTT, 2010), produzido por coagulacédo enzimatica (com coagulante) e uma dose
de fermento latico e maturacédo de 15 dias, com 44 a 46% umidade (QUEIJOS, 2012). Nos
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queijos de coagulacao enzimatica, como tipo Le Pavé e tipo Tomme de Chéevre (amostras
7 e 8, respectivamente), em que o processo de coagulacao é rapido e feito pelas enzimas
do coalho, a massa é doce e compacta (TIBURCIO, 2012) o que dificulta a multiplica-
cao de patogenos.

Pavé é um termo francés que, no contexto culinario, refere-se a um pedaco quadrado
ou retangular. O queijo tipo pavé é um queijo fresco, macio casca levemente acinzentado,
forma quadrada e sabor azedo, de massa semi-dura e maturacéo de quatro meses. O queijo
tipo Tomme de Chévre, de origem francesa, € um queijo maturado por seis a sete semanas
(QUEIJOS, 2012).

B CONCLUSAO

O presente trabalho permitiu concluir que SCP é o agente mais frequentemente as-
sociado a contaminacéo de queijos elaborados com leite de cabra, podendo resultar em
produto improprio para alimentacdo humana. Os queijos maturados apresentam-se mais
adequados ao consumo, embora possa haver prejuizos no que se refere ao tempo de vida
util devido a presenca de bactérias mesobfilas.
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RESUMO

Obijetivo: O objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de prata (AgNP) utili-
zando subprodutos do cultivo de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 induzido por
campos magnéticos (CM), visando sua aplicagdo na remogéo de aflatoxina B, (AFB,).
Métodos: As condicdes para sintese das AgNP foram avaliadas utilizando planeja-
mento fatorial fracionado 2*'. A inducéo por CM foi feita no cultivo da levedura e na
etapa de sintese das AgNP. A capacidade de remogéao de AFB, pelas AgNP biossin-
tetizadas foi verificada em meio contendo esta micotoxina e quantificadas por HPLC-
FL. Resultados: As melhores condicdes de sintese de AgNP foram 25 °C, pH 6, 100
rom e 1 mmol L' de AgNO,, em 12 h de cultivo. A aplicagdo do CM reduziu em 50%
o tempo de sintese das AgNP. As AgNP reduziram em 66% a concentragdo de AFB,.
Conclusao: As AgNP sintetizadas a partir do cultivo de S. cerevisiae mostraram-se

promissoras para aplicagao na remog¢ao de micotoxinas.

Palavras-chave: Biossintese, Saccharomyces Cerevisiae, Aflatoxina B1.
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B INTRODUGCAO

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido reportada por diferentes estudos
(BADHUSHA; MOHIDEEN, 2016; KORBEKANDI et al., 2014; NIKNEJAD et al., 2015) como
capaz de sintetizar AgNP, tanto intra quanto extracelular. Dessa forma, medidas que visem
alteracdes na producéo de subprodutos da levedura, tais como a aplicacédo de campos
magnéticos (CM), podem ser promissoras também para a sintese de AgNP.

O CM € o local de atuacao de forcas magnéticas (BURNS; MacDOLNALD, 1975) e
seu emprego em bioprocessos vem trazendo boas perspectivas para aumento da concen-
tracéo de biomassa de micro-organismos (DEAMICI; SANTOS; COSTA, 2019; SHAO et al.,
2018; TANG et al., 2019), aumento da atividade enzimatica (FRAGA et al., 2019), sintese
de antioxidantes (BAUER et al., 2017; SANTOS et al., 2010) e sintese de lipidios (CHU
et al., 2020). O mecanismo de funcionamento do CM ainda néo estéa totalmente elucidado
(BUBANJA et al., 2019). No entanto, sabe-se que ele pode causar alteracbes no metabo-
lismo de micro-organismos (KTHIRI et al., 2019), resultando em interac6es entre 0 CM e
determinado micro-organismo (LEI; BERG, 1998) e/ou produtos formados a partir deste
metabolismo, tal como as nanoparticulas.

As nanoparticulas de prata (AgNP) séo particulas com pelo menos uma de suas dimen-
s6es de ordem nanométrica (NAITO et al., 2018), geralmente inferiores a 100 nm, e possuem
entre 20 e 15000 atomos de prata (CHEN; SCHLUESENER, 2008). A sintese de AgNP pode
ser feita empregando métodos quimicos, fisicos ou biolégicos (NARAYANAN; SAKTHIVEL,
2010). Embora métodos quimicos e fisicos sejam os mais comuns, 0 uso de produtos qui-
micos toxicos limita as aplicacdes das AgNP sintetizadas, devido a toxicidade dos reagentes
empregados (LI et al., 2011). Algumas das potenciais aplicagcdes das nanoparticulas se
devem ao fato de apresentarem capacidade de adsorcao de moléculas (ANASTOPOULOS
et al., 2017), tais como micotoxinas (MAGRO et al., 2016; SUN et al., 2020).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios toxicos produzidos por algumas espécies
de fungos filamentosos (BENNETT; KLICH, 2003), dentre elas, a aflatoxina B, (AFB,) é a
mais comumente encontrada em matrizes alimenticias (BIEHL; BUCK, 1987), sendo clas-
sificada como carcinogénica a humanos (IARC, 2012). Dessa forma, medidas que visem a
remogao dessa micotoxina de meios contaminados se fazem necesséarias.

Assim, o objetivo deste estudo foi sintetizar nanoparticulas de prata utilizando subpro-
dutos do cultivo de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 induzida por campos magnéticos,
visando sua aplicagdo na remogéo de aflatoxina B, (AFB,).
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H METODO

Microrganismo, Meio de Cultivo e Inéculo

A levedura Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 foi mantida em cultura estoque a
4 °C em agar Yeast Malt (YM) com composicao (g L™): 20 agar, 10 glicose, 5 peptona, 3
extrato de malte e 3 extrato de levedura. O meio de cultivo foi previamente esterilizado a 121
°C, 1,1 atm por 15 min. A glicose foi esterilizada separadamente nas mesmas condigcdes e
homogeneizada com os outros componentes do meio antes da inoculagao.

O inéculo foi preparado pela transferéncia da cultura estoque para frasco de 250 mL,
contendo 100 mL de caldo YM e incubada a 30 °C em agitador rotatério a 150 rpm.

Biossintese de Nanoparticulas de Prata

O cultivo de S. cerevisiae para biossintese de AgNP foi feito em frascos tipo Erlenmeyer
contendo 100 mL de caldo YM e 5% de in6culo (v v-'). Um planejamento fatorial fracionado
2+ foi feito a fim de avaliar as melhores condicdes de cultivo e sintese de AgNP. Dessa forma,
0s parametros avaliados no delineamento foram temperatura (20, 25 e 30 °C) (BADHUSHA;
MOHIDEEN, 2016; KORBEKANDI et al., 2014), concentragdo de AgNO, (0, 1 e 2 mmol L),
agitacao orbital (0, 100 e 200 rpm) (BADHUSHA; MOHIDEEN, 2016; NIKNEJAD et al., 2015)
e pH 4, 6 e 8 (BADHUSHA; MOHIDEEN, 2016), como descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Matriz dos ensaios gerada pelo delineamento fatorial fracionado 2 com seus niveis codificados e reais (entre

parénteses).

Ensaio Temperatura (2C) pH Agitagdo (rpm) Concentragéo de AgNO, (mmol L)
1 -1(20) -1(4) -1(0) -1(0)
2 +1(30) -1(4) -1(0) +1(2)
3 -1(20) +1(8) -1(0) +1(2)
4 +1(30) +1(8) -1(0) -1(0)
5 -1(20) -1(4) +1 (200) +1(2)
6 +1(30) -1(4) +1 (200) -1 (0)
7 -1(20) +1(8) +1 (200) -1(0)
8 +1(30) +1(8) +1 (200) +1(2)
9 0(25) 0(6) 0 (100) 0(1)
10 0(25) 0(6) 0 (100) 0(1)
11 0(25) 0(6) 0 (100) 0(1)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

As amostragens foram feitas a cada 2 h, durante 30 h de cultivo. As amostras foram
centrifugadas (5 min a 20126 x g) e ao sobrenadante separado foi adicionado o AgNO, para
a sintese das AgNP. Esta solucéo foi mantida nas mesmas condi¢cbes de temperatura e agi-
tacao do respectivo cultivo, conforme descrito pelo planejamento experimental (Tabela 1), em
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ambiente escuro, durante 24 h (ALTINSOY, KARATOPRAK, OCSOY, 2018, BADHUSHA;
MOHIDEEN, 2016; NIKNEJAD et al., 2015). As amostragens foram feitas em triplicata para

as diferentes condicdes de cultivo.
Aplicacao de Campo Magnético

Os ensaios do delineamento experimental definiram as melhores condi¢ées de cultivo
para a sintese de AgNP, sendo empregadas nos cultivos com aplicagédo do CM (25 °C, 100
rom, pH 6 e 1 mmol L~ de AgNQ,) a fim de avaliar a sua influéncia tanto no cultivo da leve-
dura quanto na sintese de AgNP.

A aplicacéo de iméas foi feita durante 14 h em dois sistemas: (CM1) durante o cultivo
das leveduras e (CM2) na etapa de formacgédo das AgNP. O ima empregado apresentava
intensidade média de 51,7 mT e a aplicacao foi feita por contato direto com o fundo do bior-
reator (CM1) ou tubo de ensaio (CM2). No sistema CM2 os imas foram dispostos no tubo
de ensaio contendo o sobrenadante do meio de cultivo e 0 AGNO,. Os ensaios CM1 e CM2
foram feitos em triplicata, concomitante ao cultivo controle ao qual nao foi aplicado o CM.

Aplicacao das Nanoparticulas de Prata na Remocao de Micotoxina

A capacidade de remogéo da AFB, foi avaliada utilizando o sobrenadante do meio de
cultivo contendo as AgNP. A solugéo padréao de AFB, (1 ug L") foi adicionada em frasco
e o solvente foi evaporado por corrente de nitrogénio. O sobrenadante do meio de cultivo
contendo as AgNP foi adicionado ao frasco e agitado em vértex (30 s) seguido de banho
ultrassénico (3 min) para solubilizacdo da micotoxina. O sistema foi mantido sob agitacéao
orbital de 150 rpm, a 35 °C overnight (14 h).

Apos, a concentracdo de AFB, remanescente no sobrenadante foi determinada con-
forme descrito por Sibaja e colaboradores (2019). O ensaio controle foi feito empregando o
meio de cultivo sem a sintese de AgNP.

Todos os experimentos foram feitos e analisados em quadruplicata. A porcentagem de
remogao (%R) foi determinada conforme a Equagéo 1, onde AFB,, . : concentragéo inicial

de AFB, (ug L") e AFB,, _: concentracgéo final de AFB, (ug L"), obtida pela diferenga entre

1final”

a concentracéo inicial e a concentracdo residual da micotoxina.

AFBl final
%R =100 —( [—=———.100 (1)
% ((AFBl inicial

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos - Volume 2



B DETERMINACOES ANALITICAS

Concentracao de Biomassa

A concentracao de biomassa dos cultivos foi determinada pela medida da turbidimetria
em espectrofotdmetro a 600 nm empregando uma curva padréo obtida relacionando a massa
seca e absorbancia em diferentes dilui¢des.

Caracterizacao da Sintese de Nanoparticulas de Prata

A concentracdo de AgNP foi feita pela leitura em espectrofotdmetro a 420 nm e estimada
considerando que 0,001 na variacédo da absorbancia nesse comprimento de onda equivale
a 1 unidade de AgNP (UAgNP).

As AgNP sintetizadas nas melhores condi¢cdes definidas pelo planejamento fatorial
fracionado 2+ foram submetidas a varredura no intervalo de comprimento de onda de 400 a
750 nm em espectrofotdmetro com detector UV-Vis utilizado para confirmar a sintese dessas
nanoparticulas (BADHUSHA; MOHIDEEN, 2016).

Determinacao de Micotoxinas

A determinacéo da AFB, no meio YPD foi de acordo com o procedimento descrito por
Sibaja et al. (2019) empregando o método de parti¢éo liquido-liquido para extragcéo a AFB, do
sistema obtido ap6s 14 h de interacao para remog¢ao da micotoxina pelas AgNP. A extracédo
foi realizada por 3 parti¢gbes liquido-liquido de 1 mL de cloroférmio (CH,CI), mantido sob agi-
tacédo em vértex (30 s) e banho ultrassdnico (3 min) e evaporada sob corrente de nitrogénio.

O extrato seco foi diluido em fase mével e quantificado em cromatografo liquido aco-
plado a detector de fluorescéncia (HPLC-FL) e processado no software LC Solution. Para
essa analise, a fase mével foi composta por agua:acetonitrila:metanol, na proporcéao de
60:15:25 (v v'), com modo de eluicdo isocratica. A analise cromatografica foi realizada em
coluna Kromasil C_ (5 um, 15 ¢cm x 4,6 mmol L"), com vazéo de fase movel de 1 mL min™
e temperatura do forno de 40 °C, empregando o comprimento de onda de 370 a 410 nm e
volume de injecdo da amostra de 20 uL (SIBAJA et al. 2019). O tempo de analise cromato-
grafica foi 12 min e os compostos foram identificados baseados em seu tempo de retencéo
relacionados ao padréao. A concentracao da micotoxina foi determinada relacionando a area
do pico obtido com a curva de calibragao.
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Analise Estatistica

Os resultados para sintese de AgNP obtidos pelo planejamento fatorial fracionado 2+
foram avaliadas pela analise de variancia (ANOVA) e, pela relagéo entre as médias e do
coeficiente de variagdo, com intervalo de confianga de 90%.

Os resultados de sintese de AgNP, bem como concentracéo de biomassa obtidos pelos
ensaios CM1 e CM2, foram avaliados utilizando teste de Tukey. Ambos resultados foram ava-
liados e elaborados utilizando o software “Statistica” (versao 7.0, StatSoft, Inc., Tulsa, USA).

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Sintese de AgNP por S. cerevisiae

A Figura 1 mostra que as maiores produ¢des de AgNP foram nos Ensaios 9 a 11 (Figura
1-i), com producao de 384,6 UAgNP em 12 h de cultivo para o Ensaio 9 e em 14 h de cultivo
para os Ensaios 10 e 11, com producéo de 444,4 e 403,9 UAgNP, respectivamente. Dessa
forma, as condi¢Ges usadas nesses ensaios (100 rpm, 25 °C, pH 6 e 1 mmol L' de AgNO,)
foram definidas como melhores para a sintese de AgNP por subprodutos da S. cerevisiae.
Figura 1. Concentragdo de biomassa e sintese de AgNP em cultivo (30 h) sob condi¢des descritas pelo planejamento

fatorial fracionado 2**: (a) Ensaio 1, (b) Ensaio 2, (c) Ensaio 3, (d) Ensaio 4, (e) Ensaio 5, (f) Ensaio 6, (g) Ensaio 7, (h)
Ensaio 8, (i) Ensaios 9, 10 e 11.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

A andlise estatistica dos efeitos da producédo de AgNP foi feita para todos os tempos
de amostragem. As variaveis que apresentaram significancia para producéo de AgQNP em 12
h foram temperatura, pH, agitagao e concentragdo de AgNO,. A maior produgéo de AgNP
foi obtida nos maiores pH avaliados (6 e 8). Segundo Badhusha e Mohideen (2016), esse
fato pode ser explicado devido a maior concentracéo de hidroxilas (OH"), o que facilita a
reducéo dos ions Ag* no meio devido a afinidade entre os ions. Além disso, o pH do meio
no qual ocorre a sintese de AgNP também afeta o tamanho e forma desses nanomateriais,
sendo que os pH mais elevados favorecem a formacao de particulas menores.

Nos Ensaios 1, 4, 6 e 7 (Figura 1-a, d, f e g, respectivamente) n&o foi observada a sinte-
se de AgNP, pois nestes ndo ocorreu a adigédo de AgNQ, (fonte de ion prata). A auséncia da
sintese das AgNP também foi observada nas Figuras 1-b e 1-e (Ensaios 2 e 5) mesmo quando
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adicionado 2 mM de AgNO,. Esse Ultimo pode ser explicado pelo pH desses ensaios (pH 4),
demonstrando a intensa influéncia que esse parametro exerce sobre a sintese das AgNP.

A agitacao foi outro parametro que se mostrou importante para o aumento da sintese
de AgNP. Embora a sintese de AgNP tenha sido notada no Ensaio 3 (sem agitacéo), quan-
do comparado ao Ensaio 8 (submetido a agitacdo de 200 rpm) observa-se que a agitacao
possibilita a maior concentracdo dessas nanoparticulas. Esse resultado pode ser explicado
pela maior disponibilidade que os subprodutos da levedura possuem em contato com o ion
metalico adicionado ao meio, favorecendo assim a sintese de AgNP.

O crescimento da levedura foi observado em todos os ensaios. Entretanto, as maiores
concentra¢des de biomassa foram obtidas nos ensaios com agitacao (Figuras 1-e-i). Contudo,
nao foi possivel observar uma relagao direta entre a concentracéo de biomassa e a sintese
de AgNP, o que sugere que outros fatores como pH e adigédo de AgNO, possuem maior in-

fluéncia para a sintese de AQNP em sobrenadante do cultivo de Saccharomyces cerevisiae.
CM como Indutor da Sintese de AgNP

As melhores condicdes para sintese de AgNP por S. cerevisiae definidas foram em-
pregadas no cultivo da levedura sob CM (CM1) e durante a etapa de sintese das AgNP
(CM2) (Figura 2).

Quando aplicado durante o cultivo da levedura, o CM ndo aumentou a concentracéo
de biomassa. Apesar disso, a aplicagdo do CM durante o cultivo induziu a sintese das AgNP
em menor tempo, quando comparado ao cultivo controle. Esse fato pode ser observado
na Figura 2 (a), quando foram sintetizadas 287,3 UAgNP em 6 h. Essa diminuicdo de 50%
no tempo para a formacao das AgNP é uma vantagem econémica para a aplicagéo final
das nanoparticulas.

Figura 2. Concentracdo de biomassa e sintese de AgNP (a) aplicando CM durante o cultivo das células — CM1 e (b) na
etapa de formacgdo das AgNP — CM2.
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Apesar do mecanismo de a¢cdo do CM nao ser completamente elucidado, o estudo
realizado por Binninger e Ungvichian (1997) mostrou que a aplicacdo de CM pode induzir
alteracdes na sintese do DNA, RNA, proteinas e enzimas envolvidas nesse processo. Assim,
pode-se sugerir que essas alteracdes sao responsaveis pela sintese de AQNP em tempo
inferior quando aplicado o CM.

Na Figura 2 (b), quando aplicado o CM durante a etapa de sintese das AgNP, pode-se
observar o pico de sintese em 12 h, com 372,0 UAgNP. Esse resultado observado é similar
ao observado nas melhores condicdes de sintese definidas no planejamento fatorial fracio-
nado 2*"'. Nesses experimentos, nota-se que a indugao com CM nao afetou a sintese de
AgNP, mostrando que sua melhor aplicagao é durante o cultivo da levedura.

Caracterizacao das AgNP

As AgNP sintetizadas nas condi¢des definidas pelo planejamento fatorial fracionado
2*" (100 rpm, 25 °C, pH 6 e 1 mmol L' de AgNOQ,) foram caracterizadas quanto a absorgéo
no espectro de luz visivel. Segundo Badhusha e Morideen (2016), o primeiro indicio para
a formacao das AgNP é a mudanca de coloracédo no meio onde foram sintetizadas, bem
como a leitura da absorbéncia em espectro visivel. Assim, a Figura 3 apresenta os ensaios
controle (sem adi¢cdo de AgNQO,) e com adicdo de AgNO..

Antes da adi¢ao de AgNO,, o meio encontrava-se com coloragé@o amarelo clara. Apos
a adicao e sob as melhores condi¢des de cultivo para sintese de AgNP, a coloracéo apre-
sentou-se caramelo. Desse modo, pode-se constatar que houve indicios da formacgao de
AgNP no meio que continha o AgNO,

Figura 3. Sobrenadante do meio de cultivo obtido nas melhores condi¢8es para sintese de AgNP (a) sem adi¢do de AgNO,
e (b) com adicdo de AgNO,.

(

(@) (b)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).
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A Figura 4 apresenta o espectro visivel de varredura da amostra controle e com adicéao
de AgNO,. Na Figura 4 (a), é possivel observar pico de absor¢gdo em 460 nm com absorbancia
igual a 1,2, o que segundo Badhusha e Morideen (2016) confirma a produgcéo de AgNP com
tamanhos entre 10 e 40 nm. Neste estudo foi utilizado 420 nm e devido ao fato de a prata
absorver luz entre 400 e 500 nm, garante-se que o produto quantificado foi AgNP.

Figura 4. Espectro de varredura das amostras mantidas nas melhores condi¢des para sintese de AgNP (a) com adi¢do de
AgNO, e (b) sem adi¢do de AgNO,.

3.001 3.994
(0.500/div) ! (0.500/div)
0.001 0.001
400.0nm (50/01v) 750.00m 400.0nm Go/aw) 750.0nm
(a) (b)

Fonte: elaborada pelos autores (2021).

No cultivo controle (Figura 4-b), também pode ser observado pico em 460 nm. No entan-
to, com amplitude menor que o observado quando houve adigdo de AgNO,, com absorbancia
igual a 0,8. Estudos anteriores observaram o pico de sintese de AgNP por S. cerevisiae em
diferentes comprimentos de onda, quando submetidas ao espectro UV-Vis de varredura.
Badhusha e Mohideen (2016) observaram que a absorgéo foi em 420 nm quando utiliza-
do pH 6 e 460 nm quando utilizado pH 4. Quando Korbekandi et al. (2014) estudaram a
biossintese com S. cerevisiae comercial, a absor¢cao de AgNP ocorreu em 430 nm para o
tempo de 72 h. No estudo conduzido por Niknejad et al. (2015), a andlise do cultivo apés 24
h mostrou a absorcédo maxima em 450 nm. Altinsoy, Karatoprak e Ocsoy (2018) utilizando
0 sobrenadante do cultivo da levedura S. cerevisiae e verificaram a maior absorcdo em 415
nm. Dessa forma, pode-se concluir que o valor maximo de absorcéo das AgNP & dependente
das condic¢des de cultivo, principalmente o pH do meio.

Estima-se que as AgNP biossintetizadas tenham sido reduzidas por enzimas, protei-
nas e peptideos do meio de cultivo da levedura e que além disso, as proteinas possam ter
formado o revestimento das nanoparticulas estabilizando-as em relagdo ao meio conforme
explicado por Sowbarnika, Anhuradha e Preetha (2018). As proteinas sao as biomoléculas
que mais apresentam capacidade de ligar-se a Ag*, devido a presenca de grupos livres de
amida em sua composicao, outra vantagem da sintese de AgNP pela S. cerevisiae.
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Aplicacao das AgNP na remocao de micotoxina

As AgNP biossintetizadas pela S. cerevisiae nas melhores condi¢des definidas pelo
planejamento fatorial fracionado 2+ foram avaliadas quanto a capacidade de remocao da
aflatoxina B, do meio YM. Assim, a Figura 5 apresenta os cromatogramas obtidos no ensaio
de remocao de micotoxinas empregando AgNP ap6s 14 h de interacéo.

Na Figura 5-a observa-se que o pico integrado da retengcao da AFB, entre 11 e 12 min
de corrida, sendo que neste ensaio ha apenas o sobrenadante do meio de cultivo juntamente
com a micotoxina. Na Figura 4 (b) nota-se a maior area de pico relativo ao ensaio controle
correspondendo a concentracéo de 1 pg/L e a reducéo da area obtida no mesmo tempo de
retencdo quando empregadas as AgNP, resultando assim em 66% + 16,7 de remocgao da
concentragao de AFB,. Isso pode ter ocorrido devido a interagao entre as AQNP e a AFB,,
tornando a micotoxina indisponivel para quantificagao.

A remocéao de micotoxinas por nanoparticulas magnéticas ja foi estuda por Magro e cola-
boradores (2016). Os autores simularam a remocao da micotoxina citrinina do meio de cultivo
do Monascus (fungo filamentoso produtor de pigmentos vermelhos) usando nanoparticulas
magnéticas sintetizadas quimicamente. Para isso, a suspenséo fungica foi contaminada com
citrinina e colocada em contato com as nanoparticulas sintetizadas, e a remocao foi 70%.

A utilizacéo de AgNP sintetizadas a partir do cultivo de S. cerevisiae para a remocao
de micotoxinas mostrou-se como bioprocesso promissor, pois reduziu os niveis de AFB,
presentes no meio YM. Assim, esse estudo apresenta-se como alternativa para a sintese
sustentavel e de baixo custo de AgNP, possivel de atuar na remocgao de AFB..

Figura 5. Cromatogramas dos ensaios de remogdo de micotoxina (a) micotoxina e sobrenadante do meio de cultivo e
(b) micotoxina e AgNP.
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Fonte: elaborada pelos autores (2021).

B CONCLUSAO

As melhores condi¢des para a sintese de AgNP utilizando a levedura S. cerevisiae
ATCC 7754 foram 25 °C, pH 6, 100 rpom e 1 mmol L-" de AgNO, e o tempo de cultivo 12
h. A aplicacao do CM durante o cultivo da levedura modificou os subprodutos produzidos e
induziu a maior de sintese das AQNP em 6 h. A producao das AgNP foi confirmada com pico
de absor¢cdo em 460 nm. As AgNP apresentaram capacidade de remoc¢ao de micotoxinas,
com percentual médio de 66%, mostrando o potencial desses nanomateriais realizarem a
redugéo dos niveis de aflatoxina B,.
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RESUMO

Objetivo: Simular binbmios e perfis de tempo e temperatura de pasteurizacdo que apre-
sentam equivaléncia aos binémios definidos na legislacdao. Método: Bindbmios e perfis de
tempo e temperatura foram propostos e simulados com os modelos matematicos primario
log-linear e secundario do tempo de morte térmica. Diferentes taxas de aquecimento,
temperatura de manutencao e taxas de resfriamento do leite foram simuladas. As solucdes
das simulacbes da inativacdo microbiana foram obtidas com o método de Runge-Kutta de
quarta ordem. Resultados: Aumentos de 1 °C e 5 °C da temperatura média do binébmio
de pasteurizacao lenta (63 °C a 65 °C por 30 minutos) resultaram em reducodes de 41,0%
e 79,7% no tempo de pasteurizacéo, respectivamente. No processo de pasteurizacdo com
parametros precaucionarios (definidos pelo Codex Alimentarius), redugcdes de 5 ciclos
logaritmicos de Coxiella burnetii sao atingidas, enquanto com parametros experimentais
da literatura, redu¢des em torno de 8 ciclos logaritmicos podem ser atingidas. Para os
perfis de tempo e temperatura simulados, aumentos de poténcia por unidade de massa
e da temperatura de pasteurizacéo resultaram em grandes reduc¢des do tempo de inati-
vacao microbiana (de 29,55 min até 2,15 min). Conclusao: Aumentos da temperatura do
processo de pasteurizacdo, seja em novos binémios ou perfis de tempo e temperatura,
podem acarretar maior rapidez do processo e possivel economia de custos. Para peque-
nas industrias de fabricacado de leite e seus derivados, como queijarias, a diminui¢cao do
tempo do processo pode resultar em uma redugdo importante do consumo de energia,
aumentando a rentabilidade da empresa.

Palavras-chave: Tratamento térmico, Coxiella burnetii, Inativagdo microbiana, Processos in-

dustriais, Leite.
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B INTRODUGCAO

Um dos principais alimentos consumidos no mundo é o leite de vaca, sendo que seu
consumo médio estimado é de cerca de 220 litros por pessoa no ano. Considerado um dos
alimentos mais completos nutricionalmente, contém em sua composi¢cao proteinas, vitaminas,
sais minerais, e calcio, sendo amplamente recomendavel para criancas e idosos (HIGIENE
ALIMENTAR, 2020). A legislacéo brasileira estabelece que o leite cru refrigerado deve conter
teores minimos de gordura de 3,0 g/100 g, de proteina total de 2,9 g/100 g, e de lactose de
4,3 g/100 g (BRASIL, 2018).

De acordo com o artigo 235 do Regulamento de Inspecéo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), entende-se por leite, sem outra especificacéo, o
produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢des de higiene, de vacas
saudaveis, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2017). O Brasil é o quarto maior pro-
dutor mundial de leite, atras apenas dos EUA, da india e da China. Os estados brasileiros
que mais produzem leite sdo Minas Gerais (26,40%), Parana (12,50%) e Rio Grande do
Sul (12,50%) (SNA, 2020). O faturamento anual associado ao leite chegou a 50 bilhdes de
reais, ficando atras apenas da carne bovina e da soja (PERALTA, 2021).

Sendo indispensavel para a fabricagao de produtos lacteos, a pasteurizagcéao é defini-
da no artigo 255 do RIISPOA como o tratamento térmico aplicado ao leite, com o principal
objetivo de evitar danos a saude publica decorrentes de micro-organismos patogénicos
(BRASIL, 2017). O RIISPOA estabelece ainda que:

1°. Permitem-se os seguintes processos de pasteurizagéo do leite:

| - pasteurizacéo lenta (LTLT), que consiste no aquecimento indireto do leite
entre 63 °C (sessenta e trés graus Celsius) e 65 °C (sessenta e cinco graus
Celsius) pelo periodo de trinta minutos, mantendo o leite sob agitacdo meca-
nica, lenta, em aparelhagem prépria; e

Il - pasteurizagéo rapida (HTST), que consiste no aquecimento do leite em
camada laminar entre 72 °C (setenta e dois graus Celsius) e 75 °C (setenta e
cinco graus Celsius) pelo periodo de quinze a vinte segundos, em aparelhagem
prépria (BRASIL, 2017).

Neste contexto, na industria de alimentos, os principais fatores a serem controlados para
que ocorra a pasteurizacdo sdo o tempo de retencdo e a temperatura de operacéo. O pro-
cesso de pasteurizacdo € uma das operacdes mais utilizadas na industria de alimentos e
foi proposto pelo quimico Louis Pasteur por volta de 1863, por isso, o processo tem alusao
ao seu sobrenome. Nos seus experimentos, Pasteur pautou destruir os micro-organismos
patogénicos presentes nos alimentos (REVISTA INSUMOS, 2021).
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Em meados do século XX, houve uma evolugdo nos estudos da pasteurizacéo do
leite, pois bactérias causadoras da tuberculose (Mycobacterium tuberculosis) e da fe-
bre Q (Coxiella burnetii) foram identificadas como espécies resistentes aos tratamentos
térmicos, exigindo assim que os bindmios tempos e temperatura fossem reformulados. A bac-
téria C. burnetii se alastrou na Australia e provocou cerca de 600 casos de febre Q em
1935. Em 1957, pesquisadores dos Estados Unidos padronizaram os estudos de pasteuriza-
cao do leite e verificaram experimentalmente que uma redugéo de cinco ciclos logaritmicos
(5D) de C. burnetii podia ser obtido a 62,8 °C por 30 min (pasteurizacao lenta) ou a 71,7
°C por 15 segundos (pasteurizacao rapida) (ENRIGHT et al.,1957). Esses bindbmios foram
efetivos para a eliminagéo dos patégenos, além de minimizar as perdas das propriedades
nutricionais do alimento. Os bindmios atuais apresentados em legislacées sdo baseados
nesses experimentos realizados ha mais de 60 anos.

Na industria de laticinios, a Instrugcdo Normativa (IN) N° 76 estabelece os parametros
fisico-quimicos e microbioldgicos que o leite cru e o leite pasteurizado devem apresentar
(BRASIL, 2018). Um dos parametros mais importantes é a fosfatase alcalina, que apresenta
resisténcia térmica muito parecida com a C. burnetii, sensivel a pasteurizacéo e encontrada
apenas no leite cru, indicando assim a eficacia do processo. A peroxidase, por sua vez, é
termorresistente, sendo destruida em temperaturas elevadas, como acima de 75 °C. O pa-
ragrafo 7 do artigo 255 do RIISPOA estabelece que, imediatamente apds a pasteurizagao,
o produto processado deve estar negativo para a enzima fosfatase e positivo para a enzima
peroxidase, como forma de garantir que a temperatura e o tempo de pasteurizagao reco-
mendados tenham sido alcan¢ados (BRASIL, 2017).

O paragrafo segundo do artigo 255 do RIISPOA estabelece que podem ser aceitos pelo
Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal outros binbmios de tempo e tempe-
ratura, desde que comprovada a equivaléncia aos processos estabelecidos no § 1° (BRASIL,
2017). Sabe-se que o processo mais utilizado pelas agroindustrias é de baixa temperatura e
tempo longo (do inglés Low Temperature Long Time —LTLT), porém este processo implica
diretamente em alto custo, por ter baixa eficiéncia energética, ser demorado e descontinuo.
Dessa forma, outros bindmios “estaticos” de tempo e temperatura equivalentes podem ser
propostos, ou seja, binbmios em que os intervalos de temperatura e tempo nao variam. O pro-
cesso de alta temperatura e tempo curto (do inglés High Temperature Short Time —HTST),
por mais que seja o binbmio mais utilizado em empresas de porte grande, por apresentar
vantagens no processo continuo, maior eficiéncia e rapidez, menor area para instalacéo,
menos perdas por evaporac¢ao, maior eliminacao de termdfilos e economia de mao-de-obra,
apresenta desvantagens como alto custo de aquisicao e manutencao dos equipamentos,
além de dificuldade em atingir a temperatura alta (LEITE et al., 2006). A aplicabilidade deste
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trabalho é considerada principalmente para pequenas empresas, como agroindustrias de
fabricacdo de queijos, que usam tanques encamisados para pasteurizacdo com o binémio
LTLT. Deste modo, ao realizar o processo com um novo bindmio, como os propostos neste
trabalho, com temperaturas maiores que o binbmio LTLT, a empresa podera realizar a pas-
teurizagdo em menos tempo.

Existem outras tecnologias substitutas ou adicionais que podem ser aplicadas para a
pasteurizacao do leite, como a microfiltracéo, que remove micro-organismos através de um
filtro com poros microscépicos, reduzindo a concentracao de esporos, células somaticas e
gorduras residuais, e em sequéncia ocorre o processo de pasteurizacdo. Outro tratamento
térmico muito aplicado ao leite é de ultra alta temperatura (do inglés Ultra High Temperature
— UHT), que varia de 130 °C a 150 °C por 2 a 4 segundos (BRASIL, 2017). Apesar deste
nao ser um processo de pasteurizacéo e sim esterilizagao, € muito utilizado nas industrias
para producao de leite popularmente chamado de longa vida. Entre as suas desvantagens é
possivel citar que o produto pode apresentar caracteristicas sensoriais de cozido, trazendo
rejeicdo de muitos consumidores (ANTUNES, 2014).

Neste contexto, perfis de tempo e temperatura “dinamicos”, com varia¢des de tempera-
tura ao longo do tempo de pasteurizacao, que equivalem aos bindmios “estaticos” de tempo
e temperatura podem ser propostos. Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi
simular bindbmios e perfis de tempo e temperatura de pasteurizacéo que apresentam equi-
valéncia aos binémios definidos na legislacgéo.

H METODO

O modelo matematico utilizado para descrever a inativagao dos micro-organismos do
leite é o log-linear, que é caracterizado na microbiologia preditiva como um modelo primario
(WHITING; BUCHANAN, 1993), como apresentado na Equacgao (1). A inativacdo de micro-
-organismos respeita as leis da cinética quimica, com isso o modelo log-linear é classificado
como uma reacéo de primeira ordem (FRAVET, 2006). Este modelo permite a avaliagdo da
variacdo da concentracéo microbiana (N, em Unidades Formadoras de Col6nias por mililitro
de leite, UFC/mL) em funcéo do tempo (t, em min), em que a temperatura do processo de
pasteurizacao afeta a velocidade especifica de inativacao (k, 1/min) (RAMOS, 2017).

dN

— = —kN (1)
dt

Para condi¢cbes constantes de processo, é possivel resolver a equacao diferencial
ordinaria de 12 ordem da Equacéo (1) por separacao de variaveis, resultando na Equacéao
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(2), em que N, (UFC/mL) é a concentracdo inicial de micro-organismos antes do processo
de pasteurizagao.

LnN =InN, -kt (2)

A Equacéao (2) pode ser transformada da forma logaritmica natural para logaritmica
decimal, como apresentada na Equacao (3).

kt

LogN = lugNu—m

(3)

Em termobacteriologia, o tempo de reducao decimal (D, min) é o tempo necessario
para reduzir a concentracdo microbiana em 90% a uma dada temperatura constante, ou
seja, reducao de um ciclo logaritmo (FRAVET, 2006; RAMOS, 2017). Portanto, é possivel
relacionar D e k pela Equacéo (4).

D= In10
- k (4)

Substituindo a Equacéo (4) na Equacéao (3), tem-se a Equacéo (5), que apresenta
uma relacdo explicita entre o logaritmo decimal da concentragcdo microbiana e o tempo de
processo, tendo D com parametro ajustavel do modelo.

N B t
Log (N—) ) )

Os valores de D de um micro-organismo sao determinados em funcéo da temperatura
do processo (T, °C), sendo que o valor de D diminui com o aumento da temperatura, ou
seja, a elevacdo da temperatura faz com que a inativagao de micro-organismos seja mais
rapida. Assim, € possivel estabelecer uma relagdo entre D e T por um modelo secundario
(WHITING, BUCHANAN, 1993), como apresentado na Equacao (6), em que o valor de z (°C)
€ 0 aumento da temperatura necessaria para que ocorra a reducéo de 90% do valor de D,
ou seja, € o aumento da temperatura que garante um ciclo logaritmico de reducéo do valor
de D, e D, (min) € o tempo de redugdo decimal a uma dada temperatura de referéncia (

T,.r, °C) (FRAVET, 20086).
D T —T
— raf
Lug (Drsf) z 6)

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos - Volume 2



Simula¢des com exemplos hipotéticos que ilustram as respostas dadas pelas Equacdes
(5) e (6) sdo apresentadas na Figura 1. Os exemplos mostram que o aumento da tempera-
tura de pasteurizacdo em 10 °C (valor z) reduz o valor de D em 90% (9 min), observando
assim uma economia de tempo no processo de pasteurizagao pelo aumento da temperatura.
Figura 1. (a) Exemplos hipotéticos dos tempos necessarios para uma redugdo decimal nas concentragdes microbianas a

60 °C (D =10 min) e 70 °C (D) = 1 min); (b) Exemplo hipotético do aumento de temperatura necessario para uma redugdo
decimalem D) (z =10 °C).

() Tempo (min) (b) 1 ...
0 2 4 6 g 10 el e z
0 0,8 r 'o_.
\ n 0,6
0.2 1y —T-60°C  w
(2 \ . 204 }
Z 04 -==T=70°C
[=] 02 -
= .06 F :
! 0 1 1 1 1 '-.'J
0.8 f ‘, 60 62 64 66 68 70
-1 L s

Temperatura ( °C)

Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Os parametros para os calculos dos binbmios de tempo e temperatura dos processos
de pasteurizacao do leite apresentados no Codex Alimentarius (2011) e os propostos por
Enright et al. (1957), bem como as informag¢des complementares apresentadas por Cerf
e Condron (2006), os quais sao alguns dos principais estudos da resisténcia do patégeno
C. burnetii, foram utilizados como materiais basicos para as simula¢des deste trabalho. Assim,
os valores de D,.., = 6,00 min a T,..; = 63,0 °C, apresentados no Codex Alimentarius, foram
utilizados como parametros de referéncia dos processos de pasteurizacéo simulados, cha-
mados de precaucionarios, bem como o valor de z = 4,33 °C. Os valores de D, = 4,14 min
aT,.; =62,8 °C, obtidos experimentalmente por Enright et al. (1957), foram utilizados como
parametros comparativos para as simulagdes, chamados de experimentais, bem como o
valor de z = 4,34 °C.

Outros binbmios de tempo e temperatura foram propostos para aumentos de 1 °C entre
as temperaturas minimas dos processos LTLT (63 °C) e HTST (72 °C), mantendo as faixas
de temperatura estabelecidas na legislacao (2 °C para temperaturas menores, a partir de
63 °C, e 3 °C para temperaturas maiores, a partir de 69 °C). O tempo ou a faixa de tempo
equivalente de cada processo de pasteurizacao nas diferentes faixas de temperaturas foram
determinados utilizando as equacdes (5) e (6) com os parametros precaucionarios apresen-
tados no Codex Alimentarius. Tais bindbmios estaticos tem o propdsito de mostrar a dimensao
da diminuicao do tempo do processo de pasteurizacéo ao elevar somente em 1 °C a faixa
de temperatura do processo, mantendo a equivaléncia na reducéo de micro-organismos
conforme a legislagéo vigente (5 ciclos logaritmicos).
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Simulagdes de perfis de tempo e temperatura de pasteurizacéo foram realizadas para
processos com diferentes condi¢des de aquecimento, temperatura de manutencao e resfria-
mento do leite. O aquecimento e o resfriamento foram calculados com base no fornecimento
de poténcia (P, em W) por unidade de massa de leite (m, em kg), conforme a Equacéo (7),
em que o calor especifico do leite (€,,1¢:¢e, €M kJ/(kg°C)) foi calculado com as Equagbes (8)
a (13), de acordo com Ashrae (2006). As fracbes massicas médias de cada componente (x;)
que foram consideradas para o leite foram x ;404 =87,5%, x =3,5%, Xgoraura =3,9%;

proteina

xcurhnidruta=4,80/° e xciuzﬂlg:O,?o/o-

dT P

dt B Coigice 1T (7)
Cpproteina = 2008,2 + 1,2089T — (1,3129x107%)T* (8)
€p gordura = 1984,2 + 1,4733T — (4,8008x107%)T* )
Cp carboidrate = 1948,8 +1,9625T — (5,9399x107*)T? (10)
€pcinzas = 1092,6 + 1,8896T — (3,6817x107%)T*? a
Cpumidads = 4176,2 — (9,0864x107%)T + (5,4731x107%)T*? (12)

— (13)
l:'.1.':l,ial'|ir:al' - cp,ixi

Os perfis foram simulados partindo da temperatura de armazenamento do leite cru
(4 °C), iniciando com o aquecimento com valores de P/m de 50 W/kg, 250 W/kg e 750 W/
kg até atingirem as temperaturas de pasteurizagéo de 63,0 °C, 63,5 °C, 64,0 °C, 64,5 °C e
65,0 °C, seguidos de resfriamento nos mesmos valores de P/m até atingirem a temperatura
inicial da fabricacao de queijos (34 °C) (BYLUND et al., 2015; COBO, 2013; BRIGUIET, 2021).
Esses perfis dindmicos tém por objetivo mostrar o efeito da temperatura ao longo do tempo
no processo de pasteurizacao, desde o aquecimento até o resfriamento do leite, aplicando
diferentes poténcias por unidade de massa a fim de observar a economia de tempo com o
aumento dos valores de T e P/m,

Os calculos e simulacdes da inativacdo microbiana no leite foram realizados no aplica-
tivo Microsoft Excel (Microsoft Office 365® Education). As resolugdes das equacdes diferen-
ciais de primeira ordem foram realizadas com o0 método de Runge-Kutta de quarta ordem.

H RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 sdo apresentados bindmios de tempo e temperatura simulados a par-

tir das equacdes (5) e (6) e dos parametros de resisténcia térmica de C. burnetii em
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leite apresentadas no Codex Alimentarius (parametros precaucionarios: D,.. - = 6,00 min a
T..f = 63,0 °C, z = 4,33 °C). Os bindbmios calculados apresentam equivaléncia aos proces-
sos estabelecidos na legislacdo (LTLT e HTST), apresentando o mesmo numero minimo de
reducdes decimais (5 ciclos logaritmicos).

Apesar de o Codex Alimentarius (2011) preconizar que a pasteurizacao € um processo
que deve atingir uma reducao de 5 ciclos logaritmicos, a aplicacéo dos bindbmios de tempo
e temperatura sugeridos atingem maior numero de redu¢des. Considerando os parametros
de resisténcia térmica de C. burnetii obtidos experimentalmente por Enright et al. (1957), as
reducdes minimas atingidas sao de, aproximadamente, 8 ciclos logaritmicos. Esta reducao
adicional é chamada de principio da precaucédo (CERF; CONDRON, 2006).

Os bindmios apresentados na Tabela 1 sdo equivalentes aos estabelecidos pela le-
gislacéo e, deste modo, podem ser validados para serem utilizados em processos reais de
pasteurizacdo. Desta forma, ao aumentar a temperatura média em apenas 1 °C, observa-se
uma grande reducao no tempo de pasteurizagcdo. Por exemplo, na comparacao entre os
binbmios LTLT e 64-66, a reducéo do tempo chega a 12 min e 22 s (41% de reducao no
tempo). Isso mostra que o aumento da temperatura média do processo de pasteurizacéao
em apenas 1 °C pode acarretar maior rapidez do processo e possivel economia de custos.
Outro exemplo é a comparacéo entre os binbmios LTLT e 66-68, em que a reducao do
tempo de pasteurizacdo chega a 23 min e 55 s (79,7% de redugéao no tempo). Deste modo,
qguanto maior é o aumento da temperatura de pasteurizagdo, menor € o tempo de processo.

Tabela 1. Faixas de temperaturas e tempos do processo equivalentes aos bindmios estabelecidos na legislagcdo (LTLT e
HTST) propostos a partir de simula¢cdes com os pardmetros precaucionarios apresentados no Codex Alimentarius.

Nome Faixas de temperaturas Tempo do processo Redugdes decimais
LTLT 63 °Ca65°C 30 min 5,00
64-66 64 °Ca 66 °C 17 min 38 s 5,00
65-67 65°Ca67°C 10 min 22's 5,00
66-68 66 °Ca 68 °C 6min5s 5,00
67-69 67 °Ca 69 °C 3min35sa4min46s 5,00
68-70 68°Ca70°C 2min6sa2min48s 5,00
69-72 69°Ca72°C 1minl4salmin39s 5,00
70-73 70°Ca73°C 44sa58s 5,00
71-74 71°Ca74°C 26sa34s 5,00
HTST 72°Ca75°C 15s5a20s 5,00

Fonte: elaborada pelos autores (2022).

A Figura 2 apresenta as relacdes entre o logaritmo do tempo de reducéao decimal
(log D, D em min) e a temperatura (T, em °C) obtidas para os processos precaucionario
(com base no Codex Alimentarius), experimental (com base nos resultados de Enright et al.
(1957)) e os estabelecidos pela legislagao (LTLT e HTST).
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De acordo com a Figura 2, o processo precaucionario sugerido pelo Codex Alimentarius
(2011) apresenta maiores tempos de reducéo decimal que o processo experimental a mesma
temperatura, ou seja, o tempo do processo precaucionario sera mais longo para a redugao
de 90% da concentragcdo de micro-organismos em comparagao com o experimental.

Figura 2. Relagdes entre o logaritmo do tempo de reducdo decimal (log D) e a temperatura (T) obtidas para os processos
LTLT (0), HTST (A), com parametros precaucionarios (O0) e experimentais (0).

2 _
—o— Experimental
v LTLT
1 - & =-HTST
E —8— Precaucionario
" 0 1 1 J
En 60 75 80
2
1 s .
©
-2
T(°C)

Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Considerando as informacdes da Tabela 1 e da Figura 2, enquanto o processo pre-
caucionario sugere que sera atingida uma reducao de 5 ciclos logaritmicos de C. burnetii na
pasteurizacao do leite, no processo experimental podem ser atingidas reducdes em torno
de 8 ciclos logaritmicos. Os bindmios de tempo e temperatura foram estabelecidos com
base em condi¢cdes de higiene observadas ha mais de 60 anos, em que a pasteurizacao era
efetiva como medida de seguranca (CODEX ALIMENTARIUS, 2011). A elevagao do estado
de higiene dos rebanhos ao longo do tempo permitiria que fossem aplicadas medidas de
controle de menor intensidade; porém, as industrias tém como ganho a extensao da vida
util do produto (CODEX ALIMENTARIUS, 2011).

A Tabela 2 apresenta os tempos de aquecimento, inativagcéo, resfriamento e total, bem
como as redugdes decimais com parametros conservativos e experimentais, para processos
de pasteurizacao do leite com diferentes perfis de temperatura resultantes de diferentes
valores de poténcia por unidade de massa e temperatura de manutencgao.

Na Tabela 2 € possivel observar que o aumento da temperatura de pasteurizacéo do
leite (de 63,0 °C até 65,0 °C) resultaram em grande reduc¢ao do tempo total do processo
de pasteurizagcéo (de 142,54 min a 63 °C para 50 W/kg até 10,44 min a 65 °C para 750 W/
kg). O aumento dos valores de poténcia por unidade de massa (de 50 W/kg até 750 W/kg)
também resultaram em grande reducéo do tempo de aquecimento (de 78,71 min até 5,08

min). Deste modo, observa-se que pequenos aumentos de poténcia por unidade de massa e
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de temperatura de pasteuriza¢ao resultam em grandes redu¢des do tempo de inativagéo mi-
crobiana (de 29,55 min até 2,15 min). Para pequenas industrias de fabricacao de leite e seus
derivados (como, por exemplo, queijarias), a diminuicdo do tempo deste processo resultara
na reducéo importante do custo de energia, resultando em rentabilidade para a empresa.

Tabela 2. Tempos de aquecimento (g4, ), inativagdo (t,q ), resfriamento (L, ) e total (4o ) e redugbes decimais com

parametros conservativos (Alog Chgop ) e experimentais (A log Cbexp) para processos de pasteurizagdo do leite com
diferentes perfis de temperatura (T') resultantes de diferentes poténcias por unidade de massa (P /).

P/m T Lot taqu tina tres A ]og Cbcon A log Cbexp

(W/kg) (°C) (min) (min) (min) (min)
50 63,0 142,54 76,13 28,94 37,47 -5,18 -10,58
50 63,5 130,10 76,77 15,21 38,12 -5,33 -10,84
50 64,0 123,94 77,43 7,76 38,76 -5,60 -11,34
50 64,5 121,20 78,06 3,72 39,41 -6,10 -12,25
50 65,0 120,30 78,71 1,54 40,05 -7,05 -13,98
250 63,0 52,51 15,23 29,79 7,49 -5,04 -10,32
250 63,5 39,03 15,35 16,05 7,62 -5,07 -10,36
250 64,0 31,84 15,48 8,60 7,75 -5,12 -10,45
250 64,5 28,06 15,62 4,57 7,88 -5,22 -10,62
250 65,0 26,13 15,74 2,38 8,01 -5,41 -10,95
750 63,0 37,50 5,08 29,93 2,50 -5,01 -10,27
750 63,5 23,85 5,12 16,19 2,54 -5,02 -10,28
750 64,0 16,49 5,16 8,74 2,58 -5,04 -10,30
750 64,5 12,54 5,21 4,71 2,63 -5,07 -10,35
750 65,0 10,44 5,25 2,52 2,67 -5,14 -10,45

Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Analisando comparativamente os resultados para um unico valor de poténcia por unida-
de de massa, nota-se que o0 aumento da temperatura de pasteurizacédo leva a um aumento
nos tempos de aquecimento e resfriamento, bem como ao aumento das redu¢des decimais
com parametros conservativos e experimentais. Isso pode ser explicado pela inativagao de
micro-organismos que continua acontecendo, especialmente durante o resfriamento. Desse
modo, conforme aumenta o tempo de resfriamento, as redugdes decimais também aumentam.

As Figuras 3, 4 e 5 apresentam simulacbes com a comparag¢do da inativacado micro-
biana com parametros conservativos e experimentais para diferentes perfis de tempo e
temperatura com P/m de 50 W/kg, 250 W/kg e 750 W/kg, respectivamente. As simulagdes
permitem observar que, quando a poténcia por unidade de massa de 50 W/kg é aplicada,
o tempo de aquecimento até a temperatura de pasteurizacdo é de, aproximadamente, 77
min, conforme apresentado na Figura 3. O aumento da poténcia para 750 W/kg proporciona
uma reducao drastica no tempo de aquecimento para, aproximadamente, 5 min, conforme
apresentado na Figura 5.

Com o aumento da temperatura do processo de pasteurizacao (de 63,0 °C até 65,0 °C),
o tempo de inativacdo também é reduzido drasticamente, obtendo o mesmo numero de ciclos
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logaritmicos de reducéo da concentragdo de C. burnetii no leite, como pode ser visto nas
Figuras 3, 4 e 5. Nota-se também que, com o aumento da poténcia por unidade de massa,
ha aumento do tempo de inativagdo em uma mesma temperatura, devido a diminuicdo do
tempo de aquecimento. Desse modo, como a inativagao de micro-organismos inicia durante
0 aquecimento, o tempo de inativacdo é maior para maiores poténcias por unidade de mas-
sa até que seja atingida a reducéo de 5 ciclos logaritmos para parametros conservativos e,
consequentemente, mais de 8 ciclos logaritmicos para parametros experimentais. Por fim,
durante o resfriamento, ha uma inativacao adicional que ocorre conforme a temperatura
diminui. Em resfriamentos lentos, como a 50 W/kg, a reducéo adicional pode chegar a 2,05
ciclos logaritmicos, totalizado 7,05 reducdes decimais com parametros conservativos. Em res-
friamentos rapidos, como a 750 W/kg, o numero de reducdes decimais € pouco maior que
5,00, conforme o objetivo do processo; ou seja, a eliminagao de micro-organismos chega a
5 ciclos logaritmicos ao fim da etapa de inativacao, e esse valor aumenta durante a etapa
de resfriamento devido a eliminagao continuar.

Assim como a C. burnetii, que € o micro-organismo alvo do processo de pasteurizacéo,
outros micro-organismos patogénicos que podem estar presentes no leite cru causam preo-
cupacao do ponto de vista da segurancga de alimentos, entre eles estdo as enterobactérias.
Esses normalmente constam nas legislagdes entre os requisitos microbiolégicos a serem
atingidos apds o processo de pasteurizacao relacionados a higiene do processo. Na Instrugéo
Normativa (IN) N° 62/2011 do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA
(BRASIL, 2011), revogada pela IN N° 77/2018 do MAPA (BRASIL, 2018), contagens de mi-
cro-organismos como Salmonella spp., coliformes totais e termotolerantes constavam como
requisitos do processo de pasteurizacao. Atualmente, a IN N° 76/2018 do MAPA (BRASIL,
2018) apresenta como unico critério microbioldgico a contagem de Enterobacteriaceae.
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Figura 3. Comparagdo da inativagdo microbiana com parametros dos modelos conservativo e experimental para diferentes
perfis de tempo e temperatura com P/m = 50 W/kg: (a) até 63,0 °C; (b) até 63,5 °C; (c) até 64,0 °C; (d) até 64,5 °C; (e)
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Fonte: elaborada pelos autores (2022).
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Figura 4. Comparacdo da inativagdo microbiana com parametros dos modelos conservativo e experimental para diferentes
perfis de tempo e temperatura com me =250 W/kg: (a) até 63,0 °C; (b) até 63,5 °C; (c) até 64,0 °C; (d) até 64,5 °C; (e)

até 65,0 °C.
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Figura 5. Comparacdo da inativagdo microbiana com parametros dos modelos conservativo e experimental para diferentes
perfis de tempo e temperatura com P/m = 750 W/kg: (a) até 63,0 °C; (b) até 63,5 °C; (c) até 64,0 °C; (d) até 64,5 °C; (e)

até 65,0 °C.
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Fonte: elaborada pelos autores (2022).

De acordo com Juffs (2007), Enterobacter sakazakii esta entre as enterobactérias
mais termotolerantes desse grupo, a qual pode causar uma doenga grave em criangas, a
meningite. A contaminacao do leite ja pasteurizado pode ocorrer por contaminagéo cruzada
na embalagem. Para evitar a presenca de E. sakazakii, o controle esta diretamente focando
no processo de pos-pasteurizacao, que € um ponto sensivel onde ocorre a contaminacao.

A Tabela 3, gerada a partir dos estudos de Nazaro-White e Farber (1997), com dados
de E. sakazakii calculada por Breeuwer et al. (2003), com os dados do primeiro autor, apre-
senta os tempos de reducéo decimal na temperatura de referéncia de 72 °C de micro-orga-
nismos que podem estar presentes no leite cru.
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Tabela 3. Tempos de redugdo decimal (IJ) na temperatura de 72 °C de outros micro-organismos que podem estar
presentes no leite cru.

Micro-organismo D72 °C (s)
Aeromonas hydrophila 0,01476
Campylobacter jejuni 0,07033
Escherichia coli 0,15669
Enterobacter sakazakii 1,30088
Klebsiella pneumoniae 0,00008
Salmonella Muenster 0,07214
Salmonella Seftenberg 0,08417
Salmonella Typhimurium 0,22000
Shigella dysenteria 0,13045
Yersinia entericolitica 0,91208

Fonte: adaptado de Nazaro-White e Farber (1997) e Breeuwer et al. (2003).

Utilizando a Equacao (6) com os parametros experimentais obtidos por Enright
et al (1957), o micro-organismo C. burnetii apresenta um valor D~ de 1,89 s, que € maior
em relac&o a todos os outros micro-organismos apresentados na Tabela 3. O micro-organis-
mo com resisténcia térmica mais proxima é E. sakazakii, que apresenta um valor D,-- de
1,30 s e um valor de z de 5,82 °C (JUFFS, 2007). Desse modo, o0 processo de pasteurizacao,
que tem como objetivo a inativagcdo da C. burnetii por ser o micro-organismo mais resistente,
elimina também os outros micro-organismos patogénicos que podem estar presentes no
leite. A Figura 6 mostra as relac¢des entre o logaritmo do tempo de reducéo decimal (log D, D
em min) e a temperatura (T, em °C) para os micro-organismos C. burnetii e E. sakazakii.

Nos estudos de Iversen et al. (2004), um processo térmico na temperatura de 62 °C
por 15 segundos levou a inativagéo de 21 ciclos logaritmicos de E. sakazakii. Os dados de
Breeuwer et al. (2003) sugerem que o0 processo térmico na mesma temperatura (62 °C) por
15 segundos resultaria em uma reducao de 5 ciclos logaritmicos de E. sakazakii. Portanto,
€ possivel observar que estudos diferentes podem apresentar diferengas em relagao a re-
sisténcia térmica dos micro-organismos, que podem estar relacionados a diferentes fatores,
como a cepa microbiana, a composic¢ao do leite, a concentracdo de micro-organismos no
estudo, entre outros.
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Figura 6. Relagbes entre lﬂg D e atemperatura de pasteuriza¢do para C. burnetii e E. sakazakii.
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Fonte: elaborada pelos autores (2022).

Nota-se que o micro-organismo E. sakazakii apresenta menor tempo de reducao de-
cimal que C. burnetii em toda a faixa de temperaturas de pasteurizacao prevista na legis-
lacdo (63 °C a 75 °C), sendo que os tempos sao mais proximos em temperaturas mais
altas. Em temperaturas mais baixas, na pasteurizacao lenta, como as simulacdes realizadas
neste estudo, as diferencas sao maiores.

Os registros dos perfis de temperatura sao tradicionalmente considerados nos calculos
dos processos de esterilizacdo de alimentos em autoclaves (PISTOLESI et al., 2019), ja
que variacoes significativas de temperatura podem ocorrer ao longo do processo térmico
e devem ser consideradas. No presente trabalho € possivel constatar que os registros dos
perfis de temperatura podem ser importantes também no processo de pasteurizacéo lenta,
pois a inativacdo ocorre durante o aquecimento e o resfriamento, e por isso deveriam ser
considerados. Além disso, nos equipamentos de pequenas industrias, normalmente tanque
encamisados de pequena escala, o controle de temperatura é escasso e a temperatura
pode variar, sendo que esse fator também deve ser levado em consideragcao. Portanto,
considerar os registros das temperaturas ao longo do tempo seriam recomendaveis para
o calculo do processo de pasteurizacéo e, assim, reduzir o tempo e, consequentemente, o

custo do processo.

H CONCLUSAO

Os perfis tedricos de tempo e temperatura propostos neste trabalho para o tratamento
térmico do leite apresentaram maior eficiéncia em relagao aos bindmios estabelecidos pela
legislac&o, mantendo a eficacia de reducéo do micro-organismo alvo. Binbmios equivalen-
tes de tempo e temperatura, alternativos aos estabelecidos na legislagcao, também foram
apresentados. Para empresas de pequeno porte, a aplicacdo de novos binbmios de tempo

Tecnologia e Microbiologia Sob a Perspectiva da Seguranca dos Alimentos - Volume 2



e temperatura ou de perfis de tempo e temperatura que levem em consideracdo o aqueci-
mento e o resfriamento do leite, como 0s propostos neste trabalho, podem ser viaveis, desde
que o devido controle de temperatura seja realizado. Essas solu¢cées podem acarretar uma
grande reducao do tempo de pasteurizagcdo, fazendo com que a empresa possa produzir
em menor tempo, 0 que pode acarretar aumento de produtividade com menores custos de
producdo, devido & possivel economia de energia nesse processo. E importante destacar
que os binébmios e perfis tedricos foram baseados no Codex Alimentarius, com parametros
conservativos, apresentando um maior numero de reducdes decimais do que os simulados
com parametros experimentais da literatura. Desse modo, se os calculos fossem baseados
nos parametros experimentais para a validagao e implementacao do processo de pasteuriza-
cao, este seria ainda mais eficiente, com maior reducao de tempo, podendo assim aumentar

a produtividade desse processo.
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RESUMO

As conservas vegetais acidificadas sao uma das formas mais antigas de conservacao
de alimentos. Embora a tecnologia padrao para esse tipo de agroindustrializacao ja es-
teja estabelecida, ainda restam melhorias e inovacdes em andamento. As conservas de
cebola branca estéo entre os produtos industrializados que ainda sofrem dificuldades
de adequacéo do processo para manutencédo da qualidade do produto em prateleira.
Dessa forma, € comum encontrarmos nas gbndolas de supermercados, conservas de
cebola branca, com escurecimento e formacgao de precipitado na calda, o que influéncia
negativamente na aceitacao do consumidor. Essas alteracdes estao ligadas a composi-
cao do alimento e sua interacao com os ingredientes adicionados na conserva (calda de
cobertura ou salmoura). Para superarmos esses problemas, estudos tém demonstrado
que os ingredientes ou aditivos quimicos com diferentes funcdes tecnoldgicas podem
garantir a melhoria da estabilidade das conservas de cebola branca. Os aditivos quimicos
sorbato de potassio, benzoato de sodio, acido citrico e metabissulfito de sddio, utilizados
em conjunto na formulacdo da calda de cobertura de conservas podem ser uma alter-
nativa viavel. De fato, caldas contendo acido citrico (1 mg/L) combinadas com adicao
de metabissulfito de sédio e sorbato de potassio apresentam os melhores resultados na
manutencéo de coloracao e inibicdo de aparecimento de precipitados. A presenca dos
aditivos quimicos sorbato de potassio, benzoato de sddio e metabissulfito de sédio inibem
a formacao de precipitados, atribuidos a presencga de bolores e leveduras.

Palavras-chave: Cebolas, Salmoura, Micro-Organismo, Escurecimento, Acido Citrico.
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B INTRODUGCAO

A cebola (Allium cepa L.) € uma olericola cultivada em cerca de 175 paises, sendo
um dos principais condimentos em pratos das cozinhas do mundo. O mercado consumidor
absorve com facilidade as cebolas de tamanho médio e grande. As cebolas menores, “caixa
1”7, séo rejeitadas nas cozinhas domésticas e/ou restaurantes. Desse modo, essas cebolas
menores tém baixo valor podem ser encaminhadas a utilizacédo de outras formas como pas-
tas, desidratadas, flocos ou para producao de conservas (BOTREL; OLIVEIRA, 2012). Esse
aproveitamento das cebolas de tamanho reduzido torna-se interessante do ponto de vista
comercial e contribui para a reducéo de desperdicios de produtos agricolas e agregacao de
valor para o produtor e industria.

A producéo de conserva de cebola &€ um alimento acidificado com o uso de liquidos
acidos a base de vinagre, mantendo-se um pH em torno de 4,5 (SILVA et al., 2010). Além
do acido acético, adiciona-se na calda de cobertura cloreto de sédio, agucar cristal e ingre-
dientes que auxiliam a cebola branca em conserva na manutencao da coloragao adequada
e estabilidade. S&o os agentes quimicos como sorbato de potassio, benzoato de sddio, me-
tabissulfito de sodio e cido citrico, que atuam como conservantes contra deterioracoes por
micro-organismos (JAY et al., 2005) e também para inibir atividade de enzimas causadoras
de escurecimento enzimatico como as polifenoloxidases (PPOs) (MOON et al., 2020).

De todos os fatores de qualidade, a aparéncia visual das conservas de cebola é o de-
terminante na escolha para compra ou consumo, sendo utilizada como medida de qualidade
e valor econémico e indicador de degradacéao biolbgica ou fisico-quimica, dentre outras
caracteristicas de qualidade. Dentre os problemas ligados ao aspecto visual, relata-se inte-
racOes negativas entre os conservantes e a presenca de contaminagdes por fungos (bolores
e leveduras) através da matéria-prima. Também estéo envolvidas reacdes de escurecimento
em funcéo dos compostos fendlicos e PPOs, levando a formacao de pigmentos escuros
(GORINSTEIN et al., 2009).

Nesse sentido, as estratégias ja estudadas, de maneira geral, utilizam em suas for-
mulagbes sorbato de potassio (C,H,KO,), benzoato de sodio (C_H.NaO,) e metabissulfito
de sodio (Na,S,0,) além dos aditivos condimentares vinagre, cloreto de sodio e agUcar.
Também, ja testou-se a interacao entre os aditivos sorbato de potéssio, benzoato de sodio,
metabissulfito de sédio e acido citrico (CAMPARA et al., 2021).

Este capitulo descrevera detalhadamente os aspectos gerais das conservas de cebola,
assim como os avangos na melhoria da estabilidade durante o armazenamento, conside-
rando as caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas de fungos (bolores e leveduras).
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B DESENVOLVIMENTO
INDUSTRIALIZACAO DE VEGETAIS

A industria de conservas vegetais agrupa um conjunto de atividades onde insere pro-
ducao e distribuicao de insumos rurais, a produ¢ao dos agricultores, 0 armazenamento e o
processamento dos produtos rurais e seus subprodutos (SILVA; DA SILVA; FONTOURA,
2018). A relacéo é estreita com o agronegoécio, mas também com as demais industrias de
transformacao, distribuicao, industrias de embalagens, maquinas e equipamentos. Por fim,
tem impacto na geracao de empregos e produto interno bruto (PIB) do pais (VIANA, 2016).
Nas ultimas duas décadas, a industria de conservas de legumes e outros vegetais teve um
grande crescimento puxado pelo aumento de demanda e busca de produtos mais sauda-
veis. A producao de olericolas tem sido o mais expressivo tanto para consumo in natura
como para a industrializacéo.

Os vegetais em conservas contribuem para tenhamos rentabilidade econémica para
0s produtores, agregacao de valor, reducao de perdas, e possibilidade de distribuicdo mais
ampla no territério nacional e internacional (FURTADO; SILVA, 2005). Além da conserva-
cao pos-colheita, o processo de beneficiamento proporciona praticidade, abastecimento de
oferta, maior estabilidade dos precos e aproveitamento dos alimentos de diferentes formas
(JUNQUEIRA; LUENGO, 2000).

CEBOLA

A cebola (Allium cepa L.) € um dos vegetais mais cultivados e utilizados no mundo,
principalmente condimento nas cozinhas. O bulbo é sua parte comestivel, conjunto de fo-
Ihas modificadas intumescidas, denominadas catafilos. Suas propriedades também sao
reconhecidas como planta medicinal (BAUDOIN et al., 2015). Sendo assim, a utilizacdo da
cebola na culinaria oferece seu aroma, sabor e propriedades como atividade antibacteriana,
anticancerigena, hipoglicémica e antioxidante (BERETTA et al., 2017; NILE et al., 2018).

A China, india, Estados Unidos e Turquia s&o os principais produtores. O Brasil ocupa a
nona posicao (EPAGRI, 2013), destacando-se os estados de Santa Catarina, Bahia e Minas
Gerais (IBGE, 2021). A diversidade climética do Brasil permite uma boa distribuicao de safras
com o plantio de diferentes cultivares nas diversas regides, concentrada principalmente nos
pequenos produtores.

A cebola é classificada em classes ou calibres de acordo com o didmetro transversal
do bulbo (Tabela 1).
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Tabela 1. Classes das cebolas de acordo com o diametro transversal do bulbo.

Classes ou calibres Maior diametro transversal do bulbo (mm)

maior que 15 até 35
maior que 35 até 50
maior que 50 até 70

maior que 70 até 90

u B W N P

maior que 90

Fonte: Basil (2019).

Também, ocorre a classificagao quanto aos defeitos graves (talo grosso, brotado, po-
dridao, mancha negra e mofado) e os defeitos leves (colo mal formado, deformado, falta de
catafilas externas, flacidez, descoloracéo e dano mecéanico (BRASIL, 2017).

Composicao centesimal e fitoquimicos da cebola

Os géneros Allium destacam-se por conter compostos organossulforados como 0s
principais responsaveis pelos beneficios a saude, podendo agir sinergicamente com os fito-
quimicos. Os estudos até o momento tem destacado esses compostos e suas influéncias na
saude e processamento industrial (SALGADO, 2017). As cebolas sao ricas em compostos
de enxofre que sdo responsaveis por odor e sabor e também sdo agentes antimicrobianos
ativos (LIGUORI et al., 2017). Possuem em sua composicao varios acidos organicos e agu-
cares que fazem parte do perfil sensorial das cebolas (BREWSTER, 2008; LIGUORI et al.,
2017). Por outro lado, sao pouco cal6ricas com grande conteudo de agua, em média 89%
e presenca de vitaminas e minerais (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢do nutricional da cebola média (148 g) e porcentagem (%) do valor didrio para uma dieta de 2000 kcal.

Composigdo nutricional da cebola Dosagem Porcentagem do valor diario (%)
Calorias 64 cal 3
Carboidratos totais 11g 4
Gordura total Og 0
Colesterol Og 0
Fibra Alimentar 3g 12
Acucares 9g o
Proteinas 16¢g 3
Vitaminas
Vitamina A 31U 0
Vitamina C 11,8 mg 20
Vitamina B6 0,2 mg 9
Folato 28,5 mcg 7
Minerais
Calcio 3,8 mg 4
Ferro 0,3 mg 2
Magnésio 15 mg 4
Fosforo 43,5 mg 4
Potéssio 190 mg 5
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Composig¢do nutricional da cebola Dosagem Porcentagem do valor diario (%)

Sédio 5,0 mg 0
Zinco 0,3 mcg 2
Cobre 0,1 mg 3
Manganés 0,2 mcg 10
Selénio 0,7 mcg 1
Fluoreto 1,8 mg **

** Valor diario ndo estabelecido. Fonte: FDA (2021).

A cebola contém altos indices de compostos fendlicos, sendo os flavonoides m dos
tipos predominantes (LIGUORI et al., 2017). Esses compostos envolvem reag¢des de es-
curecimento enzimatico durante o processamento (GORINSTEIN et al., 2009; HAN et al.,
2016; OETTERER; REGINATO- D’ ARCE; SPOTO, 2006). O escurecimento ndo enzimatico
também pode ocorrer (HONG; KIM, 2001). O escurecimento ou qualquer alteracao da cor
impacta diretamente na aceitabilidade e na qualidade dos alimentos.

Os flavonoides séo os principais pigmentos dos vegetais (SELLAPPAN; AKOH,
2002). A estrutura basica de desses compostos compreende dois anéis de benzeno conec-
tados por um heterociclo, o que baseia a classificacdo. A maioria desses pigmentos é amarela
(latim, flavus), exceto as antocianinas, que possui tons de vermelho e azul (MACDOUGALL,
2002). As cebolas possuem esses diferentes flavonéides, responsaveis pela cor vermelha/
roxo de algumas variedades, e flavondis, como a quercetina, responsaveis pelo sabor amargo
e pela cor amarela e marrom da pele/casca (GRIFFITHS et al., 2002). Na comercializagao,
as cebolas sao classificadas pela cor de sua casca em brancas, amarela, vermelha (pinh&o
ou bahia) e roxa. As cebolas brancas sé&o as mais utilizadas para produc¢ao de conservas.

Conservas de cebola

O principio basico de conservacao de conservas vegetais € o calor (pasteurizacdo ou
esterilizagdo), associado a outros agentes, como embalagens e aditivos, que garantam esse
estado de inocuidade e estabilidade durante um determinado tempo. Esses processos sao
importantes frete aos causadores de deterioracdo dos alimentos, como micro-organismos,
reacdes quimicas e/ou enzimaticas. As alteracoes causadas por esses agentes podem ocor-
rer em funcao de caracteristicas do alimento, sua composi¢cao e em decorréncia de fatores
externos (FURTADO; SILVA, 2005; KLUGE et al., 2015).

As alteracbes de cor pela agédo das enzimas PPO necessitam de controle garantindo a
estabilidade dos produtos processados. No momento do processo, o contato entre as PPOs
e 0s substratos fendlicos necessitam de inibicao ou inativacdo por meio dos tratamentos
durante o processo (QUEIROZ et al., 2008). Normalmente, lanca-se mao de tratamento tér-
mico, acidificagdo ou reducéo usando antioxidantes, agentes quelantes ou extratos naturais
(GUIAMBA; SVANBERG, 2016; MOON et al., 2020). Além de serem condimentos, alguns dos
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aditivos também auxiliam na estabilidade como o agucar, sal, alcool, &cido acético (vinagre),
acidos orgénicos, mostarda e cravo. Também, os aditivos quimicos ndao condimentares e
agentes antimicrobianos, como o benzoato de sédio, acido sérbico, acido bérico, anidrido
sulforoso e tocoferois (BORZANI et al., 2011).

O acido acético se destaca por ser o conservante culinario mais utilizado. Possui
funcdo como sequestrantes, acidulantes, agentes flavorizantes e estabilizador da acidez
dos alimentos em conserva em propor¢des de 2 a 3%, garantindo também o ajuste do pH
(MATOS et al., 2019).

O branqueamento é uma das etapas mais importantes do processamento de con-
servas, pois tem funcéo de inativar as enzimas que podem causar escurecimento, manter
a consisténcia firme e as propriedades organolépticas e eliminar o ar presente nos inters-
ticulos celulares, responsaveis pela ocorréncia de oxidagdes indesejaveis (OETTERER,;
REGINATO- D’ ARCE; SPOTO, 2006). Ja a pasteurizacao de conservas vegetais acidas,
€ o tratamento térmico que elimina micro-organismos patogénicos ou deterioradores relati-
vamente sensiveis ao calor.

No caso da cebola em conserva, os aspectos supramencionados merecem destaque,
pois € utilizado acido acético (vinagre) e embalagens de vidro transparentes. O mercado
consumidor exige cebolas brancas sem aparéncia de escurecimento ou precipitados, portanto
a estabilidade da cor deve ser garantida durante todo o periodo de validade da conserva.
Além desse desafio, as industrias trabalham principalmente com o excedente da producao
de cebola destinada para comércio in natura, limitando selecé&o de variedades e tamanho
(COSTA; ANDREOTTI, 2002). As alteracdes de coloragcao e formacéo de precipitados tem
sido observado como aspecto de desafio para melhoria na producéao de conservas de ce-
bola branca (CAMPARA, 2021). As diversas etapas que compdéem o processamento, que
se inicia na colheita é realizado de forma padronizada (Figura 1).
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Figura 1. Fluxograma para produgdo de cebolas em conserva.
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Fonte: Campara (2021).

Para a obtencédo de uma conserva dentro dos padrdes de qualidade exigidos pelo
consumidor (sabor, aroma, calda transparente, sem escurecimento da calda ou de bulbos,
sem precipitacées na calda), ja no inicio do processo faz-se a sele¢cdo das cebolas quanto
a presenca de defeitos e sujidades. Outra etapa de destaque é o branqueamento, normal-
mente realizado por imersao em agua aquecida a 90 °C por 8 minutos.

Mesmo que se faga o tratamento térmico (pasteurizacéo), a composi¢cao da salmoura
ou calda de cobertura, tem sido motivo de estudos para que mantenham as condi¢des de
qualidade esperada das conservas de cebola. Assim, em trabalhos recentes de Campara
et al. (2021), testaram-se algumas formulacdes, buscando identificar e otimizar aditivos e
estudar suas interacdes. A estabilidade buscada e/ou niveis de qualidade visam impedir a
rejeicao de cebolas em conserva que nao seguem padrdes visuais desejaveis decorrentes
de forma irregular, pecas lesionadas, tamanhos ndo comerciais, bem como problemas de

coloragao no produto.
Aditivos quimicos

Neste capitulo, pretendem-se destacar o trabalho realizado na otimizagado de uma
formulacéo de calda que atenda esses padrdes de qualidades desejaveis. Os aditivos qui-
micos utilizados sao ja conhecidos pelas agroindustrias, porém, sao utilizados de forma,
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quantidades e combinacdes diferentes em entre as conservas vegetais. A Portaria n° 540
de 27 de outubro de 1997 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) estabele-
ce as caracteristicas basicas dos aditivos, como substancia conservadora que impede ou
retarda a alteracao dos alimentos provocada por micro-organismos ou enzimas (BRASIL,
2017). De acordo com seus mecanismos de acao, os inibidores quimicos podem ser ca-
tegorizados como antioxidantes, agentes redutores, agentes quelantes, acidulantes e/ou
inibidores de PPO de tipo misto (MOON et al., 2020).

Os sorbatos sdo muito versateis, inibindo um longo espectro de micro-organismos, prote-
gem o frescor de grande variedade de produtos e apresentam efeito quase nulo sobre o sabor
dos alimentos. A aplicagéo do sorbato de potassio (C,H,KO,) é eficaz na maioria dos alimen-
tos em concentragdes entre 0,05 e 0,3% (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2011), inibindo
bolores e leveduras, embora também sejam ativos contra bactérias (SANCHEZ et al., 2013).

O benzoato de sbédio (C7H5Na02) possui atividade antimicrobiana relacionada ao pH
e € maior em valores de pH reduzidos, com acéao inibidora de leveduras e mofos. Em pH
em torno de 5,0 a 6,0 cerca de 100 a 500 mg/L s&o necessarios para inibir as leveduras,
enquanto para os mofos sao suficientes de 30 a 300 mg/L (JAY et al., 2005).

Metabissulfito de Sodio (Na,S,0,) é utilizado em uma gama extensa da industrializagéo
de alimentos, durante os processos como no produto final. Possui agdo de prevenir o escu-
recimento enzimatico e ndo enzimatico, acdo antimicrobiana e atuar como agente antioxi-
dante, redutor e clarificante. As leveduras e mofos possuem sensibilidade intermediaria ao
SO,. No entanto, concentragbes de 0,2 a 20 mg L™ de acido sulfuroso séo eficientes contra
algumas leveduras, incluindo os géneros Saccharomyces, Pichia e Candida, ao passo que
a espécie Zygosaccharomices bailii necessita de até 230 mg/L para sua inibicao em certas
bebidas de frutas com pH 3,1 (JAY et al., 2005). A utilizac&o de sulfitos se mostra eficaz
em filmes produzidos a base de polimero celuldsico, que inibiu 0 escurecimento de macas,
como inibidor de escurecimento enzimatico em cogumelos Agaricus bisporus congelados
durante 8 meses, esse mostrou-se mais efetivo na conservagéao da cor quando comparado
a solucéo aquosa de acido Il-ascérbico a 0,1%, acido citrico a 0,5% e extrato de cebola (1
kg/5 L) (BERNAS; JAWORSKA, 2015).

O acido citrico é um aditivo para a industria alimenticia com dupla finalidade: acidu-
lante e conservante (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2011). E um é&cido organico fraco e
o principal efeito de tais acidos como conservante € diminuir o pH citoplasmatico dos mi-
cro-organismos e o0 acido nao dissociado pode ter efeitos especificos sobre 0 metabolismo,
que amplificam os efeitos. Como consequéncia, forma-se um ion citrato. Os citratos séo
bons controladores de pH de solugdes acidas (RAHMAN, 2007). Em conservas vegetais, o

acido citrico é utilizado para reduzir o processamento térmico, quelagao de metais tracos,
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para evitar a oxidacao enzimatica, degradacéo da cor e realcar o sabor. A combinac¢ao de
de acidos (acido malico, de acido tartarico, de acido citrico de acido fosférico com cloreto de
sodio (NaCl) em picles causou uma redug¢ao maior de bactérias Gram-Negativas (Escherichia
coliO157: H7 e Salmonella Typhimurium) (BAE; LEE, 2015).

Os estudos conduzidos por Campara (2021) e Campara et al. (2021) buscaram tes-
tar formulagdes contendo esses aditivos para reducédo de ocorréncia de escurecimento e
ampliacéo da estabilidade de conservas de cebola branca. A combinagao de sorbato de
potassio, benzoato de sédio e metabissulfito de sédio na salmoura provocou escurecimento
das cebolas durante o periodo de armazenamento, demonstrando interagdo negativa entre
os ingredientes. As conservas com salmoura sem metabissulfito de sédio apresentaram
um rapido e intenso escurecimento do produto. A anélise de componentes principais (ACP)
mostrou que as variaveis pH, acidez, AE* (coloragdo) e compostos fendlicos apresentaram
correlacao entre si (CP1), enquanto que as variaveis solidas soluveis e contagem de fungos
(CP2) sao agrupadas de acordo com sua variabilidade.

A adicéo de 4cido citrico (1 mg/L) concomitante ao metabissulfito de sédio e sorbato
de potassio demonstrou ser a combinagao que garante melhor resultado, permitindo boa
manuten¢ao de qualidade do produto ao longo da simulagao da vida util de 240 dias, sem
escurecimento, formacao de manchas e precipitados. Os valores médios de pH obtidos
nas formulagcées com acido citrico (2,18 para concentracéo de 0,5% m/v de &cido citrico e
2,08 para concentracao de 1,0% m/v de acido citrico), o que potencializaram o efeito inibi-
torio para leveduras.

As conservas com a formulagéo sem o sorbato de potassio e sem o benzoato de sodio
demonstraram alteracbes com formacéao de precipitado, resultando em contagem de bolores
e leveduras. O aspecto visual do produto € prejudicado pelo aparecimento de precipitados
de coloracdo amarelada ao longo do tempo de armazenamento, o que leva a rejeicéo pe-
los consumidores.

B CONSIDERACOES FINAIS

A producao de conservas vegetais ndo € uma pratica recente, caracterizada por buscar
a conservacao da producéo excedente ou driblar a sazonalidade de producéao dos alimentos.
Com o tempo, esses objetivos se expandiram puxados pela demanda dos consumidores e
avanco de tecnologias de producao e distribuicdo. Cada espécie possui suas particularidades
de processamento, mesmo seguindo um rito, muitas vezes semelhante dado as caracteristi-
cas dos alimentos. No entanto, para algumas espécies de alimentos, o aproveitamento ainda
incipiente ou enfrenta dificuldades tecnolégicas como conservas de cebola branca. Entéo,
mesmo sendo conhecido o processo, ainda restam melhorias a serem feitas.
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A producéo de conservas de cebola branca enfrenta algumas dificuldades, como ma-
téria prima nao padronizada, caldas de cobertura/salmoura nao totalmente adequadas para
atender exigéncia de alta qualidade visual das cebolas nas embalagens de vidro. Os dados
descritos aqui dao conta de que os aditivos quimicos devem ser avaliados em formulag¢des
gue possam garantir condi¢oes fisico-quimicas e microbiolégicas adequadas ao produto,
previstas pela legislacéo. Estudos nesse nivel de investigagao proporcionam o desenvol-
vimento de formulagcées mais efetivas e com possibilidade de redu¢édo da dosagem de
aditivos quimicos, diminuindo custos para as industrias e melhorando a saudabilidade dos
alimentos. No caso da calda para conservas de cebola branca, a adicdo de acido citrico,
metabissulfito de sddio e sorbato de sao eficazes para evitar escurecimento, precipitados e
aparecimentos de manchas esverdeadas.
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para desenvolvimento de novos produtos alimenticios com apelo funcional. Além disso,
tem certificacdo em Terapias Integrativas em Saude, como Florais de Bach, Aromaterapia,
dentre outras.

Lattes: http://lattes.cnpq.br/4553396482061253
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