Flavio Ferreira Siva
(Orgonizador)

Qudlidade de Produtos
de Origem Animal 2

Atena

Editora
Ano 2019



Flavio Ferreira Siva
(Orgonizador)

e e

Qudlidade de Produtos
de Origem Animal 2

Atena

Editora
Ano 2019



2019 by Atena Editora
Copyright © Atena Editora
Copyright do Texto © 2019 Os Autores
Copyright da Edicao © 2019 Atena Editora
Editora Chefe: Prof? Dr? Antonella Carvalho de Oliveira
Diagramacao: Lorena Prestes
Edicao de Arte: Lorena Prestes
Revisao: Os Autores

@ @ Todo o conteldo deste livro esta licenciado sob uma Licenca de Atribuicao Creative
= Commons. Atribuicao 4.0 Internacional (CC BY 4.0).

O conteudo dos artigos e seus dados em sua forma, correcao e confiabilidade sao de responsabilidade
exclusiva dos autores. Permitido o download da obra e o compartilhamento desde que sejam atribuidos
créditos aos autores, mas sem a possibilidade de altera-la de nenhuma forma ou utiliza-la para fins comerciais.

Conselho Editorial
Ciéncias Humanas e Sociais Aplicadas

Prof? Dr? Adriana Demite Stephani - Universidade Federal do Tocantins

Prof. Dr. Alvaro Augusto de Borba Barreto - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Alexandre Jose Schumacher - Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof. Dr. Antonio Carlos Frasson - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana

Prof. Dr. Antonio Gasparetto Jlnior - Instituto Federal do Sudeste de Minas Gerais

Prof. Dr. Antonio Isidro-Filho - Universidade de Brasilia

Prof. Dr. Constantino Ribeiro de Oliveira Junior - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Cristina Gaio - Universidade de Lisboa

Prof. Dr. Deyvison de Lima Oliveira - Universidade Federal de Ronddnia

Prof. Dr. Edvaldo Antunes de Farias - Universidade Estacio de Sa

Prof. Dr. Eloi Martins Senhora - Universidade Federal de Roraima

Prof. Dr. Fabiano Tadeu Grazioli - Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missoes
Prof. Dr. Gilmei Fleck - Universidade Estadual do Oeste do Parana

Prof? Dr? lvone Goulart Lopes - Istituto Internazionele delle Figlie de Maria Ausiliatrice

Prof. Dr. Julio Candido de Meirelles Junior - Universidade Federal Fluminense

Prof? Dr® Keyla Christina Almeida Portela - Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso
Prof? Dr? Lina Maria Gongalves - Universidade Federal do Tocantins

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Marcelo Pereira da Silva - Universidade Federal do Maranhao

Prof® Dr® Miranilde Oliveira Neves - Instituto de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do Para

Prof® Dr® Paola Andressa Scortegagna - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Rita de Cassia da Silva Oliveira - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr? Sandra Regina Gardacho Pietrobon - Universidade Estadual do Centro-Oeste

Prof? Dr? Sheila Marta Carregosa Rocha - Universidade do Estado da Bahia

Prof. Dr. Rui Maia Diamantino - Universidade Salvador

Prof. Dr. Urandi Jodo Rodrigues Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Willian Douglas Guilherme - Universidade Federal do Tocantins

Ciéncias Agrarias e Multidisciplinar

Prof. Dr. Alexandre Igor Azevedo Pereira - Instituto Federal Goiano

Prof. Dr. Antonio Pasqualetto - Pontificia Universidade Catélica de Goias

Prof? Dr? Daiane Garabeli Trojan - Universidade Norte do Parana

Prof® Dr? Diocléa Almeida Seabra Silva - Universidade Federal Rural da Amazonia
Prof. Dr. Ecio Souza Diniz - Universidade Federal de Vigosa

Prof. Dr. Fabio Steiner - Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul

Prof? Dr? Girlene Santos de Souza - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof. Dr. Jorge Gonzalez Aguilera - Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
Prof. Dr. Jalio César Ribeiro - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro

Prof? Dr® Raissa Rachel Salustriano da Silva Matos - Universidade Federal do Maranhao
Prof. Dr. Ronilson Freitas de Souza - Universidade do Estado do Para

Prof. Dr. Valdemar Antonio Paffaro Junior - Universidade Federal de Alfenas

| Atena

Editora
Ano 2019



https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt_BR
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.pt_BR
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4730619E0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4776855Z1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774071A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771171H3
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4242128Y5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4168013D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771131P8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K2187326U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?metodo=apresentar&id=K4236503T6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4779936A0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4764629P0
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4592190A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4774983D5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4777360H4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4705446A5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4537843A7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4771879P6
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4465502U4
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4235887A8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4217820D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4745890T7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/busca.do?metodo=forwardPaginaResultados&registros=10;10&query=%28%2Bidx_nme_pessoa%3A%28rita%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28de%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28cassia%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28da%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28silva%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28oliveira%29++%2Bidx_nacionalidade%3Ae%29+or+%28%2Bidx_nme_pessoa%3A%28rita%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28de%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28cassia%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28da%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28silva%29+%2Bidx_nme_pessoa%3A%28oliveira%29++%2Bidx_nacionalidade%3Ab%29&analise=cv&tipoOrdenacao=null&paginaOrigem=index.do&mostrarScore=false&mostrarBandeira=true&modoIndAdhoc=null
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4770908P1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4544802Z1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4203383D8
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4462393U9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4273971U7
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4717019T5
http://lattes.cnpq.br/3962057158400444
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4791258D5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4710977D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4769404T1
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4402494Z9&tokenCaptchar=03AOLTBLS3hr4cVdLwJSKo9XuEbo3aSa84rmwd-VOUOnOKNG3KlETmWt897QU6hGmuwDDNVvUrUkgDH-vfvZPo1eIf2BLLKEI2emXX1CA5HvkIgdhkMivWo24B8yZ-zPcvj4Fw7L1gp3Q20koTp8vB34HZj7tj6QIwm7Eg-r9RL6NmagOF4QShFd0RxMWncbwWeS6oSfAa9pUBo00oql_WKfAajQU7-KR4W7i6mx7ToD1Ks7uHo1tjJlvLXmi7eaCSELEFilDt7ucyjDmTDMmA69x906qBDzhUwgw9wNMmIKZrcdqSAUCKEKQyl65e9O4lIr5JoUjhqwYTYlqXV-8Td4AZk_gu2oOCQMktRum_bd5ZJ0UcclTNxG2eP5ynmhjzA8IqVUfHDX1jdLgwP-yNSOi-y3y7nzoJqU8WIDza49J4gZUb-9kuQJX9f1G7STe2pOK2K3_dnTDg1l2n2-D-e9nP6yOPDEhkwDXCBPqIxdIiq0Nw7T-hKXd1Gzc3DUUqou6qw9HA6F2nwy2UHd-eNvPVHcyDBXWNtdQrSC-N3IilO2aX6co_RHJc6661cZbnZ9ymBUs9533A
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4717916J5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4761024J9
http://lattes.cnpq.br/8562342815666974
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4481542Z5
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4488711E2
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4221072D9
http://buscatextual.cnpq.br/buscatextual/visualizacv.do?id=K4707670J6

Ciéncias Bioldgicas e da Salide

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri
Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para
Prof? Dr® Magnolia de Araljo Campos - Universidade Federal de Campina Grande
Prof? Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof? Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof. Dr. Alexandre Leite dos Santos Silva - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr? Carmen LUcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnol6gica Federal do Parana

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
Prof® Dr? Neiva Maria de Almeida - Universidade Federal da Paraiba

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Takeshy Tachizawa - Faculdade de Campo Limpo Paulista

Dados Internacionais de Catalogag¢ao na Publicagao (CIP)
(eDOC BRASIL, Belo Horizonte/MG)

Q1 Qualidade de produtos de origem animal 2 [recurso eletrénico] /
Organizador Flavio Ferreira Silva. — Ponta Grossa, PR: Atena
Editora, 2019. — (Qualidade de Produtos de Origem Animal; v.2)

Formato: PDF

Requisitos de sistema: Adobe Acrobat Reader.
Modo de acesso: World Wide Web.

Inclui bibliografia

ISBN 978-85-7247-766-6

DOI 10.22533/at.ed.666191211

1. Agroindustria — Brasil. 2. Alimentos — Controle de qualidade —
Brasil. 3. Tecnologia de alimentos. I. Silva, Flavio Ferreira.
CDD 338.1981

Elaborado por Mauricio Amormino Jinior — CRB6/2422

Atena Editora

Ponta Grossa - Parana - Brasil
www.atenaeditora.com.br

contato@atenaeditora.com.br

| Atena

Editora

Ano 2019



APRESENTACAO

Neste segundo volume apresentado em 26 capitulos, a obra “Qualidade de
Produtos de Origem Animal” é composta por abordagens cientificas que discorrem
principalmente sobre parametros de composicao e qualidade microbiolégica de
alimentos de origem animal.

As condicbes microbiologicas e a composicdo fisico-quimica séo fatores
determinantes para definir a qualidade final de um produto destinado a alimentacéao
humana. Os esforgos cientificos para verificar os parametros de qualidade de produtos
alimentares séo imprescindiveis. Tratando-se de um assunto de tamanha relevancia,
a ciéncia deve sempre trazer novas pesquisas a fim de elucidar as principais lacunas
que possam trazer solu¢des ou apresentar riscos ao consumo humano.

Neste sentido, os estudos que sdo apresentados aqui, alinham-se a estes
temas e trazem novas analises que condizem com as necessidades emergentes de
qualidade e seguranca de produtos de origem animal.

A Atena Editora que reconhece a importancia dos valiosos trabalhos dos
pesquisadores, oferece uma plataforma consolidada e confiavel para a divulgacao
cientifica, propiciando a estes autores um meio para exporem e divulgarem seus
resultados, enriquecendo o conhecimento académico e popular.

Por fim, esperamos que a leitura deste trabalho seja agradavel e que as novas
pesquisas possam propiciar a base intelectual ideal para que se desenvolva novas
solugdes, cuidados e desenvolvimento de produtos de origem animal.

Flavio Ferreira Silva



SUMARIO

(03X = 1 U] 1 1 R 1

ANALISE FiSICO-QUIMICA DE CERVEJAS COMERCIAIS SEM GLUTEN
Gabriel Alves de Jong
Anna Carolyna Goulart Vieira
Gizele Cardoso Fontes Sant’Ana
Thiago Rocha dos Santos Mathias
Maria Helena Miguez da Rocha ledo
Priscilla Filomena Fonseca Amaral

DOI 10.22533/at.ed.6661912111

(03X = 1 U] 1 1 SRR 6

CARACTERIZAQAO FiSICO-QUiMICA, ANTIOXIDANTE E DE AMINOACIDOS DA
CASTANHA DO BARU, CASTANHA DE CAJU E CASTANHA-DO-BRASIL

Luana Poiares Barboza

Maelen Toral Pereira

Mariana Manfroi Fuzinatto

Katieli Martins Todisco

Priscila Neder Morato

DOI 10.22533/at.ed.6661912112

(03X =] 1 U] o 1< TR 17

COMPOSICAO CENTESIMAL, CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA E
MICROBIOLOGICA DE QUEIJO DE COALHO DA REGIAO SUL DO ESTADO DE
RORAIMA

icaro Pereira Silva

Rebeca de Carvalho Rosas

Tassiane dos Santos Ferrao

Juarez da Silva Souza Junior

Keila Souza Correia

DOI 10.22533/at.ed.6661912113

(03X =] 1 U 1 1 23

CORRELAQAQ MATEMATICA DA MASSA ESPECIFICA DA POLPA DE ABACAXI
COM OS PARAMETROS TEMPERATURA E CONCENTRACAO

Relyson Gabriel Medeiros de Oliveira
Jodo Carlos Soares de Melo

Carlos Helaidio Chaves Costa

Adair Divino da Silva Badaroé

Simone Carla Pereira da Silva

DOI 10.22533/at.ed.6661912114

(07X = 1 (U o 1 J RS 30

EFEITO DO REVESTIMENTO EDIVEL USANDO PROPOLIS VERDE E OLEO DE
CRAVO NA CONSERVACAO DE SURURU REFRIGERADO

Tiago Sampaio de Santana
Tamyres Pereira Lopes de Oliveira
Jessica Ferreira Mafra

Leydiane da Paix&o Serra

Mariza Alves Ferreira

Aline Simbes da Rocha Bispo




Norma Suely Evangelista-Barreto
DOI 10.22533/at.ed.6661912115

(03X = 1 U] o X SR 38

EFEITODOS EXTRATOS HIDRO-ETANOLICOS DE ERVAMATE (llex paraguariensis)
E DE MARCELA (Achyrocline satureioides) NA INIBICAO DA OXIDAGCAO LIPIDICAE
NA COLORACAO DE BANHA SUINA

Eduardo Borges de Brum
Danielli Vacari de Brum

DOI 10.22533/at.ed.6661912116

(03X =1 1 5 U] 1 Ry 20 48

ESTUDO DOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS E SENSORIAIS DE SORVETE
DE ABACAXI (Ananas comosus L.) INCORPORADO COM MICROCAPSULAS DE
HORTELA-VERDE (Mentha spicata)

Jenisson Linike Costa Goncalves

Annuska Vieira Cabral

Vanessa Santos de Souza

Patricia Beltrdo Lessa Constant

Angela da Silva Borges

DOI 10.22533/at.ed.6661912117

(03X = 1 U] 1o X J 62

INFLUENCIA DA TORREFAC}AO NO RENDIMENTO DE OLEO DE SEMENTES DE
MELAO OBTIDO POR EXTRAQAO ASSISTIDA POR ULTRASSOM

lago Hudson da Silva Souza

Juliete Pedreira Nogueira

Marinuzia Silva Barbosa

Maria Terezinha Santos Leite Neta

Narendra Narain

DOI 10.22533/at.ed.6661912118

(03X = 1 U] o X TR 69

PREPARO DE CURVA PADRAO PARA INATIVAQAO TERMICA DA CEPA DE
LEVEDURA COMERCIAL Saccharomyces cerevisiae WB-06

Gabriel Alves de Jong

Anna Carolyna Goulart Vieira

Gizele Cardoso Fontes Sant’Ana

Maria Helena Miguez da Rocha le&o

Priscilla Filomena Fonseca Amaral

DOI 10.22533/at.ed.6661912119

(03X 2] 1 U] o 15 o 77

ANALISE MICROBIOLOGICA DE AGUA CONSUMO HUMANO DE UM MUNICIPIO
DO OESTE DO ESTADO DO PARANA

Callegary Vicente Viana

Leanna Camila Macarini

Helena Teru Takahashi Mizuta

Fabiana André Falconi

DOI 10.22533/at.ed.66619121110




(03X = 1 U W o 15 s TR 84

ASPECTOS DA SEGURANCA ALIMENTAR NO CONSUMO DE INVERTEBRADOS
MARINHOS DO MERCADO INFORMAL

Erika Fabiane Furlan

Tatiana Caldas Pereira

Andrea Gobetti Coelho Bombonatte
Rubia Yuri Tomita

Luiz Miguel Casarini

DOI 10.22533/at.ed.66619121111

(03X 1 U] W o 15 - 90

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA PROPOLIS VERDE FRENTE A BACTERIAS
RESISTENTES A ANTIMICROBIANOS COMERCIAIS

Alexsandra larlen Cabral Cruz
Milena da Cruz Costa

Jessica Ferreira Mafra

Leydiane da Paixado Serra
Mariza Alves Ferreira

Aline Simées da Rocha Bispo
Norma Suely Evangelista-Barreto

DOI 10.22533/at.ed.66619121112

(03X 2] 1 U] o 15 99

AVALIAGAO DAS CONDICOES HIGIENICO-SANITARIAS DE AMOSTRAS DO
BANCO DE LEITE DE UM HOSPITAL NO OESTE DO PARANA

Bianca Maliska Klauck

Larissa Villvock De Menech

Fabiana André Falconi

DOI 10.22533/at.ed.66619121113

(03N =] 1 o U] 1o 15 I 108

BACTERIASDEIMPORTANCIAALIMENTAREMESPECIARIASCOMERCIALIZADAS
EM CRUZ DAS ALMAS, BAHIA

Milena da Cruz Costa
Alexsandra larlen Cabral Cruz
Mariza Alves Ferreira

Aline Simbes da Rocha Bispo
Norma Suely Evangelista-Barreto

DOI 10.22533/at.ed.66619121114

CAPITULOD 15 eeeeeeeee et e eeeeseeesssessneesessssssnsssnsssnssssesssesnnesnessseassesnsesnessnessnssnsssnsenn 116

CARACTERIZACAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA AGUA MARITIMA E
DE MEXILHOES EM UMA FAZENDA MARINHA DO MUNICIPIO DE ARMACAO DOS
BUZIOS, RJ

Carolina Siqueira dos Reis
Adriana Paula Slongo Marcussi
Mayara Alves de Menezes
Guilherme Burigo Zanette
Pedro Vianna Tavares

DOI 10.22533/at.ed.66619121115




(03N =] 1 o U] o T - R 123

ISOLAMENTO DE Enterococcus SPP. DE MORTADELA VENDIDA FATIADA EM
NITEROI/RJ

Bruna Pennafort Gomes da Silva
Rayssa Goncalves de Souza
Carolina Riscado Pombo

DOI 10.22533/at.ed.66619121116

(03N =3 1 U] 1o T 220 130

OCORRENCIA DE BOLORES E LEVEDURAS EM CARNE BOVINA MOIDA IN
NATURA COMERCIALIZADA EM MANAUS, AMAZONAS

Rodiney Medeiros dos Reis

Kelven Wladie dos Santos Almeida Coelho
Erika Tavares Pimentel

Joziane Souza da Silva

Luciene Almeida Siqueira de Vasconcelos
Pedro de Queiroz Costa Neto

Felipe Faccini dos Santos

DOI 10.22533/at.ed.66619121117

(03N =2 1 U] Mo I - SRR 139

OCORRENCIA DE PARASITAS HUMANOS E ELEMENTOS EXOGENOS EM
ALFACES CULTIVADAS NA REGIAO DE INHUMAS — GOIAS

Angel José Vieira Blanco
Camilia Silveira de Melo
Flavia Janaina da Silva
Leonardo Fidelis Gama
Luana Barbara Fernandes
Marilia Oliveira Costa
Simone Silva Machado

DOI 10.22533/at.ed.66619121118

(03N =2 1 o U] o T - R 150

PESQUISA DE Salmonella SPP. E Listeria monocytogenes EM QUEIJO MUCARELA
FATIADO COMERCIALIZADO EM HIPERMERCADOS DE RECIFE-PE

Maria Goretti Varejao da Silva

Nataly Sayonara da Silva Melo

Jéssica Martins de Andrade

Fernanda Maria Lino de Moura

Elizabeth Sampaio de Medeiros

DOI 10.22533/at.ed.66619121119

(03/:N =3 1 o U] o 1o R 158

PESQUISA DE Salmonella SPP. EM CARNE BOVINA MOIDA COMERCIALIZADA
EM MERCADO PUBLICO DE RECIFE-PE

Nataly Sayonara da Silva Melo
Maria Goretti Varejao da Silva
Jéssica Martins de Andrade
Fernanda Maria Lino de Moura
Elizabeth Sampaio de Medeiros

DOI 10.22533/at.ed.66619121120




(03N =3 1 o U] o 1 R 165

POTENCIAL ANTIOXIDANTE DE EXTRATOS DE GENGIBRE APLICADOS EM
HAMBURGUER DE FRANGO

Valesca Kotovicz

Lafs Juliana Moreto

Deise Caroline Biassi

Eduarda Molardi Bainy

Roberta Leticia Kruger

Michele Cristiane Mesomo Bombardelli

DOI 10.22533/at.ed.66619121121

(03N =1 1 U] o 12 174

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE CASTANHA-DO-BRASIL (Berthollethia excelsa
H.B.K.) COMERCIALIZADA NA AMAZONIA OCIDENTAL

Alciléia Costa Vieira

Ariane Barbosa Alves

Marilu Lanzarin

Daniel Oster Ritter

Gilma Silva Chitarra

Marcos Miranda Pereira

Nagela Farias Magave Picango Siqueira

DOI 10.22533/at.ed.66619121122

CAPITULO 23

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE FILES DE PEIXE PINTADO AMAZONICO

(Pseudoplatystoma fasciatum X Leiarius marmoratus) COMERCIALIZADOS NO
MUNICIPIO DE CUIABA - MT

Talitha Maria Porfirio

Alessandra Almeida da Silva

lara Oliveira Arruda

Helen Cristine Leimann

Thamara Larissa de Jesus Furtado
Natalia Marjorie Lazaron de Morais
Daniel Oster Ritter

Marilu Lanzarin

DOI 10.22533/at.ed.66619121123

(03N =] 1 o U] o 1 R 185

QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE OSTRAS EAGUAE O PERFILDE RESISTENCIA
A ANTIMICROBIANOS EM CEPAS DE Escherichia coli

Norma Suely Evangelista-Barreto
Mariza Alves Ferreira

Aline Simdes da Rocha Bispo
Manuela Oliveira Pereira

Aline dos Santos Ribeiro

Moacyr Serafim Junior

DOI 10.22533/at.ed.66619121124




(03 =] 1 o U] o 113 194

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli 'PROVENIENTES DE
ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL: UMA REVISAO SISTEMATICA

Luciana Furlaneto Maia
Regiane Ramalho
Heloisa de Carvalho Rodrigues

DOI 10.22533/at.ed.66619121125

CAPITULOD 26 ...eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesasesssessesassssssesnsssessssssssssnssssssssesssesnsesnessessnsssnsssnnen 209
QUALIDADE DO LEITE PRODUZIDO NO SUL DO ESTADO DO ESPIiRITO SANTO

CONSIDERANDO A OCORRENCIA DE MASTITE SUBCLINICA

Jorge Ubirajara Dias Boechat
Cassiano Oliveira da Silva

Rhuan Amorim de Lima

Maria Emilia Pozzatti de Souza
Paulo César Amaral Ribeiro da Silva

DOI 10.22533/at.ed.66619121126
SOBRE O ORGANIZADOR......cctmiiummimisnsemisnssmissssmssssssssssssssssssssmssssssssssssns 216

INDICE REMISSIVO ....oeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeesnsssessssssasssnsssnssssssssessesnsssnesssssasssnsssnnsns 217




CAPITULO 1
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RESUMO: A determinacdo de importantes
parametros de qualidade de cervejas foram
realizados em duas cervejas comerciais sem
gluten (A e B). Para a analise, as amostras
foram degaseificadas em sonicador Desruptor
de Célula Ultra-Sénico (UNIQUE) para posterior
afericdo de parametros fisico-quimicos. As
andlises foram realizadas em equipamento
Anton Paar Beer analyzer do Instituto Federal
do Rio de Janeiro. Ao final, seus resultados

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2

COMERCIAIS SEM GLUTEN

foram comparados com trabalhos da literatura
com outras duas cervejas com gluten (C e D) em
mesmo tipo de aparelho. Foram encontrados
em média valores para as cervejas sem gluten
inferiores a 26% para o alcool (%p/p), 8% para
extrato real (%p/p), 22% para extrato original
(%p/p) e 20% para grau real de fermentagcéo
(RDF %).

PALAVRAS-CHAVE:
analyzer,

cerveja; gluten; Beer

GLUTEN FREE COMMERCIAL BEER
PHYSICAL-CHEMICAL ANALYSIS

ABSTRACT: The determination of important
beer quality parameters was performed on two
commercial gluten-free beers (A and B). For
the analysis, the samples were degassed in
sonicator Ultrasonic Cell Disruptor (UNIQUE)
for later measurement of physicochemical
parameters. The analyzes were performed in
Anton Paar Beer analyzer equipment of the
Federal Institute of Rio de Janeiro. In the end,
their results were compared with literature
studies with two other gluten beers (C and D) in
the same type of appliance. Gluten-free beers
lower than 26% for alcohol (% w / w), 8% for real
extract (% w / w), 22% for original extract (% w
/ w) and 20% were found on average. for actual
degree of fermentation (RDF%).

KEYWORDS: Beer, gluten; Beer analyzer.
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11 INTRODUCAO

Com o consumo médio de 511 milhdes de litros ao dia, a cerveja é o produto
alcoolico mais consumido no mundo. Nos ultimos 50 anos o consumo total quadruplicou
devido ao aumento da demanda em paises em desenvolvimento, como o Brasil.
Atualmente, os consumidores procuram por cervejas artesanais ou diferenciadas
(COLEN & SWINNEN, 2016).

A cerveja consiste de uma solucdo composta de agua, carboidratos e etanol.
Esses trés parametros séo usualmente empregados para o controle de qualidade na
industria cervejeira sob 0 nome de extrato real, extrato original e teor alcoolico. Sendo
este ultimo, aspecto chave para determinar o estilo de cerveja, tanto a classificacéo,
como paladar (LLARIO et al., 2006).

Ja os valores de extrato representam a quantidade de agucar presente antes
e depois da fermentacdo. O extrato real refere-se a todos os sélidos na composicéo
da cerveja, e é importante tanto para indicar agucares nao fermentados, como para
predizer caracteristicas de sabor e corpo. E o extrato original, ou extrato primitivo,
indica a quantidade inicialmente presente no mosto, considerando o teor alc6olico no
calculo (BRASIL, 2001).

Cerveja € a bebida obtida pela fermentacao alcoolica do mosto cervejeiro oriundo
do malte de cevada (BRASIL, 2009). Tal insumo, por conter gluten em quase 50 ppm,
impossibilita seu consumo para portadores da doenca celiaca, principalmente caso
se utilize em combinacdo com malte de trigo. A norma técnica estabelece o limite
maximo de 20 ppm em alimentos gluten-free, e de 100 ppm em alimentos com baixo
teor de gluten (CODEX ALIMENTARIUS, 2015).

Visando a manutencao da qualidade tradicional da bebida alc6olica cervejeira,
Sd0 necessarias analises com alto grau de confiabilidade para assegurar aos
consumidores as caracteristicas do produto original. Equipamentos modernos para
afericdo de parametros em cervejas estao sendo desenvolvidos. Ja sdo empregados
em cervejas métodos com infravermelho (FTIR) e aparelhos de analise automatica,
que realizam a anélise de cada amostra em 10 minutos. Um desses aparelhos,
denominado Beer analyzer, permite realizar, com precisao, a analise de alimentos em
geral, principalmente cerveja. Baseado em métodos termoanaliticos combinados com
algoritmos matematicos, o equipamento fornece propriedades da cerveja e todos os
seus produtos intermediarios. Foi por meio desse aparelho que os parametros foram
obtidos. O fornecedor do equipamento especifica a precisdo da resolucdo de cada
medicdo como sendo 0,01% para cada parametro medido (KRYL; GREGOR; LOS,
2012).

O objetivo do presente trabalho foi comparar parametros (etanol, extrato real,
extrato original e grau real de fermentacao) de cervejas reduzidas em gluten através
de processo por agdo enzimatica, com cervejas com gluten em mesmo aparelho.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras de cerveja

Duas cervejas comerciais sem gluten foram adquiridas em supermercado do
Rio de Janeiro (A e B). Foram vertidas em béqueres para entdo degaseificacdo em
sonicador do tipo Desruptor de Célula Ultra-Sénico da marca UNIQUE®.

2.2 Equipamento Beer analyzer

O equipamento do Beer analyzer DMA4500 M (ANTON PAAR®) foi calibrado com
agua destilada. Foram medidos etanol, densidade, valor cal6rico, extrato aparente,
extrato original, extrato real, atenuacdo aparente e grau real de fermentacéo alcool
(% w/w), extrato real (% p/p), extrato aparente (% p/p), extrato original (% p/p) e grau
real de fermentacéao (%).

2.3 Parametros

As caracteristicas dos parametros observados foram o teor de etanol, quantidade
de etanol produzido a partir do extrato do mosto a partir da fermentacao da cerveja (%
em peso ou % vol); extrato do mosto original, o contetudo dos sélidos dissolvidos no
mosto é determinado em porcentagem de peso (% em peso); extrato real, contetdo
das substancias dissolvidas na cerveja desnaturada (liberta diéxido de carbono por
agitacao) e etanol (por destilagdo) preenchido com agua para o peso original (%
em peso) O grau de fermentacéo real (RDF) - é a perda de concentragao durante o
processo de fermentacao, expressa em porcentagem (%).

2.4 Estatistica

Os resultados do Beer analyzer, em duplicata, sdao entdo examinados e
comparados com o de estudos de cervejas com gluten para determinar se haveriam
diferencas estatisticamente significativas. A anadlise estatistica foi realizada no
software STATISTICA com os parametros obtidos do equipamento. A anélise de
variancia univariavel (ANOVA) foi utilizada para verificar a significancia das variaveis.
A comparacao das médias foi feita por Teste de Tukey. O nivel de significancia usado
foi de 0,05.

31 RESULTADOS E DISCUCOES

Como pode ser visto na tabela 1, os valores da cerveja lager sem gluten e
tradicional variaram em torno de uma média. Contudo, a explicacao para a flutuagao
dos valores pode estar nas diferentes condi¢cdes da fermentacao e alteragdes que

ocorrem com 0 mosto lupulado.
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Na tabela 1 pode ser observada a equivaléncia estatistica por andlise de
variancia entre as quatro marcas lager, sendo duas com gluten e duas sem gluten.
O unico parametro significativamente diferente entre as amostras foi o grau real de
fermentacéo, entretanto o0 mesmo nao apresentou diferencga significativa pelo teste
de Tukey (p=0,05).

Cerveja  Etanol (%p/p) Engzg} pr)ea' EX""Z‘CE/S pc/’gfi”a' RDF (%)
A 362004 3,09 0,75 10,19 + 0,64 67,24 + 0,01
B 375001 4,24 +0,01 11,52 + 0,01 64,66 + 0,01
C  503x157 4,42 +0,59 13,9 + 2,69 84,24 + 7,81
D 483163 4,13 +0,22 13,72 +3,63 84,73 + 7,21

A Valores marcados néo diferem estatisticamente por andlise de variancia
(ANOVA, p = 0,050)

Tabela 1 - Valores médios obtidos no equipamento Beer analyzer

Os resultados obtidos foram examinados no software STATISTICA, que
permitiram comparar as quatro marcas comerciais e avaliar diferencas entre os
produtos sem e com gluten para os parametros analisados.
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Figura 1 — Interacéo estatistica entre valores de (i) alcool (% p/p). (ii) grau de fermentacao real
(RDF, %). (iii) extrato original (% p/p); e (iv) extrato real (% p/p) entre as cervejas comerciais do
tipo lager sem gluten (A e B) e lager tradicional (C e D)

Pode ser observado equivaléncia estatistica entre as duas marcas lager sem
glaten, assim como nas duas marcas de lager tradicional. A quantidade de alcool e

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 1



de extrato original se mostrou levemente superior para as cervejas lager tradicionais
em cerca de 26% e de 20%, respectivamente. O grau real de fermentacdo é maior
nas cervejas lager tradicionais, que apresentaram 85% em média, enquanto as lager
sem gluten demonstraram cerca de 65%. Os valores de extrato real se mantiveram
préximos e dentro da faixa de 3,5-4,5 % p/p para as quatro marcas avaliadas.

E possivel ser observada a dependéncia do teor alcodlico com o extrato real e
original, assim como ha relac&o do grau real de fermentagcdo (RDF) com o extrato real
e teor alcoolico, que esta relacionado com o fato de que no decorrer da fermentagéo
do mosto, mais etanol € produzido (KRYL; GREGOR; LOS, 2012).

41 CONCLUSAO

Uma relagdo do tempo de aquecimento a 60 °C com o numero de células coradas
foi possivel. O modelo teve um alto coeficiente de determinacéo (R?) para o modelo de
Bigelow (1920), permitindo a modelagem e estimativa do tempo de reducao decimal
da cepa comercial de levedura S. cerevisiae WB-06, que foi em torno de 9,80 min. O
processo € capaz de obter valores de viabilidade celular abaixo de 2% em 15 minutos.
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RESUMO: O Brasil é considerado o pais com
maior biodiversidade do mundo, com diferentes
espécies nos biomas da Amazénia, Mata Atlantica
e Cerrado, onde sao encontradas plantas
frutiferas nativas, que possuem caracteristicas
nutricionais importantes. Para uma alimentacao
considera-se

saudavel, importante além da

ingestao de nutrientes para o ideal funcionamento
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do organismo, também a ingestdo de compostos
antioxidantes, que segundo estudos auxiliam
na prevencao de doencgas crénicas. O presente
projeto teve como objetivo analisar e comparar
a capacidade
centesimal, e caracteristicas
das castanhas tradicionalmente consumidas
no Brasil, castanhas de caju e castanha-
do-brasil, com a castanha do baru, fruto da
regidao do Cerrado. Com os resultados, pode-
se observar diferenca significativa para a
andlise de umidade, onde as castanhas de
baru e caju apresentaram os maiores valores,
5,45+0,38% e 5,77+0,46% respectivamente.
Para lipidios houve diferenca significativa entre
as trés amostras, 70,80+1,65% para castanha-
do-brasil, 49,93+2,93% para castanha de
caju e 35,63+1,53% para a castanha do baru.
Com relacédo a proteinas, o baru apresentou
14,57+1,70%. Foi realizado o aminograma
a fim de caracterizar o perfil aminoacidico de
cada castanha. A capacidade antioxidante
equivalente a TROLOX (ymol/g da amostra) foi
1,718+0,10, 0,553+0,05, 0,502+0,05, para caju,
castanha-do-brasil e baru respectivamente,
sendo a castanha de baru uma 6tima opcéo a
ser inserida na dieta de individuos saudaveis.
PALAVRAS-CHAVE: saude; nutrientes;
antioxidante.

antioxidante, = composicao

fisico-quimicas
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PHYSICOCHEMICAL, ANTIOXIDANT AND AMINO ACID CHARACTERIZATION OF
BARU NUT, CASHEW NUT AND BRAZIL NUT

ABSTRACT: Brazil is considered the most biodiverse country in the world, with
different species in the Amazon, Atlantic Forest and Cerrado biomes, where native
fruit plants are found that have important nutritional characteristics. For a healthy diet,
it is considered important in addition to nutrient intake for optimal functioning of the
body, also the intake of antioxidant compounds, which according to studies help in the
prevention of chronic diseases. The present project aimed to analyze and compare the
antioxidant capacity, centesimal composition, and physicochemical characteristics of
the traditionally consumed Brazil nuts, cashews and Brazil nuts, with the baru nuts, fruit
of the Cerrado region. With the results, a significant difference can be observed for the
moisture analysis, where the baru and cashew nuts presented the highest values, 5.45
+ 0.38% and 5.77 + 0.46% respectively. For lipids there was a significant difference
between the three samples, 70.80 + 1.65% for Brazil nuts, 49.93 + 2.93% for cashews
and 35.63 + 1.53% for baru nuts. Regarding proteins, baru presented 14.57 + 1.70%.
The aminogram was performed to characterize the amino acid profile of each nut. The
antioxidant capacity equivalent to TROLOX (umol / g of the sample) was 1.718 +0.10,
0.553 +0.05, 0.502 + 0.05 for cashew, Brazil nuts and baru respectively, with baru nuts
being a great option to be inserted into the diet of healthy individuals.

KEYWORDS: health; nutrients; antioxidant.

11 INTRODUCAO

O conceito de alimentacdo saudavel em vigor considera importante, além do
consumode nutrientesreconhecidoscomonecessariosparaoadequadofuncionamento
e desenvolvimento do organismo, a inclusdo de compostos antioxidantes na dieta,
que tém sido relatados como capazes de atenuar ou prevenir doengas cronicas nao
transmissiveis, tais como cancer, hipertens&o e diabetes (BAILAO et al., 2015).

Muitas dessas doencas podem ser agravadas pelo estresse oxidativo, que é
um desequilibrio entre as espécies reativas de oxigénio e a capacidade de acao dos
antioxidantes presentes no organismo. Para reduzir os danos do estresse oxidativo,
os antioxidantes dietéticos atuam neutralizando as espécies reativas de oxigénio,
chamadas de radicais livres (ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2016)

Os efeitos benéficos, dos frutos e de alguns constituintes de plantas a saude
do homem s&o atribuidos, geralmente, a presenca de substancias naturais tais como
antioxidantes, vitaminas, minerais e fibras (CRUJEIRAS et al., 2010).

1.1 Améndoas: castanha de baru, castanha de caju e castanha-do-brasil

O Brasil é considerado o pais maior biodiversidade do mundo, sendo de 15 a
20% do numero total das espécies existentes, dispersos principalmente nos biomas
Amazdnia, Mata Atlantica e Cerrado (CORADIN, et al., 2011).No Cerrado é encontrada
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grande diversidade de plantas frutiferas nativas ou adaptadas, com potencial de
insercéo em sistemas de producéo agroindustrial, pois muitos desses frutos possuem
caracteristicas nutricionais interessantes, compostos bioativos aliados ao bom paladar
(SILVA et al., 2008).

O baru ou barueiro também conhecido como cumbaru, camaru, feijdo coco
ou emburena-brava, € considerado uma leguminosa, encontrada em Minas Gerais,
Goias, Distrito Federal, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (BOTEZELLI, DAVIDE
& MALAVASI, 2000). E constituido por casca, polpa e possui uma améndoa dura e
comestivel que representa 5% do rendimento em relagcéo ao fruto (RIBEIRO et al.,
2000).

A castanha do baru (Dipteryx alata Vog.) é proveniente do fruto colhido do
barueiro, é considerado um fruto do tipo drupa, pois possui uma polpa fibrosa com
centro endurecido e que nesse centro contenha uma Unica semente oleaginosa
comestivel, a castanha do baru (JUDD et al., 2002; LORENZI,2002).

O cajueiro é nativo do Nordeste brasileiro por se adaptar a solos com baixa
fertilidade, a escassez de agua e a elevadas temperaturas. Do cajueiro aproveita-se
quase tudo, e seu principal produto é a améndoa. A améndoa da castanha de caju
fica em terceiro lugar das nozes mais consumidas no mundo, podendo ser consumida
seca ou nos ingredientes culinarios (EMBRAPA, 2016). E de alto valor nutritivo, tem
sabor agradavel pode ser consumida frita, crua, salgada ou caramelizada, a depender
do gosto do consumidor (MANAY et al., 1987).

A castanheira-do-brasil € uma das espécies mais importantes de extracédo da
Amazbnia. Seu fruto é uma capsula que nao se abre facilmente, contendo dentro
dela cerca de dezoito améndoas de alto valor nutritivo, possuem alto valor protéico,
equivalente ao valor protéico de um ovo, comparado a duas castanhas consumidas.
O peso médio de cada semente (améndoa com a casca) é de 8,2g (EMBRAPA, 1995).

1.2 Composicao nutricional de frutos

Com relagao a composicao de alguns frutos, as cascas e a améndoa, em geral,
além de apresentarem alta quantidade de fibras, apresentam também lipideos,
proteinas e minerais (HIANE et al., 2006; RAMOS et al., 2008), o que torna atraente
sua utilizacdo na elaboragdo de produtos alimenticios para o consumo humano
(MIRANDA et al., 2013).

Os frutos podem proporcionar uma fonte de novos compostos bioativos com
propriedades funcionais benéficas para saude, o que pode estimular as industrias
farmacéuticas e de alimentos no desenvolvimento de novos produtos, promovendo o
desenvolvimento sustentavel das regides como o Cerrado (SIQUEIRA et al., 2013).

Dentre compostos considerados bioativos presentes nos frutos, a fibras tem
demonstrado um papel importante na prevencéo de alguns males como constipacao,
diabetes, obesidade e doencas cardiovasculares (ANDERSON et al.,, 1994;
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GRIGELMO-MIGUEL e MARTIN-BELLOSO, 1999; LARIO et al.,, 2004). Dentre,
esses beneficios, a fibra alimentar & também considerada como um dos ingredientes
que pode contribuir para a diminuicdo da hiperglicemia pos-prandial (RODRIGUEZ-
MORAN et al., 1998).

Além dos alimentos convencionais ricos em fibras, existem inUmeros alimentos
nao convencionais que possuem grande quantidade desse nutriente. Os residuos
de alimentos minimamente processados e os residuos de frutas e hortalicas, como
cascas e talos séo, geralmente, desprezados e poderiam ser utilizados como fonte
alternativa de fibras (PEREIRA, et al., 2003).

Alguns subprodutos de frutos, por ter baixo custo e alto valor nutritivo, sdo de
grande interesse, pois enriquecem o produto final sem onerar significantemente o
custo de producao, resultando em um preco acessivel ao consumidor (KAJISHIMA et
al., 2001; MAURO et al., 2010).

2| OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo comparar as caracteristicas fisico-quimicas, a
composicaode aminoacidos e acapacidade antioxidante de castanhastradicionalmente
consumidas e comercializadas no Brasil, castanhas de caju e castanha-do-brasil, com
a castanha do baru, fruto da regido do Cerrado.

31 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo das amostras

As castanhas do baru (Dipteryx alata) foram adquiridas no estado de Goias. A
castanha-do-brasil, e a castanha de caju foram adquiridas no comércio da cidade
de Navirai. Para obtencéo das farinhas, as castanhas foram mantidas em estufa a
65 °C por 18 horas, onde, posteriormente passaram por trituracdo em liquidificador
doméstico, até obter a farinha. As amostras foram porcionadas e mantidas sob
congelamento até o momento de realizar as analises, seguindo a metodologia de
Mauro et al. (2010).

3.2 Determinacao de umidade

Primeiramente realizou-se a analise de umidade pelo método gravimétrico de
perda de massa por dessecacédo em estufa a 105 °C por 24 horas (Instituto Adolfo
Lutz, 2008).

3.3 Determinacao de lipideos

Com a amostra obtida na analise de umidade, realizou-se a analise de lipideos
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pelo método de extracdo a quente (Soxhlet), onde as amostras foram colocadas em
cartucho de papel filtro e levadas ao equipamento Extrator de Gorduras e Lipideos SL-
202 (SOLAB), e ficaram imersas em solvente hexano por 30 minutos a temperatura
de 100 °C. ApOs esse periodo, as amostras foram retiradas do contato direto com o
solvente, e ficaram sob a linha de gotejamento por 1 hora e 30 minutos a temperatura
de 120 °C. Passado esta etapa, o processo de extragao foi finalizado, sendo apenas
necessario o reajuste da temperatura para 150 °C para recuperagdo do solvente,
o material extraido e recolhido em reboyler foi levado em estufa a 80 °C para total
retirada de solvente, e mantidos em dessecador até serem resfriados e posteriormente
pesados, obtendo-se a quantidade de lipideos das castanhas (Instituto Adolfo Lutz,
2008).

3.4 Analise de cinzas

A anélise de cinzas foi realizada pelo método de incineragcdo em mufla a 550
°C. A amostra seca foi carbonizada em chama de bico de bunsen até cessar o
desprendimento de fumaca, e em seguida colocada em mufla (Instituto Adolfo Lutz,
2008).

3.5 Analise de proteinas

Foi realizada a anélise de proteina pelo método de Kjedhal utilizando fator de
conversao de 6,25 para proteina. Foi pesado 0,1 gramas de amostra em tubos Kjedhal
juntamente com 2 gramas de mistura catalitica e 5ml de acido sulfarico concentrado e
foi levado ao bloco digestor em temperatura inicial de 50 °C até 400 °C gradualmente,
até que a amostra apresenta-se uma cor azul limpido, apds esta etapa os tubos
foram levados para o bloco destilador com 25ml de hidroxido de sddio 50%, e sendo
recuperado em 10ml de acido bérico 2% até obter 50ml de amostra para ser titulado
com &cido sulfurico padronizado até o ponto de viragem para o calculo de proteina.

Para todas as analises, foram utilizadas as metodologias oficiais do Instituto
Adolfo Lutz (2008).

3.6 Composicao de carboidratos

Os carboidratos foram estimados através do calculo de diferenca, subtraindo de
100 os valores obtidos de umidade, lipideos, proteina e cinzas.

3.7 Analise da composicao de aminoacidos

Foi realizada a determinacdo da composicdo de aminoacidos das castanhas
de acordo com a metodologia proposta por White Ja et al. (1986) com modificacées.
As amostras de residuos e co-produtos foram hidrolisadas com acido cloridrico 6 N,
durante 24 horas, os aminoacidos liberados na hidrélise acida foram reagidos com
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fenilisotilcianato (PITC), separados por HPLC em fase reversa e detectados por UV
a 254 nm.

3.8 Analise de fibras

Foi determinado o teor de fibras totais utilizando digestor semi-industrial.
Saquetas de TNT foram mergulhadas em acetona e posteriormente foram secas e
pesadas para colocar as amostras desengorduradas. As amostras foram colocadas
em aparelho determinador de fibras, onde foram realizadas lavagens com solugdes
de acido sulfarico, com agua, e com hidréxido de sddio sob temperatura de 98 °C,
por fim as saquetas foram mergulhadas novamente em acetona, levadas a estufa,
resfriadas e pesadas, obtendo-se a quantidade de fibras totais.

3.9 Determinacao de acidez e pH

A acidez total titulavel foi determinada por meio da titulagcdo de hidréxido de
sodio (0,1M) (AOAC, 2005). O pH foi determinado com potenciometro digital (DM-22
Digimed), introduzido diretamente na amostra (Instituto Adolfo Lutz, 2008).

3.10 Determinacao de compostos fendlicos totais

A determinacao dos compostos fendlicos totais foi realizada a partir do método
de Follin-Ciocauteau, proposta por Asami et al. (2003), O extrato da amostra foi
preparado com solugéo extratora composta de acetona 70% (v/v). Utilizadas aliquotas
de 0,2 mL do extrato, 0,006 mL do reagente Follin-Ciocalteau e 2 mL de solug¢éo de
carbonato de sédio a 7% (p/v) em balédo volumétrico de 5 mL, completando-se o volume
do baldo volumétrico com agua destilada. As leituras de absorbancia foram feitas a
720 nm em espectrofotbmetro (modelo UV-1600, PRO-TOOLS). A quantificagao foi
realizada utilizando uma curva de calibracao preparada com uma solucao padrao de
acido galico (72 - 200 pg-mL-1) e os resultados expressos em mg de equivalente em
acido galico (EAG)-g-1 de matéria seca.

3.11 Determinacao da atividade antioxidante pelo método de DPPH

A determinacédo da atividade antioxidante foi realizada pelo método de DPPH
(1,1-difenil-2-picril-hidrazil) segundo Brand-Willians, Cuvelier e Berset (1995).

3.12 Analises estatisticas

A andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey (5% de significancia) foram
realizados utilizando o programa GraphPad Prism version 5.0 for Windows (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) e os resultados foram expressos como média + desvio

padréao.
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4 1 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicéo fisico-quimica das castanhas estd apresentada na Tabela 1.

Castanha Umidade (%) Proteina (%) Lipideos (%) Fibras (%) Carboidrato (%) Cinzas (%)

Baru 5,450,382  14,57+1,70* 35,63+1,53° 13,15+0,21 40,58 3,77+0,06%
Brasil 4,07+0,42° 9,20+0,69° 70,80+1,65* 11,53+0,81 12,2 3,73+0,06°
Caju 5,77+0,46%  10,74+0,84> 49,93+2,93* 9,27+2,00 30,99 2,567+0,32°

Tabela 1 — Composigéao fisico-quimica das castanhas

Médias e desvio padrao. Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey p < 0,05

A andlise de variancia aplicada para os resultados obtidos para as amostras das
castanhas apresentou diferencas significativas (p<0,05) para algumas analises.

A farinha da castanha de baru apresentou baixo teor de umidade, aumentando
assim seu tempo de prateleira, sendo que a mesma ja apresenta in natura um baixo
teor de umidade, de aproximadamente 6,0 g.100g-1 (TAKEMOTO et al., 2001;
TOGASHI; SGARBIERI, 1994; VALLILO; TAVARES; AUED, 1990).

Conforme a Tabela 1, a castanha de baru apresentou elevado teor proteico
comparado as outras castanhas, porém um valor abaixo da média relatada na literatura
de 26,0 g.100g-1, e um valor de lipideos mais baixo quando comparado as outras
castanhas, cerca de 35%, porém valor préximo as médias relatadas na literatura e 40,0
g.100g-1(TAKEMOTO et al., 2001; TOGASHI; SGARBIERI, 1994;VALLILO; TAVARES;
AUED, 1990). Devemos ter atencédo ao utilizar oleaginosas no processamento de
alimentos, pois pelo seu elevado teor de lipideos pode favorecer a oxidacéao lipidica
pela alta concentracéo de acidos graxos insaturados (AZEREDO; BRITO; GARRUTI,
2004).

Podemos observar também que a castanha do baru apresentou um elevado
teor de fibra, cerca de 13,15%. Conforme Portaria n° 27 de 13 de janeiro de 1998
da ANVISA (BRASIL, 1998), alimentos sélidos que contenham 6,0 g.100g-1 de fibra
alimentar, sao considerados alimentos de alto teor de fibra alimentar.

Os resultados obtidos na Tabela 2, demonstra que ndo houve variancia
significativa para a determinacdo do pH , porém a castanha do brasil apresentou
menores porcentagens para acidez.

Castanha pH acidez
Baru 6,56+0,06 0,80+0,06*
Brasil 6,51+0,06 0,39+0,02°
Caju 6,42+0,15 0,71+0,042

Tabela 2 - Determinacéo de pH e acidez
* Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey p < 0,05
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Para a composicao de aminoacidos obtemos os resultados conforme a Tabela 3.

g/100g de amostra, base seca

Aminoacido Baru Brasil Caju
Asparagina 2,33 1,25 1,78
Glutamato 4,21 3,34 3,86
Hidroxiprolina 0,02 0,02 0,02
Serina 1,10 0,74 1,10
Glicina 1,23 0,84 0,96
Histidina 0,54 0,41 0,46
Taurina 0,00 0,00 0,00
Arginina 2,98 3,02 2,82
Treonina 1,01 0,43 0,68
Alanina 1,19 0,66 0,92
Prolina 1,24 0,74 0,78
Tirosina 0,97 0,54 0,73
Valina 1,40 0,91 1,27
Metionina 0,17 1,11 0,29
Cisteina 0,51 0,66 0,57
Isoleucina 0,84 0,52 0,84
Leucina 1,80 1,15 1,38
Fenilalanina 1,15 0,69 0,96
Lisina 1,82 0,53 0,98

Tabela 3 — Composicéo de aminoéacidos nas castanhas

A analise de aminoacidos mostrou que o aminoacido predominante nas
castanhas estudadas foi o glutamato, com valores de 4,21 g.100g-1 para a castanha
do baru, 3,34 g.100g-1 para a castanha-do-brasil, 3,86 g.100g-1 para castanha de
caju. A castanha de baru apresentou os maiores valores de arginina, alanina, prolina,
tirosina, fenilalanina, lisina, comparada as demais castanhas estudadas. A castanha-
do-brasil destacou-se pelo contetdo do aminoacido metionina. De acordo, com
Calderari (2011), a castanha-do-brasil é rica nos aminoacidos essenciais metionina e
cisteina, e em menores quantidades, apresenta a arginina e leucina.

Com relacéo aos resultados obtidos para compostos fendlicos e para capacidade
antioxidante das castanhas estdo expressos na Tabela 3.
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Castanha Compostos fenodlicos Capacidade antioxidante equiva-
lente a TROLOX (DPPH) (umol/g

(mg GAE/ 100 g amostra)
da amostra)

Baru 48,80+6,91b 0,502+0,05b
Brasil 55,69+4,70b 0,553+0,05b
Caju 81,67+4,23a 1,718+0,10a

Tabela 3 - Valores médios e desvio padréo dos compostos fendlicos e capacidade antioxidante
das castanhas.

*GAE (equivalente de acido galico)

Letras diferentes nas colunas indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey p < 0,05

A castanhade caju obteve maiores resultados para compostos fendlicos e analise
da capacidade antioxidante. A ingestdo de antioxidantes favorece a preveng¢ao ou o
retardo da oxidagao de substratos envolvidos no processo oxidativo, impedindo a
formacéao de radicais livres (HALLIWEL et al., 1995).

As castanhas sao fontes de fibras e compostos bioativos, incluindo compostos
fendlicos, flavonoides, isoflavonas, terpenos, compostos organosulfurosos e tocoferol,
que possuem atividade antioxidante, combatendo espécies reativas de oxigénio
(COSTA; JORGE, 2014).

51 CONCLUSAO

Conseguimos com este trabalho observar que a castanha do baru possui um
maior valor proteico, e um alto teor de fibra alimentar, e também possui compostos
antioxidantes, o que seria uma boa op¢ao de consumo para individuos saudaveis.

Os frutos tipicos do cerrado, como o baru e mais especificamente sua castanha,
podem ser consumidos também na forma de farinha e assim serem utilizados na
elaboracéo de novas receitas, como fonte de enriquecimento nutricional.
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RESUMO: Caracterizou-se fisico-quimica e
microbiologicamente o0s queijos de coalho
produzidos nos municipios da regiao Sul do
Estado de Roraima. Os municipios de Caracarai
— CCl, Caroebe — CRB, Roraindpolis — RLI, Séo
Jodo da Baliza — SJB e Sao Luiz do Anaua —
SLA, produzem queijos de coalho com umidade
variando de (42,23 — 43,22%), portanto s&o
classificados como média umidade, no entanto
apresentam o teor de lipideos variando entre
queijo semigordo (25,0 — 44,9%) e (10,0 —
24,9%) queijo magro. Os queijos apresentaram
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resultados dentro do preconizado pelalegislacéo
para coliformes termotolerantes 45°C, ou seja,
abaixo de 5,0x103, contudo alguns lotes tiveram
sua qualidade microbiologica reprovada para
0S micro-organismos Staphylococcus aureus
e Salmonella, indicando haver falhas na
manipulacéo e processamento que devem ser
corrigidos.

PALAVRAS-CHAVE:

Leite.

Contaminacdo, DTA,

CENTESIMAL COMPQOSITION, PHYSICAL-
CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF COALHO CHEESE
OF THE SOUTH REGION OF THE STATE OF
RORAIMA

ABSTRACT:
microbiologically

Physiochemical and
characterized the curd
cheeses produced in the municipalities of the
southern region of the state of Roraima. The
municipalities of Caracarai — CCI, Caroebe —
CRB, Rorainépolis — RLI, Sao Joao da Baliza
— SJB and Sao Luiz do Anaua — SLA, produce
curd cheese with moisture ranging from (42.23
— 43.22%), so they are classified as medium
humidity, however, the lipid content varies
between semi - fat cheese (25.0 — 44.9%)
and (10.0 — 24.9%) lean cheese. The cheeses
presented

results in accordance with the

legislation for thermotolerant coliforms 45°C,
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that is, below 5.0x103, however, some lots had their microbiological quality disapproved
for Staphylococcus aureus and Salmonella microorganisms, indicating that there were
failures in handling and processing that must be corrected.

KEYWORDS: Contamination, DTF, Milk.

11 INTRODUCAO

O queijo é um derivado lacteo de destaque, devido a presenca de nutrientes
importantes como as proteinas e suas caracteristicas sensoriais agradaveis. Entende-
se por queijo o produto fresco ou maturado que se obtém por separacéo parcial do
soro do leite ou leite reconstituido (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou de
soros lacteos, coagulados pela acéo fisica do coalho, de enzimas especificas, de
bactéria especifica, de acido organicos, isolados ou combinados, todos de qualidade
apta para uso alimentar, com ou sem agregacao de substancias alimenticias e/
ou especiarias e/ou condimentos, aditivos especificamente indicados, substancias
aromatizantes e matérias corantes (BRASIL 2017).

O queijo de coalho é um produto bastante apreciado e consumido em todo o
Brasil, seja na forma original, frito, assado ou desidratado. No entanto, grande parte
sua producéo é rural e tem grande importéncia na formacéo de renda dos produtores
de leite, principalmente daqueles que ndo tém acesso as usinas de beneficiamento,
pois esse é um queijo cuja a tecnologia aplicada é relativamente simples, sem
exigéncia de equipamentos sofisticados (NASSU, MACEDO e LIMA, 2006).

O queijo de coalho é classificado como de média a alta umidade, de massa
semi-cozida ou cozida e apresentando um teor de gordura nos sélidos totais variavel
entre 35,0% e 60,0% (BRASIL, 2001).

Nesse sentido a falta de padrbes de qualidade para a matéria-prima e a falta
de critérios na escolha das técnicas de processamento possibilita que produtos de
qualidade duvidosa, tanto do ponto de vista higiénico-sanitario como de identidade
e qualidade, atinjam o mercado, colocando em risco o consumidor (SILVA, DUTRA e
CADIMA, 2010).

Diante do exposto é interessante verificar a qualidade microbiolégica dos
queijos produzidos na regido Sul do estado de Roraima, bem como sua composicao
centesimal e caracteristicas fisico-quimicas.

2 | MATERIAL E METODOS

Os queijos foram obtidos no periodo de 01 de novembro de 2017 a 09 de
dezembro de 2017 a partir da feira do produtor de cada municipio da regiao Sul do
Estado de Roraima, sendo eles, Caracarai — CCl, Caroebe — CRB, Rorainopolis — RLI,
Sao Joado da Baliza — SJUB e Séo Luiz do Anaua — SLA. Foram adquiridas trés lotes
de cada municipio em datas distintas, em seguida foram identificadas e separadas as
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amostras de cada municipio e armazenadas para realizacao das analises.

As analises de composicdo centesimal e acidez foram utilizados métodos
descritos por (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Para determinacdo do pH foi
utilizado um potenciébmetro da marca INSTRUTHERM, (modelo RS 232), calibrado
com solugdes tampéo de pH 4,0 e 7,0. A determinacéao da atividade de agua (Aw) foi
feita por leitura direta no aparelho Aqualab Decagon (modelo 4TE).

Os ensaios microbiolégicos para verificacdo de Coliformes totais, fecais,
Staphylococcus aureus e Salmonella foram realizados seguindo metodologia descrita
por Silva, Junqueira e Silveira (2010). Todos os ensaios foram realizados em trés
repeticoes e em triplicata.

Os resultados das analises fisicas e fisico-quimicos foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) e ao teste de comparacao de médias Tukey a (5% de
probabilidade), com auxilio do programa de Sisvar versao 5.6.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados para a composi¢céao centesimal e caracterizacgéao fisico-
quimica dos queijos de coalho podem ser visualizados na Tabela 1, que demonstra
gue nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os municipios para nenhum dos
parametros avaliados.

Umidade Lipideos Cinzas Acidez

(%) %) PR ) (%) PH — Aw™
CCl 43,222 27,152 14,122 4,642 0,482 5,912 0,965
CRB 43,262 27,382 13,862 3,462 0,352 5,502 0,9862
RLI 43,352 32,992 14,652 3,712 0,592 5,852 0,9822

SJB 44,032 25,482 14,082 3,232 0,402 5,302 0,9832
SLA 42,232 22,352 13,862 3,592 0,512 5,252 0,980°

Tabela 1. Composicao centesimal e caracterizacéo fisico-quimica dos queijos de coalho do Sul
do estado de Roraima.

*PB = Proteina bruta; **Aw = Atividade de agua.

Analisando o parametro umidade pode-se observar que 0s queijos produzidos
no Sul do Estado de Roraima, apresenta teores variando de (42,23 — 43,22%),
portanto sendo classificado como queijo de média umidade (36,0 — 45,9%) de acordo
com o estabelecido por Brasil, (1996). Sousa et al. (2014), compararam queijos
inspecionados e nao inspecionados obtendo resultados variando entre (14,38 —
21,56%) para umidade dos queijos inspecionados e de (15,0 — 29,38%) de umidade
para queijos nao inspecionados, todos os resultados foram inferiores aos de umidade
encontrados neste trabalho.

Os lipideos, embora nédo tenham diferido estatisticamente entre os municipios,
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tomando como base a Portaria n® 146 de 07 de marco de 1996, séo classificados como
magro os que apresentam (10,0 — 24,9%) Brasil, (1996). Os queijos produzidos no
municipio de SLA apresentaram valor médio de lipideos de 22,35%. Ja os produzidos
nos demais municipios classificaram-se como semigordo (25,0 — 44,9%) devido ao
maior teor médio de gordura. Cavalcante et al. (2007) encontraram valores variando
de (28,0 — 34,0%) para lipideos valores proximos aos vistos neste trabalho.

Ribeiro et al. (2012) trabalharam com queijo tipo parmesao e encontraram
valores de proteina variando (28,7 — 30,6%), superiores aos encontrados neste
trabalho, esse fato pode estar relacionado com o tipo de queijo, o teor de umidade e
a ocorréncia de protedlise.

Os valores para cinzas foram proximos aos encontrados por Cavalcante et al.
(2007), que encontraram valores variando de (3,99 — 4,33%).

A acidez e o pH estdo préximos aos valores encontrados por Souza et al.
(2014), que encontraram acidez variando de (0,16 — 0,74%) e o pH de (5,18 a 6,23). A
acidez decorrente da producgéo de acido latico a partir da degradacéo da lactose tem
influéncia direta no pH e na eliminacéo do soro.

Para o parametro Atividade de agua (Aw) as amostras apresentaram valores
proéximos aos encontrados por Ribeiro et al. (2012) e Souza et al. (2014). Freitas
Filho et al. (2009), afirmam que a Aw interfere nas acbes metabdlicas dos micro-
organismos ao longo da maturagdo, com suas possiveis consequéncias no pH, na
textura, no sabor e no aroma.

Na Tabela 2 s&o exibidos os resultados das analises microbiologicas, dos
ensaios para Coliformes fecais, Staphylococcus aureus e Salmonella, tomando como
parametro valores definidos pela resolugdo RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001
(BRASIL, 2001).

Staphylococcus aureus

LOTE Coliformes a 45°C.g" Salmonella sp.25¢g
UFC.g™
1 0,43 x 107 3,0 x 102 Auséncia
CCl 2 0,21 x 102 1,0 x 102 Presenca
3 0,23 x 107 7,0 x 102 Auséncia
1 7,0 x 102
0,93 x 10? .
CRB 2 6,0 x 10?2 Auséncia
3 0,43 x 10? 6,0 x 102
1 6,0 x 102
RLI 2 0,43 x 107 5,0 x 102 Auséncia
3 9,0 x 102
1 0,43 x 10? 6,0 x 102
SJB 2 6,0 x 102 Auséncia
0,23 x 107
3 6,0 x 102
1 6,0 x 102 o
0,23 x 107 Auséncia
SLA 2 3,0 x 102
3 11,0 x 102 0 Presenca

Tabela 2. Avaliagdo microbioldgica dos queijos de coalho produzidos no Sul do estado de
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Roraima

Observando os resultados € possivel afirmar que todas as amostras de todos
0s municipios avaliados estdo dentro dos padrdes microbiolégicos para coliforme a
45°C.g " que tem como limite de toleréncia 5x103UFC.g"' de acordo do (BRASIL 2001)
indicando que existe um controle na higiene dos equipamentos e manipuladores
durante a producgao dos queijos.

Ja para o micro-organismo Staphylococcus aureus apenas o Lote 3 do municipio
de SLA, apresentou grande quantidade de colbnias, acima do limite de tolerancia que
€ 108UFC.g", estando inapto para comercializagao e consumo. Por estarem presentes
na mucosa e nos tecidos dos seres humanos, a higienizacao errada do manipulador
pode ter sido 0 motivo da contaminacgao por Staphylococcus aureus. Assumpc¢ao et al.
(2003), ao analisarem a linha de processamento de queijos, constataram a presenca
desses micro-organismos nas maos e antebraco dos manipuladores.

Para o ensaio de Salmonella a RDC n°® 12 de 02 de janeiro de 2001 determina
gue néo pode haver presenca desse micro-organismo. Analisando os resultados é
possivel observar que o Lote 2 do municipio de CCl e o Lote 3 do municipio de SLA
apresentaram presenca de Salmonella, micro-organismo patogénico que € associado
a diversas Doencas Transmitidas por Alimentos — DTA’s, portanto ofertando risco aos
consumidores deste produto. E possivel relacionar essas contaminacées com uma
falha na higiene dos utensilios, equipamentos e manipuladores, bem como a falta ou
falha no processo de pasteurizacdo do leite (SOUZA et al., 2014).

41 CONCLUSAO

As amostras apresentaram valores para os parametros umidade e lipideos
dentro do determinado pela legislacéo brasileira. Para os padrdes microbiol6gicos
alguns queijos apresentaram-se improprios para 0 consumo.

A venda de produtos artesanais deve ser um motivo de apreensao para as
autoridades do estado de Roraima, pois estes sao relacionados a uma série de
DTA’s. O queijo de coalho € um produto amplamente consumido e deve ter um olhar
especial dos 6rgaos fiscalizadores para garantir que estes ndo ofertem riscos aos
consumidores.

Por se tratar de um produto adquirido a partir da central de abastecimento
de cada municipio o risco de contaminacao por patbgenos existe e este deve ser
minimizado, por meio de fiscalizacdo e capacitacao dos produtores.
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RESUMO: O conhecimento da massa especifica
das polpas de frutas é importante para projetar
equipamentos na industria  alimenticia.
Objetivou-se neste trabalho determinar a
correlacdo matematica entre a massa especifica
da polpa de abacaxi com os parametros
temperatura e concentragao simultaneamente.
A massa especifica foi determinada com
o auxilio de picnébmetros e a temperatura
controlada através de um banho termostato. As
correlacbes matematicas da massa especifica
com a temperatura e concentragdo foram
realizadas através de modelos polinomiais
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de quatro termos. Verificou-se que a massa
especifica da polpa de abacaxi diminuiu com
0 aumento da temperatura e com decréscimo
da concentracdo. O modelo mateméatico que
melhor se ajustou aos dados experimentais foi
0 modelo de quatro termos com a temperatura
quadratica, pois apresentou R?igual a 0, 997.
PALAVRAS-CHAVE: Polpade fruta; Densidade;
Equac&o matematica.

MATHEMATICS CORRELATION OF
PINEAPPLE PULP SPECIFIC MASS WITH
TEMPERATURE AND CONCENTRATION

PARAMETERS

ABSTRACT: The knowledge of the fruit pulps
specific mass is important to design equipment
in the food industry. The objective of this work
was to determine the mathematical correlation
between the specific mass of the pineapple
pulp with the parameters temperature and
concentration simultaneously. The specific mass
was determined with the aid of pycnometers
and temperature was controlled through a
thermostat bath. The mathematical correlations
of the specific mass with the temperature
and concentration were performed through
polynomial models of four terms. It was verified
that the specific mass of the pineapple pulp
decreased with the increase of temperature
and with a decrease in concentration. The
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mathematical model that best adjusted to the experimental data was the four-term
model with the quadratic temperature, because it presented R? equal to 0,997.
KEYWORDS: Fruit Pulp; Density; Mathematical equation.

11 INTRODUCAO

O crescimento do consumo e comercializagao de polpa de frutas vem aumentando
significativamente a cada ano, pois as pessoas estdo buscando produtos mais
saudaveis e que tenham maior praticidade, como as polpas de frutas (COSTA et al.,
2013, p.2). De acordo com EVANGELISTA E VIEITS (2006, p.76), a polpa de fruta é
uma opcéo de substituicao perfeita da fruta in natura, pois apresenta a vantagem de
estar disponivel no mercado em periodo de entressafra das frutas. A polpa de frutas
€ amplamente usada em varios segmentos da industria de produtos alimenticios,
tais como sucos naturais, sorvetes, laticinios, balas, doces, geleias, etc (SILVA et al.,
2010, p. 2).

O abacaxi é considerado um dos mais importantes frutos e seu cultivo vem se
expandindo no mundo, por longo tempo tem sido a fruta n&o citrica mais popular
nos paises tropicais e subtropicais, principalmente pelo seu atrativo sabor e aroma,
contendo uma grande diversidade de vitaminas e sais minerais (FREIMAN e SABAA
SRUR, 1999 p.170; MIRANDA et al., 2015, p. 82). Para a industria de alimentos o
suco do abacaxi é o produto nobre, tanto para consumo, quanto para fabricacao de
varios subprodutos e para exportacao (SOUZA e TORRES, 2011, p.175).

No decorrer do processamento das polpas de frutas ocorre a aplicagcao de
processos térmicos que envolvem transferéncia de calor, como aquecimento,
resfriamento e congelamento. O ndo conhecimento das propriedades termofisicas,
como massa especifica, calor especifico, condutividade e difusividade térmica, das
polpas de frutas dificulta o dimensionamento de equipamentos e processos (MATTOS
e MEDEIRQOS, 2008 p.109).

Como a composicao dos materiais bioldgicos € heterogénea, a modelagem
e otimizacdo dos processos, dependem de parametros que podem variar durante
0 processo como, o teor de umidade, estrutura do produto e faixa de temperatura
utilizada (MATTOS e MEDEIROS, 2008 p.109).

O efeito da temperatura e concentracdo (°Brix) na massa especifica em
sucos e polpas de frutas tem sido estudado por diversos pesquisadores, como por
PEREIRA et al. (2002, p.527), avaliaram a massa especifica de polpa de acgai em
trés concentracdes de soélidos totais (9,7%, 12% e 15,2%) e diferentes temperaturas
(10°C a 50°C); GUEDES et al. (2010, p.280), estudando o comportamento da massa
especifica da polpa de melancia em diferentes temperaturas (10, 20, 30, 40, 50 e 60
°C) e concentracgdes (8, 17, 26 e 35 °Brix); BONOMO et al. (2009, p.36) estudando o
comportamento da massa especifica do suco de caju em funcédo da temperatura (5 a

80 °C), entre outros.
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Segundo EGEA et al. (2015, p.179) os modelos matematicos para predicao das
propriedades termofisicas evoluiram e representam uma oportunidade significativa
de melhorar a eficiéncia de tratamentos térmicos no processamento de alimentos,
além, de certa forma, se tornar uma alternativa viavel na substituicao da determinagéo
experimental destes parametros. ALVES et al. (2018, p.159) estudando a massa
especifica da polpa de abacaxi e de acerola, nas concentracdes de 14,4 e 17 °Brix e
nas temperaturas de 10 a 50 °C, propuseram modelos matematicos polinomiais de
dois, trés e quatro termos a fim de determinar uma correlagao entre esses parametros.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho é determinar uma correlacdo matematica entre
a massa especifica da polpa de abacaxi com os parametros temperatura (10, 20, 30,
40 e 50°C) e concentracao (14, 11 e 8 °Brix), simultaneamente.

2 | MATERIAIS E METODOS

As frutas foram adquiridas no comércio da cidade de Caic6/RN e, posteriormente,
foram higienizadas em agua corrente para que depois fossem imersas em uma
solucéao de hipoclorito de sodio a 50 ppm, por cerca de 15 minutos; em seguida, foram
enxaguadas e despolpadas utilizando um multiprocessador. Por fim, as polpas foram
envasadas e armazenadas em um refrigerador.

Com relagao as analises da massa especifica das polpas de frutas, estas foram
realizadas em triplicata, nas temperaturas de 10, 20, 30 40 e 50°C e nas concentracdes
de 14, 11 e 8 °Brix. Foram utilizados picnémetros previamente calibrados com agua
destilada em cada temperatura do experimento e a pesados em balanga analitica
com preciséo de 0,0001 g.

Os calculos da massa especificas foram de acordo com a Equacao 1 descrita
abaixo.

p=mi (1)

Onde: p — é massa especifica (kg/m3); m- € massa do produto (kg); v- € volume
do picnémetro (ms3).

As temperaturas das amostras foram controladas através do banho termostato
com auxilio dos termOmetros presentes nos proprios picnémetros. A concentracdo de
sélidos soluveis (°Brix) da polpa foi realizada através de leitura direta com auxilio de
um refratdmetro portatil modelo RT-30ATC, com escala de 0 a 32 °Brix, devidamente
calibrado e ajustado a 20°C com agua destilada, e os resultados expressos em °Brix.

Quanto a modelagem matematica da massa especifica da polpa, foram utilizados
o modelo polinomial de quatro termos com temperatura quadratica (equacéo 2) e
concentracdo quadratica (Equacéo 3), respectivamente, para verificacdo da influéncia
temperatura e concentracdo sobre a massa especifica da polpa.

p =a+bT+dC+fT2  (2)
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p =a+bT+dC+fC? (3)
Onde: T — Temperatura (°C); a, b, d e f — constantes; C — Concentracao (°Brix).

31 RESULTADO E DISCUSSOES

Na Figura 1 tem-se a superficie de resposta que descreve o comportamento da
massa especifica da polpa de abacaxi em funcao da temperatura e da concentracéo.
Nota-se que o comportamento da massa especifica da polpa foi influenciado tanto
pela temperatura como pela concentragdo, com a massa especifica aumentando
com o aumento da concentracéo e diminuindo com a temperatura. Com relacéo a
dependéncia da massa especifica da polpa de abacaxi com a temperatura, PEREIRA
etal. (2002 p.528) observaram o mesmo comportamento ao estudarem a polpa de acai
em diferentes temperaturas. MUNIZ et al. (2006, p.363) estudando o comportamento
da massa especifica da polpa de bacuri com relacdo a temperatura e concentracéao,
observaram o mesmo comportamento para a polpa estudada. Segundo CARVALHO
et al. (2011 p.434), a reducdo da massa especifica com o aumento da temperatura

pode ser atribuida a expansao térmica que ocorre com as polpas de frutas quando
sao aquecidas.

L gﬂ%paﬁ% TET

Figura 1 - Massa especifica da polpa de abacaxi em fun¢do da concentracé@o e temperatura.

Na Tabela 1 encontram-se dois modelos de equacbes polinomiais de quatro
termos que foram utilizadas para descrever o efeito das temperaturas (10, 20, 30, 40
e 50°Brix) e concentragdes (14, 11 e 8°Brix) no comportamento da massa especifica
da polpa de abacaxi e seus respectivos coeficientes de determinacgdes.
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Equacao a b d f R?

p=a+bT+dC+{T? 1000,18 -0,0518 3,7420 -0,0054 0,9972

p=a+bT+dC+fC? 1020,62 -0,3769 0,5570 0,1447 0,9952

Tabela 1 — Equacdes propostas para o calculo da massa especifica da polpa do abacaxi com
14 °Brix em funcdo da temperatura

p - Massa especifica (kg/m®); T — Temperatura (°C); a, b, d e f — constantes

Percebe-se que o modelo que tem o ultimo termo da equagado a temperatura
quadratica (T?) apresenta um ajuste melhor que o0 modelo que possui o ultimo termo
da equacgdo a concentracdo quadratica (C?), ao compara os valores dos coeficientes
de determinacao (R2) de cada modelo. FORTAN et al. (2018, p.1070) utilizaram
uma equacao com a temperatura quadratica e umidade linear para descrever o
comportamento da massa especifica da polpa de maca e observaram que a mesma
teve um bom ajuste com coeficiente de determinacdo (R2) igual a 0,96. VARELA
et al. (2017, p.83) ao utilizarem modelo polinomial com a temperatura quadratica
e concentracao linear para descrever o comportamento da massa especifica da
polpa de polpa de graviola, mangaba e pitanga, obtiveram que os coeficientes de
determinacao (R2) foram iguais a 0,996, 0,990 e 0,990, respectivamente.

Nota-se também que 0 modelo que tem o ultimo termo da equacao a concentragao
quadratica (C2) tenha apresentado o coeficiente de determinacdo (R2=0,9952),
inferior ao da equacédo com a temperatura quadratica, também pode ser utilizado
para descrever o comportamento da polpa de abacaxi nas condi¢gdes estudadas.
GUEDES et al. (2010, p.282), aplicaram um modelo matematico de quatro termos com
temperatura (linear) e concentracao de sélidos soluveis (quadratica) e observaram
gue o modelo se ajustou bem aos dados experimentais da massa especifica da polpa
de melancia, com coeficiente de determinacéo igual a 0,999.

41 CONCLUSAO

A massa especifica da polpa de abacaxi apresentou comportamento coerente
ao que é apresentado na literatura diminuindo com o aumento da temperatura e com
o decréscimo da concentracdo de soélidos soluveis. Por fim, o modelo polinomial
que melhor se ajustou aos dados experimentais foi o modelo com a temperatura
quadratica, pois apresentou coeficiente de determinacao (R?) igual a 0,9972, porém o
modelo com a concentragao quadratica também pode ser utilizada para reapresentar o
comportamento da massa especifica da polpa de abacaxi, pois apresentou coeficiente
de determinacéao (R?) igual a 0,9952.
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RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
avaliar o aumento da vida util em amostras de
sururu (Mytella guyanensis) refrigerado usando
extrato de prépolis verde e 6leo de cravo. Foram
elaboradas trés solug¢des de revestimento: éleo
essencial de cravo a 2 mg m™ (OEC); propolis
verde a 2% (PV2%) e propolis verde a 2% +
OEC a 2 mg mL' (PV2%+OEC). Amostras
de sururu sem revestimento foi usado como
controle. As amostras foram embaladas e
armazenadas a 5°C por 12 dias e realizadas
andlises microbiologicas (bactérias aerdbias
mesofilas, coliformes a 35°C e a 45°C) e fisico-
quimicas (bases nitrogenadas volateis totais -
BNVT e pH) em intervalos de 0, 4, 8 e 12 dias.
Os revestimentos ediveis apresentaram baixa
reducdo na carga microbiana de mesofilos,
porém com reducao significativa (p<0,05) para
os coliformes a 45°C (PV2% > PV2%+OEC
> OEC). Para as BNVT o melhor tratamento
na deterioracdo do sururu foi o PV2%+OEC,
com menor valor de BNVT, embora sem
diferenca significa para os demais tratamentos
e diferindo do controle (p<0,05). A aplicacao
de revestimento edivel usando PV2% e
PV2%+0OEC é uma alternativa eficiente para a
reducdo da carga microbiana de coliformes em
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amostras de sururu refrigerado pois aumenta sua vida util em 10 dias.
PALAVRAS-CHAVE: Moluscos bivalves; Atividade antimicrobiana; Coliformes.

EFFECT OF EDIBLE GREEN PROPOLIS EXTRACT AND CLOVE OIL COATING IN
CONSERVATION REFRIGERATED SURURU

ABSTRACT: The aim of this paper was to evaluate the increase of shelf life in samples
of chilled sururu (Mytella guyanensis) using green propolis extract and clove oil. Three
coating solutions were prepared: clove essential oil at 2 mg m™ (OEC); 2% green
propolis (PV2%) and 2% green propolis + 2 mg OEC mL" (PV2% + OEC). Uncoated
sururu samples were used as a control. Samples were packaged and stored at 5°C
for 12 days and microbiological (aerobic mesophilic bacteria, coliforms at 35°C and
45°C) and physicochemical (total volatile base and pH) analyzes were performed at 0,
4, 8 and 12 days intervals. Edible coatings showed low reduction in microbial load of
mesophiles, but with significant reduction (p <0.05) for coliforms at 45°C (PV2%> PV2%
+ OEC> OEC). For BNVT the best treatment in sururu deterioration was PV2% + OEC,
with the lowest BNVT value, although no difference means for the other treatments and
differing from the control (p <0.05). The application of edible coating using PV2% and
PV2% + OEC is an efficient alternative for reducing coliforms microbial load in chilled
sururu samples as it increases their shelf life by 10 days.

KEYWORDS: Shellfish; antimicrobian activity; coliforms.

11 INTRODUCAO

O sururu (M. guyanensis) € uma espécie de importancia econémica que possui
alta demanda de mercado durante todo o ano (CAMILO et al., 2018). Por ser filtrador
sofre grande influéncia do ambiente adjacente, além de contaminacdo secundaria
devido a manipulagdo inadequada durante seu beneficiamento, o que pode tornar
esses organismos um pool de toxinas, metais pesados e microrganismos patogénicos.
Mesmo nao sendo consumido in natura, a alta carga microbiana implica em alteragoes
das propriedades organolépticas do produto, além do risco de gastroenterites quando
submetidos a aquecimento brando.

A aplicagcdo de revestimentos ediveis com acdo antimicrobiana tem sido
promissora na reducdo de microrganismos em alimentos in natura, pois além de
conservar as caracteristicas sensoriais do alimento, garante a segurancga alimentar
quanto aos perigos biologicos (DOI et al., 2012; SHIN et al., 2017).

Atualmente, diversos biopolimeros tem sido utilizado como revestimentos
comestiveis, podendo se destacar os polissacarideos como o amido, carragenatos,
quitosana, gomas e alginatos. Estes biopolimeros s&o utilizados devido a sua
capacidade em formar uma matriz coesa, ou seja, um biofilme capaz de criar uma
barreira mecanica visando proteger o alimento de danos nocivos causados pela
oxidacéo lipidica e microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos. No entanto,
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poucos filmes apresentam atividade antimicrobiana significativa (SHIN et al., 2017),
sendo necessario a incorporacédo de Oleos essenciais ou extratos vegetais com
propriedades antioxidantes, antimicrobianos, e/ou substancias funcionais, com o
intuito de melhorar a integridade do alimento (DEHGHANI; HOSSEINI; REGENSTEIN,
2018).

Os 6leos essenciais (OE) e os extratos de propolis sdo reconhecidos por sua
atividade antimicrobiana e antioxidante, sendo incorporados em filmes a base de
biopolimeros como agentes ativos, como forma de otimizar a agdo do revestimento
biodegradavel na matriz alimentar (DADALIOGLU; EVRENDILEK, 2004). O dleo
essencial de cravo (OEC) (Syzigium aromaticum) tem sido amplamente estudado por
apresentar em sua composicao compostos bioativos como o eugenol, fenilpropanoide,
acetato de eugenila, monoterpeno éster e B-cariofileno, e sesquiterpeno
(HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019). Ja a propolis verde (PV) se destaca
pela presenca de compostos fendlicos artepelin C e bacarina, que tem sido atribuida
a uma série de atividades biologicas benéficas para os seres humanos como agéo
antioxidante, antifungica e antimicrobiana inclusive contra bactérias resistentes a
antimicrobianos (FUJIMOTO, 2016).

Atualmente, a aplicacéo de revestimentos ou filmes biodegradaveis enriquecidos
com OEC e/ou extrato de propolis verde (EPP) podem ser comumente encontrados
na conservacao de frutas (HASHEMINEJAD; KHODAIYAN; SAFARI, 2019), carne
bovina (SHIN et al., 2017), filés de peixes (ROCHA et al., 2018) e camardo (EJAZ
et al., 2017). Porém, ha poucos relatos usando moluscos bivalves de importancia
econémica como M. guyanensis (LISTON, 2013). Neste contexto, o presente trabalho
teve como objetivo verificar a atividade antimicrobiana do revestimento edivel a base
de alginato de sodio enriquecido com 6leo essencial de cravo e extrato de prépolis
verde em amostras de sururu (M. guyanensis) refrigeradas.

2 | MATERIAL E METODOS

O Obleo essencial de cravo e o extrato de prépolis verde foram obtidos
comercialmente em frascos de &mbar e armazenados protegidos da luz. As amostras
de sururu foram adquiridas in natura na feira livre de Cruz das Almas, Bahia. O
experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com duas
repeticoes. Para a aplicagcao do revestimento edivel foi utilizada uma solugcao base
(SB) de alginato de sédio a 1%, glicerol a 1% e agua destilada estéril. Por¢des de
200 g de sururu foram imersos em trés solugdes de tratamento: SB + 6leo essencial
de cravo a 2 mg mL"* (OEC); SB + extrato de prépolis verde a 2% (PV2%) e SB +
6leo essencial de cravo a 2 mg mL™ + extrato de prépolis verde a 2% (PV2%+OEC).
A amostra controle foi o sururu sem revestimento. As amostras foram imersas
nos diferentes tratamentos por 60 segundos, deixadas a escorrer por 30 minutos,
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embaladas em sacos plasticos de polietileno de primeiro uso e armazenadas a 5°C
durante 12 dias. As andlises microbiologicas e fisico-quimicas em triplicata foram
realizadas em intervalos de 0, 4, 8 e 12 dias.

Para avaliar a atividade microbiologica foi realizada a contagem de bactérias
heterotroficas aerdbias mesofilas, coliformes a 35°C e a 45°C segundo o Bacteriological
Analytical Manual (BAM) descrito em Silva et al. (2010). Para a analises de bases
nitrogenadas volateis totais (BNVT) foi utilizado o método de arraste a vapor conforme
a metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz (1AL, 2008) e o pH foi determinado
usando medidor de pH Tecnal TEC11 (IAL, 2008).

Para a andlise estatistica os valores das variaveis NMP g' e UFC g foram
transformados em log e as médias submetidas a analise de variancia (ANOVA) e
havendo diferenca significativa foi utilizado teste de Tukey (p<0,05). Para a analise
dos dados foi utilizado o programa estatistico R, versao 3.4.4.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana dos revestimentos ativos foi mais eficiente (p<0,05)
na reducao da carga microbiana do grupo coliforme, quando comparado as bactérias
mesoéfilas (Tabela 1).

Bactérias aerébias meséfilas totais (log UFC.g™)
Periodo de armazenamento (dias)

Tratamentos
0 4 8 12
Controle 7.18%¢ 7,608 8,313 8,30%
OEC 6.74°C 6,69°C 8,240A 7,77
PV2% 6.75% 6,738 6,66 7,58
PV2%+0OEC 6.30°° 6,50 7,18% 7,33%
Coliformes a 35°C (log NMP.g™)
Periodo de armazenamento (dias)
Tratamentos
0 4 8 12
Controle >5,042A >5,043A >5,043A >5,043A
OEC 1,964 5,04aA 5,042A 4,18
PV2% 2,38 2,32°P 3,04¢8 4,04°A
PV2%+OEC 3,04¢0¢ 3,078 3,46 3,04
Coliformes a 45°C (log NMP.g™)
Periodo de armazenamento (dias)
Tratamentos
0 4 8 12
Controle >5,042A >5,043A >5,043A >5,043A
OEC 2,66% 2,63 2,38 2,38
PV2% 2,38°A 2,36 2,38 1,36
PV2%+OEC 2,66 1,96%C 2,96 1,96

Tabela 1. Anélises microbiologicas das amostras de sururu (M. guyanensis) revestidas com
extrato de propolis verde mais 6leo essencial de cravo durante 12 dias em refrigeragéo.

*Valores seguidos pela mesma letra mintscula em cada coluna e mesma letra maidscula em uma linha, ndo
diferem estatisticamente, segundo teste de Tukey a 5%.




A contagem de mesoéfilos € importante pois contagens elevadas podem
comprometer o tempo de prateleira do produto. De acordo com a literatura contagens
acima de 106 UFC/g ou log de 7,0 implicam em produtos sem qualidade microbiolégica
e improprios para o consumo humano (BORDIGNON et al., 2010). O tratamento
PV2% foi 0 mais eficiente em conter o crescimento de mesoéfilos, aumentando em
8 dias sua vida util, quando comparado ao controle. Nesse intervalo, o tratamento
PV2% promoveu uma reducéo de 2 ciclos logaritmicos na contagem microbiana de
mesofilos em relagdo ao controle (Tabela 1).

Com relagédo ao grupo coliforme, os tratamentos mais eficientes em ordem
crescente foram PV2% > PV2%+0OEC > OEC. De acordo com a Resolu¢ao RDC n°
12 (BRASIL, 2001), o limite para coliformes a 45°C em moluscos bivalves consumidos
cozidos € de 5 x 10 ou log 1,70 NMP.g"". Considerando que os moluscos estudados
séo submetidos a fervura para a abertura das valvas é possivel enquadra-los nessa
categoria (MAFRA et al., 2016). Apesar de apenas o tratamento PV2% com 12 dias
apresentar valores dentro do estabelecido na legislacao é preciso destacar a reducéao
de 4 ciclos logaritmicos na contagem de coliformes a 45°C no tratamento PV2%+EQOC,
com reducao da carga microbiana para 1,96 log NMP g (Tabela 1).

Para os parémetros fisico-quimicos os tratamentos apresentaram efeito
significativo (p<0,05) sobre o pH e as BNVT (Figuras 1 e 2), demonstrando que o
revestimento edivel contendo extrato de propolis ou em associagao com o 6leo de
cravo aumenta o tempo de prateleira dos moluscos bivalves.

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, que regulamenta
o Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal -
RIISPOA, os niveis de BNVT devem ser inferiores a 0,03 g de nitrogénio por 100 g de
carne e bases volateis terciarias inferiores a 0,004 g N, em 100 g (para atestar frescor
ao produto) (BRASIL, 1980).

PV2%+0EC b
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12 0.14
BVT % (mg N,. 100 g

Figura 1. Teor de bases volateis totais (mg N,. 100 g) nas amostras de sururu tratados com
diferentes solugdes de revestimento a base de extrato de propolis e 6leo essencial de cravo.

Apesar do pH no tratamento usando apenas OEC se encontrar préximo ao pH
do controle com 12 dias, este diferiu estatisticamente (p<0,05) (Figura 2). Resultados
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semelhantes de pH foram descritos por Liston (2013) em amostras de sururu revestidas
com Oleo essencial de orégano, mas diferindo dos valores de BNVT, que na presente
pesquisa foram menores do que os valores citados pelo autor.

OControle QEC @mPV2% BPV2%+0EC
9.0

)
o

a
8.0 _I_
7.0

6.0

gl

5.0

Potencial Hidrogeniénico (pH)

Tempo (dias)

Figura 2. pH das amostras de sururu tratados com diferentes solucdes de revestimento a base
de extrato de propolis e 6leo essencial de cravo.

O abuso do binbmio tempo x temperatura e contaminacdo cruzada durante
as etapas de beneficiamento devido falhas nas boas praticas de manipulacao
sao fatores que contribuem para a alta carga de bactérias entéricas em moluscos
bivalves. Outro fator que compromete a inocuidade dos moluscos € a contaminacao
das areas de extracéo por esgotos domeésticos, devido a falta de saneamento béasico
na maioria dos municipios litoraneos (MAFRA et al., 2016). Evangelista-Barreto et
al. (2014), avaliando a qualidade microbiolégica de M. guyanensis provenientes da
Baia do Iguape, em Maragogipe, Bahia, relataram altos indices de coliformes devido
a contaminacao das aguas por esgotos domésticos.

A aplicacdo de revestimentos ediveis em amostras de sururu apresentou
resultado satisfatorio, reduzindo a carga microbiana e BNVT, retardando os processos
de deterioracdo e consequentemente aumentando a vida util do produto. Podemos
notar que isoladamente o OEC nao obteve um desempenho significativo. Contudo,
quando associado a PV2% alcancou resultados mais expressivos demonstrando a
eficiéncia do sinergismo dos compostos bioativos presentes.

41 CONCLUSAO

A utilizacao de revestimentos ediveis é eficaz na reducéo da carga microbiana de
coliformes em amostras de sururu, aumentando a vida util do alimento. O revestimento
usando prépolis verde ou em associacdo com o 6leo essencial de cravo - OEC se
mostrou mais eficiente do que quando usado OEC isoladamente.
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CAPITULO 6

EFEITO DOS EXTRATOS HIDRO-ETANOLICOS DE ERVA
MATE (llex paraguariensis) E DE MARCELA (Achyrocline
satureioides) NA INIBICAO DA OXIDACAO LIPIDICA E NA

Eduardo Borges de Brum

Faculdades Integradas Aparicio Carvalho
(FIMCA), Curso de Medicina Veterinaria — Porto
Velho - RO

Danielli Vacari de Brum

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia de Rondénia, Departamento de
Matematica e Estatistica — Porto Velho — RO

RESUMO: O efeito de dois niveis (0,5% e 1%)
de extratos hidro-etandlicos de erva mate (/lex
paraguariensis) e de marcela (Achyrocline
satureioides), bem como da composi¢cdo mista
de extratos de erva mate e marcela (1/1:v/v),
na inibicdo da oxidacgéo lipidica e a interferéncia
na colorimetria (CLab) da banha suina foram
avaliados. A atividade antioxidante foi elevada
para todos os extratos e composi¢coes mistas
de extratos. Se observaram valores entre 91,86
e 99,15% na inibicdo da oxidagao lipidica, no
teste de oxidagcao acelerada. Nao foi observado
efeito sinérgico, nem antagénico na composicao
mista de extratos de erva mate e de marcela
(1/1:v/v) sobre a inibicdo da oxidagcdo. Na
analise da colorimetria das coordenadas a*
e b*, os extratos de erva mate, de marcela e
as composi¢cdes mistas de extratos (0,5%
e 1%) apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) em relacéo ao controle (sem extrato)
e 0 extrato de erva mate a 1% obteve o valor
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COLORACAO DE BANHA SUINA

mais alto, diferenciando-se significativamente
(p<0,05) dos demais, indicando uma maior
interferéncia na cor da banha suina. Notou-se
que quanto a coordenada L*, o controle, as
composicdes mistas de extratos (0,5% e 1%) e
o extrato de marcela (0,5%) ndo demonstraram
diferenca significativa (p>0,05), indicando n&o
haver interferéncia na luminosidade da banha
suina. Os demais extratos e composicdes se
diferenciaram do controle (p<0,05), interferindo
neste parametro sobre a banha suina.
PALAVRAS-CHAVE: oxidagcado; banha suina;
erva mate; marcela; antioxidante.

EFFECT OF HYDRO-ETHANOLIC HERB
EXTRACTS MATE (llex paraguariensis) AND
MARCELA (Achyrocline satureioides) IN THE

INHIBITION OF LIPID OXIDATION AND IN

PINE BATH COLORING

ABSTRACT: The effect of two levels (0,5% and
1%) of hydro-ethanolic extracts of yerba mate
(!lex paraguariensis) and marcela (Achyrocline
satureioides) and mixed composition of extracts
of mate and marcela (1/1:v/v) in the inhibition of
lipid oxidation and interference in the colorimetric
(CLab) of porcine barth were evaluated. The
antioxidant activity was high for all the extracts
and compositions of mixed extracts. Values
were observed between 91,86 and 99,15% of
the inhibition of lipid oxidation in accelerated
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oxidation test. There was no synergistic effect or antagonistic, the composition of mixed
extracts of mate and marcela (1/1:v/v) on the inhibition of oxidation. In the analysis of
colorimetric coordinates a* and b*, the extracts of yerba mate, and the compositions
of marcela mixed extracts (0,5% and 1%) showed significant difference (p<0,05)
compared to control (without extract) and the extract of yerba mate (1%) obtained the
highest value, differentiating it significantly (p<0,05) of the others, indicating greater
interference in the color of porcine barth. It was noted that on the L* coordinate, control,
the mixed compositions of extracts (0,5% and 1%) and extract of marcela (0,5%) showed
no significant difference (p>0,05), indicating no interference in the light of porcine barth.
The other extracts and compositions differ from the control (p <0,05), interfering in this
parameter on the porcine barth.

KEYWORDS: oxidation; porcine barth; yerba mate; marcela; antioxidant.

11 INTRODUCAO

A preocupacgao em proporcionar aos consumidores produtos de alta qualidade
tem levado a industria de produtos carneos a adotar medidas que limitem o fendmeno
da oxidacao lipidica, pois esta acarreta alteracdes organolépticas nos produtos, tais
como: alteragbes da coloragcéo da carne e da gordura, desenvolvimento de sabor e
aroma desagradaveis, tornando os alimentos imprdprios para o consumo, além de
também provocar outras alteracdes que irdo afetar nao sé a qualidade nutricional,
devido a degradacao de vitaminas lipossoluveis e de acidos graxos essenciais, mas
também a integridade e seguranca dos alimentos, através da formacao de compostos
poliméricos potencialmente toxicos como os compostos da oxidagao do colesterol
(KUBOW, 1990; PANIANGVAIT et al.,1995) e da polimerizagdo dos triglicerideos
(ALEXANDER, 1978; CHANG, PETERSON e HO, 1978), além dos aldeidos com a e
B insaturacgdes, incluindo o malonaldeido, que é reconhecido por seus efeitos toxicos,
mutagénicos e carcinogénicos (NEWBURG e CONCON, 1980).

Compostos quimicos conhecidos como antioxidantes sdo empregados com a
finalidade de inibir ou retardar a oxidacao lipidica de 6leos, gorduras e alimentos
gordurosos. A adicdo de antioxidantes sintéticos como o BHA, BHT, PG e TBHQ é
uma pratica corrente na industria de produtos carneos e o uso desses aditivos tem
sido questionado pela possibilidade de efeitos colaterais maléficos a saude. Estudos
toxicologicos tém demonstrado a possibilidade destes antioxidantes apresentarem
efeito carcinogénico em experimentos com animais (BOTTERWECK et al., 2000).
Em outros estudos, o BHA mostrou induzir hiperplasia gastrointestinal em roedores
por um mecanismo desconhecido em humanos (CRUCES-BLANCO et al., 1999).
A reducao do nivel de hemoglobina e a hiperplasia de células basais (MADHAVI e
SALUNKHE, 1995) foram atribuidas ao uso de TBHQ. Por estes motivos, 0 uso
destes antioxidantes em alimentos é limitado. No Brasil, o uso destes antioxidantes
€ controlado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) que limita a
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0,01g/100g para BHA e BHT como concentracdes maximas permitidas em carnes e
produtos carneos (BRASIL, 1998).

A utilizacédo de plantas e ervas como antioxidantes em alimentos processados
esta tornando-se cada vez mais importante na industria da alimentacdo como uma
alternativa aos antioxidantes sintéticos (ITO et al., 1983; MADSEN e BERTELSEN,
1995; ZHENG e WANG, 2001). Apresenca de compostos fendlicos em plantas tem sido
muito estudada pela inibicdo da oxidagao lipidica, além da participagcdo em processos
responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em varios alimentos (PELEG, BODINE e
NOBLE, 1998), porém ha necessidade de se trabalhar na busca pela melhor forma de
utilizacdo dos vegetais para esta finalidade, haja vista que os extratos elaborados tém
apresentado bons resultados quanto a atividade antioxidante, porém apresentaram
interferéncias nas caracteristicas sensoriais dos produtos.

A erva-mate (llex paraguariensis St. Hil.), planta muito comercializada no
norte da Argentina, sul do Brasil e leste do Paraguai (GIBERTI, 1979), na forma
de pbé6 de folhas tostadas, detém propriedades antioxidantes e apresenta efeito
hipocolesterolémico em funcédo da reducédo da oxidagao das lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), minimizando a formacéo do ateroma, caracteristica essa atribuida
aos constituintes fendlicos presentes nas folhas (SANTOS et al., 2004). Derivados
cafeicos e flavondides foram identificados e quantificados, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), em extrato aquoso das folhas de erva-mate (FILIP et al.,
2001).

A Achyrocline satureioides, popularmente conhecida como marcela, €
uma planta medicinal usada na Argentina, Uruguai, Paraguai e Brasil por suas
propriedades antiespasmodica, hepatoprotetora e colerética, possui alto conteudo
de compostos polifendlicos, na maioria flavondides, e de diferentes acidos fendlicos
como o cafeico, clorogénico e isoclorogénico (SIMOES et al., 1988; FERRARO,
NORBEDO e COUSSIO, 1981), sugerindo que esta planta pode possuir potentes
efeitos antioxidantes. Desmarchelier, Coussio e Ciccia (1998); Gugliucci e Menini
(2002) relataram propriedades antioxidantes da marcela, mas a sua aplicagdo em
produtos carneos ainda tem sido pouco estudada.

Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito dos extratos hidro- etandlicos de
marcela (Achyrocline satureioides), de erva mate (llex paraguariensis) e a composicao
mista de extratos de erva mate e de marcela (1/1, v/v) na inibicdo da oxidacéo lipidica
e na colorimetria de banha suina.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Local e periodo experimental

O experimento foi realizado em um Laboratério de Inspecao de Alimentos e
Bromatologia, na cidade de Santo Angelo-RS-Brasil, no periodo de fevereiro a outubro
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de 2015.

2.2 Matéria-prima

Para elaboracdo dos extratos foram utilizadas amostras de inflorescéncias de
marcela (Achyrocline satureioides), colhidas durante 0 més de marco, na zona rural
de Santiago-RS-Brasil e amostras de erva mate (llex paraguariensis) comercial,
adquiridas em um supermercado de Santo Angelo- RS-Brasil, no mesmo periodo.

2.3 Preparacao do extrato de Marcela

O produto vegetal seco (30 gramas) de inflorescéncias da marcela foi
homogeneizado com solvente, transferido para um béquer e deixado durante 1 hora a
temperatura ambiente. Transcorrido este periodo, procedeu-se a filtracao utilizando-
se papel de filtro Whatman n° 1. A parte sélida fi submetida a mais duas extracoes
sucessivas, com o objetivo de extrair totalmente o principio ativo da matéria prima.
Os 3 filtrados foram recolhidos e concentrados em rotaevaporador (Rotavapor® RE
120 - Buichi, Flawil, Suica) até 7% do volume inicial, obtendo-se assim o extrato bruto
que foi mantido sob refrigeracdo em frasco de vidro, ao abrigo da luz. Na elaboragéao
do extrato, a relacdo liquido-solido foi de 12:1. Na primeira extracdo, o solvente
empregado foi uma mistura de etanol 95% com &agua destilada (12:1) e nas duas
seguintes etanol 95% (CAMPAGNOL, 2007).

2.4 Preparacao do extrato de erva mate

O po6 de folhas secas (100 gramas) de erva mate foi homogeneizado em 400
ml de uma mistura de etanol a 95% e agua destilada (4/1, v/v) durante 3 minutos.
Logo apés, a mistura foi agitada durante 1 hora sob temperatura ambiente. Em
seguida foi filtrado através de papel filtro Whatman n° 1. A parte sélida foi reextraida
com etanol por mais duas vezes. Os 3 filtrados foram recolhidos e concentrados em
rotaevaporador (Rotavapor® RE 120 - Buichi, Flawil, Suica) até 7% do volume inicial,
obtendo-se assim o extrato bruto que foi mantido sob refrigeracdo em frasco de
vidro, ao abrigo da luz (CAMPOS et al., 2007).

2.5 Teste da oxidacao acelerada em banha suina

Foram adicionados as amostras de 100 gramas de banha suina diferentes
extratos (composi¢des de 0,5 e 1 grama); no controle ndo foi adicionado extrato.
A composicéo foi aquecida e mantida a temperatura entre 100-110°C durante 90
minutos, sob agitacdo com auxilio de agitador magnético. Depois de decorrido este
tempo, foi realizada a analise do indice de TBARS nas amostras, com leitura da
absorbancia a 531nm (PADILHA, 2007). A atividade antioxidante das concentracdes
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foi calculada em relagdo a percentagem de inibicdo da oxidac&o na banha suina, pela
seguinte formula:

(absorbancia da amostra)

x 100

% de inibicao = 1 —
L ¢ (absorbancia do controle)

2.6 TBARS

As substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) resultantes da oxidacéo
lipidica foram determinadas segundo o método de Raharjo e Sofos (1993). Os valores
de TBARS foram determinados em triplicata para cada amostra.

2.7 Composicao das amostras

Cada amostra foi composta através da adicdo de aliquotas pré- determinadas de
extrato a 100g de banha suina, em becker, dando origem as seguintes composicoes:

- extrato de erva mate a 0,5% (EO0.5);
- extrato de erva mate a 1% (E1);

- extrato de marcela a 0,5% (M0.5);

- extrato de marcela a 1% (M1);

- composicao mista de extratos de erva mate e de marcela (1/1, v/iv) a 0,5%
(EMO0.5);

- composicao mista de extratos de erva mate e de marcela (1/1, viv) a 1%
(EM1).
2.8 Determinacao da cor

A determinacédo da cor foi realizada pelo aparelho Minolta Chroma Meter CR-
300, (MINOLTA). Os resultados foram expressos como L* (luminosidade), a* (direcéo
para o vermelho) e b* (direcdo para o amarelo).

2.9 Analise estatistica

Todas as determinagdes foram realizadas em triplicata, os dados foram avaliados
através de analise de variancia (ANOVA). As médias foram comparadas pelo teste
de Tukey, considerando o nivel de significancia de 5% (p < 0,05), utilizando o pacote
estatistico SAS, verséo 8.2.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Colorimetria

Os resultados da analise colorimétrica dos extratos adicionados em banha suina
estao descritos natabela 1. Nacoordenada a* os extratos hidro-etanélicosde ervamate
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e de marcela apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relagao ao controle/sem
extrato e o E1 obteve o valor mais alto, diferenciando-se significativamente (p<0,05)
dos demais, indicando uma maior interferéncia na cor, em direcdo ao vermelho, da
banha suina. O M0.5 e 0o EMO0.5, apresentaram os menores valores a partir do controle,
respectivamente, demonstrando as menores interferéncias, neste parametro, sobre
a banha suina. O E0.5, o M1 e o0 EM1 apresentaram valores intermediarios e com
interferéncia crescente, respectivamente, sobre o produto avaliado.

Tratamentos! L a b’
Controle 90,272 8,06° 10,80¢
EO0.5 86,97¢ 26,40° 14,50¢
E1 84,524 49,262 18,992
M 0.5 88,79% 17,73¢ 17,58°
M1 84,95¢ 31,23° 16,20¢
EM 0.5 88,70% 17,30¢ 17,38
EMA 87,50% 33,56° 17,25

Tabela 1 — Valores médios da determinacéo colorimétrica de amostras de banha suina com
diferentes niveis de extratos de erva mate, de marcela e da composicao mista de extratos de
erva mate e de marcela (1/1, v/v) expressas como L* (luminosidade), a*(direcao ao vermelho) e
b* (direcédo ao amarelo)

Médias acompanhadas pela mesma letra, na mesma coluna, nao apresentam diferenca significativa (p <
0,05) pelo teste de Tukey.

! Controle: sem adicao de extrato; EO.5: adicdo de 0,5% de extrato hidro-etandlico de erva mate; E1: adicao
de 1% de extrato hidro-etandlico de erva mate; M0.5: adicao de 0,5% de extrato hidro-etandlico de marcela;
M1: adicéo de 1% de extrato hidro-etanolico de marcela; EMO0.5: adi¢cao de 0,5% de composicao mista de
extratos hidro-etandlicos de erva mate e marcela; EM1: adicdo de 1% de composicéo mista de extratos
hidro-etanélicos de erva mate e marcela.

Na analise da coordenada colorimétrica b* novamente os extratos hidro-
etandlicos de erva mate e de marcela apresentaram diferenca significativa
(p<0,05) em relacdo ao controle/sem extrato, porém quando foram comparadas as
concentragdes, o E0.5 obteve o valor mais baixo a partir do controle, demonstrando a
menor interferéncia neste pardmetro, sobre a banha suina. O E1 apresentou diferenca
(p<0,05) em relacéo a todos tratamentos e indicou uma maior interferéncia na cor,
em dire¢cdo ao amarelo, do produto analisado. O M1 e o M0.5, bem como o EM1 e o
EMO.5 apresentaram valores intermediarios para este parametro. Segundo Fennema
(2000), o processamento térmico de vegetais com folhas verdes modifica cor, de
verde para verde amarronzado, devido a conversado da clorofila em feofitina, sendo
tranferida ao produto adicionado.

Observou-se que quanto a coordenada L*, o controle, o M0.5, o EMO0.5 e o EM1
ndo demonstraram diferenca significativa (p>0,05), indicando n&o haver interferéncia,
na luminosidade, da banha suina. Campagnol (2007), da mesma forma, n&o observou
diferenga significativa quanto coordenada L*, entre produtos carneos adicionados
ao extrato hidro-alcodlico de marcela e o controle, em salame. Os demais extratos
e composicdes mistas se diferenciaram do controle (p<0,05), interferindo neste
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parametro sobre a banha suina.
3.2 Atividade antioxidante

Na Figura 1 estao descritos os resultados da atividade antioxidante dos extratos
hidro-etandlicos de marcela, de erva mate e das composi¢cdes mistas de extratos (1/1,
v/v), emrelacdo ainibicao da oxidagao, acompanhada no teste de oxidacao acelerada
em banha suina. Observou-se que a taxa de inibicdo da oxidacao foi elevada para
as diferentes formulagdes, porém néo apresentaram diferenca significativa (p > 0,05)
entre si. Foram encontrados valores entre 91,86 e 99,15% na inibicado da oxidacéo
lipidica, no teste de oxidacéao acelerada em banha suina.

Estes resultados estdo de acordo com Anesini, Ferraro e Filip (2006); Bravo,
Goya e Lecumberry (2007); Campos et al. (2007), que encontraram excelente
atividade antioxidante no extrato de erva mate, e com Campagnol (2007) que
encontrou, da mesma forma para o extrato de marcela. Souza (2006) trabalhando
com extrato hidro-etandlico bruto e purificado de casca de batata inglesa (Solanum
tuberosum) encontrou valores entre 84% e 94% na inibicdo da oxidagé&o lipidica em
teste semelhante ao utilizado neste trabalho.
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~ 98 - 97.1
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5 931 91.9
E 92 i
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MO.5 M1 0.5 E1 EMO.5 EM1

Concentragdo dos extratos

Figura 1 - Atividade antioxidante dos extratos hidro-etanélicos de marcela a 0,5% (M0.5) e a 1%
(M1), de erva mate a 0,5% (E0.5) e a 1% (E1), das composi¢des mistas de extratos (1/1, v/v)
a 0,5% (EMO0.5) e a 1% (EM1), em relacéo a inibicdo da oxida¢do, acompanhada no teste de

oxidacéo acelerada em banha suina. Dados expressos pela média (n=3)

No teste de oxidagcédo acelerada os controles oxidaram até o nivel médio de
1,942 mg de malonaldeido/Kg de amostra, demonstrando, dessa forma, a eficacia
dos extratos na inibicao da oxidacéao lipidica.

Por outro lado, a atividade antioxidante de fitoquimicos naturais pode ser
influenciada pelo solvente utilizado na extracdo e pelo método de extracdo dos
compostos ativos, que podem interferir significativamente no nivel dos componentes
recuperados (MOLLER et al. (1999); KOBA et al. (2007); HAYOUNI et al. (2007).
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Estudos da composicdo quimica demonstraram que o extrato etandlico das
inflorescéncias da marcela tem como principais constituintes os flavonoides
quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina. De forma similar, estudos fitoquimicos
confirmaram a presenca de acido caféico, clorogénico e isoclorogénico (FERRARO,
NORBEDO e COUSSIO, 1981; SIMOES, 1984). Na analise do extrato de folhas mate
em cromatografia liquida de espectro de massa (LC/MS), verificou-se que os isbmeros
do acido cafeioilquinico (CQA) e o di-cafeoilquinico (di-QCA) foram os maiores
componentes da fracéo fendlica (BRAVO, GOYA e LECUMBERRY, 2007). Estes séao
constituintes da familia dos acidos clorogénicos, que sdao os mais conhecidos grupos
de compostos fendlicos de llex paraguariensis (ALIKARIDIS, 1987; FILIP et al., 2001).
Estes compostos fendlicos, como metabdlitos tém demonstrado boa defesa contra
0 estresse oxidativo das espécies reativas ao oxigénio (ROS) endbgenas e dos
radicais livres. (CHOI et al., 2005; KIM e CHUNG, 2002).

Ainda, ndo foi constatado efeito sinérgico resultante da mistura de extratos
de erva mate e marcela, ja que ndo houve diferenca significativa entre estes e os
extratos puros sobre o percentual de inibicdo de oxidacdo. Da mesma forma, nao
houve antagonismo quanto ao efeito antioxidante na mistura de extratos.

41 CONCLUSAO

Os extratos hidro-etandlicos de erva mate, de marcela e as composi¢des mistas
de extratos (1/1:v/v), ambos a 0,5% e 1% em banha suina, apresentaram elevada
atividade antioxidante e nao foi observado efeito sinérgico, nem antagénico, na
composicao mista de extratos (1/1:v/v) de erva mate e marcela sobre a inibicdo da
oxidacgéao lipidica.

Os extratos de erva mate, de marcela e as composi¢cdes mistas de extratos (0,5%
e 1%), na analise da colorimetria das coordenadas a* e b*, apresentaram interferéncia
em relacao ao controle-sem extrato, sendo que o extrato de erva mate a 1% obteve
0 mais alto valor, indicando uma maior interferéncia na cor da banha suina. Quanto a
coordenada L*, o controle, as composicOes mistas de extratos e o extrato de marcela
a 0,5% nao indicaram interferéncia, na luminosidade, da banha suina.
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RESUMO: O Brasil € detentor de 40% do
mercado de sorvetes na América Latina e
seu consumo per capita esta acima da média
mundial. O suco de abacaxi com hortela é
bastante consumido no pais por ser refrescante,
saudavel e compativel com seu clima tropical. O
projeto propds a incorporagao de microcapsulas
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(Mentha spicata)

de hortela-verde (Mentha spicata) em sorvete
de abacaxi (Ananas comosus L.), sua
caracterizagao fisico-quimica e aceitabilidade
sensorial do produto a fim de estimar seu
potencial mercadolégico. As microcapsulas
foram obtidas por meio da técnica de gelificacéo
ibnica. Foram preparadas duas formulacées
de sorvete de abacaxi, uma sendo controle e
outra contendo as microcapsulas de hortela-
verde. As formulagbes foram submetidas as
analises de overrun, tempo de derretimento,
solidos soluveis, pH, acidez, cor, densidade,
rotulagem nutricional, analise sensorial por
meio de teste de aceitagdo (para os atributos
cor, aparéncia, aroma, sabor, textura e
impressao global) e intencdo de compra. O
sorvete com microcapsulas de hortela-verde
obteve boa aceitacdo sensorial e intencéo
compra maior que 70%, apesar da formulacéo
sem microcapsulas ter apresentado valores
superiores nos atributos sensoriais avaliados. A
quantidade de polpa utilizada nas formulagdes
(35%) afetou a incorporacéo de ar, resultando
em overrun abaixo de 35%. O sorvete com
microcapsulas apresentou maior resisténcia ao
derretimento, confirmando a baixa incorporacéo
de ar. A técnica de gelificagao iGnica mostrou-
se eficiente ao preservar 70% da clorofila total
presente no extrato da hortela-verde apos
incorporagao ao sorvete.
PALAVRAS-CHAVE:

Sorvete. Abacaxi.
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Microcapsulas. Hortela-verde.

STUDY OF THE PHYSICOCHEMICAL AND SENSORY PARAMETERS OF
PINEAPPLE ICECREAM (Ananas comosus L.) INCORPORATED WITH
SPEARMINT (Mentha spicata) MICROCAPSULES

ABSTRACT: Brazil owns 40% of the ice cream market in Latin America and your per
capita consumption is above the world average. Pineapple juice with mint is widely
consumed in the country because it’'s refreshing, healthy and compatible with your
tropical climate. The project proposed the incorporation of spearmint (Mentha spicata)
microcapsules in pineapple ice cream (Ananas comosus L.), your physicochemical
characterization and sensory acceptability of the product in order to estimate it market
potential. The microcapsules were obtained by ion gelation technique. Two pineapple
ice cream formulations were prepared, one being control and the other containing the
spearmintmicrocapsules. Theformulations were subjectedto analysis of overrun, melting
time, soluble solids, pH, acidity, color, density, nutritional labeling, sensory analysis by
acceptance test (for color, appearance, flavor, taste, texture and global impression
attributes) and purchase intent. Spearmint microcapsule ice cream had good sensory
acceptance and purchase intent greater than 70%, although the formulation without
microcapsules had higher values in the sensory attributes evaluated. The amount of
pulp used in the formulations (20%) affected air incorporation, resulting in overrun below
35%. The ice cream with microcapsules showed higher melt resistance, confirming the
low incorporation of air. The ionic gelation technique was efficient in preserving 70%
of the total chlorophyll present in the spearmint extract after incorporation in the ice
cream.

KEYWORDS: Ice cream. Pineapple. Microcapsules. Spearmint.

11 INTRODUCAO

O Brasil é detentor de 40% do mercado sorvetes na América Latina e seu
consumo per capita estd acima da média mundial, de 5,3 litros por habitante/ano
(ABIS, 2018).

Segundo a portaria n° 379, de 26 de abril de 1999, que fixa as caracteristicas
minimas de qualidade para gelados comestiveis, define os mesmos como produtos
alimenticios obtidos a partir da emulsédo de gorduras e proteinas, com ou sem
adicao de outros ingredientes e substancias, ou de uma mistura de agua, agucares
e outros ingredientes e substancias que tenham sido submetidas ao congelamento,
em condicOes que garantam a conservacao do produto no estado congelado ou
parcialmente congelado, durante 0 armazenamento, o transporte, a comercializacao
e a entrega ao consumidor.

Aestrutura do sorvete envolve uma mistura heterogénea e complexa de emulséo,
gel, suspensdo e espuma, onde a aglutinacdo de moléculas e particulas € mantida
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gragas ao congelamento. De forma geral, trata-se de uma espuma onde as bolhas
de ar estdo cobertas por cristais de gelo, glébulos de gordura (individualizados ou
parcialmente fundidos) e cristais de lactose. A firmeza residual alcancada ap6s fuséo
dos cristais de gelo, importante para mastigacao, ocorre devido a unidao entre as
bolhas de ar e os glébulos parcialmente fundidos (PEREDA, 2007).

Dentre os ingredientes empregados na elaboragdo dos sorvetes, a principal
matéria-prima é o leite em todas as suas formas, seguido por agucares, gorduras,
proteinas, estabilizantes, em ordem de importéancia. Cada componente tem uma
funcdo importante para o produto, como a cremosidade conferida pela gordura, a
palatabilidade promovida pelas proteinas, o sabor doce dos acgucares, o poder
aglutinante dos estabilizantes, a sensacgao de frescor conferida pelos cristais de gelo,
a leveza das bolhas de ar e demais ingredientes como aromas, corantes e acidulantes
séo adicionados para realcar sabor e cor do produto (PEREDA, 2007).

Os alimentos funcionais tornam possivel a combinac¢ao de produtos comestiveis
altamente flexiveis com moléculas biologicamente ativas, a fim de reduzir disturbios
metabdlicos, o que resulta na manutencdo de saude para o consumidor (WALZEM,
2004).

O abacaxi (Ananas comosus L.) é pertencente a familia das bromeliaceas,
oriundo da América do Sul, mas pode ser cultivado em qualquer regidao quente.
Destaca-se por seu valor energético, alta composicédo de agucares, valor nutritivo,
presenca de sais minerais e vitaminas. O alto conteudo de bromelina & importante
para digestibilidade do fruto (GRANADA et al., 2004).

A hortela-verde (mentha spicata), economicamente relevante, é extremamente
utilizada na indUstria alimentar, farmacéutica, perfumaria e confeitaria. E conhecida
por sua capacidade de favorecer as fun¢gées da memoéria, aliviar solugos (contracao
espasmaodica e involuntaria do diafragma), flatuléncia, vertigens, bronquite, utilizada
também como anti-inflamatéria e atua como agente inseticida, antimicrobiano,
antiespasmodico, antiagregante plaquetario e antioxidante (RITA et al., 2016).

A microencapsulacao € o processo onde a substéncia de interesse é incorporada
em uma matriz ou sistema de revestimento (TIWARI et al., 2010). Geralmente, esse
método é empregado para proteger bioativos e em sua aplicacao final protegé-los de
ambientes adversos (GOUIN, 2004).

O suco de abacaxi com hortela é bastante consumido por ser refrescante,
saudavel e compativel com o clima tropical. Em virtude disso e das propriedades
nutricionais relacionadas as matérias-primas, o projeto propés o desenvolvimento
de sorvete de abacaxi com microcapsulas de hortela-verde, sua caracterizacao
fisico-quimica, aceitabilidade e intencdo de compra do produto a fim de estimar seu
potencial mercadoldgico.
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21 METODOLOGIA
2.1 Obtencao da polpa de abacaxi

Os abacaxis foram adquiridos em feira livre na cidade de Aracaju-SE e
transportados ao laboratério de frutas e hortalicas da Universidade Federal de
Sergipe (UFS). As frutas foram higienizadas com solucéo clorada a 200 ppm por 15
min, cortadas manualmente para retirada da casca, coroa do fruto e realizagao do
despolpamento. A polpa foi pasteurizada a 85°C por 15 min, resfriada e acondicionada
em potes plasticos a 6+2°C até o processamento do sorvete.

2.2 Obtencao do extrato de hortela-verde

As folhas de hortela verde em bom estado foram selecionadas, lavadas e
sanitizadas com solugao clorada a 100 ppm por 15 min. Em seguida, pesou-se 28
gramas de folhas de horteld, as quais foram trituradas com 100 mL de agua por 3
min em liquidificador convencional. A mistura foi filtrada em peneira de polipropileno
com tela de poliéster e armazenada em frasco &mbar a 6+2°C. O extrato pode ser
observado na Figura 1.

Figura 1. Extrato de hortela-verde

2.3 Obtencao das microcapsulas de extrato de hortela-verde

As microcapsulas de extrato de hortela-verde foram obtidas por gelificacdo
ibnica através da técnica de gotejamento, conforme descrito por Calero et al.(2008)
com modificagdes. Uma solugédo previamente preparada com uma proporcao 1:2 de
solucéo alginato de sodio 2% e extrato de hortela-verde foi acondicionada em uma
seringa de 25 mL e gotejada sobre uma solucéao de cloreto de calcio 1% com leve
agitacdo magnética. As esferas obtidas (Figura 2) foram armazenadas em solugao de
cloreto de calcio 1% a 6+2°C.

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 7




Figura 2. Microcpsulas de extrato de horteld-verde

2.4 Producao do sorvete de abacaxi

A formulacéo utilizada para produg¢do do sorvete de abacaxi utilizou: Emustab
(Duas Rodas Industrial LTDA), emulsificante a base de monoglicerideos destilados
monoestearato de sorbitana e polissorbato 60 (10 g), superliga neutra (Duas Rodas
Industrial LTDA), espessante a base de sacarose, carboximetilcelulose e goma guar
(10 g), leite integral pasteurizado (1 L), leite integral em p6 (100 g), acucar refinado
(200 g), creme de leite (120 g), glucose (70 g) e polpa de abacaxi (780 g).

Foi realizada a pesagem dos ingredientes, em seguida, todos os ingredientes
liquidos (leite, glucose, polpa e creme de leite) foram agitados em liquidificador
industrial e aquecidos, para posterior adicdo e homogeneizac¢ao dos ingredientes em
pd (emustab, aclcar, leite em pd e superliga), os quais ja haviam sido misturados
entre si até obter um pé homogéneo.

Essa mistura foi pasteurizada por 15 minutos a 85°C, conforme recomendacgéao da
portaria 379, de 26 de abril de 1999 do ministério da saude, que cita a obrigatoriedade
da pasteurizagdo em gelados comestiveis elaborados com produtos lacteos e/ou com
ovos cujo objetivo principal é a destruicdo de microrganismos patogénicos, evitando
intoxicagbes ou transmissao de doencas ao consumidor. Em seguida, a mistura
foi homogeneizada novamente em liquidificador industrial por 5 min e levada para
maturacdo onde permaneceu por aproximadamente 24h a 5°C.

Apos a maturacéo, foi realizado o batimento da mistura por 30 min em sorveteira
(Gelatiera Compact Ariete), resultando na incorporacao de ar. Para o sorvete com
capsulas, a adicao das capsulas de extrato de hortelda ocorreu no minuto final de
batimento. As formulacbes padrdo e com microcapsulas de hortelé-verde podem ser
observadas respectivamente nas figuras 3 e 4. O contetdo de ambos os sorvetes foi
levado ao congelamento a -18°C em freezer vertical. Foram realizadas analises de
overrun, tempo de derretimento, sélidos soluveis (°Brix), pH, acidez, cor, densidade
aparente, rotulagem nutricional, aceitabilidade e intencdo de compra.
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Figura 3. Formulacdo padréo de sorvete de abacaxi

Figura 4. Formulagéo de sorvete de abacaxi com microcapsulas de hortela-verde

2.5 Determinacao de clorofila

O teor de clorofila a, b e total foi determinado conforme metodologia descrita por
Lichtenthaler (1987), para o extrato de hortela e para microcapsula de hortelé antes e
depois do processamento do sorvete. Os teores de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) e
clorofila total foram determinados por meio das equacdes 1, 2 e 3.

C(l - 12,25 X Abslﬁéngnm - 2,79 X Absﬁd-ﬁ,ﬁnm

Cb - 21,50 X Ab5646,3nm - 5,10 X Ab5663’2nm (2)

Clorofila Total = 7,15 x Absggz 2nm + 18,71 x AbSga6 8nm 3)
2.6 Overrun

Para determinacéo do overrun, a massa do sorvete foi determinada em balanca
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analica antes da maturacéo e ap6s o batimento na (Gelatiera Compact Ariete). O
overrun foi calculado pela equacéao 4, como proposto por Goff e Hartel (2004).

% de Overrun = % *100 (4)

Onde: Mm € a massa da mistura antes da maturacdo; Ms é a massa do sorvete
ap6s batimento.

2.7 Tempo de derretimento

O teste de derretimento foi realizado conforme a metodologia descrita por
Granger et al. (2005). Uma amostra de 100 g de cada sorvete foi colocada em tela
metélica, de abertura 0,5 cm, apoiada em funil de vidro e proveta de 100 mL. A
temperatura ambiente foi mantida e volume de sorvete drenado foi registrado a cada
5 min. Os dados obtidos foram plotados em um grafico de volume de sorvete derretido
em funcéo do tempo de analise.

2.8 Soélidos Soluveis

O teor de solidos soluveis (°Brix) foi medido em triplicata para os sorvetes com
o auxilio de refratdmetro digital HI 96801 (Hanna Instruments).

2.9 Potencial Hidrogenidnico

O potencial hidrogenidnico dos sorvetes foi determinado em pHmetro digital DLA-
PH (Del Lab) previamente calibrado, conforme descrito pelo INSTITUTO ADOLFO
LUTZ (2008).

2.10 Acidez

Adeterminacao de acidez procedeu conforme descrito pelo INSTITUTO ADOLFO
LUTZ (2008). Pipetou-se 5 mL da amostra de sorvete em Erlenmeyer de 125 mL, onde
foi adicionado 50 mL de agua e 3 gotas da solucéo fenolftaleina. As amostras foram
tituladas com soluc¢édo de hidréxido de soédio 0,1 M até coloragéo rosea. O calculo da
acidez se deu de acordo com a equacgéo 5.

VT x f x 100

Acidez em solugdo molar por cento- =
v VAxc (5)

Onde: VT = Volume de hidroxido de sddio gasto na titulagéo; f = fator da solugéo
de hidroxido de sodio; VA = Volume da amostra utilizada; C = fator de correcéo para
solucéo de hidroxido de sbédio 0,1 M.
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2.11 Cor

A cor dos sorvetes foi avaliada em colorimetro Konica Minolta CR-400. Os
resultados foram expressos com base no sistema de coordenadas cromaticas CIELAB
L*a*b* em valores L, a e b, onde os valores de L* (luminosidade ou brilho) podem
variar do preto (0) ao branco (100), os valores do croma a*, podem variar do verde se
for o valor for negativo (-a*) ao vermelho se for positivo (+a*) e os valores do croma
b*, do azul (-b*) ao amarelo (+b*) (SANT’ANNA et al., 2013).

2.12 Densidade Aparente

A densidade aparente foi determinada com o uso de picnédmetro de 25 mL limpo
e seco, previamente calibrado (a calibracdo consiste na determinagcdo da massa do
picnédmetro vazio e da massa de seu conteudo com agua, recentemente destilada a
20 °C).

Para a determinacéo da densidade, a amostra foi transferida para o picnédmetro
até enché-lo e em seguida promoveu-se a pesagem em balanca analitica. O peso
da amostra foi obtido através da diferenca de massa do picnémetro cheio e vazio.
Calculou-se a densidade aparente (D,) pela razéo entre massa da amostra e seu
volume (Equacéo 6).

Da= m(da amostra)
" v(da amostra) (6)

2.13 Analise Sensorial

Foram recrutados 60 provadores nédo treinados para provar as amostras de
sorvete de abacaxi, controle e com adicdao de microcapsulas de hortela. As amostras
foram balanceadas, codificadas e o teste de aceitagdo baseou-se no uso de escala
heddnica, sendo que as notas variaram de 1 (desgostei extremamente) a 9 (gostei
extremamente) para os atributos cor, aparéncia, aroma, sabor, textura e impressao
global. Aintencao de compra foi avaliada com uma escala que variou de 1 (certamente
nao compraria) a 9 (certamente compraria). O indice de aceitacao (lA) foi calculo pela
equacao 7, conforme descrito por Damasio e Silva (1996). Os dados obtidos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e comparados pelo teste de Tukey com
nivel de significancia de 5 % pelo software SAS - Statistical Analysis System.

% 1A = Ay 100
B (7)
Onde: A = nota média obtida para o produto; B= nota maxima dada ao produto.

2.14 Rotulagem nutricional

A composicao nutricional do sorvete de abacaxi foi calculada com o auxilio da
Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos — TACO (NEPA, 2011).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Analise Sensorial

Os resultados do teste e indice de aceitabilidade da analise sensorial estao
dispostos respectivamente nas tabelas 1 e 2. Nao houve diferenca significativa ao
nivel de 5% de significancia apenas para o atributo aroma. Isso pode estar atrelado
ao fato da quantidade de polpa de abacaxi utilizado ser muito maior em relacao a
massa de microcapsulas de hortela adicionadas na segunda formulacao.

Amostra Cor Aparéncia Sabor Aroma Textura |. Global I. Compra
SMC 8,0? 7,9 8,0? 7,7% 7,9 8,12 8,22
CMC 7,6° 7,2° 7,3° 7,42 7,0° 7,5° 6,9°

Tabela 1. Resultado da analise sensorial do sorvete controle e com adicdo de microcapsulas

Médias seguidas pela mesma letra em uma mesma coluna néo apresentam diferenca significativa a um nivel de
5% de significancia. SMC=Sem Microcapsulas; CMC=Com Microcapsulas.

Amostra Cor  Aparéncia Aroma Sabor Textura [|.Global [|. Compra
SMC 89% 88% 85% 88% 88% 90% 91%
CMC 85% 80% 82% 81% 78% 83% 76%

Tabela 2. indice de aceitabilidade dos atributos sensoriais avaliados

SMC=Sem Microcapsulas; CMC=Com Microcapsulas.

Para todos os atributos avaliados o indice de aceitabilidade foi maior de 70%,
valor considerado minimo para que um produto tenha uma boa aceitacao (BISPO et
al., 2004). Isso mostra que apesar do sorvete controle ser superior quanto a aceitagcao
em todos os aspectos, a formulacéo de sorvete com microcapsulas de hortela-verde
também apresenta boa sensorial.

As Figuras 5 e 6 mostram respectivamente a faixa etaria dos provadores da
analise sensorial e frequéncia com que os mesmos consomem sorvete. A maioria
(74%) dos provadores tinha entre 20 e 30 anos. Do total, 53% consomem sorvete
pelo menos uma vez por més e 47% pelo menos uma vez por semana. Segundo ABIS
(2018), a média de consumo no pais é de 5,44 litros de sorvete por habitante/ano,
estando acima da média mundial de 5,3 litros por habitante/ano.
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w Acima de 30 anos

Figura 5. Faixa etaria dos provadores da andlise sensorial

Frequéncia de Consumo

u Mensalmente
/ = Semanalmente

Mais de uma vez por
semana

Figura 6. Frequéncia de consumo de sorvete dos provadores da analise sensorial

3.2 Caracterizacao fisico-quimica

O didametro medido das microcapsulas de hortela-verde foi de 3,32+0,05 mm.
A forma e o tamanho de uma microcapsula dependem da natureza do material a
ser encapsulado. Seu tamanho pode variar de um micron a sete milimetros, o que
caracteriza as esferas utilizadas na formulacdo do sorvete como microcapsulas
(POTHAKAMURY & BARBOSA-CAOVAS, 1995; FARIAS & SOBRINHO, 2012).

Atabela 3 apresenta os resultados das analises de overrun, densidade aparente,
solidos soluveis, pH e acidez. As diferencas entre os teores de sélidos soluveis, pH
e acidez foram baixas e se devem devido a adicao das microcapsulas na segunda
formulacgao.
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Amostra  Overrun (%) Densidade (g/L) SS (°Brix) pH Acidez
SMC 31,0 1165,47+14,25 23,8+0,3 5,84+0,05 4,70+0,38
CMS 19,2 1178,92+20,71 25,1+0,3 5,68+0,04  3,89+0,60

Tabela 3. Caracterizacao fisico-quimica dos sorvetes controle e com adicao de microcapsulas

SMC=Sem Microcapsulas; CMC=Com Microcapsulas.

A porcentagem de overrun expressa a quantidade de ar incorporada em espuma
no sorvete (CLARKE, 2004). O valor de overrun esta diretamente ligado com a
densidade aparente do produto (BRASIL, 1999). A densidade aparente de ambos as
formulagdes foram superiores ao minimo estabelecido no pela legislagcéo, que é de
475 g/L. O conteudo de polpa adicionado na formulagéo interfere significativamente
nos valores de densidade e overrun. Quanto maior a incorporagéo de ar, mais leve o
sorvete se tornara e menor seré a densidade.

O Regulamento Técnico para Fixacédo de Identidade e Qualidade de Gelados
Comestiveis define uma quantidade minima de 3% de polpa para os produtos cuja
denominacao dé a entender que contém frutas (BRASIL, 1999). No presente trabalho,
o conteudo de polpa de abacaxi utilizado é de aproximadamente 35% em relacdo a
massa total do produto.

A Tabela 4 traz os resultados da anélise de cor, onde o parametro a* néao
apresentou influéncia na cor do produto e o teor de luminosidade foi semelhante
para ambas formulagdes. O parametro de maior influéncia, o b*, possui um valor
positivo, caracteristica relacionada ao amarelo caracteristico da polpa do abacaxi,
tendo uma queda de valor na segunda formulagao devido a adi¢gdo das microcapsulas
de hortela-verde.

Amostra A b L
SMC +0,9+0,5 +24,5+0,9 24,3+3,9
CMC -0,7+0,6 +21,2+0,4 23,4+1,4

Tabela 4. Coordenadas cromaticas L*a*b* dos sorvetes controle e com adi¢ao de
microcapsulas

SMC=Sem Microcépsulas; CMC=Com Microcépsulas.

A figura 7 mostra a comparacao das curvas de derretimento dos sorvetes. A
taxa de derretimento € um dos principais parametros para avaliagcao de qualidade de
sorvetes, pois esta ligada com sua resisténcia e cremosidade (SOUZA et al., 2010).
O menor derretimento ocorreu para a amostra padrédo. As microcapsulas contribuiram
para resisténcia da segunda formulacéo ao derretimento, o que tecnologicamente
nao é interessante, pois indica que a incorporacdo de ar nao foi adequada, fato
confirmado pela % de overrun (EIKE et al., 2015). Apesar disso, a textura de ambas
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as formulagdes de sorvete foram bem avaliadas (aceitagéo >70%).
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Figura 7. Volume de sorvete derretido vs. tempo de derretimento

A Tabela 5 traz uma comparacdo entre os teores de clorofila do extrato da
hortela-verde e das microcapsulas depois do processamento do sorvete. O método
de microencapsulacéo foi eficiente em preservar em 70% conteudo de clorofila do
ambiente adverso.

A producéo a frio e baixo custo de materiais faz da técnica de gelificagao iénica
uma potencial alternativa para o emprego em escala industrial de encapsulacéo de
ingredientes ativos (HOLKEM et al., 2015).

Amostra C, C, C,
EXT 9,969+0,017 3,501+0,017 13,460+0,027
CONG 7,121£0,007 2,835+0,003 9,949+0,004

Tabela 5. Teores de clorofila a, b e total expressos em pg/mL do extrato de hortela-verde e das
microcapsulas depois do processamento

Legenda: Ca= Clorofila a; Cb=Clorofila b; CT=Clorofila total; EXT=Extrato de horteld; CONG= Microcéapsula apds
processo.

A Tabela 6 traz a informacédo nutricional da formulacdo do sorvete de abacaxi
com microcapsulas de hortelé-verde. Em comparagdo com produto semelhante da
marca Zeca’s Sorvetes, o produto desenvolvido nessa pesquisa possui menor valor
energético, menor conteudo de carboidratos, gorduras, sédio e € superior quanto a
proteinas e fibra alimentar.

Quantidade por porcao % VD (*)
Valor energético 70,15 kcal = 293,05 kJ 3,5%
Carboidratos, dos quais: 15¢ 5%
Acucares 969 **
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Proteinas 1,59 2%

Gorduras totais 0,69 1,2%
Gorduras saturadas 0,59 2,2%
Gorduras trans 0g *

Fibra alimentar 0,49 1,6%
Sodio 4,7 mg 0,2%

Tabela 6. Composicao nutricional do sorvete de abacaxi com microcapsulas de hortela-verde
em uma porcao de 60 g (1 bola)

*Valores diarios de referéncia com base em uma dieta de 2000 kcal Ou 8400 kJ. Os valores diarios podem variar
de acordo com as necessidades energéticas do consumidor. ** %VD néo estabelecido.

41 CONCLUSOES

O sorvete de abacaxi com microcapsulas de hortela-verde obteve boa aceitacéo
sensorial e intencédo compra maior que 70%, apesar da formulagao sem microcapsulas
ter apresentado valores superiores nos atributos sensoriais avaliados. A grande
quantidade de polpa utilizada nas formulagdes diminuiu o contetdo de gordura total,
0 que afetou a incorporacéo de ar e resultou em baixa % de overrun. A formulacéo
com microcapsulas apresentou maior resisténcia ao derretimento, confirmando a
baixa incorporacéo de ar. A técnica de gelificacdo ibnica mostrou-se eficiente na
preservacao da clorofila presente no extrato da horteléa-verde. O produto desenvolvido
se diferencia dos comerciais principalmente devido ao menor conteudo de gordura,
sédio e ter fibra alimentar em sua composicédo, € mais saudavel e mostrou ter bom
potencial mercadolégico.
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RESUMO: Os residuos do processamento
de frutas, como o melao, tém se tornado um
problema para as agroindustrias, pois sao
gerados em grandes quantidades e podem
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provocar danos ao meio ambiente quando
descartados inadequadamente. Diante
disto, o objetivo deste trabalho foi estudar a
influéncia da torrefacéo no rendimento de Oleo
das sementes de melédo obtido por extracéo
assistida por ultrassom. Para tanto, as sementes
foram caracterizadas fisico-quimicamente, e o
rendimento de Oleo foi estudado em relagdo a
temperatura e o tempo de torrefacédo, utilizando
um fatorial 22 com blocos casualizados. Os
resultados mostraram que a temperatura
e o tempo de torrefacdo influenciaram no
rendimento do 6leo de sementes de meldo,
sendo que os maiores rendimentos de Oleo
foram obtidos nas condi¢cbes de 89 °C por 53
minutos e de 131 °C por 17 minutos.
PALAVRAS-CHAVE:residuos, aproveitamento,
frutas.

INFLUENCE OF ROASTING ON THE
YIELD OF MELON SEEDS OBTAINED BY
ULTRASOUND-ASSISTED EXTRACTION

ABSTRACT: Fruit processing residues such
as melon have become a problem for agro-
industries, they are generated in large quantities
and can cause damage to the environment
when improperly disposed of. Therefore, the
objective of this work was to study the influence
of roasting on oil yield of melon seeds obtained
by ultrasound assisted extraction. For this, the
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seeds were physically and chemically characterized, and the oil yield was studied in
relation to the temperature and the roasting time, using a 22 factorial with randomized
blocks. The results showed that temperature and roasting time influenced the melon
seed oil yield, and the highest oil yields were obtained under conditions of 89 °C for 53
minutes and 131 °C for 17 minutes.

KEYWORDS: waste, recovery, fruits.

11 INTRODUCAO

O aumento do consumo de alimentos tem aumentado a producéo de residuos em
alguns paises em desenvolvimento, como o Brasil. Esses residuos tém gerado uma
grande preocupacéo em todo o globo terrestre devido a sua destinacéo final, a qual
configura um problema social, econémico e ambiental (MIRABELLA; CASTELLANI;
SALA, 2016). Devido a esses problemas que podem ser desencadeados pelo descarte
inadequado surge a gestao de residuos como uma questao crucial para a seguranga
alimentar (SILVA et al., 2018).

Nas industrias e restaurantes, as frutas sdo usadas em diversas preparacoes e
uma das partes mais descartadas sao as sementes. As sementes de frutas, dentre elas
0 melao, sdo usualmente consideradas residuos, mas ultimamente muitas sementes
tém recebido uma maior atencéo devido a presenca de compostos com propriedades
nutricionais e medicinais (GORNAS; RUDZINSKA, 2016).

O meldo (Cucumis melo L.) é uma cultura horticola em muitas regiées aridas
e semiaridas do mundo (BOTIA et al., 2005). Pertencente & familia Curcurbitaceae,
cujas espécies sao produtoras de uma extensa gama de compostos com propriedades
medicinais. Durante o beneficiamento do melao sao geradas elevadas quantidades de
residuos, constituidos por sementes e cascas. O uso de subprodutos de alimentos para
projetar e desenvolver produtos inovadores com valor agregado € muito importante
para a sustentabilidade sendo uma solucéo para reduzir perdas de alimentos (Silva
et al.,, 2018). Em paises arabes, por exemplo, as sementes de meldao s&o usadas
diretamente para o consumo humano apés salga e torrefagcdo, como excelentes
fontes de proteinas e lipideos (MALLEK-AYADI; BAHLOUL; KECHAOU, 2018).

Muitos tratamentos tém sido aplicados a sementes para melhorar a qualidade do
6leo. Umas das mais usadas é a torrefacdo que é aplicada principalmente em sementes
de condimentos para extracdo de 6leo e durante esse processo sdo desenvolvidos
aroma e sabores agradaveis que sao transferidos ao 6leo depois da extracdo (LEE
et al., 2004). Embora a torrefagdo seja usada para melhorar a qualidade sensorial
do Oleo, existem muitos trabalhos que avaliam o rendimento em 6leo de sementes
que passaram pelo tratamento de torrefacdo como gergelim (ROSTAMI et al., 2014),
moringa (FAKAYODE; AJAV, 2016) e pistache (RABADAN et al., 2017).

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito da temperatura e do tempo

de torrefagdo na extracéo assistida por ultrassom do 6leo da semente de meléo.
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2| MATERIAL E METODOS

A presente pesquisa foi realizada no Laboratério de Flavor e Anadlises
Cromatograficas (LAF) da Universidade Federal de Sergipe. As sementes de melao
da varietal Amarelo Ouro foram obtidas no Restaurante Universitario da Universidade
Federal de Sergipe.

Inicialmente, as sementes de meldo foram dispostas em bandejas, lavadas em
agua corrente e submetidas a secagem sob fluxo constante de ar em estufa com
circulagao de ar forcada (SOLAB, SL-100) mantendo a 40 °C por 24 horas.

As sementes de meldao desidratadas foram moidas em liquidificador e
armazenadas em recipientes de polipropileno a temperatura ambiente até a
realizacao das analises e extracdes. A composicdo centesimal das sementes de
melao desidratadas e moidas foi realizada conforme as metodologias do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2008), quanto ao teor de umidade por gravimetria (012/1V), residuos
por incineracdo (cinzas) (018/1V), lipideos por extracdo com hexano em extrator
Soxhlet (032/1V), proteinas pelo método Kjeldahl (036/1V) e carboidratos obtido por
diferenca entre o total da amostra (100%) e os teores de proteina, lipidios, umidade
e cinzas. Todas as analises foram realizadas em triplicata e expressas em g/100 g de
sementes secas.

As sementes de melédo desidratadas foram submetidas ao processo de torrefacéo
em diferentes condi¢cdes de temperatura e tempo em estufa com circulagéo de ar
forcada (SOLAB, SL-100). Para a otimizac&o do processo de torrefacao foi utilizado
um planejamento experimental em esquema fatorial 22, distribuidos em 3 blocos ao
acaso, que foram 3 dias distintos, totalizando 12 ensaios (Tabela 2). A influéncia da
temperatura de torrefagdo (minimo 89 °C, maximo 131 °C) e do tempo de torrefagcao
(minimo 17 minutos, maximo 53 minutos) foi avaliada em relagcdo ao rendimento da
extracédo de 6leo de semente de meléo assistida por ultrassom.

A extragcdo de Oleo das sementes de meldo torradas e moidas ocorreu de
forma aleatorizada de acordo com a metodologia adaptada de Castejon, Luna e
Sefiorans (2018), no qual foi pesado cerca de 3 gramas e foi adicionado etanol na
proporcao de 1/10 (p/v). Além disso, realizou-se a extracao de éleo das sementes de
melao que ndo foram submetidas ao processo de torrefacéo (controle) similarmente
as sementes torradas. O extrato foi levado a banho ultrassénico (UNIQUE, USC-
1400A) a 50°C por 30 minutos, com frequéncia e poténcia ultrassénicas de 40 kHz
e 135 watts, respectivamente. Finalmente, o extrato foi filtrado em malha metélica e
coletado. O etanol foi recuperado em evaporador rotativo (FISATOM, Mod. 802) sob
pressao reduzida a 40°C e o baldao com 6leo obtido foi seco em estufa a 105 °C por
1 hora. O teor de éleo foi determinado gravimetricamente, e o rendimento, expresso
em porcentagem de massa do residuo seco. A analise estatistica dos dados, Andlise
de Variancia e teste de médias de Tukey, foram realizadas nos programas Statistica™
(versao 13.0 Trial, TIBCO) e SAS® University Edition (SAS Institute Inc.).
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31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1, a média e o desvio padrao para os dados da composi¢cao centesimal
das sementes de meldo da varietal Amarelo Ouro estéo apresentados.

Composicao centesimal (%) Sementes de melao
Umidade 5.39 £ 0.01
Proteinas 20.33 £0.22
Lipideos 23.94 +1.58

Cinzas 3.35+ 0.28
Carboidratos 46.52 +2.23

Tabela 1 - Composigéo centesimal das sementes do fruto do meléao (%)

Os resultados representam a média + desvio padréao da analise realizada em triplicata.

Diversos estudos tém relatado a composi¢ao centesimal de sementes de meléo,
apresentando teores de proteinas (15-36%), lipideos (13-37%) e carboidratos (6-
28%) (MALLEK-AYADI; BAHLOUL; KECHAOU, 2018; MELO; NARAIN; BORA, 2008;
RAJIORELAJA, 2014; YANTY; LAI; OSMAN; LONG; GHAZALI, 2008; PETKOVA;
ANTOVA, 2015). No presente estudo o teor de proteinas (20.33 + 0.22g/100g) foi
superior ao encontrado por Morais et al. (2017) que obtiveram 15.6+1.8g/100g de
semente de meldo. O teor de lipideos (23.94 + 1.58g/100g) foi similar ao encontrado
por Yanty et al. (2008) obtendo 25.0 + 0.05g/100g, no entanto, foi menor ao obtido
por Raji e Oleraja (2014) que obtiveram 31.86 + 0.01g/100g de semente de meléo.
As diferencas obtidas nos resultados das analises podem estar relacionadas as
condicbes de solo, clima, periodo de producdo, mas principalmente a varietal do
meldo, pois os dados foram obtidos diversas variedades de melao devido a falta de
trabalhos com a varietal Amarelo Ouro. O teor de carboidratos (46.52 + 2.239) foi
superior ao encontrado por Melo et al., (2000) que obtiveram 22.94 + 1.27g/100g e
por Mallek-Ayadi et al. (2018) encontrando 27.81 + 0.51g/100g de sementes, esse
alto valor de carboidratos pode estar relacionado com a presenca de teores de fibras,
ja que nao foi realizado no presente estudo tal analise. O percentual de umidade e de
cinzas (5.39 + 0.01 e 3.35 + 0.28, respectivamente) foram inferiores ao encontrado
por Morais et al. (2017) e Mallek Ayadi et al. (2018).
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Variaveis independentes

Rendimento

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2

Ensaios -
Temperatura (°C) Tempo (minutos) (%)
1 89 (-1) 17 (-1) 2,65
2 89 (-1) 53(+1) 3,52
3 131 (+1) 17 (-1) 2,80
4 131 (+1) 53 (+1) 2,14
5 89 (-1) 17 (-1) 2,86
6 89 (-1) 53(+1) 3,11
7 131 (+1) 17 (-1) 3,24
8 131 (+1) 53 (+1) 2,61
9 89 (-1) 17 (-1) 3,20
10 89 (-1) 53(+1) 4,48
11 131 (+1) 17 (-1) 3,47
12 131 (+1) 53 (+1) 3,46
Controle - - 1,98 + 0,21

Tabela 2 — Valores codificados e decodificados das variaveis independentes (temperatura
e tempo de torrefacéo) e variavel de resposta (rendimento de 6leo) de acordo com o
planejamento experimental.

Na Tabela 2, os resultados de rendimento de 6leo de sementes de melao obtido
por extracdo assistida por ultrassom estdo apresentados em relagcdo as condi¢des
do processo de torrefacao utilizadas. Os valores de rendimento de 6leo variaram
entre 2,14% e 4,48%, indicando uma grande variacdo no rendimento em fung¢éao da
variacao da temperatura e do tempo de torrefacao das sementes. Os menores valores
de rendimento foram observados quando as sementes foram torradas a 131 °C por
53 minutos. Por outro lado, os maiores valores de rendimento foram obtidos para
as sementes submetidas as condi¢des de torrefagdo de 89 °C por 53 minutos. Vale
destacar que todos os ensaios obtiveram valores de rendimento de 6leo foram maiores
do que o obtido na amostra controle, a qual ndo sofreu o processo de torrefacdo. O
incremento ao rendimento obtido com o processo de torrefacéo variou de 8 a 126%.

Na Figura 1, as médias de rendimento de Oleo e seus respectivos desvios
padréao estéo apresentados para as condi¢cdes de torrefacdo e a amostra controle. A
condicao de torrefacdo 2 (89 °C, 53 minutos) possibilitou o maior rendimento (3,70%)
na extragdo de Oleo de sementes de meldo, mas este nao diferiu significativamente
(p>0,05) dos valores obtidos nas condi¢cdes de torrefacédo 1 (89 °C, 17 minutos)
(2,90%) e 3 (131 °C, 17 minutos) (3,17%). Além disso, nas condi¢cdes 2 e 3 foram
obtidos rendimentos maiores que diferiram significativamente (p<0,05) do rendimento
da extracao de 6leo assistida por ultrassom das sementes sem a torrefacao (condicao
5). Conforme os dados apresentados na Tabela 3, tanto a temperatura quanto o tempo
influenciaram no rendimento de 6leo de sementes de melao, corroborando com os
resultados apresentados por Rostami et al. (2014) para extracdo de 6leo de sementes
de gergelim. Sendo assim, a melhor condicdo de torrefacdo das sementes de melao
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para elevar o rendimento da extracao de 6leo seria 89 °C por 53 minutos, mas a
condicéo 131 °C por 17 minutos se torna mais viavel economicamente, uma vez que
nao apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relacéo ao rendimento e o tempo
de torrefacao € menor.

Somados Graus de Quadra-

Fontes de variagao Quadrados liberdade do médio  calcutado p-valor
Temperatura 1,707024 2 0,853512 9,20822° 0,014839
Tempo 0,361466 1 0,361466 3,89972" 0,095715
Temperatura x Tempo  0,103040 1 0,103040 1,11166"™ 0,332317
Blocos 1,138750 1 1,138750 12,28554° 0,012747
Erro 0,556141 6 0,092690

Total 3,866421 11

Tabela 3 - Analise de Variancia para o rendimento de 6leo de semente de meldo obtido por
extracdo assistida por ultrassom em fungéo da temperatura e do tempo de torrefagéo.

"s ndo significativo ao nivel de significancia de 5%; * significativo ao nivel de significancia de 5%; ™ significativo ao
nivel de significancia de 10%.

> a
g a5 e 7 T ke
o 3 Z
£ 1.5
N
0.5 %
0

Figura 1 — Efeito da torrefagéo no rendimento do 6leo extraido de sementes de meldo: 1, 89 °C

e 17 minutos; 2, 89 °C e 53 minutos; 3, 131 °C e 17 minutos; 4, 131 °C e 53 minutos; e 5, sem

torrefacdao. Médias com mesmas letras mindsculas néao diferem signficativamente pelo Teste de
Tukey (p=<0,05).

41 CONCLUSAO

As sementes de melao oriundas do processamento em industrias e restaurantes
possuem elevado valor nutricional, com destaque para o teor de lipideos (24%), que
possibilita sua utilizacao para a producao de éleo. A extracao assistida por ultrassom
de Oleo de sementes de melédo pode ser beneficiada com o prévio tratamento térmico
das sementes. Os resultados mostraram que a temperatura e o tempo da torrefagcéo
das sementes de mel&o influenciam no rendimento da extragcéo, sendo que os maiores
rendimentos 3,70% e 3,17% foram obtidos para as condi¢des de 89 °C por 53 minutos
e de 131 °C por 17 minutos, respectivamente.
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CAPITULO 9
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RESUMO: Na producdo industrial de
alimentos se faz necessario a inativacdo de
microrganismos. O tipo mais comum empregado
em produtos alimenticios, especialmente
em bebidas fermentadas, é a
Saccharomyces cerevisiae. As técnicas de
inativacdo mais empregadas consistem no
aquecimento abrupto. Tal processo térmico
altera propriedades sensoriais e nutritivas
do produto final, devendo ocorrer de forma
controlada, otimizando o tempo de operagao.
Neste artigo, com fim de obter parédmetros
de resisténcia térmica da cepa comercial de

levedura

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2

levedura S. cerevisiae WB-06 foram feitos
cultivos do microrganismo em meio liquido
acucarado para posterior aquecimento a 60°C
em banho térmico. A amostragem foi feita em
intervalos de até 15 minutos. O valor obtido de
tempo de redugao decimal (D)) de 9,80 min
esta de acordo com a literatura.
PALAVRAS-CHAVE: Saccharomyces
cerevisiae; pasteurizacao; azul de metileno.

STANDARD CURVE PREPARATION FOR
THERMAL INACTIVATION OF YEAST
COMMERCIALS STRAIN Saccharomyces

cerevisiae WB-06

ABSTRACT: In industrial food production it
iS necessary to inactivate microorganisms.
The most common type used in food
products, especially fermented beverages, is
Saccharomyces cerevisiae yeast. The most
commonly used inactivation techniques are
abrupt heating. Such thermal process alters
sensory and nutritive properties of the final
product and should occur in a controlled manner,
optimizing the operating time. In this paper, in
order to obtain thermal resistance parameters
of the commercial strain of S. cerevisiae yeast
WB-06, the microorganism was cultivated in
sugary liquid for subsequent heating at 60 °C in
a thermal bath. Sampling was done at intervals
of up to 15 minutes. The obtained decimal
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reduction time (D) value of 9.80 min is in agreement with the literature.
KEYWORDS: Saccharomyces cerevisiae; pasteurization; methylene blue.

11 INTRODUCAO

O uso de leveduras na industria de alimentos tem sua origem nos processos
fermentativos que se iniciam muito antes mesmo do descobrimento do agente
fermentativo. Apds experimentos do cientista Louis Pasteur, no séc. XIX, foi possivel
comprovar a presenca de leveduras concomitante a fermentacéo (PASTEUR, 1860).
Em 1864 ele demonstrou que as doencgas causadas pelo vinho eram oriundas da
presenca destes microrganismos. Estes microrganismos eram inativados quando
aquecidos até uma temperatura de 55°C (PASTEUR, 1864).

Diversos estudos e aplicagdes commicrorganismos se sucederam, especialmente
envolvendo os produtos industrializados por visarem maior durabilidade. Processos
tradicionais daindustria realizam ainativacao através de etapas térmicas denominadas
de pasteurizacao (lenta, UHT ou HTST). Pasteurizacéo lenta, em que se aplicam
temperaturas mais baixas, na ordem de 65°C, por acima de 20 minutos. Pasteurizagao
rapida (HTST), quando se aplicam temperaturas mais altas, da ordem dos 75°C,
durante alguns segundos. Pasteurizacdo muito rapida (UHT), quando a temperatura
vai de 130°C a 150°C, durante trés a cinco segundos (AGUIAR; YAMASHITA; GUT,
2012).

Na industria cervejeira, além de garantir estabilidade biol6gica, também
neutraliza possiveis contaminantes, tais como leveduras selvagens, Lactobacillus,
Pedicoccus, dentre outros microrganismos que deterioram a cerveja. A medida de
pasteurizacéo para cerveja é dada em unidade de pasteurizacéo (P.U.), onde 1 P.U.
equivale a 1 minuto de aquecimento da levedura a 60 °C. A norma estabelece 15
P.U.’s como pasteurizagdo minima requerida para a industria cervejeira (MILANI;
GARDNER,; SILVA, 2015).

O tipo mais comum de levedura usada pelo homem € a espécie Saccharomyces
cerevisiae, presente na industria de panificacdo e de bebidas alc6olicas. Em especial
para bebidas alcoolicas fermentadas, cepas séo selecionadas para cada estilo de
produto a que se destina o processo. Cada variagdo possui identidade genética e
fenotipica unica por caracteristicas de cultivo, e de seu metabolismo (CARRAU;
GAGGERO; AGUILAR, 2015).

Métodos quantitativos para aferir células vidveis em meios de cultivo séo
empregados em bioprocessos, tais como métodos colorimétricos com contagem
em camara de Neubauer, citometria de fluxo, e espectrofotometria. Um método
colorimétrico tradicionalmente usado é o coramento por azul de metileno (solugéo
vital) por ser pratico e rapido, além de permitir analisar individualmente células de
levedura. A adicdo de azul de metileno a suspensdo com microrganismos permite
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diferenciar células vivas de células ndo viaveis por meio da penetracdo da molécula
em cada célula, que é reduzida enzimaticamente para um produto incolor, em
células metabolicamente viaveis, enquanto que células nao viaveis ficaram coradas
(KWOLEK-MIREK; ZADRAG-TECZA, 2014).

Visando garantir o maior tempo de prateleira concomitante a manutencéao de
aspectos sensoriais mais proximas do natural e fresco, o tempo de pasteurizacéao
deve ser otimizado e adequado ao agente fermentativo. Para tal, um estudo que
estime o tempo de reducao decimal do microrganismo empregado é necessario para
calcular o tempo minimo teérico de processamento térmico para obter a inativacéo
abaixo dos niveis permitidos por lei. Em vista disso, o presente trabalho tem como
objetivo determinar os parametros de inativacdo térmica para a cepa comercial de
levedura Saccharomyces cerevisiae WB-06 na temperatura de 60°C.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo de solucao de azul de metileno 0,01%

Foi preparado 1,0 L de solugdo tampéao de PBS (8,0 g NaCl, 0,20 g KCl, 1,44
Na,HPO, e 0,30 g KH,PO,) e 1,0 L solugéo analitica de citrato de sédio 2,0% p/v
avolumados com solucéao tampao PBS. Foram pesados 0,050 g de azul de metileno
e avolumados com solucéo de citrato de sédio 2,0% p/v em frasco 50,0 ml. Todos os
reagentes foram fornecidos pela SIGMA ALDRICH®. O método e os reagentes foram
elaborados conforme protocolo da literatura (SAMI; IKEDA; YABUUCHI, 1994).

2.2 Cepa de levedura

Os microrganismos utilizados no presente trabalho sdo uma cepa comercial
de Saccharomyces cerevisiae selecionada em uma loja voltada para a producéao de
cervejas da empresa Fermentis® sendo a WB-06 ale alema. A ficha técnica informa
a quantidade de células viaveis no empacotamento sendo de no minimo 6 x 10° céls
por grama do saché que possui em torno de 84,0 a 96,5 gramas de peso seco.

2.3 Cultivo de levedura

Para esta etapa, foi preparado meio binario de D-glicose (1 g/l) e agua destilada.
Uma parte equivalente a 0,2 g de levedura foram solubilizados em 100 ml, e dispostos
naincubadora de movimento orbital Technal modelo TE-420, a 25°C, e com velocidade
de agitacao de 200 rpm, sendo deixado por 5 dias (120 h).

2.4 Inativacao térmica

O banho térmico NovaTécnica modelo Dubnoff 5L foi pré-aquecido a 60 °C por
15 minutos até estabilizar a temperatura. Aliquotas de 10 ml de meio com levedura
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foram colocados em seis erlenmeyers de 50 ml. A agitacao do banho foi programada
para 150 rpm. Cada frasco foi retirado em tempos de 0, 3, 9, 12 e 15 minutos. O
tempo maximo de aquecimento foi de 15 minutos.

2.5 Analise de viabilidade celular

O microscépio NYKON modelo eclipse E200MV R foi utilizado com cémara
de Neubauer (0,05 x 0,05 x 0,1 mm). Sendo retirada uma aliquota de 1,0 ml do
meio, depois de aquecido, e transferidos em tubo Falcon de 10,0 ml. O volume foi
completado com agua sendo diluido 10 vezes. Em eppendorf de 1,0 ml foi adicionado
0,5 ml de amostra diluida com 0,5 ml de corante vital (azul de metileno 0,01%).

Com auxilio de pipeta volumétrica foi inserida a amostra na camara e levada a
leitura em uma ampliagdo na lente objetiva de 40x. Usando um contador manual foi
aferido o numero de células totais e de células coradas por quadrante da cdmara de
Neubauer.

2.6 Modelagem e estimacao dos parametros

Para estimar os parametros foi usado o modelo de primeira ordem de Bigelow
(BIGELOW & ESTY, 1920):

N 1
Log(N—o)z o % t )

em que N = ndmero de células viaveis, N, = nimero de células iniciais, D, =
tempo de reducao decimal (min) na temperatura fixa T, e t = tempo (min).

Primeiramente a linearidade de células viaveis foi confirmada plotando a curva
log (N/NO) vs. Tempo (Eq. (1)). Para a temperatura fixa de 60°C foi feita a regressao
linear no STATISTICA e o valor de DT (D, foi calculado, o qual € expresso em
minutos.

O efeito da pasteurizacdo é calcula em Unidades de Pausterizacao (P.U.’s).
Uma P.U. corresponde ao efeito do tratamento térmico sobre a cerveja a 60°C durante
um minuto. Por esta razdo, para a escolha dos valores de P.U., estes microrganismos
devem ser tidos como referéncia, sendo recomendavel uma temperatura minima de
70°C e um tempo minimo de contato de 45 segundos (20 P.U.’s) (STORGARDS,
2000).

O acréscimo de uma pequena margem de seguranca garante uma eliminacao
quantitativa mais eficiente, especialmente quando a carga de microrganismos
no inicio € muito elevada. P.U.’s muito altas oferecem risco para as propriedades
organolépticas do produto fermentado. Portanto, o sistema de inativagdo térmica
deve ser adequado as caracteristicas do produto final, balanceando a qualidade
microbiologica e nutricional.

A viabilidade e o progresso do processo sé&o estimados através das equacdes
abaixo, respectivamente:
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Numero de céls viaveis
Numero de células totais

V(%) =
()

MNumero de céls ndo vidveis (i) - NOmero de céls ndo vidveis (0)
Numero de células totais

Pi(%) = .100

3)
em que V é a viabilidade celular, e Pi é o progresso da inativagao por calor.

31 RESULTADOS E DISCUGCOES

A relacdo dos valores de viabilidade celular, e a concentracéo de células ndo
viaveis (em milhdes de células por mililitro), ao longo do tempo de aquecimento a
60°C esta disposta na Figura 1 abaixo.

» 107

9 Visbildsde colilar (%)

®  Conc obls eaeas (oiis/mi) !

T

19

Viabilidade colular (%)

Concentragio celular inativada (células por mililitro)

tempo (min)

Figura 1 — Concentragéo de células inativas (coradas) (10° células/ml) por tempo (minutos) e
viabilidade celular ao longo do tempo.

Foi possivel observar o aumento da concentracdo de células n&o viaveis ao
longo do tempo de realizacédo do experimento, relativo a desestabilizagcéo térmica do
metabolismo basal responsavel pela degradacao do corante vital de azul de metileno.
Concomitantemente a reducao da viabilidade celular até um valor de 1,94% de no
meio aquoso com leveduras, caracterizando o processo de inativagao. Viabilidade
celular similar de 1% foi obtido para cepa CBS 1171 de Saccharomyces cerevisiae
aquecida a 50 °C em meio binario (sorbitol e agua) durante 1 hora (GERVAIS &
MARANON, 1995).
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Figura 2 - Progresso da inativac&o térmica por unidade de pasteurizagéo (P.U.)

Conforme esperado, valores maiores de D, implicam no emprego de processos
com maior P.U.’s, conforme visto na Figura 2 acima. O progresso desconta leveduras
inativas antes do processamento térmico e calcula a porcentagem de totalizacdo do
processo de inativacao para as células totais presentes na amostra.

O grafico disposto no lado esquerdo da Figura 3 apresenta os valores linerizados
de numero de células viaveis finais sobre o valor de inicial. No lado direito foram
apresentados os parametros da regressao linear obtidos (R2, valor beta, valor-p e
coeficiente angular).

Coeficiente angular
0.2 -0,102 + 0,011
ox x
. ) Valor de B
-0,985 + 0,101
n 04
% e Valor-p
£ o8} 0,0023
Ar § R2
e 0,9693
14}

tempo (min)

Figura 3 - Regressao linear (a = 0.05) para os valores de log(N/N,) por tempo (min)

Pode-se observar que as variaveis séo estatisticamente dependentes, visto que
se obteve um coeficiente de determinacao alto (R?) que permite comparar a contribuicéo
relativa da variavel independente (tempo) na predi¢céo da variavel dependente (log N/
N,). Splittstoesser et al. (1986) determinou a resisténcia térmica de S. cerevisiae em
vinho e suco de maca e também observou o comportamento logaritmico linear em
ambos produtos fermentados (SPLITTSTOESSER et al., 1986; MILANI; GARDNER,;
SILVA, 2015).

A tabela abaixo representa os valores obtidos para diferentes cepas de levedura
S. cerevisiae obtidos na literatura de acordo com Milani, Gardner e Silva (2015).
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Saccharomyces | Saccharomyces | Saccharomyces | gaccharo myces
IGnOaEiéagéo termica a | o eyisiae cerevisiae cerevisiae cerevisiae
DSMZ 1848* | DSMZ 70487 * | Ethanol Red® * | WB-06 ™
Jormpo ‘(’Seoﬁfn‘fﬁ]éo 112057  75+014 6,0 +0,54 9,8 +0,10
R? 0,961 0,993 0,993 0,969
* MILANI; GARD-
NER; SILVA, 2015
** Presente trabalho

Tabela 1 - Valores de tempo de reducgéo decimal para inativagéo térmica a 60 °C

Comparando com outras cepas, a S. cerevisiae WB-06 possui um valor acima
da média de tempo de reducéo decimal, o que caracteriza maior resisténcia térmica
e tempo de processamento na temperatura de 60 °C. Trabalhos feitos com suco de
frutas (PUT e De JONG, 1982; MILANI; GARDNER; SILVA, 2015) demonstraram um
valor maximo de D, para as 21 cepas testadas de fungo sendo 19.2 minutos.

Com os parametros é possivel a concepcao de um modelo matematico que
possa ser implementado em um software de controle de equipamento de inativagcao
térmica, sob essa mesma temperatura. Isto permitiria efetuar adequacgdes nos banhos
em fungao do nivel de viabilidade no seu interior, a partir da estimativa fornecida (D).

41 CONCLUSAO

Uma relagao do tempo de aquecimento a 60 °C com o numero de células coradas
foi possivel. O modelo teve um alto coeficiente de determinacao (R?) para o modelo de
Bigelow (1920), permitindo a modelagem e estimativa do tempo de reducao decimal
da cepa comercial de levedura S. cerevisiae WB-06, que foi em torno de 9,80 min. O
processo € capaz de obter valores de viabilidade celular abaixo de 2% em 15 minutos.
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RESUMO: Devido ao grande desenvolvimento
populacional, a contaminagdo da &agua tem
se tornado cada vez mais recorrente, em
consequéncia a poluicdo e mas condicbes de
saneamento. A agua de consumo pode ser
obtida de diversas fontes, entre elas os pocos
rasos, susceptiveis a contaminacao devido a
menor profundidade. A saude publica requer
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agua potavel, que seja livre de patdgenos.
Portanto, a avaliacdo de sua qualidade é
essencial, principalmente a agua destinada ao
consumo humano. O objetivo deste trabalho
foi determinar a qualidade microbiolégica de
agua para consumo humano de um municipio
da regiao Oeste do Parana. De fevereiro
a dezembro de 2017, foram coletadas 112
amostras de agua destinadas ao consumo
humano de um municipio do Oeste do Parana
refrigeracdo para a
Unioeste, campus de Cascavel. Foi realizada

e transportadas sob

a determinacédo de coliformes totais e E. coli,
pelo método Colilert®. Do total das amostras
de agua analisadas, 28,6% apresentaram-se
contaminadas por E. coli, indicando riscos a
saude da populagéo que consome esta agua.
PALAVRAS-CHAVE: E. coli, coliformes totais,
agua potavel.

MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF WATER
FOR HUMAN CONSUMPTION IN THE CITY
OF WEST OF PARANA STATE

ABSTRACT: Due to large population
development, water contamination has become
increasingly recurrent as a result of pollution and
poor sanitation. Drinking water can be obtained
from a variety of sources, including shallow
wells, which are susceptible to contamination
due to its lower depth. Public health requires

Capitulo 10




potable water that is free of pathogens. Therefore, the assessment of its quality is
essential, especially water intended for human consumption. The objective of this
work was to determine the microbiological quality of water for human consumption of
a municipality in the western region of Parana. From February to December 2017, 112
samples of water intended for human consumption were collected from a municipality
of Western Parana and transported under refrigeration to Unioeste, Cascavel campus.
Total coliforms and E. coli were determined by the Colilert® method. Of the total water
samples analyzed, 28.6% were contaminated with E. coli, indicating risks to the health
of the population that consumes this water.

KEYWORDS: E. coli; Total coliforms; Potable water.

11 INTRODUCAO

Agua potavel é definida como agua para consumo humano cujos parametros
microbioldgicos, fisicos, quimicos e radioativos atendam ao padrao de potabilidade e
gue nao ofereca riscos a saude (BRASIL, 2011).

A disponibilidade de agua potavel é um fator critico para a sobrevivéncia e
desenvolvimento davida. Cerca de 90% do territério brasileiro apresenta um excedente
hidrico durante o ano, no entanto, apesar disso, a 4gua nao existe em seu estado
puro e varios fatores mudam sua qualidade (SILVANO; PELLI, 2018). A seguranca e
potabilidade depende do funcionmento adequado de etapas desde o tratamento até
a distribuicdo. (MORAES et al., 2018). De acordo com a Organizacdao Mundial de
Saude (OMS), cerca de 780 milhdes de pessoas no mundo tém acesso a fontes de
abastecimento potencialmente nocivas (BURGOS et al., 2014). Segundo Zerwes e
colaboradores (2015), estima-se que mais da metade dos rios do mundo esta poluida
pelos despejos dos esgotos domésticos, efluentes industriais, agrotoxicos e dejetos de
animais. No Brasil, as péssimas condi¢des sanitarias verificadas em muitas das bacias
hidrograficas densamente e desordenadamente ocupadas, resultam na degradacao
generalizada dos elementos naturais e, obviamente, dos recursos hidricos (LIBANIO
et al., 2005). Alguns dos maiores surtos que acometeram a populagcédo humana foram
originados de sistemas de distribuicdo de agua (ALVES et al., 2017).

No meio rural, as principais fontes de abastecimento de agua séo consideradas
fontes susceptiveis de contaminagdo: os pog¢os rasos, nascentes, corregos e rios
(FERREIRA et al., 2017).

As doencas de veiculacdo hidrica sdo causadas principalmente por micro-
organismos patogénicos de origem animal ou humana, transmitidos basicamente
pela rota fecal-oral, ou seja, sdo excretados nas fezes de individuos infectados e
ingeridos na forma de agua contaminada. Entre as doencas de veiculagao hidrica, a
contaminacéao bacteriana pode contribuir para a transmissao de doengas como cOlera,
salmonelose, shiguelose e gastrenterites causadas por Escherichia coli (BURGOS et
al., 2014). A falta de saneamento e a ma qualidade da agua séo efetivos no aumento
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de casos de doencgas de veiculac&o hidrica que vem matando milhdes de pessoas
(REIS; FORTUNA, 2014).

A saude publica requer agua potavel segura, que seja livre de patdgenos
(FORTUNA et al.,, 2007). Com o aumento da utilizagcdo das aguas subterraneas,
intensifica-se a importancia da qualidade dessas aguas e uma das fragilidades desta
alternativa é muitas vezes a auséncia de controle da qualidade da agua utilizada para
consumo pela populacdo (REIS; FORTUNA, 2014). Portanto, a escassez de agua
adequada ao consumo é uma das grandes problematicas ambientais enfrentadas
pela populacédo e o monitoramento das fontes de abastecimento é indispensavel a
preservacao ambiental e a saude da populacdo (ZERWES et al., 2015).

Para analisar a qualidade da agua utilizada para consumo humano, séo utilizados
indicadores biol6gicos; dentre esse se destaca o grupo dos coliformes, sendo formado
por quatro géneros da familia Enterobacteriaceae. Este grupo € considerado um
dos bioindicadores mais apropriados tendo como representante mais conhecido a
Escherichia coli (BURGOS et al., 2015).

Os coliformes totais sédo definidos como bacilos Gram-negativos, aerobios ou
anaerdbios facultativos, ndo formadores de esporos, oxidase-negativos, capazes de
desenvolver na presenca de sais biliares ou agentes tenso ativos que fermentam a
lactose com producédo de acido, gas e aldeido a 35,0 + 0,5°C no periodo de 24-48
horas, e que podem apresentar atividade da enzima B—galactosidase. Os coliformes
termotolerantes fazem parte de um subgrupo do grupo coliformes totais que fermentam
alactose a 44,5 + 0,2°C em 24 horas. O principal representante deste subgrupo € a E.
coli, que € um coliforme exclusivamente de origem fecal (SILVA et al., 2007).

O uso das bactérias coliformes termotolerantes para indicar poluicdo sanitaria
mostra-se mais significativo que a determinacdo dos coliformes totais, porque a
bactéria E.coli esta restrita ao trato intestinal de animais homeotermos (CETESB,
2012).

O objetivo deste trabalho foi verificar se as amostras de agua, provenientes de
um municipio da regido do Oeste do Parana, estavam de acordo com a legislacao
vigente quanto aos parametros coliformes totais e Escherichia coli.

2 | MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta das amostras

De fevereiro a dezembro de 2017, foram coletadas 112 amostras de agua para
consumo humano de um municipio do Oeste do Parang, utilizando-se frascos de
vidros esterilizados. Apos a coleta, os frascos foram encaminhados, sob refrigeracéo,
para o laboratério de Controle Microbioldgico da Agua, Alimentos e Medicamentos da
Universidade Estadual do Oeste do Parana- UNIOESTE, Campus de Cascavel, para
analises microbiologicas.
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Foi determinada a presenca de coliformes totais e Escherichia coli, pelo método
de Colilert®.

2.2 Determinacao de coliformes totais e E. coli

Nas amostras de 100 mL de &gua foi adicionado o reagente de Colilert®, que
contém os substratos ONPG (orto-nitrofenol-p-galactopiranoside) e MUG (4-metil-
umbeliferil-p-d-glucurénico). As amostras foram homogeneizadas e despejadas em
cartelas Quanti-Tray. As cartelas foram seladas e incubadas por 24 horas a uma
temperatura de 35° C, para visualizac&o do resultado.

ApOs 24 horas, foi realizada a leitura dos resultados, sendo que a cor amarela
representava a presenca de coliformes totais e a cor azul, sob a luz UV, a E. coli.
Os coliformes totais se reproduzem e metabolizam o indicador de nutrientes ONPG,
alterando a coloragao transparente das amostras para o amarelo. Ja Escherichia coli
metaboliza, além do ONPG, o MUG, produzindo fluorescéncia em contato com a luz
ultravioleta.

Os resultados foram obtidos utilizando-se a tabela especifica que acompanha o
reagente e expressos em NMP de Coliformes totais e E.coliem 100 mL de amostra
de agua.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, observam-se os resultados obtidos apdés a determinacdo de
coliformes totais e E.coliem amostras de agua coletadas em um municipio do Parana,
no periodo de fevereiro a dezembro de 2017.

Total de amostras

Meses Satisfatério Insatisfatorio (E. coli) analisadas no més
Fevereiro 09 03 12
Marco 08 04 12
Abril 07 03 10
Maio 0 0 0
Junho 02 04 06
Julho 10 01 11
Agosto 07 05 12
Setembro 11 02 13
Outubro 03 03 06
Novembro 11 07 18
Dezembro 12 0 12

Total por coluna 80 (71,43%) 32 (28,57%) 112 (100%)

Tabela 1: Resultados da Contagem de coliformes totais e E.coliem 112 amostras de agua
coletadas em um municipio do Oeste do Parana, distribuidas durante os meses de fevereiro a
dezembro de 2017.
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Aportarian®2914, do Ministério da Saude (BRASIL, 2011), estabelece a qualidade
da agua para consumo humano, regulamentando que deve possuir auséncia de
Escherichia coli e/ou coliformes termotolerantes para 100 mL de amostra, sendo que
em amostras individuais procedentes de formas de abastecimento sem distribuicao
canalizada, néo tratada, tolera-se a presenca coliformes totais. Observa-se na Tabela
1, que 32 das 112 amostras de agua apresentaram de contaminacgéo por E. coli,
sendo consideradas improprias para 0 consumo humano.

Na pesquisa de Satake et al. (2012), sobre a qualidade da agua consumida
nas propriedades rurais situadas na microbacia do Cérrego Rico em Jaboticabal/SP,
onde foram coletadas 146 amostras de agua de pocos ou mina, foi observado que,
aproximadamente, 50% das amostras estavam fora dos padrboes de potabilidade,
devido a presenca de Escherichia coli. Em estudos realizados por Wendt et al.
(2010), sobre amostra de agua coletadas em pocos localizados em areas urbanas
no municipio de Trés Barras/SC, os resultados obtidos mostraram que 91,6% das
amostras apresentaram-se positivas para coliformes totais e E.coli.

Zerwes e colaboradores (2015), apOs coletarem amostras de agua de consumo
provenientes de 10 (dez) pogos artesianos do municipio de Imigrante, localizado no
Vale do Taquari, RS e realizarem analises microbiologicas para a determinacao de
coliformes totais e E. coli pela metodologia padréo (tubos multiplos), encontraram E.
coliem 02 das amostras (20%), indicando que a agua proveniente destes pogcos néo
estariam adequadas para o consumo humano.

Em estudo de Burgos e colaboradores (2014), ap6s a andlise de 168 (cento
e sessenta e oito) amostras provenientes de pogos rasos, na regiédo de Londrina,
Parana, no periodo de 2005 a 2010, os autores observaram que 93 das amostras
(55,3%) apresentaram-se contaminadas por coliformes totais e Escherichia coli.

Reis & Fortuna (2014), apds pesquisarem coliformes totais e termotolerantes,
em 15 (100%) amostras de dgua para consumo humano, provenientes de diferentes
pocos rasos residenciais, do municipio de Teixeira de Freitas, Bahia, determinaram
que trés amostras (20%), apresentaram contaminagdo por coliformes totais e
termotolerantes.

Em um estudo conduzido por Colvara e colaboradores (2009), das 20 amostras
coletadas de pocos artesianos nos municipios de Cangucu, Capéao do Ledo, Monte
Bonito, Morro Redondo e Pelotas, no Estado do Rio Grande do Sul, todas as amostras
(100%) mostraram-se contaminadas por coliformes totais e por E. coli.

No presente estudo foi identificado uma porcentagem de 28,6% das amostras
com a presenca de E. coli, evidenciou-se uma contaminacdo em varios pontos
de coleta deste municipio do Oeste do Parana, néo apresentando condi¢cbes de
potabilidade, portanto, capaz de transmitir enfermidades de veiculacéo hidrica.

Varios fatores podem ser responsaveis pela contaminagdo da agua de pogos
artesianos em nivel de propriedade, tanto rural quanto urbana: falta de manutencéao
do reservatorio; localizacao inadequada do poco; e falta de cuidado e higiene com a
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agua antes do consumo (COLVARA et al., 2009) . Portanto, ressalta-se, a importancia
das acdes de monitoramento, controle e tratamento da agua para favorecer uma
distribuicdo da mesma com padrbes minimos de potabilidade (BRASIL, 2011).

Em estudo realizado por Libanio et al. (2005) , que avaliou a qualidade da agua e
sua disponibilidade, foi verificado que bem-estar das populacdes no territério nacional
€ melhor retratado pela abrangéncia dos servi¢cos de agua e de esgotamento sanitario,
do que propriamente pelo potencial hidrico ou pela disponibilidade de agua per capita,
mostrando a importancia de fontes de agua de boa qualidade.

Silvano e Pellli (2018), ao analisarem trés amostras provenientes de poco
superficial, raso e profundo, verificaram que apenas a amostra coletada do poco
profundo apresentou qualidade de agua propria para o consumo humano e concluiram
que quanto maior a profundidade, melhor a qualidade.

Estes dados chamam a atencédo para a necessidade de monitoramento da
qualidade microbiolégica da agua n&o tratada, de pocos e minas, consumida
pela populacdo do municipio analisado. A falta de monitoramento acaba
criando condi¢des favoraveis para o desenvolvimento e a sobrevivéncia de micro-
organismos patogénicos aos seres humanos. (MORAES et al., 2018).

41 CONCLUSOES

Pode-se concluir, através dos resultados das amostras analisadas que, quando
comparados com os padrdes de potabilidade da Portaria n° 2914/2011, do Ministério
da Saude (BRASIL, 2011), 28,6% da agua proveniente do municipio analisado estao
contaminadas com E.coli, tornando-as impréprias para consumo humano, podendo
acarretar dados & saude da populacéo.

O presente estudo, bem como os demais supracitados, demonstrou aimportancia
do monitoramento da qualidade microbiolégica de agua de consumo, evitando as
doencas de veiculacéo hidrica, um problema de saude publica, além da implantacao
de medidas efetivas pelos gestores para melhor controle da agua.
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RESUMO: A atividade extrativa e o comércio
informal de alguns organismos marinhos, tais
como, do gastropoda saquarita (Stramonita
haemastoma), pepinos-do-mar  (Holothuria
grisea), ourigos-do-mar (Echinometra lucunter)
e mexilhdes (Perna perna), € pratica comum
em areas adjacentes aos costbes rochosos
na Baia de Santos-SP. O presente estudo
objetivou diagnosticar o risco microbiolégico no
consumo de organismos marinhos extraidos e
por vezes comercializados na regiao costeira da
Baia de Santos-SP, utilizando métodos oficiais
e limites normatizados para a discussao dos
dados. Concluiu-se que o comércio informal de
invertebrados marinhos na regiao pode colocar
em risco a saude dos consumidores e 0 meio
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ambiente, sendo imprescindivel a informacgao
quanto a origem do pescado para garantir a
seguranga no seu consumo e a sustentabilidade
da sua producéo.
PALAVRAS-CHAVE:
extrativismo.

Inocuidade, pescado,

FOOD SAFETY ASPECTS IN MARINE
INVERTEBRATES CONSUMPTION FROM
INFORMAL TRADE
ABSTRACT: The extractive activity and informal
trade of some marine organisms, such as red-
mouthed rock shell gastropoda (Stramonita

(Holothuria
grisea), sea urchins (Echinometra lucunter)

haemastoma), sea cucumbers
and mussels (Perna perna) is common practice
in areas adjacent to rocky shores in Santos
Bay-SP. The present study has diagnosed
the microbiological risk in the consumption of
marine organisms extracted and sometimes
commercialized in the coastal region of Santos
Bay-SP, Brazil, using official methods and
standard limits for data discussion. It was
concluded that the informal trading of marine
invertebrates in the region can offer risk to
consumer health and environment. Information
on the origin of fish is essential to ensure safe
consumption and sustainable production.

KEYWORDS: Security, fish, marine extractivism.
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Muitos consumidores sabem que o pescado e produtos derivados sao itens
alimentares altamente pereciveis, mas poucos conhecem a complexidade desta
cadeia produtiva e quao complicada pode ser a trajetéria até o prato do consumidor
(SCHRODER, 2008). A exemplo disto, a Baia de Santos representa naturalmente
um laboratério de observacdo das espécies capturadas pela atividade extrativista
local, que sé@o geralmente cripticas no comércio formal e na estatistica pesqueira, tais
como, o mexilhdo P. perna, o gastrépode S. haemastoma (saquarita); equinodermos
H. grisea, E. lucunter e Lytechinus variegatus, caranguejos Menippe nodifrons (guaia),
Eriphia gonagra, Pachygrapsus transversus, crustaceos decapodes, entre outros.

A atividade extrativista de forma desordenada pode impactar negativamente os
estoques pesqueiros, como a extracdo de mexilhbes durante o periodo de defeso
(1/09 a 31/12) e a extracao de individuos <50 mm. (CASARINI et al., 2010). Somado
a isso, as regides do mediolitoral costeiros sdo consideradas mais vulneraveis as
mudancgas climaticas (HELMUTH et al.,, 2006). Segundo DEUS et al., (2014), as
frequentes ressacas do mar comintensidade moderada impactam os costdes rochosos
da Baia de Santos entre agosto e novembro. As ressacas com ondas acima de 2 m,
geralmente, aumentam a mortalidade dos estoques de mexilhao, principalmente dos
individuos com comprimento > 50 mm, que se soltam do substrato. No entanto, as
ressacas com ondas acima de 3 m tém ocasionado maior impacto no mediolitoral e
infralitoral, afetando os estoques de E. lucunter que sao carreados e mortos.

Além disso, existe uma forte influéncia do estuario de Santos-Sao Vicente, com
aporte de residuos soélidos, efluentes diversos, incluindo das atividades portuarias,
ocupacodes irregulares e do préprio trafego maritimo. Dentro deste contexto e diante
da crescente demanda por produtos pesqueiros para 0 consumo no mercado nacional,
traz-se a tona a preocupagao ndo somente ambiental, mas também de saude publica,
ligada ao consumo de organismos oriundos de areas contaminadas e obtidos através
de préaticas de manipulagao higiénicos-sanitarias deficientes.

O pescado pode ser veiculador de uma gama enorme de microrganismos
patogénicos para o0 homem, a maior parte deles oriunda da contaminagcéao ambiental.
Neste sentido, € importante destacar as bactérias do género Samonella spp e Shigella
spp. encontradas em aguas poluidas por esgotos ou excretas animais. No caso
particular da pesca marinha, a captura em aguas costeiras oferece maiores riscos do
que a realizada em alto mar (GERMANO et al., 2008).

Outra importante fonte de contaminacdo € a manipulagdo do pescado, desde
o momento da captura até o consumo. Como consequéncia direta da manipulacéao
inadequada tem-se apontado os Streptococcus spp e o0 Staphylococcus aureus, ambos
de origem humana, presentes nas mucosas e superficie da pele e que encontram no
pescado um ambiente favoravel a sua multiplicacdo (FURLAN, 2013).

Frente ao exposto e a escassez de dados publicados relativos a contaminacgéao
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microbiolégica de invertebrados marinhos, informacbes fundamentais para a
qualificacdo dos mesmos para o consumo humano; este estudo teve como obijetivo
avaliar o risco microbiologico no consumo de S. haemastoma, H. grisea, E. lucunter
e P. perna coletados na regido da Baia de Santos-SP.

2 | MATERIAL E METODOS

A éarea de estudo foi a Baia de Santos, localizada no litoral do estado de Séo
Paulo e incluiu localidades que possuem costdes rochosos, a saber, a llha das
Palmas (24° 00’,32” S / 46°19°28,29” W), ilustrada na Figura 1 e o sul da llha Porchat
(23°58°55,92” S /46°22°4,95” W). Foram realizadas coletas assépticas de saquaritas (S.
haemastoma), pepinos-do-mar (H. grisea), ouricos-do-mar (E. lucunter) e mexilhdes
(P. perna) através de mergulho cientifico (snorkel) no infra litoral dos costdes rochosos
seguindo normas do ICMBio (registro protocolo SISBio n°® 61408), como mostra a
Figura 2. Os organismos foram coletados com o auxilio de raspadeiras metalicas,
acondicionados em sacos plasticos estéreis e transportados em caixas isotérmicas
com gelo reciclavel, em temperatura de 2 a 8°C, para o laboratério de Microbiologia
Alimentar do Instituto Adolfo Lutz, em Santos-SP.

Figura 1. Vista aérea dos costdes rochosos da llha das Palmas, na Baia de Santos-SP.

As coletas dos organismos in natura ocorreram em trés periodos de 2018
(primavera, veréo e inverno). Para a avaliacdo microbiol6gica das espécies marinhas
foram realizadas a pesquisa de Samonella spp e Escherichia coli e as contagens
de Staphylococcus aureus, coliformes totais e termotolerantes. O preparo das
amostras e 0s ensaios foram realizados de acordo com o Compendium of Methods
for Microbiological Examination of Foods (SALFINGER & TORTORELLO, 2015).

Para os ensaios microbiologicos foram coletadas 25 g de amostra de cada
organismo e acrescentados a 225 mL Solug¢ao Salina Peptonada. Foram preparadas
diluicdes seriadas até a diluicdo 10, com excec¢ao da pesquisa de Salmonella spp
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que foi realizada por meio da diluicdo de 25g de amostra em 225 mL de caldo lactose.

Figura 2. Invertebrados marinhos utilizados neste estudo: (A) S. haemastoma, (B) P. perna, (C)

H. grisea e (D) E. lucunter.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas coletas da primavera estiveram escassos 0s saquaritas e ouricos-do-mar,

sendo possivel apenas as coletas de mexilhdes e pepinos-do-mar, cujas analises nao

evidenciaram risco microbiolégico para o consumo. Em relacdo aos equinodermos

(pepinos-do-mar) ndo ha um regulamento sanitario que contemple padrdes

microbiol6gicos para os mesmos, assim utilizou-se para a discusséo, os parametros

microbiol6gicos normatizados para pescado (BRASIL, 2001). Os resultados das

demais coletas sao apresentados na Tabela 1.

VERAO
Contagens /Espécies Marinhas S. haemastoma  P. perna E. lucunter H. grisea
Coliformes totais (NMP/g) 9,3x10 2,4 x 102 2,4x10° <3,0
Coliformes termotolerantes (NMP/g) 3,6 9,3x10 3,6 <3,0
E. coli Auséncia Presenca Auséncia Auséncia
Estafilococos aureus (UFC/g) <10 <10 <10 <10
Salmonella spp (Auséncia em 25g) Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
INVERNO

Coliformes totais (NMP/qg) 2,1x10 1,1x10* 4,3 x 10° <3,0
Coliformes termotolerantes (NMP/g) 6,2 1,1 x 104 9,2 <3,0
E. coli Auséncia Presenca Presenca Auséncia
Estafilococos aureus (UFC/g) <10 <10 <10 <10
Salmonella spp (Auséncia em 259) Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia

Tabela 1 — Contagens de microrganismos em invertebrados marinhos extraidos na regiao
costeira da Baia de Santos-SP, durante o veréo e inverno de 2018.
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Apesar dos resultados atenderem a RDC n°12 da Agéncia Nacional da Vigilancia
Sanitaria— ANVISA (BRASIL, 2001), que dispde sobre os limites microbioldgicos para
pescado, ovas de peixes, crustadceos e moluscos cefaldpodes in natura, resfriados
ou congelados ndo consumidos cru; a pesquisa microbiolégica encontrou contagens
elevadas de coliformes totais em mexilhdes e ouricos do mar nas duas campanhas
de estudos.

Foi também diagnosticada a presenca de E.coli nos mexilnbes e ouricos
que apresentaram as maiores contagens de coliformes totais e termotolerantes,
provavelmente, ocasionadas pelo despejo de esgotos na regido; indicando o risco
de infeccao pelo consumo de invertebrados marinhos oriundos da regido de estudo,
em especial os filtradores, evidenciando a importancia de se conhecer a origem do
pescado para garantir a seguranga no consumo.

FURLAN (2013) aponta a relevancia da certificacdo de origem dos produtos
pesqueiros para garantia da seguranca do consumidor do pescado, sobretudo para
0S moluscos.

A necessidade do monitoramento da qualidade das aguas onde s&o coletados
organismos marinhos para o consumo, em especial os filtradores, ja é bastante
difundido e previsto em lei para moluscos bivalves, através da instru¢ao normativa
interministerial n°> 7 de 8 de maio de 2012 (BRASIL, 2012). Entretanto, no presente
caso, ha ainda a necessidade de ag¢des para formalizacdo do comércio, de forma
a assegurar uma colheita, manipulacéo e conservagéo adequadas, bem como, um
processo de coccgao eficiente (65°C/ 10 min. ou 75°C/ 5 min.), visando a oferta de um
alimento seguro para os consumidores quanto ao aspecto microbiol6gico.

PASSOS et al. (2011) analisaram amostras de P. perna coletadas mensalmente,
de agosto de 2010 ajulho de 2011, em bancos naturais na mesma regiéo e observaram
que em 20,7% do total das amostras avaliadas o resultado foi positivo para Salmonella
spp, revelando quatro diferentes sorotipos, o que corrobora quanto a necessidade de
acoOes para formalizagcdo do comércio, regulamentacdo e monitoramento.

Como destacado por SCHRODER (2008), a intensificacdo do comércio global
de alimentos tem direcionado a busca pela garantia da qualidade, transparéncia e
protecao da saude do consumidor. Para PADULA (2014) ha paises mais desenvolvidos,
a exemplo dos EUA, onde a filosofia do sistema de seguranga alimentar foi
drasticamente alterado “da reacéo para prevencéao’, desenhado de forma a prevenir
problemas com os alimentos antes que eles ocorram. Neste sentido, este trabalho visa
comunicar que as informacdes levantadas até o momento indicam que o comércio
informal desses invertebrados, oriundos da Baia de Santos — SP, incorre em risco a
saude dos consumidores.

41 CONCLUSAO

O comércio informal de invertebrados marinhos na regido da baia de Santos,
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estado de Sao Paulo, incorre em risco a saude dos consumidores e a extingao destes
organismos. Assim, a informacédo quanto a origem do pescado € pré-requisito para a
garantia da seguranca no seu consumo e da sustentabilidade na sua producao.
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RESUMO: Este estudo teve por objetivo
avaliar a atividade antimicrobiana do extrato da
propolis verde frente a cepas Gram positivas e
Gram negativas resistentes a antimicrobianos
comerciais. Inicialmente, foi realizado teste
de  suscetibilidade  antimicrobiana  das
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Listeria
monocytogenes frente a oito antimicrobianos
comerciais. Em seguida, foi verificado a
atividade antimicrobiana da prépolis verde
com base na concentragdo inibitdria minima e
concentracao bactericida apenas para as cepas
que se mostraram resistentes. Foi possivel
verificar, com excec¢éo de E. coli, que as demais
bactérias apresentaram resisténcia a mais de
um antimicrobiano, e o extrato de prépolis verde
apresentou valores de CIM e CBM variando
de 0,18 a 6,20 mg mL" e 0,37 a 50,0 mg mL
' respectivamente. O extrato da prépolis verde
apresenta potencial atividade antimicrobiana
em substituicdo ao uso de antimicrobianos
sintéticos.

PALAVRAS-CHAVE: sensibilidade
antimicrobiana, substancia natural, Escherichia
coli, betalactamicos.
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GREEN PROPOLIS ANTIMICROBIAN ACTIVITY AGAINST BACTERIA RESISTING
COMMERCIAL ANTIMICROBIANS

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of green
propolis extract against Gram positive and Gram negative strains resistant to commercial
antimicrobials. Antimicrobial susceptibility testing of Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa and Listeria monocytogenes strains against eight
commercial antimicrobials was performed. Subsequently, the antimicrobial activity
of green propolis was verified based on the minimum inhibitory concentration and
bactericidal concentration only for strains that proved to be resistant. Except for E. coli,
it was possible to verify that the other bacteria presented resistance to more than one
antimicrobial and green propolis extract showed MIC and CBM values ranging from
0.18t06.20 mg mL" and 0.37 to 50.0 mg mL™", respectively. Green propolis extract has
potential antimicrobial activity as a substitute for synthetic antimicrobials.
KEYWORDS: antimicrobial sensitivity, natural substance, Escherichia coli,
betalactamics.

11 INTRODUCAO

Em escala global, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tem se tornado
um problema de saude publica decorrente do seu uso indiscriminado, uma vez que
as bactérias anteriormente suscetiveis a esses antimicrobianos vem deixando de
responder a esses agentes. Isso tem ocorrido tanto no setor agropecuario quanto
no setor de saude humana devido a ocorréncia de microrganismos patogénicos
resistentes (JOAO; ROQUE; TEIXEIRA, 2016). Entre as bactérias que vém
apresentando quadro de resisténcia se destacam Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa (NEVES et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2016; ALMEIDA et al., 2018).

S. aureus € um microrganismo comensal encontrado frequentemente na pele
e mucosas dos seres humanos. Esse microrganismo pode se tornar patogénico e
causar infecgdes, pois possui habilidade em desenvolver mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos, causando preocupacao para a comunidade médica e cientifica
(FREITAS et al., 2016). L. monocytogenes € um patbgeno que sobrevive em condi¢des
adversas, e consegue se desenvolver em temperaturas de refrigeragao, resistir ao
congelamento e algumas classes de antimicrobianos (SOSNOWSKI et al., 2018).

Aresisténcia antimicrobiana em isolados de P. aeruginosatambém tem sido vista
com preocupacao no meio cientifico, visto que &€ uma bactéria responsavel por causar
infeccbes hospitalares graves com elevada letalidade. Mundialmente e no Brasil ha
relatos da reducéo da suscetibilidade de P. aeruginosa aos antimicrobianos de maior
espectro de acéo, como os carbapenémicos e as cefalosporinas anti-pseudomonas
(MAMIZUKA; LEVY; LINCOPAN, 2011).

Os antimicrobianos sdo comumente utilizados na produc¢do animal de forma
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terapéutica, profiladtica e para aumentar o crescimento e a eficiéncia alimentar dos
animais (BEZERRA et al.,, 2017). Em 2015, o uso global de antimicrobianos na
producédo animal foi de aproximadamente 63.000 toneladas, com a estimativa de
um aumento de quase 70% até 2030, o que é preocupante, uma vez que 0 uso de
antimicrobianos tem dificultado o tratamento de algumas infec¢des devido ao aumento
da resisténcia microbiana (ALHAJI; ISOLA, 2018). Uma alternativa para minimizar o
aumento da resisténcia microbiana tem sido a investigacédo de compostos bioativos
naturais (PISOSCHI et al., 2018) como flavondides, acidos fendlicos e ésteres,
aldeidos fendlicos e cetonas (FERNANDES JUNIOR et al., 2006).

A prdpolis € uma substancia natural, resinosa, coletada pelas abelhas em brotos,
flores e exsudatos de plantas. Essa resina geralmente € utilizada pelas abelhas como
forma de defesa na colmeia, conferindo protecédo contra insetos e microrganismos
invasores. A propolis tem sido amplamente utilizada devido as suas propriedades
antioxidante, antifungica e antimicrobiana que estao diretamente relacionadas com a
sua composi¢cao quimica incluindo o teor de flavonoides e fendis presente (ORYAN;
ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018).

Estudos in vitro tém relatado que alguns tipos de prépolis tem propriedades
antibacterianas significativas sobre varios microrganismos (SINHORINI et al., 2015;
OLIVEIRA et al., 2017; EL-GUENDQUZ et al., 2018). A prépolis verde, por exemplo,
inibiu de maneira significativa isolados de S. aureus resistentes a meticilina (AGUIAR,;
LIMA; ATHAYDE, 2014). A atividade antimicrobiana da propolis estd associada
a substancias antimicrobianas, como os flavonéides, galangina, quercetina,
pinocembrina e kaempferol (ODA et al., 2016).

Diante dessa problematica, esse trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
antimicrobiano da propolis verde sobre cepas Gram positivas e Gram negativas
resistentes a antimicrobianos comerciais.

2 | MATERIAL E METODOS

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difuséo de
disco em placas seguindo a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2016). Para o antibiograma, as cepas padrao de Escherichia
coli ATCC25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC25923, Staphylococcus aureus
ATCC43300 e Listeria monocytogenes CERELA foram repicadas em meio Triptona
Soja Agar (TSA). O inbculo foi suspenso em 9 mL de solugdo salina 0,85% e
padronizado em 0,08 a 0,10 em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 625
nm (108 UFC mL™") (CLSI, 2016). A cultura foi espalhada em agar Mueller-Hinton e
os discos de antimicrobianos transferidos para o meio, com incubacéo das placas a
37°C por 24 h. Os halos de inibicdo foram medidos usando paquimetro digital (Digilab
- Modelo Digimess).
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Os antimicrobianos testados para as bactérias Gram positivas foram
clindamicina (2 pg), cefepime (30 pg), eritromicina (15 pg), cloranfenicol (30 ug),
sulfazotrin (25 pg), vancomicina (30 pg), oxacilina (1 pg) e tetraciclina (30 ug), e
para as Gram negativas foram aztreonam (30 pg), amicacina (30 ug), ceftriaxona (30
ug), ceftazidima (30 pg), imipenem (10 ug), tetraciclina (30 pg), sulfazotrim (25 ug),
cloranfenicol (30 pg), acido nalidixido (10 pyg) e ampicilina (10 ug).

Para verificar a eficacia do extrato de propolis verde frente as bactérias que
apresentaram resisténcia aos antimicrobianos foi realizado o teste de microdiluicao
em placa para determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) em Caldo
Muller-Hinton. Inicialmente, foi adicionado 100 uL do extrato de propolis verde a 20%
no primeiro poco e, apds homogeneizacdao, uma aliquota de 100 yL foi transferida
para o segundo e assim sucessivamente, a fim de obter concentragdes de 100, 50,
25,12,5, 6,2, 0,31, 0,15 e 0,07 mg.mL™". Apés a diluicao do extrato, 10 ul (1x10* UFC
mL™) do in6culo padronizado foi adicionado nos pog¢os e as microplacas incubadas a
35°C por 24 h. A CIM foi definida como a menor concentracdo do extrato de propolis
verde capaz de inibir o crescimento microbiano.

Para a determinacdo da Concentracao Bactericida Minima (CBM) foram
retirados 10 puL das trés ultimas concentracdes do extrato onde n&o houve crescimento
bacteriano e semeados em placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton. As placas
foram incubadas a 35°C por 24 horas e a CBM foi definida como a menor concentragao
do extrato capaz de causar a morte das células (CLSI, 2016)
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As Tabelas 1 e 2 apresentam os resultados da suscetibilidade antimicrobiana
das bactérias frente aos antimicrobianos estudados. Ao contrario de E. coli que nao
apresentou resisténcia, P. aeruginosa, S. aureus e L. monocytogenes apresentaram
resisténcia a trés dos antimicrobianos testados. Esse fato chama a atencao devido a
frequéncia com que essas bactérias tém sido relacionadas a quadros de infec¢des no
homem, particularmente em pacientes hospitalizados (NEVES et al., 2011).

As cepas de S. aureus e L. monocytogenes apresentaram resisténcia a oxacilina,
antimicrobiano pertencente a classe dos beta-lactamicos (Tabela 2). A resisténcia
de bactérias frente aos agentes beta-lactamicos se tornou um importante problema
clinico, devido a transferéncia por plasmideos de genes de resisténcia, o que tem
contribuido para o aumento significativo de bactérias que nao respondem a terapia
com antimicrobianos dessa classe (LOUREIRO et al., 2016). Recentemente Silva et
al. (2018) relataram situacao semelhante a constatada neste estudo, com percentual
de 55,6% de resisténcia a um ou mais antimicrobianos para cepas de S. aureus,
enquanto, Noll, Kleta e Dahouk (2017) verificaram um alto indice de resisténcia para
cepas de L. monocytogenes, com quadro de multirresisténcia.
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Pseudomonas aeruginosa Escherichia coli

Antimicrobianos Halo de inibicéo L Halo de inibicao T
Classificagao Classificagao
(mm) (mm)
Aztreonam (ATM) 26,24 'S 31,74 *S
Ceftriaxona (CRO) 20,12 I 30,42 S
Ceftazidima (CAZ) 22,93 S 28,33 S
Tetraciclina (TET) 10,24 R 23,43 S
Sulfazotrim (SUT) 0 R 27,57 S
Clorafenicol (CLO) 16,67 | 33,52 S
Acido nalidixico (NAL) 16,70 I 30,05 S
Ampicilina (AMP) 0 R 20,48 S

Tabela 1. Suscetibilidade antimicrobiana das bactérias Gram negativas Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli.

Sensivel” **Intermediaria *** Resistente

Listeria monocytogenes Staphylococcus aureus
Halo de inibicao Halo de inibicéo
Antimicrobianos (mm) Classificacao (mm) Classificacao
Clindamicina (CLI) 20,09 I 0 R
Cefepime (CPM) 0 R 15,01 |
Eritromicina (ERI) 32,69 'S 0 R
Clorafenicol (CLO) 31,37 S 25,26 S
Sulfazotrim (SUT) 33,31 S 31,77 S
Vancomicina (VAN) 25,84 S 19,98 S
Oxacilina (OXA) 0 R 0 R
Tetraciclina (TET) 16,70 R 22,98 S

Tabela 2. Suscetibilidade antimicrobiana das bactérias Gram positivas Listeria monocytogenes
e Staphylococcus aureus.

Sensivel” **Intermediaria *** Resistente

A disseminagdo de bactérias resistentes associadas ao uso de antimicrobianos
na producao animal tem sido motivo de preocupagao, uma vez que esses animais
séo destinados ao consumo humano, existindo o risco das bactérias e seus genes
de resisténcia ser transmitidos e incorporados a microbiota humana, reduzindo a
eficacia dos antimicrobianos (BEZERRA et al., 2017). Muitos estudos vém relatando
a presenca de cepas resistentes a multiplos farmacos em produtos de origem animal,
carne bovina, aves e peixes em mercados e fazendas de todo o pais (BROUGHTON;
WALKER, 2009; JIANG et al., 2011; JIANG et al., 2012; JIANG; SHI, 2013; LAl et al.,
2014).

A Tabela 3 mostra os valores da CIM e CBM do extrato hidroalcéolico de
prépolis verde frente as cepas de S. aureus, L. monocytogenes e P. aeruginosa. A
atividade antibacteriana do extrato foi mais eficiente para as bactérias Gram positivas
guando comparada com as Gram negativas. Este fato pode estar relacionado com a
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composicao quimica mais complexa da parede celular das bactérias Gram negativas,
que contém em sua parede celular uma membrana externa de lipopolissacarideos e
proteinas que ndo € encontrada nas bactérias Gram positivas (ANDRADE et al., 2012).
A membrana externa atua como barreira, tornando as bactérias mais resistentes a
acao da prépolis, dificultando a bacteridlise (MIRZOEVA; GRISHANIN; CALDER,

1997).

Microrganismos CIM (mg mL™) CBM (mg mL™)
Staphylococcus aureus 0,70 6,20
Listeria monocytogenes 0,18 0,37
Pseudomonas aeruginosa 6,20 50,0

Tabela 3. Atividade antimicrobiana do extrato de propolis verde frente as cepas com resisténcia
microbiana.

CIM - Concentragéo inibitoria minima. CBM - Concentragdo minima bactericida

O perfil de sensibilidade das cepas multirresistentes aos antimicrobianos
frente ao extrato hidroalcodlico da prépolis verde demonstra que 0os mecanismos
de resisténcias que as cepas apresentam para inativar a acado dos antimicrobianos
sintéticos ndo apresentam a mesma acao frente aos compostos bioativos da propolis
verde. Segundo Aguiar, Lima, Athayde (2014) o sitio de acdo dos compostos naturais
presentes em plantas ndo é conhecido pelas bactérias e, portanto, estas nédo
conseguem inibi-los.

A maior atividade antimicrobiana da propolis foi observada para L.
monocytogenes, ao apresentar menor concentracao bactericida, quando comparada
com S. aureus que apresentou maior CIM e CBM (Tabela 3). Embora as duas
bactérias sejam Gram positivas, o extrato pode ter mecanismo de acao diferente nas
bactérias. O extrato também possui compostos fendlicos que podem ter um espectro
de acédo maior e melhor para um determinado microrganismo em detrimento de
outro (RODRIGUEZ, 2010). Segundo Daglia (2012), existe compostos fendlicos que
apresentam maior eficacia contra L. monocytogenes do que para S. aureus.

A eficiéncia da propolis verde também foi observada por Chen et al. (2018),
ao relatarem valores de CIM e CBM em torno de 20 ug mL" frente a cepas de S.
aureus e L. monocytogenes, enquanto Viega et al. (2017) encontraram valores de
CIM variando de 78,40 a 392,0 ug mL-"frente a diferentes cepas de S. aureus para
o extrato de prépolis verde. E possivel verificar uma diferenga nas concentracdes
minimas inibitérias e nas concentracbes minimas bactericidas da prépolis verde, o
que é compreensivel, uma vez que a eficiéncia da propolis frente a microrganismos
pode variar em decorréncia de sua composicao quimica. Essa composicéo esta
relacionada a varios fatores, tais como, a localizagao geografica, condi¢coes climaticas,
sazonalidade e flora da regido (ORYAN; ALEMZADEH; MOSHIRI, 2018).
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O extrato hidroalcodlico da prépolis verde apresentou atividade antimicrobiana
frente as bactérias resistentes, em especial, as bactérias Gram positivas mostrando
ser promissor no controle de patébgenos multirresistentes aos antimicrobianos.
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RESUMO: Os Bancos de Leite Humano (BHL)
sao responsaveis pela promo¢ao do incentivo
ao aleitamento materno e pela coleta e controle
de qualidade do leite humano (LH). O objetivo do
trabalho foi avaliar a qualidade microbiolégica
do leite cru, de um BLH, descartado durante a
andlise inicial de acidez, para verificar a possivel
contaminagao microbianado produto pelasmaes
doadoras. Foram coletadas 25 amostras de LH
de carater acido, e realizado analises quanto a
contagem de bactérias mesofilas, de coliformes
totais e termotolerantes e Staphylococcus
coagulase-positiva. De 25 amostras analisadas,
40% apresentaram alta contagem de bactérias
mesoficas e 24% de coliformes totais. Nao
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houve presenca de Staphylococcus coagulase-
positiva. Os resultados mostraram um alto
grau de contaminacao no leite cru, que podem
ter ocorrido devido as condi¢cbes higiénicas
inadequadas durante o processo de coleta,
transporte e estocagem do mesmo.
PALAVRAS-CHAVE: andlise microbiologica;
leite materno; contaminacéo.

EVALUATION OF HYGIENIC-SANITARY
CONDITIONS OF SAMPLES FROM THE
MILK BANK OF A HOSPITAL IN THE WEST
OF PARANA

ABSTRACT: Human Milk Banks (HMB) are
responsible for promoting the encouragement of
breastfeeding and for the collection and quality
control of human milk (HM). The objective of
this study was to evaluate the microbiological
quality of raw milk from a HMB discarded during
the initial acidity analysis to verify the possible
microbial contamination of the product by donor
mothers. Twenty-five samples of acidic HM
were collected, and analyzes were performed
on the count of mesophilic bacteria, total and
thermotolerantcoliforms, and coagulase-positive
Staphylococcus. Of 25 samples analyzed, 40%
showed high mesophilic bacterial counts and
24% total coliforms. There was no presence
of coagulase-positive Staphylococcus. The
results showed a high degree of contamination
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in raw milk, which may have occurred due to inadequate hygienic conditions during its
collection, transportation and storage process.
KEYWORDS: microbiological analysis; breast milk; contamination.

11 INTRODUCAO

O leite € um fluido aquoso secretado pelas glandulas maméarias das fémeas
logo depois do parto. E um alimento fundamental por conter todas as substancias
necessarias ao crescimento e desenvolvimento dos recém-nascidos durante os
primeiros meses de vida. A composicdo quimica do leite humano tem a funcdo de
atender as necessidades nutricionais (suplementacao), de garantir a protecao para
o lactente, além de restringir e/ ou inibir o crescimento de bactérias patogénicas
(FREITAS et al., 2004; SOUZA & SILVA, 2010).

O ato de amamentar traz inUmeros beneficios a saude da crianga, repercutindo
no seu desenvolvimento cognitivo e emocional. Na vida da méae também ha
beneficios, que envolvem o fortalecimento do vinculo afetivo com o filho, protecao
contra o cancer de mama, reduc¢ao do risco de diabetes e recuperagcéo do Utero pos
parto, o que diminui o risco de hemorragias e nova gravidez. Em contrapartida, a
ndo amamentacéo e/ou a introducéo precoce de outros alimentos antes do periodo
minimo estabelecido, € associada a um numero expressivo de episddios de diarreia,
hospitalizacéo por doencas respiratorias e até mesmo risco de desnutricdo quando os
alimentos introduzidos tiverem valor nutricional inferior ao do leite materno (OLIVEIRA
et al., 2017).

A recomendacao do Ministério da Saude é que todos os recém-nascidos
sejam amamentados, sem alimentos complementares, de quatro a seis meses de
vida, ja a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) recomenda a amamentagcéo, como
complemento, até o segundo ano de idade, pois é benéfica mesmo para criangcas
maiores (FREITAS et al., 2004).

Nas situacoes de recém-nascidos hospitalizados, que nao dispdem de condicdes
para sugar o leite materno, ou que estdo em situacoOes fisiologicas especiais como
prematuridade, neonatos de baixo peso, recém-nascidos infectados, portadores de
deficiénciaimunoldgica, de perturbagdo gastrica, aos alérgicos a proteinas heterologas
provenientes de outros tipos de leite e casos especiais, nos quais a mae encontra-se
impossibilitada de amamentar, houve a necessidade de criar uma alternativa segura
que garanta o desenvolvimento da criangca (ALMEIDA et al., 2012; SERAFINI et al.,
2003; NOBRE et al., 2015).

Para atender a necessidade desses lactentes, tornou-se crescente a utilizagéo
de leite humano ordenhado e pasteurizado para suprir a demanda, exigindo-se a
utilizacao de técnicas adequadas de coleta, processamento e controle de qualidade,
uma vez que quando o mesmo ndo € pasteurizado de maneira ineficaz, pode
apresentar micro-organismos, dentre eles o S. aureus, reduzindo o valor nutricional e
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a qualidade do leite (CARVALHO et al., 2018).

Os Bancos de Leite Humano (BLH) séo instituicbes especializadas, vinculado
a um hospital materno e/ou infantil, responsavel pela promoc¢éo do incentivo ao
aleitamento materno e execucéao das atividades da coleta, processamento e controle
de qualidade de colostro, leite de transicao e leite humano maduro, para posterior
distribuicao (NOBRE et al., 2015).

Acreditava-se que o leite humano era estéril, entretanto, sabe—se agora que ele
abriga uma comunidade microbiana que se altera de acordo com as caracteristicas
maternas como também ao longo da lactacdo (CODO, 2017). Por isso, todo leite
humano recebido pelo Banco de leite deve ser submetido a procedimentos iniciais de
selecao e classificacdo, como a verificacdo da embalagem, presenca de sujidades,
cor, off-flavor e Acidez Dornic. Os produtos que nao preencherem as especificacoes
determinadas quantos aos aspectos sensoriais, fisico-quimicos e microbiologicos,
deverao ser descartados (SOUZA & SILVA, 2010).

Uma grande preocupacgao dos BHL é manter estoques de leite suficientes para
atender a demanda, diminuindo o volume descartado apés as analises do leite cru.
Porém, o leite humano pode ser um meio de cultura para o desenvolvimento de varios
micro-organismos contaminantes, pois nao dispoe de barreira fisica que impeca a
penetracao destes (GRAZZIOTINI et al., 2010; SOUZA & SILVA, 2010).

Um grande problema dos Bancos de Leites é o controle bacterioldgico do leite
doado, pois o0 consumo de leite humano contaminado pode causar doencgas neonatais,
como septicemias, meningites, pneumonias, candidiase neonatal, entre outras. Por
isso, € importante o controle microbiol6gico do leite doado ao Banco de Leite Humano,
para reduzir a incidéncia dessas doencgas e, consequentemente, minimizar os indices
de mortalidade infantil (SANTOS et al., 2016).

As possiveis causas de elevagao da quantidade de micro-organismos no leite
humano podem estar relacionadas com as técnicas inadequadas, as condicbes de
higiene e ao armazenamento do alimento. (SOUZA & SILVA, 2010; FREITAS et al.,
2004). Convém ressaltar que € a qualidade do leite cru que determinara a qualidade do
leite pasteurizado, assim, um produto com uma contagem muito elevada de bactérias,
mesmo apds a pasteurizacao, ainda apresentara valores elevados (MESQUITA et al.,
2016).

A presenca de sujidades e o aumento da acidez do leite, resultante das
mas praticas de higiénicas e transporte, representa um desafio nos BLHs, sendo
responsavel pelo descarte de muitas amostras durante a analise inicial (NOBREL et
al., 2015).

Torna-se importante a obtencdo de mais dados epidemiol6gicos sobre a
contaminacado bacteriana de leite humano e o desenvolvimento de um trabalho
educativo com as maes, enfermeiras, técnicos de enfermagem, nutricionistas,
médicos pediatras e intensivistas, conscientizando-os sobre os riscos na preparacao
e consumo do leite humano (SERAFINI et al., 2003).

101

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 13




Diante do exposto, este estudo foi realizado com o objetivo de avaliar a
qualidade microbiologica do leite cru recebido pelo BLH do Hospital Universitéario,
descartado durante a analise inicial de acidez, com a finalidade de verificar a possivel
contaminacao microbiana do produto, durante a coleta pelas méaes doadoras.

2| MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no periodo de fevereiro a outubro de 2018, em Cascavel,
utilizando-se amostras de leite humano do Banco de Leite Humano do Hospital
Universitario. A coleta domiciliar do leite humano e todos os procedimentos técnicos
foram realizados normalmente pela equipe do banco de leite. Apds a anélise de acidez
Dornic pela equipe, o leite coletado que ndo atendeu aos requisitos de qualidade, ou
seja, acidez Dornic fora do estabelecido pela RDC n° 171, foram selecionados para
analise de micro-organismos que indicam a qualidade higiénico-sanitaria da ordenha
e coleta do leite humano.

As amostras foram transportadas, sob refrigeracdo, para o laboratério de
microbiologia da Unioeste, para anéalise de Contagem de Bactérias Aerébias Mesofilas
e Contagem de Coliformes Totais e Termotolerantes e Contagem de Staphylococcus
coagulase positivo, segundo metodologia preconizada pela legislacdo (BRASIL,
2001).

Para o preparo de cada amostra foram realizadas diluicdes, onde a amostra
obtida corresponde a diluicdo 100. A partir desta, foi transferido, 25mL para um
erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada 0,1%, correspondendo a diluicao
10-1. Em seguida, foram realizada diluicbes consecutivas.

Contagem de bactérias mesoéfilas aerdbias: Foram inoculados 0,1 mL das
diluicbes no Agar Padréo de Contagem (PCA) e espalhado pelo meio com uma alga
de Drigalski. Ap6s o procedimento, as placas foram incubadas a 35-37°C por 24-48
horas. Ap6s a incubacéo, foi realizada a contagem total de micro-organismos.

Contagem de Coliformes Totais pelo método do Numero Mais Provavel (NMP):
1,0 mL de cada diluicao foi inoculado em série de trés tubos contendo 9 mL do meio
Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) e tubos de Durhan invertidos, sendo incubados
a 35-37°C por 24-48 horas. Dos tubos que apresentaram resultado positivo para
coliformes totais — crescimento (turvacéo) e producédo de gas em meio LST — foi
transferida uma algada para tubos contendo 10,0 mL de caldo Escherichia coli (EC) e
tubos de Durhan invertidos, sendo incubados em banho-maria a 44,5-45,5°C por 24
horas.

Contagem e Identificacdo de Staphylococcus aureus coagulase positiva: foram
utilizadas placas de Petri contendo meio Agar Baird-Parker, onde foram inoculados 0,1
mL de cada diluicdo. Com o auxilio de uma alca de Drigalski, o indculo foi espalhado
sobre a placa. Apds, as mesmas foram incubadas por 48 horas a uma temperatura
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de 35-37°C. Posteriormente, foram selecionadas as placas com crescimento de
coldnias circulares, pretas, pequenas, rodeadas por um halo transparente, que sdo as
caracteristicas tipicas de Staphylococcus aureus. Apés, foram realizados as seguintes
provas bioquimicas para confirmagao da presenca do micro-organismo: Coloracéo de
Gram, Teste da Catalase, Teste da Coagulase e Teste da DNAse. Os resultados seréao
expressos em UFC/mL de alimento.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta o resultado das analises de 25 amostras de leite humano
quanto a contabem de bactérias meséfilas, de coliformes totais e termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva.

Contagem Contagem de Contagem de Sta%%,;};iggz; us
Amostras de Bagterlas Coliformes Coliformes coagulase-
Mesofilas totais termotolerantes positiva
(UFC/mL) (NMP/mL) (NMP/mL) (UFC/mL)
1 <102 <3 <3 <102
2 6,9.10* 3,0 <3 <102
3 1,9.108 1100 <3 <102
4 7,0.102 <3 <3 <102
5 <10? <3 <3 <10?
6 <10? <3 <3 <10?
7 1,8.10° 1100 1100 <102
8 6,3.10* 15 15 <102
9 1,1.10% <3 <3 <102
10 3,6.10* 460 <3 <102
11 2,0.108 460 3,0 <102
12 6,6.10° <3 <3 <102
13 9,9.10?2 <3 <3 <10?
14 1,3.10° 1100 <3 <10?
15 2,0.108 <3 <3 <10?
16 4,3.10? <3 <3 <10?
17 5,1.10* 3,0 3,0 <10?
18 4,0.10? <3 <3 <10?
19 1,0.102 <3 <3 <10?
20 3,0.102 <3 <3 <102
21 2,0.102 <3 <3 <10?
22 3,0.10° =2400 <3 <10?
23 1,5.102 <3 <3 <102
24 3,0.10° =2400 <3 <10?
25 3,0.10° >2400 <3 <10?

Tabela 1 — Contagem de bactérias mesofilas, de coliformes totais e termotolerantes e
Staphylococcus coagulase positiva em 25 amostras de leite humano de doadoras do Banco de
Leite Humano do Hospital Universitario do Oeste do Parana.

Das amostras analisadas, 10 (40,0%) apresentaram contagem de bactérias
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mesofilas acima de 10* UFC/mL. A determinagdo da contagem total de bactérias
mesofilas é uma importante avaliacdo, pois funciona como indicador da qualidade
sanitaria do leite, visto que, a maioria das bactérias patogénicas de origem alimentar
€ mesofila. Valores elevados desta contagem indicam, de forma indireta, que a
qualidade do material analisado nao é satisfatéria (MESQUITA et al., 2016). Portanto,
a contagem de bactérias mesodfilas aerdbias € um parametro fundamental das
condicdes higiénico-sanitarias do LH que sera oferecido ao lactente.

De 25 amostras analisadas, aproximadamente 24% apresentaram coliformes
totais, com valores acimade 102 NMP/mL e uma amostra de coliformes termotolerantes.
A presenca de coliformes totais e termotolerantes nas amostras € indicativo de
condicbes higiénicas precarias e pode indicar contaminacéo, cruzada ou nao, de
material fecal. A coleta e manipulagdo s&o as principais causas da elevacdo da
quantidade de micro-organismos no leite humano (SOUSA & SILVA, 2010; ALMEIDA,
2003). Novak et al. (2008) avaliaram a presenca de coliformes totais em 343 amostras
de leite humano e obtiveram populagdes variando de 3,0 x 100 a 1,1 x 10* NMP/ml,
em 30% de amostras analisadas. Nobre et al. (2015) também observou o crescimento
de coliformes em amostras de leite humano cru, sendo que de 66 amostras, 19
apresentaram resultado positivo para coliformes totais e 12 para coliformes fecais.

Borrell et al. (2009) correlacionou a presenga de microrganismos em trés fases de
apresentacéo do leite humano — colostro, transi¢do e maduro — apds o armazenamento
e aquecimento a 4° e 55°C, respectivamente. Foi observado crescimento de coliformes
totais, sendo observado crescimento bacteriano mais uniforme entre os periodos de
preservacéo do leite humano. Nao houve presenca significativa de coliformes fecais
nas amostras coletadas.

Conforme observado na Tabela 1, ndo houve presenca de Staphylococcus
coagulase-positiva nas 25 amostras analisadas. Stapylococcus coagulase-positiva
sdo patogenos de importancia em alimentos, pois sdo 0s principais responsaveis
por intoxicacdo alimentar, causadas pela producao de enterotoxinas estafilocécicas.
Pode ser transmitido ao leite humano facilmente, uma vez que essa bacteria esta
presente na microbiota normal da mucosa nasal (Silva, 2017).

Sousa & Silva (2010) avaliaram a presenca de Stapylococcus coagulase-positiva
e outros microrganismos, em 20 amostras de leite humano, além de amostras de mao
de manipuladores e recipientes para armazenamento do mesmo. N&o foi detectado
a presenca de Stapylococcus coagulase-positiva no leite e méos de manipuladores,
sendo considerado similar se comparado ao presente estudo.

Em contrapartida, o estudo de Castro (2006) se contrapbs ao trabalho referido,
uma vez que 46,7% das 60 amostras de leite humano analisadas foram positivas para
Stapylococcus coagulase-positiva, sendo explicada por contaminagédo secundaria a
partir da pele e fossas nasais das doadoras.

Em estudo realizado em Campinas, foram obtidas 72 amostras antes da
pasteurizacdo (AP), 47 delas, ou seja, 65,3% estavam contaminadas. ApOs a
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pasteurizacdo foram obtidas 67 amostras das quais apenas uma (1) apresentou
contaminacéo, representando 1,5% (CODO, 2017).

Deve-se ressaltar que os microrganismos presentes no leite humano serao
eliminados no processo de pasteurizacdo, entretanto, a presenca dos mesmos
prejudica a qualidade do leite, diminuindo seu valor nutricional e outros fatores de
defesa, devido a utilizacdo desses componentes pelos microrganismos (FREITAS et.
al, 2004).

Scarso (2008) analisou 72 amostras de leite humano cru recebidas do Banco
de Leite do Conjunto Hospitalar de Sorocaba, sendo que 48 amostras tinham acidez
aceitavel (até 8° D) e outras 24 acidez acima desse limite. Nas amostras rejeitadas
(acidez > 8°D) as contagens maximas tanto para o grupo de mesoéfilos como de
bactérias lacticas foram da ordem 107 UFC/mL. Do total de amostras analisadas, o
grupo dos coliformes foi detectado em 52,94% das amostras acidas, destas 33,33%
apresentaram crescimento de E. coli.

Em um estudo foram coletadas 430 amostras de leite humano cru congeladas do
posto de coleta de leite humano do Hospital Santa Casa de Misericordia de Juiz de Fora
e Hospital Jodo Penido, Juiz de Fora, MG, sendo que 40 (9,3%) foram consideradas
impréprias para o consumo por apresentarem microrganismos pertencentes ao grupo
coliforme (ARAUJO et al., 2010).

O LHO por doadoras saudaveis é livre de microrganismos patogénicos, mas
quando presentes, estes podem ser provenientes de fontes externas de contaminacgéo.
Sendo assim, a qualidade de todo produto coletado, processado, armazenado e
distribuido pelos BLH deve ser resultado de um esfor¢co constante para se manter
controle rigido em todas as fases do processo, desde a captagao da nutriz doadora
até a administracdo do leite ao neonato (BORGES, 2016). A autora, em seu trabalho
avaliou a contaminacéo do leite ordenhado em domicilio e no BLH, identificando em
2% das amostras ordenhadas no BLH e em 6% das amostras ordenhadas no domicilio
a cultura microbiologica foi positiva para coliformes totais.

SANTOS et al. (2016) destacam, em seu trabalho, a importancia da pesquisa
microbiol6gica de amostras do leite néo pasteurizado, pois a mesma traz um indicativo
da qualidade da antissepsia realizada durante a coleta, armazenamento e transporte
do leite, direcionando a necessidade de orientacdo das mé&es no procedimento,
destacando a importancia de uma avaliagdo do processo, desde o contato inicial
com a mae, até a coleta do leite em sua residéncia. Todos esses aspectos merecem
atencao, pois, ao final irdo garantir que quantidades cada vez menores de leite sejam
descartadas durante a anélise sensorial.

Além disso, este alimento sera ministrado a recém-nascidos, que apresentam
resisténcia comprometida. Portanto, o processamento do LH necessita de um
rigoroso controle de qualidade em todas suas etapas de producgao, para assegurar a
integridade do produto desde a ordenha realizada pelas doadoras até a pasteurizacao

de distribuicdo aos recém-nascidos (SILVA et al., 2008).
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4|1 CONCLUSOES

Os resultados mostraram um alto grau de contaminacdo no leite cru,
principalmente de bactérias mesdfilas. Diante disso, acredita-se que as condicdes
higiénico-sanitaria durante o processo de coleta, transporte e estocagem do mesmo,
muitas vezes, ndo sédo adequadas.

Além de pesquisas que auxiliem na implementacéao de ag¢des para a promog¢ao,
protecéo, apoio e incentivo ao aleitamento materno e a doagéo de leite humano,
também s&o importantes medidas mais rigorosas de monitoramento da qualidade
do leite humano, bem como, praticas educativas junto as doadoras, que sao
imprescindiveis para garantir um alimento seguro, tendo em vista a vulnerabilidade
dos recém-nascidos.
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CAPITULO 14
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi
analisar a qualidade microbiolégica das
especiarias canela, orégano e pimenta
do reino comercializadas na feira livre de
Cruz das Almas no Recdncavo da Babhia,
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CRUZ DAS ALMAS, BAHIA

usando os bioindicadores coliformes a 45°C,
Staphylococcus spp., S. coagulase positiva,
Bacillus spp., B. cereus. Escherichia coli e
Salmonella spp. A pimenta do reino apresentou
maior contagem (p>0,05) quando comparado
com a canela e o orégano. A prevaléncia
de S. coagulase positiva foi de 60%, 57% e
47% para pimenta do reino moida, orégano e
canela, respectivamente. E. coli e Salmonella
estiveram presentes na pimenta do reino em
94% e 20%, respectivamente. A contagem de
coliformes a 45 °C na pimenta foi maior (3,4
log NMP g') em relagéo a canela (0,5 log NMP
g') e o orégano (auséncia). A pimenta do reino
moida apresentou alta carga microbiana com
patbgenos de
Salmonella spp., Staphylococcus coagulase

importancia alimentar como

positiva e B. cereus.
PALAVRAS-CHAVE: Salmonella spp., Pimenta
do reino, Feira livre, Seguranca alimentar.

FOOD IMPORTANT BACTERIA IN SPICES
COMMERCIALIZED IN CRUZ DAS ALMAS,
BAHIA
ABSTRACT: The objective of this work was

to analyze quality of
cinnamon, oregano and black pepper spices

the microbiological

marketed at Cruz das Almas fair in Recéncavo
da Bahia, by the presence of Escherichia coli
and Salmonella spp., Coliform quantification at
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45 °C, Staphylococcus spp., Coagulase positive Staphylococcus, Bacillus spp. and
Bacillus cereus. Black pepper differed statistically (p> 0.05) showing higher counting
when compared with cinnamon and oregano. The prevalence of positive S. coagulase
was 60%, 57% and 47% for freshly ground black pepper, oregano and cinnamon,
respectively. E. coli and Salmonella spp. were present in black pepper in 94% and
20%, respectively. The coliforms count at 45 °C in pepper was higher (3.4 log NMP g')
compared to cinnamon (0.5 log NMP g and oregano (absence). The freshly ground
black pepper presented a high microbial load with food-important pathogens such as
Salmonella spp., Coagulase positive Staphylococcus and B. cereus.

KEYWORDS: Salmonella spp., Black pepper, Food security.

11 INTRODUGCAO

A avaliacdo microbiologica das especiarias é realizada em diferentes paises
do mundo como alternativa no controle de qualidade da cadeia produtiva e muitos
trabalhos foram desenvolvidos na investigacdo de especiarias contaminadas
principalmente pelo patégeno Salmonella. Como resultado muitos paises como o
Brasil, Jap&o, india, Trinidad e Austria apresentaram dados preocupantes (KNEIFEL;
BERGER, 1994; FREIRE; OFFORD, 2002; BANERJEE; SARKAR, 2003; HARA-
KUDO et al., 2006).

No Brasil, a veiculagdo de bactérias em alimentos é confirmada pelo Ministério
da Saude (MS), por meio de dados referentes a surtos alimentares, entre os anos de
2007 a 2018, em que as bactérias representam 95,9% dos surtos. Dentre os agentes
envolvidos se destacam Escherichia coli, Salmonella spp., Staphylococcus aureus
e Bacillus cereus (BRASIL, 2019). Segundo o Ministério da Saude no ano de 2016
foram registrados 538 surtos de doencgas veiculas por alimentos - DVA e 9.935 casos,
contra 598 surtos e 9.320 casos em 2017. No periodo de 2007 a 2017, a regiao
Nordeste ocupou a segunda posicao com notificacbes de casos de DVA (BRASIL,
2018).

As especiarias estao sujeitas a contaminacao microbiana, principalmente quando
expostas as precarias condicbes nas praticas agricolas, secagem, armazenamento
e transporte (GARBOWSKA, BERTHOLD-PLUTA, STASIAK-ROZANSKA, 2015).
Outros fatores que também podem contribuir com a contaminag¢do destes produtos
sdo as condi¢cdes higiénicas de comercializagdo nas feiras que muitas vezes sao
inadequadas, além do excesso de manipulagdo e o maior fluxo de pessoas e animais
que favorecem a proliferacao de microrganismos patogénicos (MARTINS; FERREIRA,
2011).

Golin et al. (2016) relataram a falta de segurancga higiénicossanitaria em feiras
livres de Santa Maria/RS devido a baixa qualidade microbioldgica dos produtos e a
auséncia de boas praticas no manuseio dos alimentos comercializados. No Recéncavo
Baiano as feiras livres se caracterizam como uma forma de mercado varejista ao ar
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livre. Elas s&o organizadas semanalmente, funcionando principalmente aos sabados,
como servigo de utilidade publica dos municipios, voltadas para a comercializagéo
de produtos da regido. Alguns feirantes comercializam os produtos provenientes da
agricultura familiar, enquanto a maioria negocia produtos trazidos de regides proximas
(MATOS et al., 2018).

Diante do exposto, o0 objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbiologica
das especiarias, canela (Cinnamomum zeylanicum Ness), orégano (Origanum
vulgare L.) e pimenta-do reino (Piper nigrum) comercializadas em Cruz das Almas, no
Recbéncavo da Bahia, Brasil.

2 | MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado na feira livre do municipio de Cruz das Almas, Bahia,
durante o periodo de fevereiro a junho de 2018. Foram realizadas trés coletas das
especiarias pimenta do reino moida, canela triturada e orégano comercializadas a
granel na feira livre. Para isso, foi adquirido cerca de 100 g de cada produto em cinco
barracas de feirantes, a fim de obter uma amostra composta, ou seja, 500 g para cada
especiaria. As amostras foram obtidas da mesma forma como sao disponibilizadas
para os clientes, em sacos transparentes de polietileno. O isolamento e identificacdo
dos bioindicadores coliformes a 45°C, Bacillus spp., Staphylococcus spp., S. coagulase
positiva, E. coli, B. cereus e Salmonella spp. foi realizado segundo o Bacteriological
Analytical Manual (BAM) descritas por Silva et al. (2010).

As analises estatisticas foram realizadas no software R, versao 3.4.1 (R CORE
TEAM, 2017), com a utilizacdo dos pacotes ExpDes.pt (FERREIRA; CAVALCANTI,
NOGUEIRA, 2013). Os valores das variaveis NMP g' e UFC g foram transformados
em Log (x+1). Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey com significancia de 5% de probabilidade.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem microbiana das especiarias comercializadas na feira livre de Cruz
das Almas é apresentada na Tabela 1. Nao houve diferenca estatistica (p>0,05) para
0S microrganismos analisados, porém quando verificado a carga microbiana por
especiaria se observou diferenca estatistica (p>0,05) para a pimenta do reino quando
comparada com a canela e o orégano.

As contagens de Bacillus spp. foram mais elevadas quando comparadas aos
demais indicadores em todas as especiarias, principalmente para a pimenta (Tabela
1). A legislacéo de alimentos ndo estabelece limites para B. cereus em especiarias.
No entanto, a presenca dessa bactéria desperta interesse, uma vez que 0 numero
de células viaveis de B. cereus (10° ou 6 log UFC) pode acarretar manifestacoes
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de sindromes, provenientes da toxina diarreica e emética (WANG et al., 2014).
Mesmo a maior contagem de B. cereus ter sido 4,16 log UFC g, o risco ndo pode
ser minimizado, uma vez que os enddsporos presentes podem se desenvolver em
condicbes favoraveis. O risco de B. cereus em especiarias também foi relatado por
Fogele et al. (2018) ao relatarem que a pimenta moida apresentou altas concentracoes
de B. cereus com a presenca de quatro genes codificadores de toxina diarreica.

Amosias SEOWUSSPE: | B cereus - SIapn/o600us PP s
Pimenta 6,00 4,16 3,88 4,68a
Canela 3,15 3,10 2,91 3,05b
Orégano 3,21 2,82 2,59 2,87b
*Médias 4,12a 3,36° 3,13%

Tabela 1. Média microbiana (log UFC g*) de Bacillus spp., Bacillus cereus e Staphylococcus
spp. em especiarias comercializadas na feira livre de Cruz das Almas-BA.

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si pelo teste F a 5% de probabilidade;
**Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si a 5% de probabilidade pelo teste de
Tukey.

O microrganismo S. aureus foi confirmado nas trés especiarias (Figura 1). A
presenca do género Staphylococcus nas amostras também compromete a inocuidade
das especiarias uma vez que estes microrganismos podem apresentar espécies
patogénicas responsaveis por surtos de intoxicacdo alimentar como é o caso da
espécie S. aureus. Essa bactéria é associada principalmente a manipulacéo, desde
a producao até a comercializagao (SANTOS et al., 2015). Como as especiarias sao
comercializadas a granel, os feirantes n&o utilizam equipamentos de prote¢cdo, como o
uso de luvas no momento da pesagem do produto, contribuindo para a contaminacéo
do produto.

A pimenta do reino apresentou contaminac&o por microrganismos patogénicos
como Samonella spp. e E. coli foi verificado em 20% e 94% das amostras,
respectivamente. (Figura 1). A legislacdo de alimentos preconiza que as especiarias
devem apresentar auséncia de Salmonella spp. em 25 g da amostra (BRASIL, 2001).
A presenca dessa bactéria em pimenta do reino se deve a sua alta toleréncia a
dessecacao, o que favorece sua sobrevivéncia por longos periodos (LINS, 2018).
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Figura 1. Presenca dos bioindicadores Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
sSpp. nas especiarias pimenta, canela e orégano, comercializadas em feira livre de Cruz das
Almas-BA.

Resultados semelhantes foram relatados por Silva et al. (2013) ao encontrarem
Salmonella spp. em amostras de alecrim, cominho e pimenta do reino. Apesar do
elevado percentual de Salmonella em pimenta, 0 mesmo nao ocorre em outras
especiarias, como canela, cravo, acafrdo e gengibre (SOSPEDRA, SORIANO e
MANES, 2010) corroborando com os dados encontrados para a canela e o orégano.
Acredita-se que a presenca de Salmonella spp. na pimenta do reino se deve a
atividade antimicrobiana fraca a moderada contra esse patdgeno (LINS, 2018).

Com relacao a presenca de coliformes a 45 °C a pimenta do reino e a canela
apresentaram contaminacéo (Figura 2). De acordo com a Resolugao RDC n° 12
(BRASIL, 2001), o limite para a presenca de coliformes a 45 °C em especiarias é de
5x10% ou 2,69 log NMP g'. Apenas a pimenta do reino apresentou contagem acima do
limite estabelecido pela legislagdo. O elevado crescimento de coliformes na pimenta
do reino pode ser relacionado com as condi¢cdes higiénicas dos maquinarios e dos
manipuladores durante o processo de moagem, ou devido a forma inadequada na
producao e condi¢des de cultivo dessa especiaria, bem como o uso de adubacédo
orgéanica do solo ou a agua utilizada na irrigagdo das plantacdes que pode favorecer
o crescimento de Escherichia coli.

coliformes a 452C

35

2,5

LOG NMP/g
N

1,5

0,5

Pimenta Canela Oregdno

Figura 2. Presenca de coliformes a 45 °C (log NMP g') nas especiarias pimenta, canela e
orégano, comercializadas em feira livre de Cruz das Almas-BA.
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Outro fator que contribui para o elevado crescimento de microrganismos
em pimenta do reino moida é a capacidade destes se adaptarem as substancias
antimicrobianas presentes como por exemplo, o eugenol. Segundo Trajano et al.
(2009) bleo de P. nigrum nao apresentou acao bacteriostatica sobre cepas de E. coli,
S. aureus, B. cereus e S. entérica.

As amostras de canela e orégano apresentaram o menor indice de contaminag¢ao
microbiana. Esse fato pode ser associado aos compostos bioativos com propriedades
antimicrobianas devido a presenca de compostos fendlicos, alcaloides e flavonoides
(SANTURIO et al., 2011). A acao inibitéria do orégano esta relacionada ao elevado
teor dos compostos carvacrol e timol. A sua eficiéncia ja foi descrita contra patégenos
transmitidos por alimentos, como S. aureus, L. monocytogenes, S. Enteritidis e
Campylobacter jejuni (PESAVENTO et al., 2015). Segundo Lai e Roy (2004) a
auséncia de bactérias na canela se deve a presenca de compostos como aldeido
cinamico e eugenol.

As especiarias por ser adicionadas a outras preparacdes como ingredientes
contribuem como uma fonte de contaminacdo dos produtos. Nesse sentido a
seguranca alimentar é o aspecto mais importante quando se trata do consumo de
especiarias. Apesar da baixa atividade de agua desses alimentos a contaminagao ao
longo da cadeia de producéao torna esses ingredientes potenciais riscos de surtos de
DVA, por meio da contaminagéo microbiana (SZEKACS et al., 2018).

41 CONCLUSAO

A pimenta do reino apresentou elevada carga microbiana com a presenca
de microrganismos patogénicos como Salmonella spp., B. cereus e S. coagulase
positiva, enquanto a canela e o orégano apresentaram o menor nivel de contaminacéo.
Dessa forma, a pimenta do reino moida pode aumentar os niveis de riscos de origem
alimentar, podendo atuar como veiculo para surtos de toxinfeccdes alimentares.
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RESUMO: Os mexilhées sdo moluscos bivalves
que se alimentam por filtracdo, atribuindo a
capacidade de acumular substancias toxicas
e atuar como um bioindicador da qualidade da
agua. Sendo assim, este trabalho tem como
objetivo 0 monitoramento microbioldégico da
agua de cultivo e de mexilhdes em uma fazenda
marinha no municipio de Armacéao dos Buzios,
RJ. Uma das maneiras mais favoraveis de
realizar o controle da qualidade da agua e do
produto € através da presenca de indicadores
de poluicdo fecal. Amostras de agua e de
mexilhdes foram coletadas na fazenda marinha
e submetidas a analise microbiol6gica mediante
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ao método do Numero Mais Provavel. Apds o
monitoramento verificou-se que a incidéncia
de coliformes nas amostras se intensificou em
periodos com maior atividade turistica e com
maior indice pluviométrico. A ndo ocorréncia de
um monitoramento pode trazer riscos a saude
do consumidor.
PALAVRAS-CHAVE: Agua,
Mexilhao.

Contaminacao,

CHARACTERIZATION OF THE
MICROBIOLOGICAL QUALITY OF
SEAWATER AND MUSSELS IN A MARINE
FARM IN THE CITY OF ARMACAO DOS
BUZIOS, RJ

ABSTRACT: Mussels are bivalve molluscs
that feed by filtration, attributing the ability to
accumulate toxic substances and act as a
bioindicator of water quality. Thus, this work
aims to microbiological monitoring of cultivation
water and mussels in a marine farm in the city
of Armacédo dos Buzios, RJ. One of the most
favorable ways to perform water and product
quality control is through the presence of
fecal pollution indicators. Water and mussel
samples were collected from the marine farm
and submitted to microbiological analysis by the
Most Probable Number method. After monitoring
it was found that the incidence of coliforms in
the samples intensified in periods with higher
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tourist activity and higher rainfall. Failure to monitor can pose risks to consumer health.
KEYWORDS: Contamination, Mussels, Water.

11 INTRODUCAO

O cultivo de mexilhdes é uma pratica de grande importancia em razao de seu
alcance social e econdmico nas pequenas cidades. Em consequéncia de sua relativa
facilidade, a atividade vem crescendo em todo o mundo e tem sido reportada por
diversos autores como excepcional alternativa de producéo e renda, principalmente
para pescadores artesanais (OLIVEIRA, B. L., 2005). Em termos mundiais, dentro
da maricultura, o cultivo extensivo de mexilhdes, ou a mitilicultura, € uma atividade
que tem crescido em importancia (Smaal, 1991), fendbmeno que também vem sendo
observado no Brasil nos ultimos anos. (MARENZI et al., 2006).

Os mexilhdes sao moluscos bivalves bioacumuladores, portanto, qualquer
ligacdo de esgoto doméstico com a area do cultivo, pode gerar sérios prejuizos
a qualidade dos moluscos, que por serem filtradores, podem absorver grandes
quantidades de impurezas (OLIVEIRA, B. L., 2005). Estes mitilidios apresentam
diversas caracteristicas desejaveis para um biomonitor, como tamanho razoavel
para coleta e estudo, biologia e ecologia conhecidas e, sobretudo, capacidade de
acumular contaminantes do ambiente em que vive (WALLNER- KERSANACH
& BIANCHINI, 2008). Considerando a constante atividade turistica na cidade de
Armacao dos Buzios, RJ, além da presenca de contaminantes oriundos de efluentes
domeésticos, o conhecimento dos parametros microbiologicos, e dos Coliformes Totais
(Ct) e Coliformes Termotolerantes (CT), que séo indicadores de poluicao fecal, é de
extrema importancia, em virtude de os bivalves serem capazes de filtrar e acumular
tais substancias.

A condicdo em que o mexilhdo se encontra esta diretamente relacionada com a
agua maritima onde estao inseridos, visto que, 0s moluscos bivalves sao organismos
filtradores que se alimentam das particulas e microalgas que se encontram na agua
e acumulam, em seus tecidos, grandes quantidades de substancias orgéanicas,
inorgénicas, além dos micro-organismos presentes no ambiente, atuando como
bioindicador da insalubridade da agua (PEREIRA et al., 2006; ZANETTE et al., 2006).

A seguranca alimentar tem sido o tema central de algumas recentes mudancgas
politicas, do aumento da sensibilizacdo da populacdo, e de varios incidentes
envolvendo a saude publica. Esses fatos indicam que existe a necessidade de um
sistema que possa identificar os riscos a seguranca dos alimentos na fase inicial
da producao, para que possam ser resolvidos em tempo util, antes de evoluirem
para um perigo real. Esses riscos s6 podem ser eliminados por meio da introducao
de programas de boas praticas nos locais de produgdo, assim como a emissao
e vigilancia de normas e regulamentos por parte das autoridades competentes
(MARTINEZ & RODRIGUES, 2003; KLETER & MARVIN, 2009). Na tentativa de
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minimizar os problemas relacionados a qualidade sanitaria dos moluscos bivalves,
alguns programas, tais como Programa Nacional de Controle Higiénico Sanitario de
Moluscos Bivalves (PNCMB, 2011) e Codex Alimentarius (CODEX, 2008), estabelecem
limites permissiveis de contaminacao de origem fecal para os moluscos (DOI et al.,
2015).

Perante o exposto, um programa de monitoramento continuo da agua de cultivo
e dos mexilhdes torna-se indispensavel e fundamental. A qualidade microbioldgica da
agua foi monitorada pelos niveis de bactérias indicadoras de contaminacéo fecal, tais
como os coliformes. Este bioindicador se relaciona com o risco potencial de contrair
doencas infecciosas por meio de sua utilizacdo para recreacdo e nos alimentos
contaminados (TOURON et al., 2007). O presente trabalho tem como objetivo atuar
na caracterizacédo da qualidade microbiolégica da agua maritima e de mexilhdes em
uma fazenda marinha do municipio de Armacéo dos Buzios, RJ.

2 | MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O municipio de Armacdo dos Buzios, localizado na regido das baixadas
litordneas, RJ, limita-se a norte, a leste e a sul com o Oceano Atlantico, e a oeste
com o municipio de Cabo Frio. Foram coletadas mensalmente amostras de agua e
mexilndes na fazenda marinha Associacdo dos Trabalhadores na Aquicultura — ATA,
localizada na praia da Rasa no municipio de Armagéo dos Bulzios (22° 44’ 20.1” S e
41° 56’ 52.3” O), a qual se encontra representada na Figura 1.

Figura 1. Localizacdo da fazenda marinha da Associacdo dos Trabalhadores na Aquicultura —
ATA, localizada no municipio de Armacao dos Buizios.

A 4gua e os mexilhdes foram coletados nas mesmas condi¢des e levados para
o Laboratério de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM) do Instituto
Federal Fluminense - IFF campus Cabo Frio, RJ. No laboratério, as amostras foram
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submetidas a analise de coliformes totais e termotolerantes através da técnica do
Numero Mais Provavel (NMP).

Coleta das amostras

As amostragens de agua foram coletadas em garrafas de agua mineral, onde o
conteudo da agua mineral foi despejado no ambiente, e apds o descarte, as garrafas
foram lavadas trés vezes na dgua do mar e a coleta foi realizada a uma profundidade
de cerca de 0,5m em relacao a superficie. As amostras de mexilh&do foram coletadas e
acondicionadas em uma caixa isotérmica contendo gelo, e enviadas para o Laboratério
de Ecotoxicologia e Microbiologia Ambiental (LEMAM) do IFF campus Cabo Frio para
quantificacdo através do método do Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes totais
(Ct) e termotolerantes (CT), baseando-se na Técnica dos Tubos Multiplos e seguindo
a metodologia descrita pelo “Standard Methods for the examination of water and
wastewater” (APHA, 2005), assim como as amostras de agua. O periodo amostral foi
de janeiro de 2017 a margo de 2019.

Analise microbioldégica das amostras

A 4gua foi diluida em solugcdo tamponada de proporcdao 1:9, obtendo trés
diluicdes sucessivas (0,1; 0,01 e 0,001) realizadas em duplicatas (agua) e triplicatas
(mexilhdo). Um total de 25g do tecido mole do mexilhdo foi homogeneizado em 225
mL de solucéo salina peptonada 0,1% da marca Kasvi, assim como os demais meios
de cultura utilizados nesta analise. A partir desta diluicédo inicial as amostras foram
diluidas conforme APHA (2005), contendo Caldo Lauril Sulfato de Sédio (LST) com
tubos de Durhan invertidos, os quais foram posteriormente incubados de 36°C por 24
a 48 horas.

Os tubos que apresentaram formacgao de géas, no Caldo LST, tiveram aliquotas
semeadas em tubos contendo caldo verde brilhante bile 2% lactose, que apresenta em
sua composicao bile bovina e um corante derivado do trifenilmetano (verde brilhante)
responsaveis pela inibicdo de micro-organismos Gram positivos, foram incubadas a
36°C +1°C, para prova confirmativa para coliformes totais.

E os tubos que apresentaram formacao de gas, no Caldo LST, tiveram aliquotas
semeadas em tubos contendo caldo Escherichia coli (EC), que apresenta em sua
composicao uma mistura de fosfatos que lhe confere um poder tamponante impedindo
a sua acidificacdo e sais biliares responsaveis pela inibicdo de micro-organismos
Gram positivos, garantindo sua seletividade, foram incubados em temperatura de
45°C +0,2°C, em banho-maria com agitacao ou circulagao de agua, por um intervalo
de 18 a 24 horas, para prova confirmativa para coliformes termotolerantes.

Apébs esse periodo, foram considerados positivos os tubos que apresentaram
producao de gas. O resultado das densidades dos coliformes totais e termotolerantes
nas aguas foram expressos em NMP/100 mL e NMP/g para o tecido do mexilh&o.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A anadlise dos resultados obtidos segue a Instrugcdo Normativa Interministerial
MAPA n°07 de 08 de maio de 2012, a qual institui o Programa Nacional de Controle
Higiénico Sanitario de Moluscos Bivalves, onde assim se pode estabelecer os limites
para comercializacdo dos mesmos. Para ser comercializado os limites de NMP para
E.coli devem ser menores do que 230 NMP/100g de amostra, liberado sob condigao
os limites devem se encontrar até 46.000 NMP/100g e suspenso quando o NMP
estiver acima de 46.000.

A Tabela 1 apresenta os resultados do periodo de monitoramento de mexilhdes

e da agua.
Mexilhao (NMP/ 100g) Agua (NMP/100mL)
Més Coliformes Coliformes Coliformes Coliformes
Totais Termotolerantes Totais Termotolerantes

Janeiro/2017 1,5x102 7x10! 3x10° 3x10°

Abril/2017 1,57x103 Ausente 3x10' Ausente
Junho/2017 1,67x10° 1,2x102 1,2x10?2 5x10"

Agosto/2017 1,8x10? Ausente Ausente Ausente

Setembro/2017 4,6x10' 5x10’ Ausente Ausente
Novembro/2017 3x10! 3x10! 3x10' 3x10!
Fevereiro/2018 1,3x102 3x10! 8,5x102 3x10'
Margo/2018 5x10! 3x10! 3x10° 3x10°
Julho/2018 3x10! 3x10' 3x10' 3x10'
Agosto/2018 8,06x10° 3x10! 3x10' 3x10!
Setembro/2018 3x10! 3x10! 3x10' 3x10'
Outubro/2018 3x10! 3x10! 3x10' 3x10!
Novembro/2018 4,3x10! 3x10' 3x10! 3x10°
Dezembro/2018 4,63x10' 3x10' 3x10! 3x10'
Janeiro/2019 5x10! 3x10! 3x10' 3x10'
Fevereiro/2019 5,03x10' 4,6x10' 3x10' 3x10'
Marco/2019 4,93x10' 9,6x10° 3x10' 3x10'

Tabela 1. Dados obtidos do monitoramento do mexilhdo e da agua de fazenda marinha do
municipio de Armacgé&o dos Buzios.

Foi verificado que a presenca de Coliformes Totais e Termotolerantes nas
amostras de agua e de mexilhdo se amplia nos meses de alta temporada, devido a
atividade turistica intensa e aumento do despejo de efluentes na area de estudo, assim
como em periodos de alto indice pluviométrico como abril e junho de 2017 e agosto
de 2018, periodos estes de baixa atividade turistica, mas com grande concentracao
de agua da chuva. Contudo, a producao néo foi afetada a ponto de ter os bivalves
suspensos de acordo com a Instrucdo Normativa Interministerial MPA/MAPA n° 07,
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de 08 de maio de 2012.

Uma vez que os moluscos sdo capazes de bioacumular uma série de substancias
e agentes potencialmente nocivos, entre eles toxinas produzidas por microalgas,
metais pesados, bactérias e virus, a presenca destes na dgua, na maioria dos casos,
€ relacionada a descargas de poluicdo doméstica, agropecuaria ou industrial. O
monitoramento mensal destas areas de cultivo nos proporciona obter indicagdes
seguras sobre os periodos que sdo mais ou menos afetadas por poluicdo, com base
em investigacdes sistematicas sobre a qualidade da agua e dos moluscos bivalves.

O monitoramento da agua da fazenda de mexilhdes e dos moluscos bivalves &
de extrema importancia para a seguridade alimentar e da qualidade do produto ao
consumidor.

41 CONCLUSOES

Os mexilhdes cultivados na praia Rasa em Armacdo dos Buzios/RJ
apresentaram no periodo do monitoramento concentragdes de E. coli inferiores aos
estabelecidos pelo PNCMB, ficando liberados para o consumo. A efetividade do
monitoramento frequente da agua de cultivo e dos mexilhdes da fazenda marinha
garantiu a importancia do trabalho, proporcionando uma segurangca no consumo do
produto, além proporcionar uma preucaucao através da detecgcédo de contaminantes,
reforcando o controle higiénico-sanitario. A criacao de programas de monitoramento
torna-se fundamental para a sustentabilidade dos cultivos de moluscos bivalves em
todo Brasil, garantindo uma cadeia produtiva com produtos certificados, seguros e
com qualidade para os consumidores.
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CAPITULO 16
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RESUMO: Os derivados carneos vém, ao
longo dos anos, se fazendo cada vez mais
presentes no cardapio do brasileiro e, entre
eles, a mortadela é de grande importancia
no setor de frios e embutidos e de maior
aceite mundialmente. Foram adquiridos em
estabelecimentos comerciais do bairro de Icarai
em Niter6i/RJ 33 amostras de mortadela, sendo
encaminhadas ao Laboratério de Controle
Microbiolégico de Produtos de Origem Animal
da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Federal Fluminense, onde foram submetidas a
pesquisa de enterococos. Das 33 amostras de
mortadelas analisadas no presente trabalho, 11
delas apresentaram resultados negativos para
a presenca de Enterococcus spp.. Entretanto,
foram encontrados E. casseliflavus, E. faecium
e E. faecalis. A presenca do Enterococcus
como microbiota contaminante pode tornar o
Seu consumo perigoso para a saude humana.
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PALAVRAS-CHAVE: Mortadela, Enterococcus
spp., Controle Microbiolbgico.

ABSTRACT: Meat products have, over the
years, become increasingly present in the menu
of the Brazilian and, among them, the mortadella
is of great importance in the sector of cold and
sausages and most accepted worldwide. A
total of 33 mortadella samples were purchased
at commercial establishments in the Icarai
neighborhood of Niter6i / RJ and sent to the
Laboratory of Microbiological Control of Animal
Products of the Faculty of Veterinary, Fluminense
Federal University, where they were submitted
to enterococci research. Of the 33 mortadella
samples analyzed in the present study, 11 of
them had negative results for the presence
of Enterococcus spp. However, we found E.
casseliflavus, E. faecium and E. faecalis. The
presence of Enterococcus as a contaminating
microbiota can make its consumption dangerous
to human health.

KEYWORDS: Mortadella, Enterococcus spp.,
Microbiological Control.

11 INTRODUCAO

Os produtos carneos

processados, principalmente, a partir de carne

podem ser

bovina, suina e de frango. Sao, de preferéncia,
obtidos a partir de carne fresca que sofra um ou
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mais tipos de processo, entre eles, cozimento, salga, defumagao ou mesmo somente
a adicéo de condimentos e temperos (BENEVIDES e NASSU, 2010). Guerra (2010)
destaca que os derivados carneos vém, ao longo dos anos, se fazendo cada vez mais
presentes no cardapio do brasileiro e, entre eles, a mortadela é de grande importancia
no setor de frios e embutidos e de maior aceite mundialmente. No Brasil, 0 consumo
se popularizou, especialmente por ser um produto elaborado a partir de carnes de
varias espécies de animais e por possuir uma legislacdo que permite a sua vasta
classificagéo.

A necessidade de constante aperfeicoamento das agdes de controle sanitario na
area de alimentos, visando a protecéo a saude da populacéao e a regulamentacéo dos
padrdes microbiolégicos para alimentos faz com que seja observado o Regulamento
Técnico sobre os Padrdes Microbiolégicos para Alimentos - RDC n°12 de 2 de janeiro
de 2001 (BRASIL, 2001), entretanto, essa legislacdo nao faz referéncia ao género
Enterococcus spp..

O género Enterococcus é indicador de contaminacdo fecal em alimentos
que foram submetidos a tratamentos fisicos e/ ou quimicos usados rotineiramente
em Produtos de Origem Animal (POA). Sua enumeracédo torna-se necessaria
pela natureza das amostras (carnes frigorificadas), pois esses microrganismos
podem permanecer viaveis em temperatura de refrigeracdo. Além disso, estes
microrganismos apresentam grande importéncia em segurancga alimentar, uma vez
que podem determinar o aparecimento de aminas biogénicas, dentre elas a histamina
podendo ocasionar intoxicagcao alimentar aos consumidores (MANTILLA, et al., 2007).
Os microrganismos do género Enterococcus sdo descritos morfotintorialmente como
cocos Gram-positivos que geralmente se dispdem aos pares e em curtas cadeias,
e sao catalase negativos. Também podem ser encontrados no solo, em alimentos,
na agua, em animais, passaros e insetos (TEIXEIRA e FACKLAM, 2003). Além de
serem amplamente distribuidos na natureza, fazem parte da microbiota normal do
ser humano, principalmente do trato gastrointestinal. Dentre as espécies descritas,
os E. faecalis e E. faecium s&o os mais associados a manifestagdes clinicas. Outras
espécies como E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans e E. avium sao clinicamente
de menor importancia (ANVISA, 2018).

Santos et al. (2012) relatam em seu trabalho que as doencas originadas por
agentes etioldgicos provenientes de alimentos de origem microbioloégica, na maioria
das vezes, atribuem-se a contamina¢des devido a manipulac&o incorreta, falta de
Boas Préticas de Fabricacédo (BPF) e condi¢cdes higiénico-sanitarias inadequadas. Os
autores ainda descrevem que as Boas Praticas de Fabricacdo abrangem um conjunto
de medidas que devem ser adotadas pelas industrias de alimentos a fim de garantir a
qualidade sanitaria e a conformidade dos produtos alimenticios com os regulamentos
técnicos.

Mantilla et al. (2007), em sua pesquisa, relatam que o Enterococcus faecalis,
é utilizado como indicador da qualidade microbiologica e determina intoxicacbes
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alimentares. Existem evidéncias que o Streptococcus faecalis (Enterococcus faecalis)
e suas variantes sejam responsaveis por intoxicagcbes alimentares. O fator toxico
esta presente na propria célula bacteriana ou nos produtos toxicos do metabolismo,
especialmente a tiramina. O sinergismo microbiano pode ser outra causa de
intoxicacao alimentar por enterococos. Os autores destacam que muitos enterococos
podem estar presentes em alimentos sem afetar a satde do consumidor. O significado
etiol6gico destes microrganismos em intoxica¢des alimentares tem sido um assunto
de discusséo, porque nenhuma doenca experimental foi produzida no homem.

Potes (2007) relata em seu trabalho que a crescente incidéncia de toxinfec¢des
alimentares esta relacionada a diversos fatores como a modificacdo no estilo de
vida e habitos alimentares dos consumidores, levando a um aumento no consumo
de alimentos industrializados ou produzidos fora do lar; alteracbes nas praticas
de producéo, distribuicdo, armazenagem e preparo dos alimentos; adaptacéo
dos microrganismos frente as adversidades ambientais; uso indiscriminado de
antimicrobianos e maior facilidade de diagnéstico das doencas de origem alimentar,
devido a evolugao tecnoldgica, entre outros.

Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude, numa
analise feita entre os anos 2007 — 2017, foram notificados 7473 surtos de doencas de
origem alimentar, envolvendo 131.285 doentes e 123 6ébitos, ressaltando que 95,9%
desses surtos foram causados por bactérias. Os agentes etiolégicos mais frequentes
associados aos surtos foram Salmonella sp responsavel por 42,2% Staphylococcus
sp, por 20,5%; Bacillus cereus por 7% e Clostridium perfringens por 4,9% (BRASIL,
2017).

O género Enterococcus também é relatado por Leitdo (1988) como indicador
de contaminacado fecal dos alimentos oferece restricbes, porque, a exemplo dos
coliformes, os estreptococos sdo encontrados em outros “habitats” que n&o o trato
gastrointestinal de mamiferos e evidenciam maior persisténcia e sobrevivéncia no
solo, vegetais e alimentos. Sdo mais resistentes a desidratacéo, acéo de desinfetantes
e as flutuacdes de temperatura, comparativamente as enterobactérias patogénicas. A
autora ainda expde que a contagem de Enterococcus € significativa como indicadora
das condi¢6es higiénicas no preparo e manipulacdo de alimentos, particularmente
em alimentos refrigerados ou congelados, pasteurizados, ou submetidos a outros
tratamentos capazes de destruir ou injuriar os indicadores mais sensiveis, caso de
coliformes fecais e totais. Apesar das restricbes, Franco e Landgraf (2008) reforcam
que sua presenca em numeros elevados em alimentos indica préaticas sanitarias
inadequadas ou exposi¢cao do alimento as condicbes que permitam a multiplicacao
de microrganismos indesejaveis. O microrganismo ainda é relatado como potencial
formador de aminas biogénicas, sendo este fato de importancia para a saude publica.

Apesar de nao haver padrdes microbiolégicos quantitativos e qualitativos
referentes aos Enterococcus em alimentos na legislacdo vigente, &€ amplamente

descrito que estes microrganismos podem oferecer riscos a Saude Publica.
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O trabalho teve como objetivo a analise da qualidade microbiol6gica de amostras
de mortadela a partir da identificacdo de Enterococcus spp. a fim de monitorar os
produtos oferecidos para consumo, uma vez que, este é um alimento que pode
ser consumido sem nenhum tratamento térmico apés a compra e como microbiota
contaminante e patogénica provoca alteragdes que podem diminuir o tempo de
comercializagdo dos produtos e até tornar 0 seu consumo perigoso para a saude
humana. Além disso, obter informagdes que permitem avalia-lo quanto as condi¢bes
de processamento, armazenamento e distribuicdo para o consumo.

2| MATERIAL E METODOS

O objeto do estudo € constituido de amostras de mortadela de forma embalada
no estabelecimento e fatiada na hora adquiridas no comércio formal — supermercados
e padarias dos bairros Jardim Icarai e Icarai no municipio de Niter6i (RJ).

2.1 Obtencao das amostras

Foram visitados onze estabelecimentos comerciais (supermercados e padarias)
nos bairros Jardim Icarai e Icarai, da cidade de Niteréi-RJ, e adquiridas 33 amostras de
mortadela de diferentes marcas pela compra direta nos diferentes estabelecimentos
— supermercados e padarias. As amostras foram adquiridas simulando uma situacéo
real de compra pelo consumidor. Dessas amostras, 11 haviam sido previamente
embaladas no estabelecimento e de escolha aleatéria nas gondolas de exposicéao
a venda e 22 amostras adquiridas fatiadas na hora pelo responsavel do setor no
estabelecimento. As amostras foram acondicionadas, ap6s a compra, nas embalagens
fornecidas pelos estabelecimentos e encaminhadas diretamente ao Laboratério de
Controle Microbioldgico de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal Fluminense - UFF onde foram realizadas as
analises.

2.2 Preparo da amostra

O preparo da amostra teve inicio com a pesagem de 25 = 0,2 gramas da
amostra de mortadela, transferida para 225 mL de solu¢do salina peptonada 0,1% e
imediatamente procedeu-se a homogeneizacdo em Stomacher por 60 segundos.

2.3 Analises Microbioldgicas

Para a ldentificacdo do género Enterococcus spp. foram semeados 1mL
da solucéo salina peptonada 0,1% inicial em tubo contendo cada 10mL do meio
“Chromocult Enterococci broth”. A incubacéo ocorreu a 35-37°C durante 24 a 48h
até obter-se a mudanca de coloragdo do tubo para verde azulado. Os tubos que
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apresentaram cor verde azulada forte, indicaram a presenca de Enterococcus spp..
A partir da identificacdo do género, as bactérias crescidas em meio “Chromocult
Enterococci broth” (Merck®), sugestivas de Enterococcus spp., foram transferidas
para caldo BHI e incubadas a 36°C por 48 horas para posterior inoculacéo utilizando
Enterokit (PROBAC® do Brasil). A interpretacao do kit é realizada através de sistema
numérico, permitindo identificar espécies importantes para a clinica médica.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 33 amostras de mortadelas analisadas no presente trabalho, 11 (33,4%)
delas apresentaram resultados negativos para a presenga de Enterococcus spp..
Entretanto, 14 (42.4%) amostras apresentaram E. casseliflavus, 5 (15.1%) amostras
apresentaram E. faecium e 3 (9%) amostras apresentaram E. faecalis. Esse resultado
estad de acordo com o apresentado por Malavazi (2007) que também relata em seu
trabalho ter encontrado,apés identificacao por PCR, 139 (46,5%) E. faecium, 80
(26,8%) E. faecalis, 36 (12%) e 8 (2,7%) E. gallinarum. Mantilla et al. (2007) ressaltam
que embora a RDC n° 12 (BRASIL, 2001) n&o estabeleca padrdes quantitativos ou
qualitativos referentes aos Enterococcus em produtos de origem animal, tem-se
o conhecimento que este microrganismo € capaz de descarboxilar o aminoacido
histidina e outros, produzindo respectivamente histamina e outras aminas biogénicas
responsaveis por intoxicacdes e problemas alérgicos ao desenvolver-se nos alimentos.
Esta afirmacdo pode ser confirmada ao consultar a a RDC n° 12, que no item 1.2.2
relata que séo considerados improprios para 0 consumo, os alimentos cujos resultados
analiticos demonstram a presenca ou quantificacdo de microrganismos patogénicos
ou toxinas que representem riscos a saude do consumidor.

A ANVISA (2012) expde no Relatério de pesquisa em vigilancia sanitaria de
alimentos que é comum a presenca de E. faecalis em diversos alimentos e que nem
sempre a presenca do mesmo esta associada com a contaminacao fecal do alimento.
Isto se deu devido os E. faecalis, E. faecium e E. durans estarem presentes na maioria
dos animais de producdo tais como, suinos, ovinos, bovinos e também encontrarem-
se distribuidos no solo, agua, plantas, vegetais e insetos. Ainda segundo o descrito
no Relatorio, a resisténcia dos Enterococos as temperaturas de pasteurizacéo,
e sua adaptabilidade a diferentes substratos e condicdes de crescimento (baixa e
altas temperaturas, pH extremos e salinidade) implica que os mesmos podem ser
encontrados em qualquer alimento de origem animal (carne ou leite) ou ndo, alimentos
processados crus ou que tenham sido submetidos a tratamento térmico. Isto significa
que estas bactérias podem ser encontradas em qualquer ponto do fluxograma de
producao de diversos tipos de alimentos destacando a importancia de um constante
monitoramento com relacdo aos cuidados higiénico-sanitarios.
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4|1 CONCLUSOES

Apesar de ndo haver padrbes microbiolégicos quantitativos e qualitativos
referentes aos Enterococcus spp em alimentos de origem animal na Legislacéo
vigente (RDC n°12 de 2 de janeiro de 2001), estes microrganismos podem oferecer
riscos a Saude Publica. Dessa maneira, durante o processamento da mortadela/
fatiamento/embalagem, o controle microbiol6gico apresenta-se como uma etapa
de fundamental importéancia para a obtencédo de um alimento aceitavel e seguro ao
consumo, visto que a presenca do Enterococcus como microbiota contaminante e
patogénica provoca alteragdes que podem diminuir a vida de prateleira dos produtos
e até tornar o0 seu consumo perigoso para a saude humana.

REFERENCIAS

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria Relatério de pesquisa em vigilancia sanitaria de
alimentos: Monitoramento da prevaléncia e do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos
em enterococos e salmonelas isolados de carcacas de frango congeladas comercializadas no
Brasil. Programa Nacional de Monitoramento da Prevaléncia e da Resisténcia Bacteriana em Frango
— PREBAF www.anvisa.gov.br. Brasilia, 2012.

- Médulo 4 — Enterococcus spp. http://www.anvisa.gov.br/servicosaudecontrole/
rede_| rm/cursos/boas _praticas/modulo4/imp_ent.htm. Acesso do arquivo em 28 de novembro de 2018.

BENEVIDES, S. D.; NASSU, R.. Arvore Do Conhecimento: Ovinos de Corte Produtos carneos.
Agéncia Embrapa de Informacao Tecnolégica - AGEITEC Brasilia: EMBRAPA, http://www.agencia.
cnptia.embrapa.br/gestor/ovinos_de _corte/arvore/CONT000g3izohks02wx50k0tf2hbweganedo.html#.
Acesso do arquivo em 28 de novembro de 2018.

BRASIL. Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. (2001) Regulamento técnico sobre
padr6es microbiolégicos para alimentos. (Resolugao RDC n. 12, de 2 de janeiro de 2001). Diario
Oficial da Republica Federativa do Brasil, Brasilia.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vig. em Saude do Ministério da Saude. Surtos de
Doencas Transmitidas por Alimentos no Brasil. hitp://portalarquivos.saude.gov.br/images/ pdf
/2017/maio/29/ Apresentacao-Surtos-DTA-2017. Acesso do arquivo em 01 de dezembro de 2018.

FRANCO, B. D. G. M.; LANDGRAF, M. Microbiologia dos Alimentos. Sao Paulo: Editora Atheneu,
2008. 182 p.

GUERRA, I.C.C.D. Efeito do teor de gordura na elaboracao de mortadela utilizando carne de
caprinos e de ovinos de descarte. Dissertacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos - UFPB. Joao
Pessoa, PB. 2010.

LEITAO, M. F. F.. Tratado de microbiologia: Microbiologia de alimentos, sanitaria e industrial.
Sao Paulo: Manole, 1988. 186p.

MALAVAZI, B. C. G.. Enterococos em amostras de alimentos e aguas: avaliacéo da viruléncia e
do desempenho como indicadores de higiene. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - USP Tese.
Séo Paulo, SP. 2007.

MANTILLA, S. P. S.; GOUVEA, R.; FRANCO, R. M.; MANO, S. B.. Enterococcus em corte de carne
bovina: Enumeracéo, identificacdo bioquimica e analises fisico-quimicas. Higiene Alimentar, v.

21, p. 67-72, 2007.

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 16



POTES, M. E. Seguranca alimentar em produtos tradicionais. Rev. de Ciéncias Agrarias, v.30,
p.439-447, 2007.

TEIXEIRA. L.M.; FACKLAM, R.R. Enterococcus. In: MURRAY, P.R. et al. (eds.). Manual of Clinical
Microbiology. 8. ed. Washington, D.C.: American Society for Microbiology, 2003. p. 422-33.

XAVIER, D.B. Prevaléncia e variabilidade genética de enterococos com resisténcia a
vancomicina isolados de frangos caipiras de regides do Distrito Federal. Universidade de
Brasilia, DF. Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria. Tese. Brasilia, DF. 2007. 33 p..

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 16



CAPITULO 17

OCORRENCIA DE BOLORES E LEVEDURAS EM CARNE
BOVINA MOIDA IN NATURA COMERCIALIZADA EM

Rodiney Medeiros dos Reis
Universidade Estadual do Amazonas (UEA)

Escola Superior de Ciéncias da Saude (ESA/UEA)

Manaus, Amazonas

Kelven Wladie dos Santos Almeida Coelho
Universidade Federal do Amazonas (UFAM)

Programa de P6s Graduagao em Ciéncia Animal

Manaus, Amazonas

Erika Tavares Pimentel
Universidade Federal do Amazonas (UFAM)

Programa de P6s Graduag¢ao em Ciéncia Animal

Manaus, Amazonas

Joziane Souza da Silva
Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia do Amazonas (IFAM)

Campus Manaus Zona Leste

Manaus, Amazonas

Luciene Almeida Siqueira de Vasconcelos
Universidade Nilton Lins (Uniniltonlins)

Curso de Medicina Veterinaria

Manaus, Amazonas

Pedro de Queiroz Costa Neto
Universidade Federal do Amazonas (UFAM)

Faculdade de Ciéncias Agrérias (FCA)

Manaus, Amazonas

Felipe Faccini dos Santos
Instituto Federal de Educagéao, Ciéncia e
Tecnologia do Amazonas (IFAM)

Campus Manaus Zona Leste

Manaus, Amazonas

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2

MANAUS, AMAZONAS

RESUMO: A carne moida destaca-se por sua
alta popularidade, baixo custo e versatilidade.
Por possuir maior superficie de contato,
favorece a proliferagdo microbiana, o que traz
possiveis riscos ao consumidor. O objetivo
desse trabalho foi realizar a quantificacéo e
identificacéo de bolores e leveduras na carne
moida comercializada em Manaus, Amazonas.
Foram analisadas amostras de duas redes
de supermercados com oito coletas em cada
e oito coletas unicas em agougues de bairro.
De cada estabelecimento, foram adquiridas
duas amostras, sendo uma proveniente de
carne previamente moida e outra da carne
moida na aquisicédo, totalizando 48 amostras
analisadas entre janeiro a dezembro de 2018.
Foram realizadas contagens segundo a IN No
62/2003 do MAPA e identificacdo de fungos
filamentosos pela técnica de microcultivo.
N&o ocorreu diferenca entre as contagens
obtidas, sendo obtidos valores médios de 3,0
x 10%5 UFC/g para carne moida na aquisicdo
e 3,4 x 10° UFC/g para carne previamente
moida. Para a rede de Supermercados A, B e
acougues, respectivamente, 5,8 x 10°; 3,1 x 10°
e 6,1 x 10* UFC/g. Dentre as 48 amostras, foi
realizada uma amostragem para identificacéo
dos géneros de fungos que contaminavam as
carnes, sendo: seis amostras da carne moida
na aquisicao (Penicillium spp., Aspergillus spp.,
Fusarium spp. e Cladosporium spp.) e cinco na
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carne previamente moida (Penicillium spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp.). A
identificacéo de bolores potencialmente toxigénicos na microbiota das carnes pode ser
considerada um perigo a saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: contaminacgao, Penicillium, Aspergillus, toxinas, fungos.

OCCURRENCE OF MOLDS AND YEASTS IN FRESH GROUND BEEF MARKETED
IN MANAUS, AMAZONAS

ABSTRACT: Ground beef stands out for its high popularity, low cost and versatility. As
it has a larger contact surface, it favors microbial development, which brings possible
risks to the consumer. The objective of this work was to quantify molds and yeasts in
ground beef marketed in Manaus, Amazonas. Samples from two supermarket chains,
with eight samplings in each, and eight unique samplings at neighborhood butchers
were analyzed. From each establishment, two samples were acquired, one from
previously ground beef and one from beef ground at acquisition, with a total of 48
samples, analyzed from January to December 2018. Counts were performed according
to MAPA IN No 62/2003 and identification of filamentous fungi by the microculture
technique. There was no difference between the counts obtained, with average values
of 3.0 x 10° CFU/g for beef ground at acquisition and 3.4 x 10° CFU/g for previously
ground beef. For supermarkets A, B and butchers it was obtained, respectively, 5.8 x
105 3.1 x 10° and 6.1 x 10* CFU / g. Among the 48 samples, some were selected to
identify the genera of fungi that contaminated the meat: six samples of ground beef at
acquisition (Penicillium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. and Cladosporium spp.)
and five in previously ground beef (Penicillium spp., Cladosporium spp. and Aspergillus
spp.). The identification of potentially toxigenic molds in the meat microbiota can be
considered a public health hazard.

KEYWORDS: contamination, Penicillium, Aspergillus, toxines, fungi.

11 INTRODUCAO

A carne bovina possui muitas propriedades nutricionais, tais como proteinas,
acidos graxos, vitaminas e minerais para o bom funcionamento do organismo. Por
suas caracteristicas intrinsecas, como composi¢cdo quimica, elevada atividade de
agua e pH préoximo a neutralidade, torna-se um 6timo meio para a multiplicacdo de
microrganismos (FONTOURA et al., 2010).

Uma forma alternativa e econdmica de ter acesso aos beneficios da carne bovina
€ através da carne moida, que se destaca dentre os produtos carneos mais populares
pelo seu preco reduzido, praticidade no preparo e disponibilidade nos mais variados
estabelecimentos de comercializagao de carnes (MOTTA et al., 2000).

Seu processo produtivo consiste na moagem dos tecidos carneos, o que torna
o0 produto mais exposto e passivel a contaminacéo. Por ter uma maior superficie
de contato e sofrer maior manipulacéo, pode se tornar um importante veiculador de

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 17




microrganismos patogénicos, que comprometem a seguranca do produto e pode
ser contaminado por microrganismos deteriorantes que prejudicam sua qualidade.
Assim, conhecer e prevenir a presenca de microrganismos que encontram na carne
um ambiente propicio para a sua proliferacdo constituem pontos determinantes para
a preservacao de sua qualidade.

O Cobdigo Sanitario de Manaus, descreve que nos estabelecimentos que
comercializem carnes sera facultada a venda de carne fresca moida, sendo feita
essa operacao obrigatoriamente em presenca do comprador, ficando, porém, proibido
manté-la estocada nesse estado (MANAUS, 1997). Entretanto, € comum encontrarmos
a carne moida exposta nas vitrines dos balcbes frigorificados de acougues e
supermercados em Manaus, contrariando a legislacao vigente. Aliado a temperatura
e acondicionamento inadequados, maus habitos de higiene dos manipuladores ou
ainda limpeza e sanitizac&o deficiente de equipamentos e utensilios, pode se tornar
um risco iminente a saude do consumidor.

Dentre os microrganismos que podem estar presentes, os bolores e as leveduras
sdo capazes de produzir uma grande variedade de enzimas que, agindo sobre os
alimentos, provocam deterioracdo. Os bolores podem produzir metabdlitos tdxicos
quando estdo se multiplicando nos alimentos denominado “micotoxinas”, que ao
serem ingeridos com os alimentos, causam alteracoes bioldgicas prejudiciais tanto
no homem como nos animais (FRANCO; LANDGRAF, 2008) e algumas leveduras
de origem alimentar podem desencadear reagdes alérgicas (SILVA et al., 2017).
Sao conhecidas mais de 100 espécies de fungos que elaboram micotoxinas. Muitos
desses fungos pertencem aos géneros Penicillium, Aspergillus e Fusarium (QUINN
et al., 2005).

A presenca de fungos filamentosos e leveduras viaveis em indices elevados
nos alimentos fornecem informag¢des sobre condi¢cbes higiénicas deficientes nos
equipamentos e utensilios, matéria prima contaminada, falha no processamento ou
na estocagem (VELD, 1996).

Apesar de nao haver limites maximos na legislacdo brasileira pra esses
microrganismos na carne moida, sua quantificacdo € importante, ja que numeros
elevados levam a deterioragdo da carne e caracteriza-se por alteracdes na coloracao
e superficie viscosa, pegajosa (BRASIL, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Desta forma foi observada a necessidade de estudar esta casuistica, avaliando
a ocorréncia desses microrganismos na carne moida, tdo amplamente comercializada
e consumida na cidade de Manaus, Amazonas.

2 | MATERIAL E METODOS

Foram realizadas 16 coletas em duas redes de supermercados, sendo oito em
cada, e coletas em oito agougues, contemplando as quatro regides da cidade para
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melhor distribuicdo da amostragem. De cada estabelecimento, foram adquiridas duas
amostras, sendo uma amostra proveniente de carne previamente moida e outra da
carne moida no momento da aquisi¢ao, utilizando-se o corte bovino patinho para a
carne moida no momento da aquisicdo. Optou-se por esse corte, por ser geralmente
utilizado também na carne previamente moida nos estabelecimentos. Com isso,
totalizando 48 amostras analisadas entre os meses de janeiro a dezembro de 2018.

As amostras foram acondicionadas na sua embalagem original em caixa
isotérmica com gelo reciclavel em temperatura ndo superior a 8°C, e enviadas
ao laboratério e armazenadas em geladeira entre 5+3 °C por até 12 horas para
processamento. As analises foram realizadas no Laboratério de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude do Campus Manaus Zona Leste do Instituto Federal do Amazonas (IFAM)
e no Laboratério de Principios Bioativos de Origem Microbiana/UFAM.

Inicialmente, foram pesadas assepticamente 25g da amostra de carne moida
e colocada em Erlenmeyer contendo 225mL de solugao salina peptonada 1%
tamponada. A homogeneizacdo da amostra foi feita com agitacdo manual durante
um minuto. Em seguida foram realizadas dilui¢des subsequentes de 102 a 10%, em
solucao salina peptonada 0,1 %.

Foiinoculado 0,1 mL, das diluicdes selecionadas (102 a 10*) em placas contendo
meio Agar Batata dextrose (BDA) acidificado em pH 3,5 + 0,2 pela adicdo de 1,5
mL de solugcédo de acido tartarico 10% para cada 100 mL de meio. A aliquota foi
espalhada com auxilio de al¢a de Drigalski, até sua completa absorcéao e as placas
foram incubadas a temperatura ambiente (aproximadamente 25 °C) por periodo de 5
a 7 dias. Foram consideradas para contagem, somente as placas que apresentaram
entre 15 e 150 coldnias (Figura 1). As contagens foram registradas, multiplicando a
sua média aritmética pelo respectivo fator de diluicdo e expressando o resultado em
Unidades Formadoras de Colénia/1,0 g de amostra I(UFC/g) (BRASIL, 2003). Apés a
contagem, as coldnias de bolores foram isoladas em tubos de ensaio contendo Agar
Batata Dextrose (BDA) inclinado e a identificacao de fungos filamentosos foi realizada
através da observacao de suas estruturas reprodutivas pela técnica de microcultivo
em Agar Malte e BDA por até 7 dias. As laminas foram posteriormente coradas com
azul de lactofenol (ONIONS et al., 1981).
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Figura 1. Ae B - Contagem em placas com 15 a 150 colénias, ap6s 7 dias.

A comparacao das médias entre os resultados da carne moida na aquisicao com
a carne previamente moida e a analise comparativa entre as médias dos resultados de
carne moida dos supermercados A, B e Acougues, foram analisadas respectivamente
pelo teste de Mann-Whitney e pela ANOVA/Kruskall-Wallis. As analises estatisticas
foram realizadas com a utilizagao do software InStat 3.1 (Graphpad), todos a um nivel
de significancia de 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o ocorreu diferenca entre as contagens obtidas das duas formas de exposi¢ao
(Tabela 1) e entre os estabelecimentos (Tabela 2). A legislacao brasileira (Brasil, 2001)
nao define limites maximos de bolores e leveduras para carne moida, mas determina
maximo de 10* UFC/g para purés e doces em pasta ou massa. As contagens foram
superiores para carne moida na aquisi¢cao e a carne previamente moida, bem como
entre os estabelecimentos.

No presente estudo 17 amostras de carne moida na aquisicdo e 19 de carne
previamente moida tiveram valores acima de 10* UFC/g, totalizando 36 amostras, o
que equivale a 75% das amostras. Resultados semelhantes foram encontrados por
Oliveira et al. (2008), que obtiveram contagens superiores a 10* UFC/g em 60% de
amostras de carnes moidas comercializadas em Lavras, e por Marchi (2006), que
observou a maioria das amostras (76,7%) apresentando contagens entre 1,0 x 10% e
1,0 x 10° UFC/g na cidade de Jaboticabal.

As contagens elevadas desses microrganismos possivelmente foram devido as
inadequadas condi¢cdes de manipulacao e higiene com instalacdes, equipamentos e
utensilios, bem como ao tempo maior de estocagem e acondicionamento inadequado,
favorecendo a germinacao dos esporos.
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Bolores e leveduras

Forma de comercializacao N

¢ log ,UFClg+DP  UFCIg
Moida na aquisicao 24 5,472+ 0,84 3,0x10°
Previamente moida 24 5,537 + 0,91 3,4 x10°

Tabela 1 — Valores médios + desvio padrao (DP) da contagem de bolores e leveduras, obtidos
das amostras de carne moida na aquisicao (CMA) e carne previamente moida (CPM).

*Médias na mesma coluna com letras iguais nao diferem significativamente entre si (Mann-Whitney, p<0,05).

Bolores e leveduras

Estabelecimento N log,,UFC/g = UFC/g
DP

Supermercado A 12 5,762 + 1,23 58X 10°

Supermercado B 12 5,502 + 0,64 3,1 x10°

Acougues 10 4,782+ 0,55 6,1 x 10*

Tabela 2 - Valores médios + desvio padréo (DP) da contagem de Bolores e leveduras, obtidos
de amostras de carne moida de duas redes de supermercados (A e B) e de acougues.

*Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente entre si (Kruskall-Wallis, p<0,05).

Dentre as 48 amostras, foi realizada uma amostragem para identificacdo dos
géneros de fungos que contaminavam as carnes, sendo: seis amostras da carne moida
na aquisicao (Penicilium spp., Aspergillus spp., Fusarium spp. e Cladosporium spp.)
(Figura 2, 3, 4 e 5 respectivamente) e cinco na carne previamente moida (Penicilium
spp., Aspergillus spp. e Cladosporium spp.) (Figura 2, 3 e 5).

Figura 2 — Aspecto da col6nia de Penicillium spp. em meio BDA (A) e aspecto microscopico dos
corpos de frutificacdo corados com corante azul de lactofenol (B).
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Figura 3 — Aspecto da colbnia de Aspergillus spp. em meio BDA (A) e aspecto microscopico dos
corpos de frutificagdo corados com corante azul de lactofenol (B).
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Figura 4 — Aspecto da colbnia de Fusarium spp. em meio BDA (A) e aspecto microscépico dos
corpos de frutificagdo corados com corante azul de lactofenol (B).

Figura 5 — Aspecto da coldnia de Cladosporium spp. em meio BDA (A) e aspecto microscépico
dos corpos de frutificagdo corados com corante azul de lactofenol (B).

A ocorréncia de bolores com potencial toxigénicos e leveduras nos alimentos é
considerada um perigo a saude devido a possibilidade da produc&o de micotoxinas e
ocorréncia de alergias alimentares, respectivamente (SILVA et al., 2017).
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41 CONCLUSOES

A identificacao de bolores potencialmente toxigénicos na microbiota das carnes
pode ser considerada um perigo a saude publica. E fundamental um rigido controle
de higienizacdo e sanitizacdo nos setores de manipulacéo, aliado a investimentos
em programas de capacitacdo pra manipuladores de alimentos, visando minimizar
possiveis riscos a saude do consumidor.
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RESUMO: O trabalho teve por objetivo avaliar
as condicbes higiénico — sanitarias de alfaces
cultivadas na regiao de Inhumas — GO, quanto
a ocorréncia de ovos de helmintos, cistos de
protozoarios e de elementos ex6genos como
materiaisinorgénicos, restosdeinsetosepelosde
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REGIAO DE INHUMAS — GOIAS

roedores. As amostras foram coletadas em sete
diferentes hortas, envolvendo quatro ciclos de
amostragem. Ovos de dois diferentes parasitas
foram encontrados entre as amostras de alface
estudadas. Analisando-se as caracteristicas dos
pontos de coleta e os resultados obtidos a partir
de métodos de sedimentacéo e microscopia, €
possivel concluir que as alfaces cultivadas em
Inhumas e no seu entorno nao seguem padrdes
adequados para consumo humano, estando
também em desacordo com a RDC n° 14 de
2014 — ANVISA, que define como parametro a
auséncia de sujidades em alimentos.
PALAVRAS-CHAVE:
saude publica.

helmintos, sujidades,

OCCURRENCE OF HUMAN PARASITES AND
EXOGENOUS ELEMENTS IN CULTIVATED
LETTUCE IN THE REGION OF INHUMAS-

GOIAS

ABSTRACT: The objective of this work was to
evaluate the hygienic - sanitary conditions of
lettuce grown in Inhumas - GO region, regarding
the occurrence of helminth eggs, protozoan
cysts and exogenous elements such as
inorganic materials, insect remains and rodent
hair. Samples were collected in seven different
gardens, involving four sampling cycles. Eggs
from two different parasites were found among
the lettuce samples studied. Analyzing the
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characteristics of the collection points and the results obtained from sedimentation and
microscopy methods It can be concluded that lettuce grown in and around Inhumas does
not follow adequate standards for human consumption, and is also in disagreement with
RDC 14 of 2014 - ANVISA, which defines the absence of dirt in food as a parameter.
KEYWORDS: helminths, dirt, public health

INTRODUCAO

Localizada na regido central do Estado de Goias, a Cidade de Inhumas possui
aproximadamente cinquenta mil habitantes e uma éarea territorial de 615,278 km?2
(IBGE, 2016). Inhumas concentra parte significativa do comércio regional, possuindo
atividade industrial e agropecuéria diversificadas. Assim como acontece em outros
locais do interior do Brasil, muitos géneros alimenticios comercializados nas feiras
e supermercados de Inhumas tém origem no seu entorno, ou mesmo na zona rural
do proprio municipio. Dessa forma, € comum encontrar dentro dos limites da cidade
areas onde sao produzidos peixes, frangos, bovinos e suinos, leite, ovos e diversos
tipos de hortalicas.

Apesar de todas as caracteristicas benéficas da alface (e das demais hortalicas)
associadas a saude e a qualidade nutricional de humanos, seu consumo in naturatem
conduzido as populagdes a um crescente numero de casos de infecgdo alimentar, por
helmintos e protozoarios (FALAVIGNA et al., 2005) A alta demanda pela utilizac&o do
sistema organico de producédo (ARBOS et al., 2010) associada a condicao tropical
do Brasil (MONTANHER et al., 2007) apontam para um crescente risco de infec¢oes.
Qutros fatores podem contribuir para aumentar a ocorréncia de parasitoses em
humanos, entre eles destacam-se: idade, habitos de higiene dos individuos, grau de
escolaridade, condi¢cbes socioecondmicas e de saneamento basico (ABRAHAM et
al., 2007).

As enteroparasitoses representam algumas das principais causas de infec¢des
parasitarias em homens e animais (ATIAS, 1998). Os enteroparasitas sao adquiridos
através da ingestao de formas infectantes tais como ovos, larvas, cistos ou oocistos,
de helmintos e protozoarios, contidos em alimentos ou &gua contaminada (VOLLKOPF
et al., 2006). Estes organismos provocam doencas que elevam a morbidade e a
mortalidade nas popula¢cées humanas, assim como perdas econémicas significativas
gue acabam comprometendo individuos enfermos, familias e comunidades, por vezes
limitando o desenvolvimento socioecondmico em algumas regides (ATIAS, 1998).

Tais doencas atingem pessoas de todas as faixas etérias, que geralmente
apresentam sintomas como: diarreia, ma absorcdo de nutrientes, anemia,
emagrecimento, diminuicdo da capacidade de aprendizado e de trabalho e reducao
na velocidade de crescimento (FARIAS et al., 2008, PAULA et al., 2003). Estima-
se que nos ultimos anos, infec¢des parasitarias mataram aproximadamente 200 mil
pessoas e deixaram mais de 300 milhOes severamente doentes em regioes pobres
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do planeta (DUEDU et al., 2014).

Apesar da contaminacdo de alfaces por organismos parasitarios como
helmintos e protozoarios ser um fato recorrente no Brasil, existem outros problemas
associados ao consumo dessas hortalicas que também representam riscos a saude
coletiva de humanos. Parte significativa da producéo de alface em pequenas cidades
como Inhumas é representada por arranjos produtivos, de agricultura familiar, cujas
instalacbes séo precarias e onde normalmente n&o se adotam boas praticas agricolas
durante o ciclo de producéo.

Dessa forma, dado que as parasitoses humanas representam um sério
problema de saude publica no Brasil, que muitos locais de cultivo de alface possuem
infraestrutura inadequada, que os servigos publicos de fiscalizacdo nem sempre
atuam de forma eficiente, considerando ainda a auséncia de informacdes sobre o
tema na regido, torna-se necessario um primeiro passo na tentativa de tracar, mesmo
que de modo incipiente, um diagnéstico do perfil higiénico-sanitario das alfaces
produzidas no municipio. Este trabalho teve, portanto, como objetivo, a avaliacdo do
perfil higiénico-sanitario de alfaces cultivadas em hortas na regido de Inhumas — GO,
através da identificagcdo de ovos e larvas de helmintos, cistos de protozoarios e de
elementos estranhos a constituicdo desses vegetais.

MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras foi realizada em sete diferentes hortas de pequenos
produtores, localizadas no municipio de Inhumas e no seu entorno. Foram realizados
quatro ciclos de amostragens, dois em cada semestre de 2017 (1°e 2° ciclo: Maio/
Junho respectivamente — 3° e 4° ciclo: Setembro/Outubro respectivamente). Em
cada um dos quatro ciclos foram coletadas 04 amostras de alface nas sete areas
escolhidas, representando o total de 112 plantas. O periodo de coleta se manteve em
dias de seca ndo havendo nenhuma incidéncia de chuva frequente. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos, identificadas e posteriormente encaminhadas ao
laboratorio de Biologia e Microbiologia do Campus Inhumas, do Instituto Federal de
Educacao, Ciéncia e Tecnologia de Goias, para processamento e analise.

As amostras foram preparadas seguindo o método de sedimentacéo esponténea
descrito por HOFFMAN et al. (1934), adaptado para avaliagdo parasitoloégica em
alimentos, em fung¢édo de sua eficiéncia na deteccdo de um maior numero de formas
parasitarias, como ovos, larvas e cistos.

As alfaces foram introduzidas em um recipiente com agua onde foi adicionado
NaCl (0,9%). Posteriormente, adicionou-se detergente neutro para auxiliar no
desprendimento de sujidades e possiveis parasitas das folhas. Em seguida, as
amostras de alface foram submetidas a agitacdo durante o periodo de 30 minutos
com o auxilio de um bastao de vidro. Decorrido esse tempo, a agua resultante dessa
lavagem foi coada por uma peneira plastica descartavel, propria para o exame

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 18



parasitolégico em calices préprios, para sedimentacédo, ficando em repouso por 24
horas.

Ap6s o periodo de sedimentacdo, com a utilizacdo de uma pipeta,
aproximadamente 50 pyL do sedimento foi transferido para uma lamina de vidro,
corando-se o0 sedimento com uma gota de solugao de lugol. Em seguida, as laminas
foram cobertas por laminulas e analisadas em microscopio 6ptico (100 e 400x). Para
cada amostra foram feitas 30 Iaminas.

Na tentativa de dimensionar quantitativamente o nivel de sujidades nas amostras
analisadas, uma escala de classificagcdo em trés niveis (baixo, moderado e elevado)
foi desenvolvida. Nesse sentido realizou-se a contagem do numero de insetos,
fragmentos de insetos e demais artefatos encontrados nas amostras ao longo dos
quatro ciclos. Assim, os estabelecimentos cujas amostras apresentaram entre 0 e 10
desses elementos por amostra foram classificados como de baixo nivel de sujidades;
entre 11 e 20, nivel moderado; e maior ou igual a 21, como de nivel elevado.

Foram realizados registros fotograficos dos resultados do processo de analise
das laminas ao microscoépio. Tais imagens sugestivas de parasitas foram comparadas
com imagens apresentadas em Atlas de parasitologia — ICB/UFJF, ricamente ilustrado,
disponivel em sites de busca, com o objetivo de identificar parasitas humanos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As andlises microscopicas revelaram a presenca de sujidades e fragmentos
de insetos nas alfaces avaliadas. De maneira surpreendente, esses elementos
foram observados em todas as 112 amostras coletadas (Figura 1). Levando-se em
consideracao que a RDC n°® 14 (ANVISA, 2014) - que dispde sobre matérias estranhas
macroscopicas e microscopicas em alimentos e bebidas - estabelece que insetos ou
partes de insetos representam potenciais vetores de transmissado de microrganismos
patogénicos, capazes de causar danos ao consumidor, os resultados indicam a falta
de condicbes higiénico-sanitarias satisfatorias para a comercializacédo da alface
produzida nos estabelecimentos avaliados.
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Figura 4- Insetos encontrados durante as analises microscopicas dos sedimentos encontrados
nas alfaces estudadas. Fonte: Acervo pessoal (2017).

O nivel de sujidades variou entre amostras de um mesmo estabelecimento e
entre diferentes estabelecimentos (Tabela 1). Em especial, a horta “A” apresentou um
elevado indice de sujidades nas amostras de alface, considerando os quatro ciclos
de amostragem. Esta observacao pode estar associada, circunstancialmente, ao fato
desta horta estar localizada dentro do perimetro urbano da cidade. Por outro lado, a
horta “C” apresentou um dos menores niveis de sujidades e n&o coincidentemente
encontra-se bem distante dos nucleos urbanos de Inhumas e do seu entorno.

Hortas Média
A 33
B 13
C 3
D 11
E 8
F 20
G 11

Tabela 1- indice Médio de sujidades* observadas nas analises microscopicas de sedimentos
das alfaces estudadas na regido de Inhumas-GO.

*Sao considerados como sujidades matérias estranhas que podem ser encontradas num alimento, como a
presenca de insetos, aranhas, fungos, pélos, penas, areia, vidro, fragmentos metalicos e outras impurezas
estranhas a sua composigao.

A ocorréncia de sujidades em amostras de alface é um fato recorrente no Brasil,
como pode ser observado nos trabalhos de GONCALVES et al. (2013); SANTANA
(2006) e SILVA (2015), transformando-se assim num problema de saude publica. Os
procedimentos utilizados na produg¢ao dessas hortalicas devem sempre ser conduzidos
sob boas praticas de higiene e devem minimizar os perigos potenciais a saude pela
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presenca e ocorréncia de contaminantes (EMBRAPA, 2004). A classificacédo das
hortas de acordo com a escala proposta para o nivel de sujidades nas amostras é
apresentada na Tabela 2.

Nivel de sujidades Horta % de hortas por nivel de sujidades
Baixo CeE 28,6%
Médio B,D,FeG 57,14%
Alto A 14,28%

Tabela 2- Classificacao das hortas de acordo com o nivel* de sujidades observadas nos
sedimentos das amostras de alfaces, através de analises microscopicas.

*Baixo: 0 a 10 sujidades por amostra; Médio: 11 a 20 sujidades por amostra; Alto: igual ou maior que 21 sujidades
por amostra.

Outro fato que merece destaque é a ocorréncia de animais domésticos como
galinhas, vacas e céaes, proximos aos canteiros de cultivo, na maior parte dos
estabelecimentos estudados. Na horta A, por exemplo, ndo existia qualquer tipo de
cerca ou divisdo impedindo o acesso dos animais ao local de cultivo. Além disso, nesse
mesmo estabelecimento nao foi dificil perceber que o reservatdrio de agua utilizado
para irrigacao apresentava-se em condicOes inadequadas para tal finalidade. Na
horta C, diferentemente do que fora visto na horta A, ndo foram observados animais
na area de producéo, uma vez que existiam cercas dificultando o acesso ao cultivo de
alface. Dentre os estabelecimentos estudados, a horta C é certamente o que mais se
aproximou dos padrdes esperados para Boas Praticas Agricolas, como pode ser visto
no manual elaborado por MALDONADE et al. (2014). Entretanto, um ovo de helminto
foi identificado nas amostras de alface provenientes desta horta.

A discussdo sobre fontes utilizadas para irrigacdo, presenca de animais
domésticos nas areas de cultivo e a proximidade de hortas com areas de grande
circulagdo de pessoas é importante porque estes fatores representam importantes
indutores de particulas inorganicas, além de insetos e seus fragmentos nas alfaces
que sao posteriormente comercializadas.

Tratando especificadamente sobre a irrigacéo, ficou evidente que nenhum dos
estabelecimentos avaliados apresentou qualquer sistema para tratar a agua utilizada
nos cultivos. Observou-se que o processo de captacdao da agua era normalmente
realizada em riachos préximos, ou em po¢os, cujas condigcdes podem ser consideradas
inadequadas. Além disso, os reservatoérios utilizados para a lavagem das hortalicas
estavam precérios e apresentavam agua suja ou com muita matéria organica em
suspenséo, indicando que nao havia adequada renovacao de agua.

Os estabelecimentos avaliados compreendem propriedades de pequenos
produtores que, muito provavelmente, praticam sistemas de agricultura familiar para
complementacéao de renda. Nesse sentido, ndo existem perspectivas de investimentos
na infraestrutura local, tais como sistemas de tratamento da agua, por exemplo.
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A partir de observacgdes feitas durante as coletas é possivel afirmar, com elevado
grau de certeza, que analises para a verificacdo da qualidade da agua utilizada nos
cultivos nunca foram realizadas. De acordo com 0 manual de Boas Praticas Agricolas
desenvolvido por MALDONE et al. (2014), é importante que os produtores identifiquem
a origem da agua que sera utilizada para irrigar as plantacées (que pode ser de
distribuicdo, pogos, canal, reservatorio, rios, lagos e etc) e avaliem sua qualidade
através de andlises laboratoriais para garantir a auséncia de contaminantes quimicos,
fisicos e biologicos e assim ndo comprometer a saude humana, animal e até mesmo
dos vegetais.

Outra fonte potencial de contaminantes, sujidades e artefatos em geral é o
solo utilizado para o cultivo. O Manual de Boas Praticas Agricolas (MALDONADE
et al., 2014) recomenda que o solo a ser utilizado durante o cultivo seja submetido
a uma avaliacéao criteriosa, com o objetivo de verificar a presenca de elementos que
ndo fazem parte da sua microbiota natural ou de sua composicdo e que possam
representar riscos a seguranca dos vegetais e de quem os consome. Apesar disso,
nenhum dos estabelecimentos, cujas alfaces foram avaliadas neste trabalho, passou
por algum tipo de analise laboratorial de solos antes do inicio do cultivo das hortali¢as,
conforme afirmacao dos préprios produtores.

E importante afirmar também que a contaminagéo das hortalicas pode acontecer
via manipulacdo humana (COELHO et al., 2001). Durante os trabalhos de coleta
néo foi observada a adogao de principios basicos de higiene por parte das pessoas
envolvidas no processo produtivo. Foi possivel perceber que, de forma geral, os
colaboradores que trabalham nas areas estudadas ndao possuiam conhecimentos
praticos relacionados aos procedimentos de higiene, normalmente utilizados durante
a manipulacao de vegetais. Como afirma SOARES & CANTOS (2006), devem existir
barreiras sanitarias entre os individuos que manipulam os alimentos e os consumidores,
de forma que as pessoas que manipulem sejam selecionadas e tenham conhecimento
para desempenhar este processo de forma segura.

Considerando o total de amostras estudadas e levando-se em consideracao
também a organizagéo e estrutura das hortas avaliadas, os resultados obtidos para
a ocorréncia de ovos de parasitas humanos nao foram expressivos, apesar de serem
significativos. Apenas nas hortas A (ovo fértil de Ascaris lumbricoides); C (ovo infértil
de Ascaris lumbricoides) e D (Hymenolepis nana) foram positivas para parasitas. A
significancia desses resultados esta na associacéo que existe entre esses organismos
e fezes humanas (LANDIVAR & VIDIGAL, 2015; REIS, 2014).

Ascaris lumbricoides esta entre os mais resistentes patdégenos entéricos
humanos e afeta mais de 25% da populacdo mundial (NORTHROP-CLEWS & SHAW,
2000). Sua ocorréncia varia de acordo com fatores como; clima, condicdes ambientais
e principalmente com o grau de desenvolvimento da populacdo (ROSA, 2012). Em
paises subdesenvolvidos, ou em desenvolvimento, como Arabia Saudita (AL-BINALI
et al., 2006); Egito (ERAKY et al., 2014); india (GUPTA et al., 2009); Iran (FALLAH
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et al., 2016) e Nigéria (ADENUSI et al., 2015) a ocorréncia desses organismos é
ricamente descrita.

No Brasil, Ascaris lumbricoides encontra condicOes ideais para se desenvolver e
se disseminar, uma vez que o pais apresenta varias caracteristicas importantes para
0 seu ciclo de vida, tais como clima, auséncia de saneamento basico e baixo nivel
de escolaridade, em muitas regides. Ja foram descritos ocorréncia desses parasitas
em hortalicas em Santo Anténio de Jesus — Bahia (SILVA, 2016); Maringad — Parana
(GUILHERME, 1999); Videira — Santa Catarina (ROSA, 2012); Caruaru, Pernambuco
(ESTEVES & FIGUEIROA, 2009), Jodo Pessoa — Paraiba (NETO, 2012), entre outros.

Pessoas acometidas por Ascaris lumbricoides podem se tornar gravemente
doentes. Quando estdo no intestino delgado os ovos desses parasitas déo origem
ao verme no seu estado adulto. Isto também pode acontecer em outras regides do
organismo como, o duodeno, jejuno € o ileo. Os vermes podem se locomover para o
apéndice, para a vesicula biliar, ou ainda outros locais, provocando nauseas, vomitos,
diarreia, desconforto intestinal, além de eventuais complicagcdes mais severas como
a ocluséo intestinal, pancreatite e obstru¢ao das vias biliares (ABUASSI & ABUASSI,
2006).

O outro ovo de helminto encontrado neste trabalho é um importante parasita
humano, conhecido pelo nome de Hymenolepis nana. Estima-se que 75 milhdes
de pessoas que vivem em condi¢cOes sanitarias precarias sejam atingidas por esse
organismo (NEVES, 2005). A transmissao ocorre quando ha a ingestédo de ovos do
meio externo ou por autoinfecgcédo a partir da liberacéo intraluminal de ovos. As larvas
cisticercoides se alojam nas vilosidades intestinais, depois retornam ao lumem e se
tornam adultas. O ciclo pode durar até 30 dias (MELO & COELHO, 2004).

Visto que a situacao sanitaria e de saneamento basico no Brasil encontram-se
em condig¢des precarias, nao é dificil verificar a ocorréncia deste enteroparasita nas
mais diversas regides do pais, como pode ser observado na literatura especifica. Na
cidade de Marilia, SP, em 1999, foi detectada a presenca de Hymenolepis nana em
30 amostras de alface e 30 de couve (MOURA, et al., 2016). Estudos conduzidos em
2001, na cidade de Ribeirdao Preto, SP, detectaram 67% de estruturas parasitarias em
amostras de alface, com destaque para Hymenolepis nana. Em Floriandpolis, SC,
em 2006, também foi observada a presenca de ovos Hymenolepis nana em folhas de
alface (OLIVEIRA & PEREZ, 2014).

Além dos ovos dos parasitas identificados, as analises microscopicas revelaram
a presenca de estruturas semelhantes a ovos de outros parasitas humanos. Tais
estruturas podem ser apenas artefatos presentes nas amostras, mas podem também
ser estruturas parasitarias que sofreram alteracdo em sua morfologia em funcéo,
muito provavelmente, do longo periodo de exposicao ao detergente e ao sal utilizados
na metodologia.
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CONCLUSAO

Considerando a ocorréncia de sujidades e parasitas nas analises realizadas,
ficou claro que nenhum dos estabelecimentos selecionados para fazer parte desse
estudo comercializa alface em condi¢cbes higiénico-sanitarias adequadas para o
consumo humano. Além disso, esses resultados reforcam a necessidade de um
criterioso processo de higienizacdo das folhas de alface por parte do consumidor
antes de ingeri-las, a fim de eliminar, ou diminuir o maximo possivel, a quantidade
de sujidades e parasitos nas hortalicas. O desenvolvimento de postura critica como
consumidor também é fundamental para atingir a producao de alimentos seguros, e
depende fundamentalmente de investimentos em educacao.
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RESUMO: O queijo mucarela, tipo mais
utilizado no Brasil em preparacdes culinarias
especialmente por caracteristicas como
fatiamento e derretimento, esta sujeito a
contaminag¢des microbiol6gicas durante todo
0 processo que o leva a mesa do consumidor.
Diante disso, objetivou-se pesquisar
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes
em queijo mucarela fatiado comercializado
em hipermercados de Recife-PE. Foram
analisadas quarenta e nove amostras de queijo
mugcarela fatiado e todas foram negativas
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para 0S microrganismos pesquisados. Porém,
observou-se Listeria innocua em 4,1% das
amostras (2/49). Estes resultados sugerem
provavel falha de higienizacdo no local de
fatiamento ou embalagem do produto, sendo
necessarias agdes que garantam a inocuidade
dos alimentos ofertados ao consumidor, de
forma a nao pbr em risco a saude publica.
PALAVRAS-CHAVE:
patogénicos; Salde publica; Seguranca de
alimentos.

Microrganismos

SEARCH OF Salmonella SPP. AND Listeria
monocytogenes IN SLICED MUCARELLA
CHEESE MARKETED IN HYPERMARKETS
OF RECIFE-PE

ABSTRACT: Sliced mucarella cheese, the type
most used in Brazil in culinary preparations
especially for characteristics such as slicing
and melting, is subject to microbiological
contamination throughout the process that leads
to the consumer’s table. Therefore, the objective
was to research Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes in sliced mugarella cheese sold
in Recife-PE hypermarkets. Forty-nine samples
of sliced mucarella cheese were analyzed
and all were negative for the microorganisms
investigated. However, Listeria innocua was
observed in 4.1% of the samples (2/49). These
results suggest probable hygiene failure at the
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place of slicing or packaging of the product, requiring actions to ensure the safety of
food offered to the consumer, so as not to endanger public health.
KEYWORDS: Pathogenic microorganisms; Public health; Food safety.

11 INTRODUCAO

A seguranca dos alimentos vem adquirindo importancia mundial e as cobrancas
por parte dos 6rgaos publicos, das empresas, dos consumidores e da sociedade
para que os alimentos nédo oferecam risco a saude sao crescentes (FILHO et al.,
2011). Porém, apesar do desenvolvimento constante de métodos que assegurem a
qualidade higiénico-sanitaria dos produtos alimenticios, as doencas transmitidas por
alimentos (DTA) ainda representam um problema de saude publica (AKUTSU et al.,
2005; WHO, 2018).

De acordo com dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2018), o leite e seus
derivados representaram 3,24% dos mais de doze mil casos de surto alimentar
notificados entre os anos 2000 e 2017 no pais. Nesse contexto, Salmonella spp. e
Listeria spp. merecem destaque como bactérias relacionadas as doencgas transmitidas
por alimentos.

Entre os anos de 2000 e 2017 o agente causador da salmonelose foi 0 primeiro
microrganismo patogénico mais identificado em casos de surtos de DTA no Brasil,
estando envolvido em 35% dos casos (BRASIL, 2018). Jaos casos de surtos envolvendo
0 agente causador da listeriose humana ainda ndo sao notificados oficialmente no pais.
Porém, na Europa dados foram registrados, destacando a importancia de estudos
relacionados a presenca e sobrevivéncia de Listeria monocytogenes em alimentos
(EFSA, 2015; BOTSARIS, 2016).

A L. monocytogenes é considerada um patdgeno psicrotrofico de origem alimentar
emergente, possuindo capacidade de sobreviver e se multiplicar em temperaturas
entre -0,4 a 50°C, assim permitindo seu crescimento em alimentos que sao
adequadamente refrigerados (TU et al., 2016). Além de possuir ampla distribuicdo no
ambiente, pode crescer em condicOes de anaerobiose e tolerar sucessivos processos
de congelamento e descongelamento (LIU, 2006; HARTMANN et al., 2009).

A contaminagao de queijos com L. monocytogenes tem sido apontada como
causa de varios surtos de listeriose em varios paises (YOON et al., 2016; CDC,
2018a). Em humanos este microrganismo pode causar infec¢cdes graves, como
meningite, encefalite, endocardite e pneumonia. Ja em gestantes pode causar aborto,
morte fetal, nascimento prematuro, septicemia ou meningite neonatal (PARIHAR et
al., 2008; FAl et al., 2011).

Microrganismos comumente encontrados no trato gastrointestinal de animais e
amplamente distribuidos na natureza, Salmonella spp. sdo anaerdbios facultativos
e podem crescer em temperaturas de 5 °C a 45 °C, com crescimento 6timo de 35
°C a 37 °C (CONCORAN, 2013). Responsavel pela salmonelose, este patdgeno
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pode provocar diarreia, febre e dor abdominal entre 12 a 72 horas ap6s a infeccéo.
Individuos susceptiveis podem apresentar diarreia mais severa, necessitando de
hospitalizacéo ja que caso nao ocorra tratamento adequado os pacientes podem ir a
Obito (CDC, 2018Db).

Dentre os derivados do leite, os queijos sao suscetiveis a contaminacao
microbiol6gica, dado o método de sua fabricagdo com varios processos envolvidos. O
queijo mucgarela é o tipo de queijo mais produzido no Brasil e € amplamente utilizado
na culinaria devido as suas propriedades de fatiamento e facilidade de derretimento
(COELHO et al., 2012).

Algumas etapas do processo de producao do queijo mucarela sdo capazes
de reduzir a contaminag&o microbiana, como a pasteurizacao e a filagem. Porém a
manipulag¢ao nas etapas subsequentes até a embalagem do produto pode representar
pontos importantes de recontaminacao (FAGNANI et al., 2013).

De acordo com a RDC n° 12/2001 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
— ANVISA (BRASIL, 2001), que define os padrdes microbioloégicos em alimentos,
em relagcdo ao queijo mucgarela, classificado como de média umidade, é exigida a
auséncia de Salmonella spp. e de Listeria monocytogenes em 25¢g. Assim, objetivou-
se pesquisar Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em queijo mucarela fatiado
comercializado em hipermercados da cidade do Recife-PE.

2 | MATERIAL E METODOS

Quarenta e nove amostras de queijo mucarela fatiado foram adquiridas em oito
hipermercadosdacidade de Recife-PE, contemplandotodasasmarcascomercializadas
no momento da visita ao estabelecimento. Das amostras, vinte e nove foram fatiadas e
embaladas no local de compra e vinte foram fatiadas e embaladas ainda na industria.
Todas as amostras foram mantidas em suas embalagens, acondicionadas em caixas
isotérmicas contendo gelo reciclavel e levadas imediatamente ao Laboratorio de
Inspecéo de Carne e Leite (LICAL) da Universidade Federal Rural de Pernambuco,
onde foram conservadas em refrigeracéo até a realizagdo das analises.

Paraapesquisade Salmonellaspp.,25g de cada amostraforam colocados em 225
mL de agua peptonada tamponada 1% (Merck), e seguiu-se com a homogeneizac¢ao
durante 60 segundos em Stomacher. Em seguida incubou-se por 16 a 20h a 36°C +1
para pré-enriquecimento. O enriquecimento seletivo foi realizado em caldo Rappaport
Vassiliadis (Oxoid) e caldo Tetrationato (Himedia) a 41°C+0,5 por 24 a 30 horas. Os
meios seletivos diferenciais utilizados foram agar Salmonella-Shigella (Kasvi) e Agar
de desoxicolato-lisina-xilose (Kasvi) incubados em placas de Petri a 36+1°C por 18 a
24h. Foram retiradas 3 colénias caracteristicas de Salmonella spp. das placas com
crescimento para realizacdo das provas bioquimicas (BRASIL, 2003), utilizando-se
os meios Agar ferro-acucar triplo (Agar TSI), Meio IAL (PESSOA e SILVA, 1972) e
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Agar Citrato de Simons (BRASIL, 2011).

Para a pesquisa de L. monocytogenes 25g de cada amostra foram colocados
em 225 mL de caldo UVM- enriquecimento Listeria (Acumedia) e homogeneizou-se
durante 60 segundos em Stomacher. Incubou-se por 24h a 30°C+1 e em seguida
0,1 mL da diluicao foi inoculado em 10 mL de caldo Fraser (Acumedia) e incubado
a 30°C+1 por 24 a 48h. Utilizou-se como meios seletivos diferenciais agar Palcam
(Acumedia) e ALOA (Merck), incubados em placas de Petri a 30°C+1, por 24 a 48h.
Foram retiradas 3 colbnias suspeitas para provas de identificacdo e confirmacgao
da espécie, sendo utilizadas prova da catalase, coloracdo de Gram, motilidade
(BRASIL, 2003) e identificacdo automatizada em equipamento VITEK® 2 Compact
(bioMERIEUX).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados encontram-se natabela 1, abaixo. Todas as amostras apresentaram
resultado negativo para Salmonella spp. e para Listeria monocytogenes. Porém,
observou-se que 4,1% (2/49) das amostras apresentaram resultado positivo para
Listeria innocua. Mesmo nao sendo objetivo da pesquisa, esse resultado ressalta
a importancia da presenca deste microrganismo em alimentos, ja que Mackey et al.
(1990) sugeriram que a L. innocua pode possuir resisténcia térmica similar a da L.
monocytogenes.

Apenas L. monocytogenes € considerada consistentemente patogénica para o
homem, embora infecgdes ocasionais pelas outras espécies venham sendo relatadas
(CHAMBEL et al., 2007; HITCHINS, 2012). Assim, L. innocua, ndao é considerada
patogénica, porém ha na literatura um relato de Obito por bacteremia causada por
essa espécie em um paciente de sessenta e dois anos (PERRIN et al., 2003).

No estudo realizado por Lima et al. (2015), com amostras de queijo mucarela
fatiado e comercializado em estabelecimentos varejistas na cidade de Goiania-GO,
observou-se 11,75% (4/34) de amostras positivas para Listeria monocytogenes e 2,9%
(1/34) amostras positivas para Listeria innocua. Silva et al. (1998) avaliaram a presenca
de Listeria spp. em queijos tipicamente brasileiros obtidos em mercados varejistas da
cidade do Rio de Janeiro e observaram contaminacéao por L. innocua em 12.62% das
amostras. Ja Silva et al. (2015), relatou a auséncia de Listeria monocytogenes em 30
amostras de queijo mucarela fatiado em uma pesquisa realizada em Ribeirdo Preto,
Séo Paulo.

No presente estudo as duas amostras positivas para L. innocua foram adquiridas
no mesmo hipermercado, no mesmo dia, fatiadas e embaladas na propria loja, sendo
de marcas diferentes, indicando uma possivel falha na higienizagao dos equipamentos
utilizados para fatiar o queijo, assim como manipulagdo inadequada do produto.

Em estudo realizado por Marinheiro et al. (2015), em estabelecimentos varejistas
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de Pelotas, Rio Grande do Sul, foi constatada a presenca de Salmonella spp. em
uma amostra (5%) de queijo mucarela fatiado, entre as 40 amostras avaliadas. Regis
et al. (2017) analisaram 10 amostras de queijo mucarela a granel comercializadas
em Jatai, Goiads e encontraram 20% (2/10) das amostras positivas para Salmonella
spp. Em pesquisa realizada por Castro et al. (2012), em queijos do tipo mucarela
comercializados no CEASA de Vitéria da Conquista-Bahia, de doze amostras
analisadas, 4 (33,3%) foram positivas para Salmonella spp.

Assim como observado nesse estudo em relacédo a Salmonela spp., Santos-
Koelln et al. (2009) também observaram que nenhuma das amostras analisadas foi
positiva para este microrganismo quando realizaram avaliacdo microbiolégica do
queijo tipo mugsarela e queijo colonial comercializado na regidao oeste do Parana.
Assim como Apolinario et al. (2014), que analisaram 31 amostras de queijos na Zona
da Mata Mineira e constataram auséncia de Salmonella em 100% delas.

A auséncia de Salmonella spp. nas amostras analisadas nesse artigo pode estar
associada a qualidade da matéria-prima, as boas condi¢cdes higiénico-sanitarias,
assim como a execuc¢ao adequada das boas praticas de manipulagdo nos locais de
comercializag&o.

Salmonella L. Listeria
Forma de comercializacao spp- monocytogenes innocua Total
(%) (%) (%)
Fatiado/embalado no local 0 0 2(6,9) 29
Fatiado/embalado na
industria 0 0 0 20
Total 0 0 2(4,1) 49

Tabela 1. Resultados das analises realizadas em amostras de queijo mucarela fatiado
comercializado em hipermercados de Recife-PE em pesquisa de Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes.

Como pode-se observar, do total de 49 amostras analisadas nesse estudo
nenhuma estava em desacordo com a RDC n° 12/2001 (BRASIL, 2001). A técnica de
fabricacéo deste tipo de queijo inclui a etapa de filagem realizada com dgua em torno
de 80°C, onde espera-se que boa parte da contaminacéo inserida no produto até essa
etapa seja eliminada. No entanto, os processos seguintes de desenformagem, salga,
secagem e embalagem do produto sdo pontos de recontaminacao microbioldgica
e requerem monitoramento das condi¢des higiénicas e de permanente vigilancia e
implementacao ou adequacdes as Boas Praticas de Fabricacéo (BPF) pelos laticinios
com o intuito de garantir a qualidade microbioldgica destes produtos (SILVA, 2005).

Além de ser imprescindivel garantir a seguran¢a dos alimentos ao consumidor,
preconiza-se a obtencdo de um produto competitivo, capaz de atender as exigéncias
do mercado (ROSA et al., 2017). Qualidade, seguranca e integridade sé&o conceitos
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desafiadores devido a sua abrangéncia e complexidade sob o ponto de vista da
ciéncia de alimentos. Quando esses conceitos se aplicam aos produtos lacteos o
desafio torna-se ainda maior (DERETI e BONNET, 2017).

41 CONCLUSAO

Apesar da obtencao de resultados compativeis com o dos padrdes das normas
vigentes no Brasil no que diz respeito a Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em
qgueijo mucarela, a presenca de Listeria innocua indica provavel falha de higienizacao
no local de fatiamento ou embalagem do produto. Sendo assim, sdo necessarias acdes
que garantam a inocuidade dos alimentos ofertados ao consumidor, minimizando a
possibilidade de contaminagéo de produtos prontos para consumo de forma a n&o por
em risco a saude publica. Considera-se também de grande relevancia a garantia da
qualidade do leite utilizado na fabricacdo dos seus derivados, imprescindivel para o
fornecimento de alimentos seguros a populagao.

REFERENCIAS

AKUTSU, R.C. et al. Adequacao das boas praticas de fabricacdo em servicos de alimentacao.
Revista de Nutricdo, v. 18, n. 3, p. 419-427, 2005.

APOLINARIO, T.C.C.; SANTOS, G. S.; LAVORATO, J. A. A. Avaliacdo da qualidade
microbiolégicado queijo minas frescal produzido por laticinios do estado de Minas Gerais.
Revista Instituto Laticinios Candido Tostes, v. 69, n. 6, p. 433-442,2014.

BOTSARIS, G.; NIKOLAOU, K; LIAPI, M.; PIPIS, C. Prevalence of listeria spp. and listeria
Monocytogenes in cattle farms in Cyprus Using bulk tank milk samples. Journal of Food Safety,
00 (2016) 00-00 VC, Wiley Periodicals, Inc., 2016.

BRASIL. Ministéerio da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento. Métodos Analiticos Oficiais para
Analises Microbiolégicas para Controle de Produtos de Origem Animal e Agua. Instrugéo
Normativa n° 62, de 26/08/2003. Diario Oficial [da] Uni&do, Brasilia, 18 set. 2003.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC n° 12, de 2
de janeiro de 2001. Regulamento Técnico sobre os padroes microbiolégicos para alimentos.
Diario Oficial da Uniéo, Brasilia, 2001.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Manual Técnico de Diagndstico
Laboratorial da Salmonella spp., Brasilia DF, 2011.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude de Doencas Transmitidas por
Alimentos no Brasil, junho de 2018. Disponivel em: <http://portalarquivos2.saude.gov.br/images/
pdf/2018/julho/02/Apresentacao-Surtos-DTA-Junho-2018.pdf>, acesso em: 07 de novembro de 2018.

CASTRO, A.C.S. et al. Avaliacao da qualidade fisico-quimica e microbioldgica de queijos do tipo
mussarela comercializados no CEASA de Vitéria da Conquista-Bahia. Alim. Nutr., Araraquara,
v.23, p.407-413, 2012.

CDC. Centers for disease control and prevention. Listeria (Listeriosis). 2018a. Disponivel
em:<https://www.cdc.gov/listeria/>. Acesso em: dezembro de 2018.

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 19



CDC. Centers for disease control and prevention. Outbreak of Salmonella Infections Linked to
Ground Beef. 2018b. Disponivel em: < https://www.cdc.gov/salmonella/newport-10-18/index.html >,
acesso em: 27de novembro de 2018.

COELHO, K.O.; et al. Niveis de células somaticas sobre a protedlise do queijo Mussarela.
Revista Brasileira de Saude e Produgcao Animal, v. 13, n. 3, p. 682-693, 2012.

CORCORAN, M. Salmonella enterica - biofilm formation and survival of disinfection treatment
on food contact surfaces, [tese], National University of Ireland, Galway, p.4, 2013.

DERETI, R.; BONNET, M. Evolucéao da pesquisa em pecuaria leiteira. Qualidade, seguranca e
integridade em lacteos no brasil: desafios e perspectivas. Brasilia, DF: Embrapa, 76 p., 2017.

EFSA. European Food Safety Authority. The European Union summary report on trends and
sources of zoonoses, zoonotic agents and food-borne outbreaks in 2013. EFSA Journal, v. 13, n.
1, p. 3991, 2015.

FAI, A.E.C. et al. Salmonella spp. e Listeria monocytogenes em presunto suino comercializado
em supermercados de Fortaleza (CE, Brasil): fator de risco para a saude publica. Ciéncia e
Saude Coletiva [online], v. 16, n. 2, p. 657-662, 2011.

FAGNANI, R. et al. Pontos de contaminacao microbiologica em industrias de queijo mucarela.
Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, v. 35, n. 3, p. 217-223, 2013.

FILHO, L.D.; MAINIER, F.B.; FILHA, A.M.B.B. Avaliacao Critica de Possiveis Contaminacé6es
por Metais Téxicos em Leite em P6 Durante o Processo Produtivo. VIl SEGeT — Simpoésio de
Exceléncia em Gestéo e Tecnologia. Resende — RJ, 2011.

HARTMANN, W. Qualidade microbioldgica do leite cru produzido na Regiao Oeste do Parana e
ocorréncia de Listeria monocytogenes. Ars Veterinaria, v.25, n.2, 072-078, 2009.

LIMA, A.C.M. et al. Pesquisa de Listeria monocytogenes em queijo mucarela fatiado
comercializado em estabelecimentos varejistas na cidade de Goiania, GO. Eletronic Journal of
Pharmacy, v. XII, n. 4, p. 87-92, 2015.

LIU, D. Identification, subtyping and virulence determination of Listeria monocytogenes, an
important foodborne pathogen. Journal of Medical Microbiology, 55, 645-659, 2006.

MACKEY, B. M. et al. Heai resistance of Listeria: strain differences and effects of meai type and
curing salts. Lett. Appl. Mierobiol., 10:251 255, 1990.

MARINHEIRO, M.F.; GHIZZI, L.G.; CERESER, N.D.; Qualidade microbiologica de queijo
mussarela em peca e fatiado. Ciéncias Agrarias, v.36, p.1329-1334, 2015.

PARIHAR, V. S. et al. Characterization of human invasive isolates of Listeria monocytogenes in
Sweden 1986-2007, J. Foodborne Pathogenes and Disease, v.5, n.6, p. 755-761, 2008.

PERRIN, M.; BEMER, M.; DELAMARE, C. Fatal Case of Listeria innocua Bacteremia. Journal of
Clinical Microbiology, p. 5308-5309, v. 41, n. 11, 2008.

ROSA, J. F. et al. Pontos criticos de contaminacao na producao leiteira. Expressa Extenséo,
22(1), 90-103, 2017.

SANTOS-KOELL, F.T.; MATTANA, A.; HERMES, E. Avaliagcao microbioldgica do queijo tipo
mussarela e queijo colonial comercializado na regiao oeste do Parana. Revista Brasileira de

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 19



Tecnologia Agroindustrial, v. 3, n. 2, p. 66-74, 2009.

SILVA, A.S. et al. Listeria monocytogenes em Leite e Produtos Lacteos no Brasil: Uma Revisao.
Cient Ciénc Biol Satde, 13(1):59-67, 2011.

SILVA, F.T. Queijo mussarela. Embrapa Informacgéo Tecnoldgica, Brasilia, DF, 52p, 2005.

PESSOA, G.V.A,; SILVA, E. A. M. Meios de Rugai e lisina motilidade combinados em um s6 tubo
para a identificacao presuntiva de enterobactérias. Revista do Instituto Adolfo Lutz, v. 32, n. 1, p.
97-100, 1972.

SILVA, M.C.D.; HOFER, E.; TIBANA, A. Incidence of Listeria monocytogenes in cheese produced
in Rio de Janeiro, Brazil. J. Food Protect, 3:354-356, 1998.

REGIS, J.T.A.; RODRIGUES, A.C.B.; SILVA, C.J. Qualidade microbioldgica e fisico quimica
do queijo mussarela a granel comercializado em Jatai (Goias, Brasil). Rev. Colomb. Investig.
Agroindustriales, v.4, p.69-77, 2017.

TU, Z. et al. Identification and characterization of species-specific nanobodies for detection of
Listeria monocytogenes in milk. Analytical Biochemistry, v. 493, p. 1-7, 2016.

WHO. World health organization. Foodborne Diseases, Food Safety. Disponivel em: < http://www.
who.int/foodsafety/areas_work/foodborne-diseases/en/>, acesso em: 08 de novembro de 2018.

YOON, Y. et al. Microbial benefits and risks of raw milk cheese. Food Control, 63, 201-215, 2016.

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 19




CAPITULO 20

PESQUISA DE Salmonella SPP. EM CARNE BOVINA
MOIDA COMERCIALIZADA EM MERCADO PUBLICO DE

Nataly Sayonara da Silva Melo
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
Recife-PE.

Maria Goretti Varejao da Silva

Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
Recife-PE.

Jéssica Martins de Andrade

Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal,
Recife-PE.

Fernanda Maria Lino de Moura
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Medicina Veterinaria, Recife-PE.

Elizabeth Sampaio de Medeiros
Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Departamento de Medicina Veterinaria, Recife-PE.

RESUMO: A carne moida é um derivado da
carne bovina bastante consumido, porém
algumas situagdes podem propiciar sua
contaminagao por microrganismos patogénicos.
Desta forma, representa risco para a ocorréncia
de doengas transmitidas por alimentos,
como a salmonelose. Objetivou-se pesquisar
Salmonella spp. em carne bovina moida
comercializada em um mercado publico de
Recife-PE. Foram adquiridas em duas etapas
20 amostras de carne bovina moida e estas
foram transportadas em caixas isotérmicas até
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RECIFE-PE

o laboratério onde seguiram-se as analises.
Observou-se auséncia de Salmonella spp.,
estando todas as amostras de acordo com
a legislagdo Dbrasileira. Estes
nao excluem a necessidade de constante

resultados

monitoramento destes microrganismos nos
produtos carneos, visando o fornecimento de
alimentos que nao sejam prejudiciais a saude
dos consumidores.

PALAVRAS-CHAVE: Doencas transmitidas por
alimentos; Microrganismos patogénicos; Saude
publica.

SEARCH FOR Salmonella SPP. IN GROUND
BEEF MARKETED IN PUBLIC MARKET OF
RECIFE-PE

ABSTRACT: Ground beef is a widely consumed
beef derivative, but some situations may lead to
its contamination by pathogenic microorganisms.
This poses a risk for foodborne diseases such
as salmonellosis. The objective was to research
Salmonella spp. in ground beef sold in a public
market in Recife-PE. Twenty samples of ground
beef were acquired in two steps and transported
in isothermal boxes to the laboratory where
the analyzes were followed. Salmonella spp.
Absence was observed, and all samples were
in accordance with Brazilian legislation. These
results do not exclude the need for constant
monitoring of these microorganisms in meat
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products, aiming at the supply of foods that are not harmful to consumers’ health.
KEYWORDS: Foodborne diseases; Pathogenic microorganisms; Public health.

11 INTRODUCAO

As Doencas transmitidas por alimentos (DTA) s&do um importante problema de
saude publicaemtodo o mundo (WHO, 2018). Devido a isso, institutos governamentais
buscam monitorar e reportar frequentemente surtos de doencas de origem alimentar.
Em 2017, o Centro de Controle e Doencas da Rede de Vigilancia Ativa de Doencgas
Transmitidas por Alimentos nos Estados Unidos registrou 24.484 infeccdes, 5.677
hospitalizacées e 122 mortes (CDC, 2018a).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2018), 12.660
casos de surto alimentar foram notificados do ano de 2000 a 2017, e a carne bovina
e seus derivados representaram 2,42% deles. No que diz respeito aos doentes,
aproximadamente 240 mil individuos apresentaram algum sintoma relacionado a
essas doencgas nesse mesmo periodo.

De acordo com o Instituto Nacional de Saude Publica e Meio Ambiente, na
Unido Europeia 96,039 casos suspeitos de salmonelose foram reportados em 2016 e
destes, 94,530 casos foram confirmados (EFSA, 2017). No Brasil, entre 2000 e 2017
o agente causador da salmonelose foi 0 microrganismo patogénico mais identificado,
estando envolvido em 35% dos casos (BRASIL, 2018).

A salmonelose é causada por bactérias do género Salmonella spp., que
pertencem a familia enterobacteriacea, sdao Gram-negativos, ndo formadores de
esporos e em forma de bacilo, sdo moveis com excec¢ao de Salmonella Pullorume S.
Gallinarum. Além disso, sdao anaerobios facultativos e podem crescer em temperaturas
de 5°C a 45°C, com crescimento 6timo de 35°C a 37°C (FRANCO e LANDGRAF,
2005; BHUNIA, 2008). Além disso, Salmonella spp. sao microrganismos patogénicos
zoonéticos e comumente encontrados no trato gastrointestinal de animais, sendo
amplamente distribuidas na natureza (CONCORAN, 2013).

Os sintomas da salmonelose sao diarreia, febre e dor abdominal entre 12 a 72
horas apOs ainfec¢cado. Amaioria dos individuos apresentam cura sem tratamento apos 4
a7 dias, no entanto, individuos susceptiveis como idosos, criangas e imunodeprimidos
podem apresentar diarreia mais severa, necessitando de hospitalizacdo. Nesses
casos a infec¢do pode disseminar dos intestinos para a corrente sanguinea e atingir
outros 6rgaos. Assim, o 6bito pode ocorrer se 0 paciente ndao receber tratamento
adequado (CDC, 2018).

Dentre os produtos carneos destaca-se a carne bovina, que é uma fonte
importante de proteinas, minerais e outros nutrientes. Porém, essas caracteristicas
propiciam que estes alimentos sejam um importante substrato para o crescimento e
multiplicacdo de microrganismos. Entre os derivados de carne bovina, destaca-se a
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carne moida, por se tratar de um produto de baixo custo, e ser bastante utilizado para
confeccionar pratos mais praticos e rapidos, aumentando assim seu consumo (SILVA
et al., 2004).

Porém, amoagem da carne pode favorecer a sua contaminacao. Nesse processo,
além da manipulacao, se a carne for composta de tecidos gordurosos estes podem
conter nédulos linfaticos contendo microrganismos. Depois deste processo, a carne
moida possui maior superficie de contato, e quando vendidas expostas a temperatura
ambiente, estes fatores contribuem substancialmente para o risco de contaminacgéao
deste produto por microrganismos (ALMEIDA, 2002; JAY, 2005).

Considerando a grande aceitagdo da carne moida pelos consumidores e aos
riscos de contaminacao microbioldgica desse produto durante o processo de producao
e manipulacao, objetivou-se avaliar a presenca de Salmonella spp. em carne bovina
moida comercializada em um mercado publico da Regido Metropolitana de Recife-
PE.

2| MATERIAL E METODOS

Foram adquiridas 20 amostras de carne bovina moida em um mercado publico
da Regido Metropolitana de Recife-PE, onde a carne foi moida, pesada e embalada no
momento da compra com material utilizado pelo vendedor. As coletas foram divididas
em duas etapas, sendo adquiridas 10 amostras num primeiro momento e mais 10
amostras ap6s 15 dias. As amostras foram transportadas em caixas isotérmicas
contendo gelo reciclavel em temperatura aproximada a 4 °C para o Laboratério de
Inspecéo de Carne e Leite (LICAL) da Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Para as andlises, 25g de cada amostra foram colocados em sacos estéreis
stomacher contendo 225 mL de agua peptonada tamponada a 0,1% para o pré-
enriquecimento, e incubados por 24 horas a temperatura de 35 + 1 °C. Apds a
incubacgao 1,0 mL do caldo pré-enriquecido de cada amostra foi transferido para tubos
contendo 9 mL de caldo Rappaport Vassiliadis (CRV) e 0,1 mL transferidos para tubos
contendo caldo Tetrationato, seguindo-se a incubacédo em banho maria por 24 h a
temperatura de 42 + 0,2 °C e 35 = 1 °C, respectivamente.

Em seguida, uma algcada de cada amostra oriunda dos tubos de Rappaport
Vassiliadis e Tetrationato foi plaqueada em meio seletivo e diferencial, Agar Xilose
Lisina Desoxicolato (XLD) e Hektoen Enteric Agar (HE) e incubadas durante 24 h a
temperatura de 35 + 1 °C. Posteriormente, colbnias tipicas indicativas de Salmonella
spp. foram observadas nas placas de Petri e trés colbnias tipicas de cada placa foram
submetidas a testes bioquimicos com Triplice Agcucar Ferro (TSI), caldo Ureia Base
e Lisina Ferro (LIA), incubadas por 24h a temperatura de 35 + 1 °C (BRASIL 2003;
BRASIL, 2011).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs os testes bioquimicos, observou-se que nenhuma das 20 amostras foi
positiva para Salmonella spp. E possivel que a auséncia deste microrganismo nas
amostras analisadas esteja relacionada com a qualidade da matéria-prima e com as
condicdes higiénico-sanitarias, assim como execugao de boas praticas de manipulacéo
nos locais de comercializagéo, evitando assim a contaminac¢ao do alimento.

Estes resultados corroboram com os resultados encontrados por Livoni et al.
(2013), onde foram analisadas 40 amostras de carne moida bovina em diferentes
estabelecimentos do municipio de Umuarama no PR, e nado foi constado Salmonella
spp. nas amostras.

Em outro estudo, Luz et al. (2015), também n&o obtiveram resultados
positivos para Salmonella spp. ao analisarem 20 amostras de carne bovina moida
comercializada em Natal, Rio Grande do Norte. Da mesma forma, Oliveira et al.
(2017) nao confirmaram a presenca deste microrganismo em 60 amostras de carne
moida bovina adquiridas em agcougues de Bom Jesus, no Piaui.

A legislacéo brasileira, por meio RDC n° 12/2001 (BRASIL, 2001), da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece que a presenca de Salmonella
spp. em 25¢g de carneos e produtos carneos torna-os inapropriados para 0 consumo.
Porém, em alguns estudos foi demonstrada a presenca de Salmonella spp. em carne
bovina moida.

Na pesquisa feita por Gomes et al. (2017), os autores encontraram esta bactéria
em 100% das 20 amostras investigadas. Em estudo realizado por Dammer et al.
(2014), foi analisado um total de 14 amostras e encontraram Salmonella spp. em
14,28% das amostras de carne moida bovina.

De acordo com Soares et al. (2015), a carne bovina in natura pode representar um
risco a saude dos consumidores, principalmente quando o processo de manipulacao
€ inadequado. Em relacdo a carne moida, esta apresenta uma superficie de contato
maior, tornando-a ampla fonte de contaminacéo.

Em estudo realizado por Oliveira et al. (2008), foram avaliadas as condi¢des
higiénico-sanitdrias de maquinas de moer carne e maos de manipuladores em
estabelecimentos comerciais do municipio de Lavras, e observou-se a higienizacao
inadequada das maquinas de moer e mao dos manipuladores, o que de acordo com
0s autores estaria sendo responsavel pelo significativo aumento da contagem de
microrganismos deteriorantes e patogénicos na maioria das amostras das carnes
ap6s a moagem e manipulacédo, encontrando-se muitas vezes improprias para o
consumo humano.

Nesse contexto, ressalta-se que em outubro de 2018 foi realizado um recall de
aproximadamente 6.5 milhdes de toneladas de carne bovina, incluindo carne moida,
sob a suspeita de contaminagao por Salmonella Newport. Ainda neste periodo foi
reportado que 120 pessoas em 22 estados dos Estados Unidos foram infectadas
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também por cepas de Salmonella Newport, e destas 33 foram hospitalizadas (CDC,
2018b).

Sao diversos os fatores que corroboram com a contaminagéo da carne, e além
de deficiéncias higiénicas durante o processo do abate, o tempo e a temperatura
que o produto fica estocado no varejo e nos pontos de venda deve ser levado em
consideracéo (LOPES et al., 2017).

Assim, de acordo com Antunes et al. (2016), para garantir a segurang¢a no
consumo de carnes, devem ser considerados as condi¢coes de abate, o transporte e
armazenamento, e principalmente submeté-las a processos de coc¢ao adequados,
atingindo temperaturas seguras no centro geométrico, garantindo assim a eliminacéao
de bactérias patogénicas.

Além disso, os consumidores também precisam ser orientados sobre a
importancia de adquirir o produto em locais adequados que atendam as condi¢bes
higiénico-sanitarias e sobre o risco do consumo de alimentos contaminados.

41 CONCLUSAO

As amostras de carne bovina moida analisadas estavam dentro dos padrbes
exigidos pela legislacdo brasileira no que diz respeito a auséncia de Salmonella
spp. em produtos carneos. Porém, estes resultados ndo excluem a necessidade
de constante monitoramento destes microrganismos, principalmente por serem
patogénicos, visando o fornecimento de alimentos com qualidade higiénico-sanitaria
aos consumidores e assim evitando por em risco a saude publica.

Para tanto, é imprescindivel realizar periodicamente treinamentos com a equipe
de manipuladores no que diz respeito as boas praticas envolvendo o processo de
producao e manipulacéo de alimentos a fim de evitar a contaminacéo dos produtos.

Além disso, € importante também orientar e treinar comerciantes de produtos
carneos sobre as boas praticas de manuseio, assim como esclarecer os mesmos sobre
a importancia de manter o ambiente livre de qualquer possibilidade de contaminacéao
do produto.
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RESUMO: Dentre as possibilidades para
substituir parcialmente ou totalmente os aditivos
sintéticos em alimentos encontra-se a utilizacao
de extratos vegetais, que sao capazes de
impedir ou retardar a degradacao e oxidacao
de compostos presentes nos alimentos. Os
produtos a base de carne de frango foram
escolhidos como alvo da pesquisa pelo fato de
que a carne de frango apresenta boa aceitacéao
pelos consumidores além de ser muito
apreciada por pessoas que buscam habitos
de vida mais saudaveis, sem conservantes
sintéticos. Assim, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar a acdo antioxidante do o6leo
essencial e do extrato supercritico de gengibre
em carne processada de frango e comparar
com o conservante convencional (sal de cura).
A formulacdo base utilizada foi caracterizada
quanto ao teor de umidade, cinzas, proteina,
lipideos e carboidratos totais. Foram testadas
quatro formulagbes diferentes de hamburguer
de frango, e os parametros de cor (L*, a* e
b*) e a atividade antioxidante por TBA (acido
tiobarbiturico) foram avaliados ap6s 0, 12, 24 e
48 horas de armazenamento. A caracterizacao
fisico-quimica do hamburguer atendeu as
especificacbes técnicas estabelecidas pela
legislacdo vigente para este produto, quanto
ao teor de lipideos e proteinas. Para todas
as formulagdes foi observado diminuicao
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da luminosidade (L*) nas primeiras 12 h de armazenamento. Os maiores teores de
malonaldeido (MDA) foram observados apés 12 h de armazenamento para todas as
formulagbes investigadas. O teor maximo observado foi de 1,297 mg MDA/ Kg de
produto apresentado pela formulagcdo desenvolvida com aplicacdo de conservante
sintético. Os resultados sugerem que os extratos de gengibre podem ser utilizados
como substitutos parciais ou totais de agentes oxidantes sintéticos em alimentos.
PALAVRAS-CHAVE: Zingiber officinalle Roscoe, extrato vegetal, produtos carneos,
TBA.

ANTIOXIDANT POTENTIAL OF GINGER EXTRACTS APPLIED IN CHICKEN
HAMBURGER

ABSTRACT: Among the possibilities for partially or totally replacing synthetic additives
in foods is the use of plant extracts, which can prevent or retard the degradation and
oxidation of compounds present in foods. Chicken meat products were chosen as a
research target because chicken meat is well accepted by consumers and is much
appreciated by people looking for healthier lifestyle without synthetic preservatives.
Thus, this article aimed to evaluate the antioxidant activity of ginger essential oil and
ginger supercritical extract in processed chicken meat and compare it with conventional
preservative (curing salt). The base formulation used was characterized by moisture
content, ash, protein, lipids and total carbohydrates. Four different chicken hamburger
formulations were tested, and color parameters (L *, a * and b *) and antioxidant activity
by TBA (thiobarbituric acid) were evaluated after 0, 12, 24 and 48 hours of storage.
The physicochemical characterization of hamburger met the technical specifications
established by the current legislation for this product, regarding the lipid and protein
content. For all formulations a decrease in brightness (L *) was observed in the first
12 h of storage. The highest levels of malonaldehyde (MDA) were observed after 12h
storage for all formulations investigated. The maximum observed content was 1.297
mg MDA / kg of product presented by the formulation developed with application of
synthetic preservative. The results suggest that ginger extracts can be used as partial
or total substitutes for synthetic oxidizing agents in foods.

KEYWORDS: Zingiber officinalle Roscoe, plant extract, meat products, TBA.

11 INTRODUCAO

Os rizomas de gengibre (Zingiber officinale Roscoe) e seus extratos s&o
amplamente utilizados na medicina popular e existem muitos estudos que confirmam
seus efeitos benéficos contra os sintomas de doencas, atuando como anti-inflamatério,
antitumoral, analgésico, anti-hemorragico, antifngico e antibacteriano (Sunilson, et
al., 2009; Chan et al., 2009; Sivasothy et al., 2011; Mesomo et al., 2012; Shukla et al.,
2019).

Os extratos de gengibre foram identificados em muitos estudos como contendo
um alto conteudo de compostos antioxidantes (Singh et al., 2008; Purnomo et al.,
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2010; Oboh et al., 2012). Os antioxidantes sdo compostos que atuam como inibidores
na formacao de radicais livres interferindo no mecanismo de oxidacédo lipidica. A
rancidez oxidativa é a deterioracdo mais importante que ocorre em produtos carneos,
definindo a vida Gtil, na medida em que gera produtos indesejaveis do ponto de vista
sensorial e destr6i vitaminas lipossollveis e acidos graxos essenciais (Fennema
et al.,, 2010). Para evitar tais problemas tecnolégicos sao aplicados conservantes
sintéticos (sal de cura) em produtos carneos. Porém o uso de antioxidantes sintéticos
em alimentos esta diminuindo devido aos efeitos colaterais como alergias e possiveis
acOes promotoras de cancer. Além disso, estudos toxicolégicos tém demonstrado a
possibilidade de esses antioxidantes apresentarem efeito toxico.

Nesse caso, a procura por substancias antioxidantes naturais tem aumentado nas
ultimas décadas, em especial os produtos naturais extraidos de plantas medicinais.
Os extratos, devido a sua origem, sao classificados como produtos naturais, o que
tem aumentado a aceitacédo por parte dos consumidores, que estdo cada vez mais
preocupados em obter alimentos saudaveis (Sacchetti et al., 2005; Sivasothy et
al., 2011; Lima Junior et al., 2013). Antioxidantes naturais na industria de alimentos
sao importantes ndo apenas devido a sua utilidade como método de prevencao da
oxidacado, aumentando a vida util de uma grande variedade de alimentos (lbafiez
et al., 2003; Fennema et al., 2010, Mesomo et al., 2012; Mattje et al., 2019), mas
também devido seus efeitos benéficos na satde humana.

Atualmente, o teste de TBA (acido 2-tiobarbiturico) ou TBARS (Substancias
reativas no acido 2-tiobarbiturico) € o mais utilizado para verificacdo dos efeitos da
oxidacéo lipidica em carnes e derivados. Esse teste quantifica o malonaldeido (MDA),
um dos principais produtos da decomposicao dos hidroperoxidos dos acidos graxos
poli-insaturados. Sendo formado durante o processo oxidativo o MDA é um dialdeido
de trés carbonos, com grupos carbonilas nos carbonos um e trés (Osawa, et a., 2005;
Junior et al., 2013).

Neste contexto, o presente trabalho teve o objetivo de verificar o potencial
antioxidante do 6leo essencial e extrato supercritico de gengibre aplicados em
hamburguer de frango, e comparar com o produto produzido com antioxidante
sintético (sal de cura).

2 | MATERIAIS E METODOS

Os hamburgueres de frango foram elaborados a partir da formulagéo base
descrita na Tabela 1. Foram retiradas todas as gorduras e 0ssos presentes nas
carnes de frango. Em seguida, os demais ingredientes foram pesados em balanca
analitica e colocados em um multiprocessador para desenvolvimento de uma massa
homogénea. Foram realizadas as medidas de umidade, cinzas, proteina, gordura e pH
da formulacéo base conforme as técnicas descritas pela AOAC (1995). Os carboidratos
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totais foram estimados por diferenca. Foram produzidos mini-hamburgueres com
aproximadamente 10 g cada um. Duas amostras de cada formulagéo foram produzidas
a fim de serem analisadas a atividade antioxidante por meio da metodologia TBA
(acido 2-tiobarbiturico) e a mudancga de cor, pelos parametros L*, a* e b* determinados
com o auxilio de colorimetro.

Ingredientes Peso (g)
Peito de frango 50
Coxa sobre coxa 50
Cebola 12,5
Pimenta preta moida 0,1
Sal 3,75
Farinha de rosca 15
Oleo de soja 0,38

Tabela 1 - Composicéo da receita base do hamburguer de frango

Foram analisadas quatro formulacdes: A primeira (F1) consistiu apenas na
formulacdo base (sem aplicagcado de conservantes), a segunda (F2) conteve adicao
de sal de cura, a terceira (F3) conteve adicdo de Oleo essencial de gengibre, e a
quarta (F4) conteve adicéo de extrato supercritico de gengibre, conforme quantidades
especificadas na Tabela 2. Ap6s a elaboracdo, os hamburgueres de frango foram
armazenados em estufa a 30 °C, e as andlises de malonaldeido (MDA) por TBA,
segundo a metodologia proposta por Bragagnolo et al. (2005) e a determinacao da cor
instrumental foram realizadas nos tempos 0, 12, 24 e 48 horas. Como conservantes
naturais com possivel potencial antioxidante, foram utilizados 6leo essencial e extrato
supercritico obtidos a partir de rizomas de gengibre (Zingiber officinalle Roscoe)
via hidrodestilacédo e extracdo supercritica, respectivamente. O 6leo essencial de
gengibre foi obtido no Laboratério de Processos de Separacéao (LaProS) no DEALI/
UNICENTRO e o extrato supercritico de gengibre foi cedido pelo Laboratério de
Cinética e Termodinamica Aplicada (LACTA) do DEQ/UFPR.

Formulacao Ingredientes
F1 Formulagéo base
F2 Formulagao base + 0,576 % de sal de cura
F3 Formulacéo base + 1,0 % de 6leo essencial de gengibre
F4 Formulacdo base + 1,0 % de extrato supercritico de
gengibre

Tabela 2 - Formulagbes dos hamburgueres de frango contendo substéncias com potencial
antioxidante, a partir da receita base.
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O desenvolvimento dos produtos bem como as analises fisico-quimicas foram
realizadas no Laboratério de Processos de Separacédo (LaProS), Usina de Carnes,
Laboratoério de Analise de Alimentos da Unicentro e Laboratério de Carnes da UFFS.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo centesimal da formulacdo base de hamburguer de frango
elaborado esta expressa na Tabela 3. Os resultados obtidos foram comparados com a
composicao média citada pela TACO (Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos,
2011), para o hamburguer bovino.

Nutriente Hamburguer de Frango Hagg‘t’]i:‘gouer
Umidade 63,70 +0,19 63,6
Cinzas 3,91 £0,02 2,9
Proteinas 17,17 £1,77 13,2
Lipideos Totais 1,48 + 0,41 16,2
Carboidratos 13,73 = 1,62 4,2

Tabela 3 - Composigéo centesimal por nutriente (g.100g™" + DP) da formulagéo base do
hamburguer de frango e de hamburguer bovino cru, em base umida (b.u.).

Os teores de umidade e cinzas apresentaram-se proximos aos valores
médios declarados para amostras de hamburguer bovino, pela TACO. O teor de
proteinas apresentou-se superior no hamburguer de frango quando comparado ao
bovino, enquanto o teor de gordura foi consideravelmente mais baixo. Isso deve-se
provavelmente ao fato de toda pele e gordura terem sido retiradas das carnes de aves
usadas na elaborac¢éo do produto, além do baixo conteudo de 6leo de soja adicionado
na formulagdo. Segundo a Instrugcdo Normativa N°20, de 31 de julho de 2000 do
MAPA (Brasil, 2000) que aprova o regulamento técnico de identidade e qualidade
de hambdurguer, a quantidade maxima de gordura permitida € de 23 %, enquanto o
teor minimo de proteinas exigido é de 15 %. Desta forma, o hamburguer de carne de
frango atende as especificagdes técnicas exigidas. O elevado teor de carboidratos
determinado no produto de frango deve-se possivelmente a adicdo da farinha de
rosca na formulacéo.

A cor da carne e de produtos carneos € um importante aspecto de aceitabilidade
do consumidor, dependente principalmente do estado quimico e fisico do pigmento
mioglobina, que pode se apresentar com diferentes cores sob varias condi¢des de
estocagem, ou que sédo produzidos pela cura e/ou aquecimento do produto. A cor
observada na superficie das carnes é o resultado da absorgcao seletiva da luz pela
mioglobina e por outros importantes componentes, como as fibras musculares e
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suas proteinas, sendo também influenciada pela quantidade de liquido livre presente
na carne (Sabadini et al., 2001). A quantidade de mioglobina em carnes de aves &
menor, quando comparada com carnes bovinas ou suinas, por isso a carne de aves
se apresenta mais branca e palida.

A Tabela 4 apresenta os resultados das analises de cor para hamburguer de
frango armazenados a 30 °C por até 48 horas. Para todas as formulagdes foi observado
diminuicdo da luminosidade (L*) nas primeiras 12 h de armazenamento. E possivel
que este fato seja explicado pela adicdo de sal e condimentos, pela temperatura
de armazenamento ou pelo contato com o ar, que podem produzir alteragcdo da
mioglobina para metamioglobina (de cor castanha) e devido a reacbes de oxidacéo.

Formulacao Tempo (h) L* a* b*
0 59,69 +1,49@ 337+x044° 20,78+0,24°2
12 43,68 +0,49° 6,49+0,01% 20,97 +0,64°
i 24 40,42 £ 0,19 4,65+0,38°> 16,93+0,01°%
48 4192+3,47° 463+0,10° 19,01 +£293°%
0 60,92 +1512 3,17+0422% 2234+0,192
F3 12 41,60+0,82° 6,90+0,01* 2247 +0,61°%
24 38,39 +0,11* 6,79+0,02% 18,71 £0,43%2
48 39,05+298° 6,43+2,15% 18,15+3,81°
0 64,04 +0,90% 1,57+0,16° 32,29 +0,04°
Fa 12 41,76 £1,09* 6,73+0,162 26,37 £1,40°
24 40,17 £ 0,24 6,22 +0,16% 2258 +0,80°
48 40,53 +£0,83° 5,14 +0,71 23,52+1,01°

Tabela 4 — Valores médios e desvio padrao dos parametros L*, a* e b* dos hamburgueres de
frango para cada formulacéao (F1: Formulagéo base, F2: Formulacéo base com sal de cura,
F3: Formulacao base com 6leo essencial de gengibre; F4: Formulagédo base com extrato

supercritico de gengibre), armazenados a 30°C por 48 horas

ac\édias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05), para cada
formulagéao

O parametro a* demonstram que as coordenadas cromaticas das amostras
indicam vermelho, quando valores de a* s&o positivos. Houve variagcdes significativas
deste parametro pelo teste de Tukey (p<0,05) para as formulacdes F1 e F4, que
apresentaram tendéncia ao aumento apds 12 h de armazenamento. Para o parametro
b*, houve uma propensao ao amarelo (valores +), sendo que o tratamento F4 obteve
maiores valores, devido a coloracdo amarelo escuro apresentado pelo extrato
supercritico.

A rancidez oxidativa de lipidios, é a deterioracdo mais importante que ocorre
em carnes e seus derivados, definindo a vida util, na medida em que gera produtos
indesejaveis do ponto de vista sensorial e destroi vitaminas lipossoluveis e acidos
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graxos essenciais. O método mais usual na avaliagcdo da oxidagdo de lipidios em
carnes e produtos carneos € o teste de TBA (acido tiobarbiturico). O teste de TBA
quantifica o malonaldeido (MDA), um dos principais produtos de decomposicao
dos hidroperéxidos de acidos graxos poliinsaturados, formado durante o processo
oxidativo. A reacao envolve o acido 2-tiobarbitirico com o malonaldeido, produzindo
um composto de cor vermelha, medido espectrofotometricamente a 532 nm de
comprimento de onda (Osawa et al., 2005).

A quantificacdo de malonaldeido € feita a partir de curvas de calibragao
construidas com concentragbes conhecidas de malonaldeido. Os padrbes
mais frequentemente utilizados sao 1,1,3,3-tetrametoxipropano (TMP) e
1,1,3,3-tetraetoxipropano (TEP) neste estudo foi utilizado o sal de malondialdeido
tetrabutilamonio da Sigma Aldrich (cod. 63287-1G-F). Os resultados sao expressos
em unidades de absorbancia por unidade de massa de amostra ou em “valor de TBA”
ou “numero de TBA”, definidos como a massa, em mg, de malonaldeido por kg de
amostra (Osawa et al., 2005).

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores de MDA encontrados para as diferentes
formulagdes de hamburguer de frango. Foi observado para todas as formulagdes que
a maior quantidade de MDA foi encontrada apds 24 h de armazenamento a 30° C.
Esta ndo é a temperatura recomendada para o armazenamento deste produto, que
deve ser armazenado em temperatura de refrigeracéo ou congelamento, porém para
viabilizar o estudo e simular condicbes de oxidacdo aceleradas optou-se por essa

temperatura.
Formulacao Oh 12h 24h 48h
F1 0,417 £ 0,008 °¢ 0,372 + 0,006 ® 0,750 + 0,004 * 0,468 = 0,006 °®
F2 0,445 = 0,015%° 0,958 = 0,017 28 1,297 = 0,0102* 0,809 = 0,006 ¢
F3 0,606 =0,0132° 0,815+0,011°® 1,100 +0,012°* 0,742 + 0,004 °¢
F4 0,453 + 0,006 ¢ 0,495 = 0,002°® 0,881 = 0,010°* 0,423 + 0,002 9P

Tabela 5 - Resultados da atividade antioxidante (mg MDA/Kg de carne) em hamburgueres de
frango (F1: Formulagéo base, F2: Formulagdo base com sal de cura, F3: Formulagédo base
com Oleo essencial de gengibre; F4: Formulacéo base com extrato supercritico de gengibre),
armazenados a 30°C por 48h

abed Médias seguidas da mesma letra minUscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p=<0,05)

ABCD Médias seguidas da mesma letra mailscula na linha néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (p<0,05)

Quanto aos diferentes tratamentos estudados, a aplicagcao do extrato supercritico
produziu os menores valores de MDA ap6s 48 horas de armazenamento, sendo entao
considerado um 6timo agente antioxidante, seguido do tratamento sem conservantes.
E possivel que a formulacdo sem conservantes tenha apresentado valor de MDA
inferior a formulagcdo com aplicagao do 6leo essencial de gengibre devido a oxidacéo
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do proprio Oleo essencial de gengibre. Resultados similares para oxidacgéo lipidica
foram encontrados para as formulagcbes de fishburguer de tilapia controle e com
adicao de 0Oleo essencial e com extrato supercritico de gengibre (Mattje et al., 2019).
Os altos valores de MDA encontrados para a formulagdo com adi¢cao de sal de cura
nao corroboram as informacdes encontradas na literatura. Segundo Osawa et al.
(2005) a presenca de nitritos em produtos curados interfere no teste de TBA, sendo
que as notas sensoriais e os numeros de MDA de carnes curadas nao apresentam
a correlacdo elevada encontrada para produtos carneos cozidos nao-curados. A
interferéncia do nitrito ocorre até mesmo em pequenas quantidades de nitrito, da
ordem de 10 mg/kg, sdo capazes de reduzir significativamente o numero de MDA
e tal redugcdo aumenta de forma linear com o aumento da concentracdo de nitrito.
A presenca do agente de nitrosacdo em excesso pode converter os compostos a
cetoaldeidos ou a dicetonas, ou ainda, todo o malonaldeido ou parcelas dele podem
se tornar indisponiveis para reagir com o TBA, dependendo da quantidade presente
do agente, tendo como resultado menores valores de MDA.

41 CONCLUSOES

A formulagdo base de hamburguer desenvolvida atendeu aos parametros de
identidade estabelecidos pela legislacdo vigente para este produto. Foi possivel
constatar que o extrato supercritico e o 6leo essencial de gengibre, apontados como
bons agentes antioxidantes pela literatura, podem ser substitutos dos antioxidantes
sintéticos em alimentos, pois além de terem apresentado melhores resultados na
conservacao do produto, diminuindo seu grau de oxidagcdo em relacdo ao sal de
cura, eles ndo apresentam riscos a saude humana como causadores de alergias ou
possiveis acdes promotoras de céancer.
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RESUMO: A castanha-do-Brasil € um produto
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sanitaria de Castanha-do-Brasil comercializada
na Amazénia Ocidental através da pesquisa
de Salmonella sp. e quantificagdo de bactérias

heterotroficas aerdbias mesofilas. Foram
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do-Brasil de trés diferentes locais de

comercializacdo: Boca do Acre (AM), Cujubim
e Ji-Parana (RO), totalizando seis amostras. A
partir das analises realizadas foi identificado a
presenca de Salmonella sp. em duas amostras
demonstrando que o consumo deste produto
poderia trazer risco a saude do consumidor.
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MICROBIOLOGICAL QUALITY OF CASTANHA-DO-BRASIL (Berthollethia excelsa
H.B.K.) MARKETED IN THE WESTERN AMAZON

INTRODUCAO

A castanha-do-Brasil € um produto extrativista de grande relevancia econémica
para a Amazénia brasileira, apds beneficiada constitui um dos principais produtos de
exportacao, encontrado em floresta tropical umida (SOUZA et al, 2004a), pertence a
familia Lecythidaceae, do género Berthollethia e espécie Berthollethia excelsaH.B.K.,
também conhecida popularmente como: castanha-do-para, castanheira, castanheira-
verdadeira, castanheiro, castanha-do-Brasil, amendoeira-da-américa castanha-da-
Amazénia e castanha-mansa (CORREA, 1984; LORENZI, 1992). O Ministério da
Agricultura através do Decreto 51209 de 18/09/1961, para efeito de comércio exterior,
regulamentou a denominacgao de Castanha-do-Brasil (BRASIL, 1961).

Para a obtencado das sementes, os ouricos (frutos) sao coletados no chao apos
sua queda espontanea. Posteriormente retira-se as sementes dos frutos através do
quebramento do involucro lenhoso (CORREA, 1984; LORENZI, 1992). O contato
das castanhas com o solo por um periodo que pode variar de poucos dias até 4
meses, consiste em uma etapa relevante em virtude das condi¢gdes ambientais e da
decomposicdo da matéria organica aderida externamente a casca com resultante
proliferacdo de microrganismos (SOUZA et al, 2004a). Por essa razao a coleta assim
como o armazenamento da castanha-do-Brasil € uma etapa na qual deve ser realizada
buscando a obtenc&o de um produto de qualidade e seguro.

No periodo pés-colheita e durante o processamento, alguns microrganismos
podem estar presentes naturalmente no ambiente de produgao da castanha-do-Brasil,
que sob condi¢cbes propicias, como: alta atividade de agua, temperatura ambiente
com elevada umidade relativa, bem como baixo nivel tecnolégico e organizacional da
cadeia produtiva, beneficiam sua proliferacdo (ALVARES e WADT, 2011).

Diante do exposto o objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade higiénico-
sanitaria de Castanha-do-Brasil comercializada na Amazénia Ocidental através da
pesquisa de presenca e auséncia de Salmonella sp. e quantificacao de bactérias
heterotroficas aerdbias mesofilas.

MATERIAL E METODOS

Foram coletadas duas amostras de Castanha-do-Brasil de trés diferentes locais
de comercializagdo: Boca do Acre (AM), Cujubim e Ji-Parana (RO). Essas amostras
foram identificadas e transportadas em temperatura ambiente ao laboratério de
microbiologia do Instituto Federal de Educacéao, Ciéncia e Tecnologia de Mato Grosso,
Campus Cuiaba Bela Vista.

Antes de se iniciar as analises microbiol6gicas os materiais e meios utilizados
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foram submetidos a esterilizacdo em autoclave a 121°C por 15 minutos. As méos do
analista assim como a superficie de trabalho foram higienizadas com éalcool 70%. As
amostras foram trituradas na embalagem e pesadas, em balanca analitica.

Para pesquisa de Salmonella sp. foram pesadas 25 g de amostra e
adicionado 225mL de Agua Peptonada Tamponada (APT) 1% em recipiente estéril
e homogeneizada durante 60 segundos sendo incubada em estufa a 36°C por 20
horas sendo a etapa de pré enriquecimento. ApOs a etapa de pré enriquecimento foi
realizado o enriquecimento seletivo em Caldo Rappaport Vassiliadis e Caldo Selenito
Cistina, plaqueamento em Agar Verde Brilhante e Agar Xilose Lisina Desoxilato, sendo
entdo confirmadas as colénias caracteristicas em testes bioquimicos. Os resultados
foram tabulados e submetidos a anélise descritiva.

Na quantificacdo de bactérias heterotréficas aerdbias meséfilas foram pesadas
25 g de amostra e adicionada a 225 mL de Solugao Salina Peptonada a 0,1% (SSP)
obtendo-se a dilui¢cdo inicial 10, e partir da mesma, foram realizadas as demais
diluicdes decimais seriadas, transferindo assepticamente 1 mL da diluicao 10" para
tubos contendo 9mL de SSP 0,1%, obtendo-se as diluicdes 102 e posteriormente 103,
Foi utilizado a técnica de plagueamento em profundidade (“pour plate”) e o meio agar
padrao para contagem, sendo as placas incubadas em estufa a 36°C por 48 horas. Os
resultados foram tabulados e submetidos a Analise de Variéncia e teste de médias.

As analises microbiologicas foram realizadas de acordo com a metodologia
proposta por Brasil (2003) e Silva et al (2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises microbiolégicas de Castanha-do-Brasil (Tabela 1)
foram comparados com os parametros estabelecidos pela legislagdo brasileira para
pesquisa de Salmonella sp. para améndoas e similares (BRASIL, 2001), sendo que
para quantificacao de bactérias heterotroficas aerdbias mesébfilas ndo ha especificacao
na legislacao brasileira.

Local de Coleta BHAM (UFC/g) Salmonella sp.
Boca do Acre - AM 1,0x 10*a Presente
Cujubim - RO 4,0x 10%ab Ausente
Ji-Parana - RO 2,1x10® b Presente

Tabela 1- Resultado da Pesquisa de Salmonella sp. e Contagem de Bactérias Heterotroficas
Aerbbias Mesobfilas (BHAM) em Castanha-do-Brasil comercializada na Amazénia Ocidental

Médias seguidas de letras iguais, na mesma coluna, ndo diferem entre si ao nivel de 5% de significancia pelo
teste de Duncan.

Duas das trés amostras analisadas, apresentaram presenca de Salmonella sp.
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A Salmonella sp. pertence a familia Enterobacteriaceae, sao bacilos Gram-negativos
nao produtores de esporos, estao presentes no trato gastrointestinal de humanos e
animais, sdo uma das principais bactérias responsaveis por intoxicagcoes alimentares
no mundo. Essas bactérias podem ser transmitidas através de contaminagao cruzada
como maos mal higienizadas, utensilios e equipamentos contaminados (FORYSTHE,
2013). A presenca de Salmonella sp. nas amostras analisadas pode indicar falha
na manipulacéo e condicédo higiénico sanitaria ineficaz durante o beneficiamento do
produto.

Segundo Souza et al (2004a), a microbiota da castanha-do-Brasil pode conter
bactérias potencialmente patogénicas como Salmonella sp, Shigella, E. coli, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni, Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus que podem contaminar as castanhas ao longo de toda a cadeia produtiva,
especialmente nas etapas que ocorrem maior manipulagdo, como é o caso do
beneficiamento, em industrias ndo automatizadas.

Em estudo com castanha do brasil Santos (2012) avaliou as caracteristicas
fisicas, fisico-quimica e microbiolégica e verificou auséncia desse microrganismo,
mostrando assim que a matéria prima e seu respectivo processamento estavam
dentro dos padrdes exigidos pela legislacao vigente e com eficiente aplicacdo de
boas praticas de fabricacdao e higiene. Rodrigues et al (2012) avaliou a qualidade
microbioldgica de castanhas de caju (Anacardium occidentale, L.) industrializadas e
processadas artesanalmente e também n&o encontrou a presenca de Salmonella sp.
em nenhuma das amostras. Entretanto, no presente estudo observou-se a presenca
de Salmonella sp. em duas das amostras analisadas apontando para possiveis falhas
na cadeia produtiva e contaminacao da castanha-do-Brasil tornando-a imprépria para
0 consumo.

Na qualidade microbiol6gica os aspectos econdmicos devem ser observados,
tendo em vista que um alimento contaminado ou deteriorado ocasiona elevadas perdas
econbmicas e de saude publica pois pode ser um agente de Doencgas Transmitidas
por Alimentos (DTA’s) (OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2011). Castanhas contaminadas
podem causar intoxicagoes e riscos significativos a satde humana. A implantacéo de
Boas Praticas de Fabricacao durante o processo produtivo da Castanha-do-Brasil €
extremamente necessaria pra a obtencao de um produto de qualidade e seguro.

De acordo com os resultados apresentados na tabela 1, observa-se uma
contaminacéo mais acentuada por bactérias heterotréficas aerdbias mesofilas nas
amostras de Boca do Acre, sendo estatisticamente semelhante aos resultados
encontrados para as amostras coletadas em Cujubim e estatisticamente diferente
de Ji-Parana, sendo esta a que apresentou menor contagem para este grupo de
bactérias. A contagem elevada desse grupo de bactérias indica condicéo higiénico
sanitaria insatisfatéria durante o processamento e/ou armazenamento do produto
(FRANCO, 2008).

A alta contagem dessas bactérias nas amostras pode ter ocorrido em virtude
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do periodo que pode variar de dias até quatro meses que as castanhas permanecem
expostas em contato com o solo durante a coleta, sendo que as condicbes ambientais
e a decomposicdo da matéria organica aderida externamente a casca resulta na
proliferacéo de microrganismos. Segundo Souza et al (2004a), na Castanha-do-Brasil
podem ser encontradas bactérias meséfilas aerébias ou facultativas tanto na forma
vegetativa como esporulada, por essa razao a coleta assim como 0 armazenamento
da castanha-do-Brasil € uma etapa importante e que deve ser realizada buscando a
obtencao de um produto de qualidade e seguro.

O beneficiamento da Castanha-do-brasil envolve muita manipulacéo, portanto
exige rigorosa atencao e higienizagao para obtencdo de um produto com qualidade
microbiol6gica garantida. A manipulagéo inadequada e implementacéo ineficiente de
boas praticas de fabricacao favorecem a proliferacao de microrganismos indesejaveis
que comprometem a qualidade do produto.

Souza et al (2004b) avaliou a qualidade microbiolégica de Améndoas de
castanha-do-Brasil em usinas de beneficiamento e detectou indices elevados de
bactérias mesofilas aerdbias ou facultativas, presentes tanto na forma vegetativa
como esporulada, segundo os autores a presenca dessas bactérias ocorreram em
virtude de condicbes inadequadas durante uma ou mais fases do processamento,
principalmente pela manipulacdo sem cuidados higiénicos necessarios.

CONCLUSAO

A presenca de Salmonella sp em duas das amostras analisadas, demonstra que
0 consumo deste produto podera trazer risco a saude do consumidor, estando este
improprio para o consumo. Os indices elevados de bactérias heterotroficas aerdbias
mesofilas podem indicar falhas na aplicacdo das boas praticas de fabricacédo, no
processamento, na embalagem e/ou no armazenamento do produto.
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RESUMO: Abusca por melhor qualidade de vida
e habitos alimentares saudaveis vem causando
aumento no consumo do pescado devido
ao seu alto valor nutritivo. Porém o pescado
devido a suas caracteristicas é susceptivel a
deterioracdo o que prejudica sua qualidade. O
objetivo deste estudo foi verificar a qualidade
microbiolégica de filés de peixe pintado
(Pseudoplatystoma fasciaum X Leiaurius
marmoratus) comercializados em diferentes
estabelecimentos na cidade de Cuiaba - MT.
Das amostras analisadas, duas apresentaram
contaminacao por Salmonella sp. e presenca
de Staphylococcus coagulase positiva. Os
resultados indicam que duas amostras estavam
impréprias para consumo podendo acarretar
riscos a saude do consumidor.
PALAVRAS-CHAVE: Pescado;
Contaminagao.

Qualidade;

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF
PINTADO AMAZONICO FISH TEARS
(Pseudoplatystoma fasciatum X Leiarius
marmoratus) COMMERCIALIZED IN THE
MUNICIPALITY OF CUIABA - MT

ABSTRACT: The search for better quality of life
and healthy eating habits has been causing an
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increase in fish consumption due to its high nutritional value. But the fish due to its
characteristics is susceptible to deterioration which impairs its quality. The objective of
this study was to verify the microbiological quality of painted fish fillets (Pseudoplatystoma
fasciaum X Leiaurius marmoratus) sold in different establishments in the city of Cuiaba
- MT. From the analyzed samples, two presented contamination by Salmonella sp. and
presence of positive coagulase Staphylococcus. The results indicate that two samples
were unfit for consumption and could pose risks to consumer health.

KEYWORDS: Fish; Quality; Contamination.

11 INTRODUCAO

Nos ultimos anos é possivel observar, no Brasil, um aumento tanto na produgao
quanto no consumo de pescado. Em 2015, foram produzidas cerca de 483 mil
toneladas de peixe, 1,5% a mais em relagao a 2014, e o consumo ja ultrapassou o
recomendado pela Organizacdo Mundial da Saude, de 12 kg por habitante ao ano,
chegando a 14,4 kg por habitante/ ano em 2015. Dentre os estados produtores,
Mato Grosso ocupa o 3° lugar, com 47,4 mil toneladas, atrds apenas dos estados
de Ronddnia e Parana com 84,3 mil e 69,2 mil toneladas, respectivamente (PORTAL
BRASIL, 2017).

Este aumento no consumo pode ser justificado uma vez que a populacéao esta
em busca de qualidade de vida, aliando a pratica de exercicios com uma alimentacao
mais saudavel. Neste contexto, a carne de pescado se destaca frente aos demais
produtos de origem animal em virtude de suas caracteristicas nutricionais, como
proteinas de alto valor biolégico, presenca de lipideos insaturados da série 6mega 3
e 6, além da alta digestibilidade da sua carne (BARRETO et al., 2012; DE OLIVEIRA
SARTORI e AMANCIO,2012).

Apesar do aumento de consumo e do seu alto valor nutricional, o pescado é
um alimento altamente propenso a deterioracdo, por apresentar em sua composicao
quimica pH proximo a neutralidade, alta atividade de agua e diversos nutrientes que
favorecem o crescimento de diversos microrganismos. Além dos fatores intrinsecos,
existem ainda os fatores extrinsecos, como temperatura, manipulagdo da carne e
condicbes de armazenamento, que podem acarretar em perdas de qualidades fisicos
quimicas, sensoriais e microbiologicas do pescado. (DELBEM et al., 2010; BARRETO
et al, 2012; DE PAIVA SOARES e GONCALVES; 2012).

Devido aisso, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade microbiologica
de amostras de filés de peixe pintado amazénico (Pseudoplatystoma fasciatum x
Leiarius marmoratus) comercializados em diferentes estabelecimentos na cidade de
Cuiaba - MT.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Foram coletadas amostras de filés de pintado amazénico (P. fasciatum x L.
marmoratus) congelado em trés estabelecimentos distintos em Cuiaba - MT. As
amostras adquiridas foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel,
mantidas resfriadas a 4°C, e transportadas em prazo inferior a duas horas para o
laboratério de Microbiologia do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia
de Mato Grosso (IFMT) para a realizacéo das analises microbiologicas.

Antes de iniciar os procedimentos, todo o material foi esterilizado em autoclave,
e a bancada sanitizada com alcool 70%. Para obtencdo das diluicbes decimais
foram pesados 25 gramas da amostra em balanca analitica e adicionado 225 mL de
Solucao Salina Peptonada a 0,1% (SSP) obtendo-se a diluicao inicial 10'. A partir
da mesma, foram realizadas as demais diluicbes decimais seriadas, transferindo
assepticamente 1 mL da diluicdo 10" para 9mL de SSP 0,1%, obtendo-se a diluicéo
102 e posteriormente a diluicao 103, sendo estas utilizadas para contagem de
Staphylococcus coagulase positiva por meio de plaqueamento em superficie. Para a
pesquisa de auséncia ou presenca de Salmonella spp., foram pesados 25 gramas da
amostra e adicionado 225mL de Agua Peptonada Tamponada (APT) 1% em recipiente
estéril e homogeneizada durante 60 segundos, obtendo-se o pré enriquecimento e a
partir deste passou-se para as etapas de enriquecimento seletivo, plagueamento e
testes bioquimicos.

Todas as analises foram realizadas de acordo com a metodologia proposta pela
Instrucdo Normativa n°® 62, do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2003) e Silva et al (2017), e os resultados obtidos foram tratados e avaliados
por analise estatistica descritiva para Salmonella spp e por andlise estatistica de
variancia (ANOVA) e teste de média de Tukey a 5% de significancia utilizando o
software R Core Team para Staphylococcus coagulase positiva.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises microbiolégicas de filés de peixe pintado amazdénico
estdo expressos na Tabela 1 e foram comparados com a legislagao brasileira vigente.
De acordo com a Resolugcéao de Diretoria Colegiada n° 12 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), pescados "in natura", resfriados ou congelados nao
consumidos crus, devem apresentar na avaliacdo de qualidade microbioldgica
auséncia de Salmonella sp. em 25¢g de alimento, e a tolerancia de 10° UFC/g de
Staphylococcus coagulase positiva. (BRASIL, 2001).

Amostras Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) Salmonella sp.

A 1x10' UFC/g ® Positivo
B 9,5x10" UFC/g @ Negativo
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C Auséncia ® Positivo

Tabela 1: Resultados da contagem de Staphylococcus coagulase positiva e pesquisa de
Salmonella sp. em filés de peixe pintado amazbnico (Pseudoplatystoma fasciatum x Leiarius
marmoratus) comercializados em Cuiaba-MT.

Letras iguais na mesma coluna, os resultados néo diferem entre si, pelo Teste de Tukey ao nivel de probabilidade
de 5%, para as amostras avaliadas.

Fonte: Autor (2018).

Aoobservaratabela 1, é possivel observar que as amostras dos estabelecimentos
A e C nédo apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% de probabilidade pelo
teste de Tukey para contagem de Staphylococcus coagulase positiva, enquanto as
amostras do estabelecimento B obtiveram contagens estatisticamente superiores.

Das trés amostras analisadas, apenas uma exibiu a auséncia Staphylococcus
coagulase positiva, no entanto as duas amostras que apresentaram a presenca da
mesma, estao dentro dos padrdes que a legislacéo brasileira estabelece. Geralmente,
bactérias do género Staphylococcus sao transmitidas pelo manipulador, pois estdo
naturalmente presentes na pele e mucosas do mesmo, e por isso a presenga no
alimento pode indicar falhas nas praticas de higiene.

Ao contréario deste estudo, Delbem e colaboradores (2010) durante a avaliacao
microbiol6gica de pintado obtido no rio Paraguai, na regido do Pantanal e conservado
em gelo ndo constataram a presenca de Staphylococcus, assim como De Paiva
Soares (2014) que verificaram a auséncia de Staphylococcus coagulase positivo em
todas as amostras filés de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus) durante a verificagao
da sua qualidade microbiolégica durante o armazenamento em gelo.

Na pesquisa de auséncia ou presenca de Salmonella spp., duas das trés
amostras analisadas apresentaram a presenca da mesma, estando fora dos padroes
estabelecidos pela legislacdo, que prevé a auséncia deste patdbgeno em 25g de
alimento. Esse resultado demonstra que o pescado em questéo esta impréprio para
0 consumo, uma vez que bactérias desse género sdo extremamente patogénicas,
podendo causar Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA's).

Bactérias do género Salmonella sp. estdo naturalmente presentes no trato
intestinal de animais de sangue quente e de humanos, portanto no pescado a sua
presencapodeindicarfalhanaobtencédodo pescado e/oufalhas durante amanipulacéo,
na adocao de boas praticas de manipulacdo, acarretando na contaminagao do filé
durante o processamento, através do manipulador, do contato com superficies mal
higienizadas e/ou contaminagdo cruzada (BARTOLOMEU et al., 2011).

Em estudo sobre avaliagdo microbioldgica de pintado obtido no rio Paraguai e
conservado em gelo, Delbem et al. (2010) verificaram a auséncia da Salmonella em
todas as amostras analisadas, resultado associado pelos autores ao cumprimento
dos principios de higiene durante o todo o processo de manipulagcdo do pescado.

Qualidade de Produtos de Origem Animal 2 Capitulo 23



41 CONCLUSAO

Com base nos resultados observou-se que das amostras analisadas de filés de
pintado amazénico comercializados em Cuiaba-MT, duas apresentaram contaminacao
por Salmonella sp., estando impréprias para consumo e podendo acarretar riscos a
saude do consumidor como Doencgas Transmitidas por Alimentos (DTA’s).
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EM CEPAS DE Escherichia coli

RESUMO: Este trabalho teve como objetivo
avaliar o grau de contaminagao por coliformes
na agua e ostras de extrativismo, e verificar o
perfil de resisténcia microbiana em cepas de
Escherichia coli. Foram realizadas coletas de
agua e ostras nas regides de Baixao de Guai
e Capanema, estuario da Baia do Iguape,
BA durante 12 meses para a contagem de
coliformes a 35°C e a 45°C. As cepas de E. coli
apoés identificacao foram submetidas a testes
de suscetibilidade antimicrobiana a diferentes
familias de antimicrobianos. indices mais baixos
de contaminacao por coliformes a 45°C na agua
foi observado no periodo seco tanto em Baixao
do Guai (log de 1,78 NMP/100mL) quanto em
Capanema (log de 1,90 NMP/100mL). Ja nas
ostras se verificou valores mais elevados no
periodo chuvoso, com a regidao de Baixao do
Guai apresentando contagem de log de 3,15
NMP/100g e Capanema log de 2,92 NMP/100g.
Asostrasseencontravam propriasparaconsumo
direto em 53% das amostras, enquanto em 38%
das ostras coletadas em Baixao do Guai e 46%
em Capanema necessitavam de depuracao
antes da comercializagcdo. Apesar de todos as
cepas de E. coli apresentarem resisténcia a
oxacilina, 100% apresentaram sensibilidade

a ciprofloxacina, gentamicina, amicacina,
aztreonam; 97% ao imepenem e ceftriaxona e
93% a sulfametoxazol trimetropima. As aguas

estuarinas da Baia do Iguape recebem esgotos
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domésticos provenientes da falta de saneamento basico na regido e apesar da presenca
de coliformes, a maioria das cepas se mostraram sensiveis aos antimicrobianos
testados.

PALAVRAS-CHAVE: acao antropica, antimicrobianos, oxacilina, coliformes.

MICROBIOLOGICAL QUALITY OF OYSTERS AND WATER AND ANTIMICROBIAL
RESISTANCE PROFILE IN Escherichia coli STRAINS

ABSTRACT: The objective of this work was to evaluate the degree of coliform
contamination in water and oysters extracted from nature, and to verify the microbial
resistance profile in strains of Escherichia coli. Water and oysters were collected in
the regions in the Baixao of Guai and Capanema, estuary environment Bay of Iguape,
BA for 12 months for coliform counting at 35°C e a 45°C. The strains of E. coli after
identification were submitted to antimicrobial susceptibility tests to different families of
antimicrobials. Lower coliform contamination rates at 45°C in water was observed in
the dry season in the Baix&do of Guai (log 1,78 NMP/100mL) while in Capanema (log
1,90 NMP/100mL). In the oysters, it was observed higher values in the rainy season
in region in the Baixao of Guai presented count of log 3,15 NMP/100g and Capanema
log 2,92 NMP/100g. The oysters were fit for direct consumption in 53% of samples,
while in 38% of oysters collected in the Baixdo of Guai e 46% in Capanema needed
to go through the depuration process before marketing. Even though all strains of E.
coli exhibit oxacillin resistance, 100% showed sensitivity to ciprofloxacin, gentamicin,
amikacin, aztreonam; 97% to imepenem and ceftriaxone and 93% to sulfamethoxazole
trimetropime. The estuarine waters in the Bay of Iguape receive domestic sewage, and
poor sanitation in the region and despite the presence of coliforms, most strains were
sensitive to the antimicrobials tested.

KEYWORDS: anthropic action, antimicrobials, oxacillin, coliforms.

11 INTRODUCAO

As cepas de Escherichia colitém sido investigadas em analises microbioldgicas,
visto que sua presenca indica contaminacao fecal, por ocorrer em grande numero
na microbiota intestinal de humanos e animais endotérmicos. Enquanto as cepas
comensais ndo apresentam determinantes especializados de viruléncia e podem ser
benéficas para seu hospedeiro, linhagens de E. coli patogénica tem sido relatadas
como causadora de um espectro de doengas como gastroenterite bacteriana, infec¢des
do trato urinario e corrente sanguinea, trato respiratério e peritbnio (BAKER, 2015;
BAJAJ et al., 2016; POOLMAN e WACKER, 2016).

As infec¢des causadas por diversas E. colipatogénicas, especialmente em casos
de infecg¢des intestinais e extraintestinais sao tratadas com o uso de antimicrobianos.
No entanto, as bactérias a cada ano tém desenvolvido mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos, em decorréncia do seu uso indevido e/ou excessivo. Em muitos
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casos, a resisténcia ocorre pela producéo de enzimas codificadas por genes, que
além de conferir resisténcia aos farmacos, sdo uma forma de poluicdo que entra
no meio aquatico pela liberacdo de bactérias fecais expostas a altos niveis de
antimicrobianos no sistema digestorio (BAJAJ et al., 2016; DIVYA e HATHA, 2018).
Muitas bactérias produtoras de genes de resisténcia sao encontradas em ambiente
hospitalar, em diversos reservatérios ambientais (BLAAK et al., 2014; FRANZ et al.,
2015), alimentos (THORSTEINSDOTTIR et al., 2010; HUSSAIN et al., 2017), peixes
e frutos do mar (DIB et al., 2018).

O langcamento de efluentes no ambiente aquatico atua como via de dispersao
de bactérias resistentes, bem como, pode favorecer a troca de genes de resisténcia.
As cepas resistentes limitam os tratamentos de doencas causadas por infeccoes
bacterianas, representando uma ameaca a saude publica (PITOUT et al., 2009). As
ostras, por exemplo, sdo largamente consumidas in natura e podem causar sérios
riscos a saude humana devido ao seu habito alimentar por filtracdo, sendo comum
o registro de surtos de enfermidades relacionados ao consumo desses bivalves
(MENDES et al., 2004).

A presenca de bactérias resistentes em alimentos é indesejavel, uma vez
que pode constituir um reservatério para a aquisicdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos para o homem (MO et al., 2017). Estudos para detec¢éao de E. coli
em diferentes regides sdo fundamentais para se monitorar a veiculacdo e cepas
resistentes e os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos comerciais. Este
estudo teve como objetivo a avaliagdo do grau de contaminagéo por coliformes na
agua e em ostras de extrativismo, visando o isolamento de cepas de E. coli para
avaliar seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos comerciais.

2 | MATERIAL E METODOS

Foram coletadas amostras de agua e ostras nas comunidades de Baixado do
Guai 12°52'207”S e 38°56’111°0 e Capanema 12°50’876”S e 38°56'032”0 (regides
estuarinas da Baia do Iguape), com periodicidade mensal, durante 12 meses. Ao todo
foram analisadas 39 amostras de agua e 26 de ostras, durante maré vazante para
realizacao da contagem de coliformes a 35°C e a 45°C e isolamento de E. coli. As
amostras foram agrupadas de acordo com a temperatura e pluviosidade da regiao,
e para os meses compreendidos entre maio e outubro foram definidas como periodo
chuvoso, enquanto os meses de novembro a abril foram classificados como periodo
seco. Os resultados foram expressos em log de NMP/100mL para as amostras da
agua e log de NMP/100g para as amostras de ostras.

As amostras de agua foram coletadas em frascos &mbar estéreis com capacidade
para 1000 mL e as amostras de ostras foram realizadas com o apoio de marisqueiras.
Os mariscos foram coletados junto as raizes dos mangues. Em cada coleta foram
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obtidos em média duas duzias de ostras por localidade. As ostras foram armazenados
em embalagens plasticas de primeiro uso e transportadas em caixa isotérmica. A
salinidade, temperatura e o pH foram aferidos durante cada amostragem.

As ostras, apds passarem por uma lavagem em agua corrente foram abertas
assepticamente e, retiradas 25g da massa visceral e adicionadas a 225 mL de
solucao salina a 0,85%. A partir da diluicao 10! foram feitas diluicbes sucessivas até
103. As amostras de 4gua e ostras para a estimativa do Numero Mais Provavel (NMP)
de coliformes a 35°C e a 45°C e presenca de E. coli foi determinada por meio da
técnica de fermentacdo em tubos multiplos em trés etapas: prova presuntiva, prova
confirmatéria e prova bioquimica seguindo a metodologia proposta em Silva et al.
(2010).

A suscetibilidade aos antimicrobianos foi avaliada pela técnica de difuséo de
disco em placas, seguindo a metodologia proposta por Clinical and laboratory stardards
Institute (CLSI, 2003). Para realizacéo dos testes, 30 cepas (12 isoladas de agua e
18 de ostras) de E. coli foram repicadas em meio Triptona Soja Agar (TSA) inclinado
e incubadas a 35°C/24h. Apos esse periodo, uma algcada da cultura foi emulsionada
em 9 mL de solucédo salina estéril 0,85% até que a densidade bacteriana lida no
espectrofotdmetro (modelo Spectrum SP-1105) estivesse no intervalo de 0,08 a 0,10,
a 625 nm, correspondente a densidade 108 UFC/mL. Da solugao, os isolados foram
semeados em placas contendo Agar Mueller-Hinton, com o auxilio de um swab estéril
umedecido na solucdo. Em seguida, os discos de antimicrobianos foram depositados,
com o auxilio de pinca estéril e as placas foram incubadas por 24h a 35°C.

Para o antibiograma foram utilizados discos com antimicrobianos da marca
LABORCLIN pertencentes as familias B-lactamicos — AMO: amoxicilina (10ug), AMP:
ampicilina (10ug), ATN: azetronan (30pg), IMP: imipenem (10ug), CFL: cefalotina
(30ug), CRO: ceftriaxona (30ug), OXA: oxacilina (1ug); Aminoglicosideos — AMI:
amicacina (30ug), GEN: gentamicina (10pg); Quinolonas —NAL: &cido nalidixico (30ug)
e CIP: ciprofloxacina (5ug); Sulfanamidas — SUT: sulfametoxazol-trimetropim (25u9);
e, Tetraciclina: TET: tetraciclina (30ug). Como controle foi utilizada estirpe referéncia
de Escherichia coliATCC 25922. A atividade antimicrobiana foi determinada com base
nas medidas dos halos de inibi¢do, utilizando paquimetro digital. Os resultados foram
interpretados de acordo com os critérios descritos pelo CLSI (2003).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 é possivel observar que os maiores indices de contaminagao por
coliformes a 35°C nas amostras de agua foram obtidos em Capanema no periodo
seco e chuvoso. Para os coliformes a 45°C houve maior predominéncia do grupo de
bactérias no periodo chuvoso. Para as amostras de ostras a regiao de Baixao do Guai
apresentou contagens para coliformes a 35° e a 45°C superiores aos observados
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para as amostras de agua, com contagens de log de 3,15 NMP/100g em Baixao do
Guai e log de 2,92 NMP/100g em Capanema.
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Figura 1. Contagem de coliformes a 35°C e a 45°C em amostras de 4gua e ostras, das regides
de Baixao do Guai e Capanema, Estuério da Bahia do Iguape, BA. BG.col35 = Baixao do
Guai, coliformes a 35°C; C.col35= Capanema, coliformes a 35°C; BG.col45= Baixao do Guai,
coliformes a 45°C; C.col45= Capanema, coliformes a 45°C.

A presenca de coliformes estad associada a grande concentragdo de matéria
organica, o que permite afirmar que no estuario ha descarga de esgoto doméstico,
favorecendo a proliferacdo de coliformes na coluna d’agua (VIEIRA et al., 2007).
A comunidade de Capanema esta situada na porcéao interior da Baia do Iguape,
recebendo um menor aporte de agua salina. Além disso, as coletas foram realizadas
durante a maré vazante e como as comunidades nao dispdem de fossas assépticas,
podem justificar os altos indices de contaminantes.

Segundo Kolm e Andretta (2008), existe uma relacao direta entre as marés e a
densidade de coliformes. Em seu trabalho, realizado no corrego do Perequé, Pontal
do Sul (PR), os maiores valores de coliformes registrados ocorreram durante a maré
baixa. Ramos et al. (2010), analisando amostras de agua e de ostras em alguns
pontos da Baia Sul da Ilha de Santa Catarina, constataram que em regides com baixa
circulagao de agua, os valores de coliformes sdo mais elevados.

A Figura 2 apresenta os resultados obtidos com os testes de resisténcia
microbiana, sendo verificado que todas as cepas de E. coliapresentaram resisténcia a
oxacilina (OXA) e suscetibilidade de 100% a ciprofloxacina (CIP), gentamicina (GEN),
amicacina (AMI), aztreonam (ATN); 97% ao imepenem (IMP) e ceftriaxona (CRO);
93% a sulfametoxazol trimetropima (SUT), e 90% a tetraciclina (TET) e ampicilina
(AMP).
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Figura 2. Suscetibilidade a antimicrobianos das cepas de Escherichia coli provenientes da agua
e das ostras, das regides de Baixao do Guai e Capanema, Estuario da Bahia do Iguape, BA.
(AMO= amoxicilina; AMP= ampicilina; ATN= azetronam; CFL= cefalotina; CRO= ceftriaxona;

IMP= imepenem; OXA= oxacilina; AMI= amicacina GEN= gentamicina; NAL= &cido nalidixico e

CIP= ciprofloxacina; SUT= sulfametoxazol trimetropima; TET= tetraciclina).

Para o antimicrobiano cefalotina (CFL), os resultados foram distribuidos entre
os perfis de resisténcia intermediaria, com 43% dos isolados e sensiveis, com 57%
das cepas avaliadas. Outro dado que vale ressaltar é a resisténcia obtida para a
amoxicilina (AMO), com 77% das E. coli se mostrando sensiveis. Os resultados
de sensibilidade a oxacilina, confirmam que esse farmaco nao € eficiente contra o
crescimento e evolugdo de cepas de E. coli. A resisténcia a oxacilina € atribuida a
presenca de um gene no DNA cromossémico, conhecido como gene MecA, que se
acopla as proteinas ligadoras de penicilina ocasionando uma desativacao (MIMICA
et al., 2007).

Varios antimicrobianos testados se mostraram eficientes no controle total ou
parcial da E. coli. Esses agentes costumam causar alteragdes na parede celular da
bactéria, modificando o equilibrioosmético e promovendo aquebracelular (NIKOLAIDIS
et al., 2014). O alerta, versa sobre o uso rotineiro destes farmacos no tratamento de
infeccdes que acometem a populagcédo, pois tem contribuido veementemente para
aumentar a resisténcia das bactérias aos mecanismos de combate do antimicrobiano.

Evangelista-Barreto et al. (2014) também encontraram valores superiores ao
presente estudo ao analisarem cepas de E. coli isoladas de ostras e sururus na
Baia do Iguape, relataram resisténcia a tetraciclina em 51,9% das cepas, seguida da
ampicilina com 22%. Segundo os autores, o uso frequente desses antimicrobianos no
tratamento de infecgcbes em humanos tem contribuido para a resisténcia ao farmaco.

A presenca de bactérias resistentes no ambiente pode se associar a liberagao de
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antimicrobianos em corpos d’agua, uma vez que, parte do antimicrobiano é absorvido
pelo organismo e outra parte é excretada na urina. A falta de saneamento basico nos
municipios faz com que estes residuos cheguem até os rios e estuéarios. No entanto,
€ importante notar que varios parametros fisico-quimicos ambientais desempenham
papel adicional na prevaléncia de bactérias resistentes. O aumento da salinidade e da
disponibilidade de nutrientes apresentam influéncia inversamente proporcional aos
niveis de cepas resistentes (NA et al., 2018).

Por se tratar de uma regido de estuario, o ambiente do qual a E. coli foi
isolada recebe diversas fontes de poluicao, como aguas de lastro, do escoamento
de aguas pluviais e insumos organicos e até descargas de esgotos hospitalares,
agricolas e industriais. Todos estes fatores contribuem para um ambiente ideal para
a troca de material genético, e, consequentemente, a disseminacao da resisténcia
aos antimicrobianos. Apesar de ser uma problema de saude publica a resisténcia
bacteriana, ainda é negligenciada em termos ambientais e sociais e necessita de
esforcos mutuos que considerem tanto os prejuizos humanos quanto ao ambiente.

41 CONCLUSAO

A regiao estuarina da Bia do Iguape, nas comunidades de Baix&o do Guai e
Capanema sofrem com a contaminacédo por dejetos de origem fecal. A resisténcia
microbiana das cepas de E. coliao antimicrobiano oxacilina € um dado que caracteriza
preocupacao a saude publica, devendo ser disciplinado por critérios farmacoldgicos
guanto ao seu uso no combate a infeccées ocasionadas por essa bactéria nas regides
de Baixao de Guai e Capanema, BA.
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RESUMO: O uso frequente de antibidticos
e promotores de crescimento na criacdo de
animais tem acarretado elevada disseminacao
de bactérias resistentes aos antibi6ticos de uso
veterinario e humano. Um dos microrganismos
afetados por esse uso indiscriminado é a
bactéria Escherichia coli. Este microrganismo
pode ser comensal da microbiota animal,
porém ha diversos sorotipos patogénicos, e
sua resisténcia se torna um problema de saude
publica. Portanto neste estudo, realizamos um
levantamento dos artigos publicados a respeito
da resisténcia dessa bactéria proveniente de
alimentos de origem animal. Para isso, foram
realizadas pesquisas bibliograficas de artigos
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UMA REVISAO SISTEMATICA

publicados no periodo de 2010 a 2019, nas
fontes ScienceDirect e Periddicos CAPES.
No total
cientificas, onde E. coli apresentou resisténcia

foram avaliadas 43 publicagdes

a pelo menos um dos antibidticos testados.
Estes dados mostram a preocupacdo com a
disseminacao de resisténcia a antimicrobianos
na cadeia alimentar.
PALAVRAS-CHAVE: antibioticos,
carneos, microbiota animal.

alimentos

ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF
Escherichia coli FROM FOOD OF ANIMAL
ORIGIN: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT: The frequent use of antibiotics
and growth promoters in animal husbandry has
led to the widespread dissemination of antibiotic
resistant bacteria for veterinary and human
use. One of the microorganisms affected by
this indiscriminate use is Escherichia coli.
This microorganism may be commensal of the
animal microbiota, however there are several
pathogenic serotypes, and its resistance
becomes a public health problem. Therefore, in
this study, we conducted a survey of published
articles about the resistance of this bacterium
from food of animal origin. For this, were
carried out bibliographical researches of articles
published in the period from 2010 to 2019, in the
sources ScienceDirect and Periodical CAPES.
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In total, 43 scientific publications were evaluated, where E. coli presented resistance
to at least one of the antibiotics tested. These data show concern about the spread of
antimicrobial resistance in the food chain.

KEYWORDS: antibiotics, meat foods, animal microbiota.

INTRODUGCAO

Agentes antimicrobianos tém desempenhado um papel importante no
tratamento de doencas e na reducdo da mortalidade, porém, algumas bactérias
desenvolveram mecanismos de resisténcia eficazes contra esses antimicrobianos.
A resisténcia antimicrobiana € o processo de desenvolvimento de um mecanismo de
defesa por microrganismos contra agentes antimicrobianos por meio de mutacao ou
aquisicao de novo material genético.

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae, que habita o intestino de
seres humanos e animais, podendo acarretar infec¢des nosocomiais ou hospitalares
e comunitérias, e é considerado um indicador de contaminacéo fecal em alimentos.
A E. colicomensal, que faz parte da microbiota intestinal, ndo é patogénica e apresenta
um importante papel fisiologico para o funcionamento do organismo, porém, pode
transferir genes resistentes a antibiéticos para diversos microrganismos, como
bactérias patogénicas, especialmente quando expostos a antimicrobianos (OBAIDAT
et. al., 2018; SAHNI et. al., 2019; SKOCKOVA et. al., 2015).

Cepas de E. coli sao altamente capazes de adquirir e transferir genes de
resisténcia a antimicrobianos. A resisténcia de E. coli a alguns antimicrobianos &
comum em animais destinados a alimentacédo humana (SAHNI at al., 2019; SOUZA
at. al., 2016).

O controle de infec¢des causadas por E. coli patogénica tem sido complicado
desde o final da década de 90, devido ao surgimento da resisténcia antimicrobiana.
Alguns antibiéticos como as cefalosporinas, fluoroquinolonas e trimetoprim-
sulfametoxazol sédo frequentemente utilizados para tratar infeccbes comunitérias e
hospitalares causadas por E. coli e a resisténcia a estes agentes é responsavel por
atrasos na terapia apropriada com subsequente aumento da morbidade e mortalidade
(REGINATO; LEAL, 2010).

A presente reviséo sistematica teve por objetivo reunir e analisar as publica¢des
cientificas sobre a resisténcia da E. coli a diferentes antimicrobianos em animais
e alimentos de origem animal. A revisdo sistematica contribui para o entendimento
do mecanismo desenvolvido da E. coli contra os antimicrobianos maus usuais no
referido grupo de alimento. A revisao cita fontes confiaveis e atuais.

MATERIAL E METODOS

Realizou-se uma revisao sistematica da literatura sobre a resisténcia da E. coli
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a diversos antibidticos utilizados em animais destinados ao abate e alimentos de
origem animal destinados ao consumo humano. As bases de dados analisados foram
os Periddicos CAPES e ScienceDirect, no periodo de Abril a Junho de 2019. Foram
utilizados os termos: resisténcia; Escherichia coli; antimicrobianos; e produtos de
origem animal como descritor para a busca dos dados, bem como seu correspondente
na lingua inglesa.

Os estudos elegiveis foram os das bases de dados Medline, ScienceDirect e
Lilacs, nas linguas: inglesa e portuguesa, disponiveis em texto completo. Os idiomas
nao foram utilizados como limitadores e ndo foram realizadas restricbes quanto ao
ano de publicagao.

Utilizaram-se os seguintes descritores, com os termos booleanos, na base
Medline, ScienceDirect e Lilacs: (Escherichia coli ou E. coli ou enterobactérias)
e (Escherichia coli e resisténcia ou Escherichia coli e antimicrobianos ou E. coli e
antimicrobianos ou E. coli e resisténcia) e (produtos de origem animal ou bovinos
ou suinos ou aves). Na base de dados Lilacs, também foram utilizados os termos
supracitados em lingua portuguesa. A busca priorizou publicagdes no periodo de
2010 a 2019.

Osestudos utilizados neste trabalho foram avaliados quanto ao ano de publicagao,
tipo de revista, autores, amostra, metodologia, se foram utilizados antibiéticos como
antimicrobianos e principalmente se nos resultados encontrados houve resisténcia da
E. coli aos antimicrobianos.

RESULTADOS

Foram encontradas 43 publicagdes cientificas relacionadas a resisténcia a
antimicrobianos de E. coli em animais destinados ao consumo humano e alimentos
de origem animal. Destes, 27 artigos foram excluidos por estudarem a alimentagéo
e alojamento de frangos e bezerros, moscas, animais domésticos e seus respectivos
donos, humanos, passaros, estudo post-mortem de suinos e/ou por utilizarem 6rgaos
para realizacdo do estudo, por apresentarem apenas revisao bibliografica sobre o
assunto e por apresentarem-se incompletos. Assim, 16 artigos foram incluidos nesta
revisédo, como apresentado na figura 1.

Descricao dos estudos

A sumarizacdo do estudo esta descrita na tabela 1. Dos artigos utilizados no
estudo, 4 foram realizados no Brasil (25%) e 4 na Coréia do Sul (25%), seguido pela
China, somando um total de 3 estudos (18,8%). Para as demais, foram encontradas 1
publicacédo de cada origem, sendo Canada (6,25%), Arabia Saudita (6,25%), Jordania
(6,25%), Espanha (6,25%), Republica Checa (6,25%).

Os estudos realizados com maior frequéncia foram os que avaliam frangos em
5 das 16 pesquisas (31,25%). Na sequéncia temos as pesquisas envolvendo suinos,
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em que temos 4 artigos avaliados (25%), seguidas de 3 artigos que estudaram bovinos
(18,75%), 2 publicagdes envolvendo estudos em perus (12,5%), 2 estudos em leite
bovino (12,5%), 1 em que ovos de galinha foram estudados (6,25%), 1 estudo em
frutos do mar (6,25%) e 1 estudo em carnes cruas, peixe e alimentos processados
(6,25%). Alguns desses estudos sdo em conjunto, onde em uma das publicacdes os
autores avaliaram frangos e suinos e em outra que foram avaliados suinos, frangos
e perus, simultaneamente.

De uma maneira geral, foram utilizadas técnicas especificas para selecéo de
cepas de Escherichia coli, como a inoculagdo das amostras em placas de agar com o
meio seletivo eosina e azul de metileno, de maneira que as cepas de E. coli fossem
evidenciadas pela coloracao verde-metélica das col6nias formadas.

O método mais utilizado para avaliacéo do perfil de sensibilidade foi 0 método
de difusdo em discos (disco-difusdo), sendo descritos em 12 artigos (75%), somado
a confirmacédo através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccéo
dos genes de resisténcia e identificacdo do DNA gendmico, descritos por 6 artigos
(37,5%).

Estudos relevantes identificados
(n=43)

Excluidos por estudarem a cadeia alimentar,
alimentacio e o local de criacdo (n=9)

Excluidos por incluirem humanos (n=5)

Excluidos por estudarem animais domésticos (n=3)
Excluidos por estudarem incompletos (n= 3)
Excluidos por apresentarem apenas revisdio
bibliograficas (n=3)

Excluidos por realizarem estudo post-mortem e/ou por
utilizarem oérgéos (n=2)

Excluidos por estudarem moseas (n=1)

Excluidos por estudarem passaros (n= 1)
Excluidos por estudarem raposas (n= 1)

Estudos incluidos na revisdo
(n=16)

Figura 1. Fluxograma representando o processo de sele¢do dos estudos incluidos na revisao
sistematica
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As amostras foram inocu-
ladas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) e incuba-
dos a 36°C +1 por 24 hs.
Apb6s incubagdo, o mate-
rial foi inoculado em placas
contendo &gar sangue e
agar MacConkey e incu-
bados. Para a metodologia
bacterioldgica, os isolados
de E. coli foram submeti-
dos ao teste de suscetibili-
dade a 12 antimicrobianos.

Foram isoladas cepas de
E. coli provenientes de sa-
cos aéreos de perus con-
denados por aerossaculite.
As amostras foram coleta-
das por meio de swab. O
perfil de resisténcia foi de-
terminado pelo método de
difusédo em disco.

O método de Kirb-Bauer foi
utilizado pararealizagao do
teste de resisténcia antimi-
crobiana. Foram selecio-
nadas quatro a cinco col6-
nias iguais e emulsionadas
em 4mL de agua destilada
esterilizada, padronizan-
do-se a suspensao para
uma turvacdo. A leitura
dos resultados da sensibili-
dade aos antimicrobianos,
foi realizada medindo-se o
tamanho das zonas de ini-
bicdo de crescimento bac-
teriano com um halémetro,
sendo a cepa bacteriana
classificada em sensivel
ou resistente em funcéo
do didmetro da zona de
sensibilidade padréo esta-
belecida para cada antimi-
crobiano.

Amostras fecais foram co-
letadas por reto e amos-
tras de swabs de profun-
didade na nasofaringe na
chegada dos gados ao
confinamento. O teste de
suscetibilidade foi conduzi-
do usando protocolos que
melhoram os padrdes de-
lineados pelo Clinical and
Laboratory Standards Ins-
titute (CLSI).

60%

92%
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Amoxicilina (96,7%),
estreptomicina  (90%),
enrofloxacina (88,3%),

tetraciclina (71,7%), ca-
namicina (70%), doxi-
ciclina (66,7%), ceftio-
fur (61,7%), cefalexina
(60%), sulfametoxazol/
trimetoprim (58,3%), fos-
fomicina, gentamicina e
norfloxacina (48,3%).

Sulfonamidas (92,8%),
eritromicina (79,5%) e
tetraciclina (75%). Ne-
nhuma cepa foi sensivel
a todos antibibticos.

Todas as cepas de Es-
cherichia coli patogéni-
cas foram resistentes
a carbenicilina, ceftazi-
dina, clindamicina, clo-
ranfenicol, eritromicina,
penicilina e rifampicina.

As cepas apresentaram
resisténcia a ampicilina,
amoxicilina-clavulanato,
cefoxitina, ceftazidima,
ceftiofur, ceftriaxona,
ciprofloxacina, gentami-
cina e trimetoprim-sulfa-
metoxazol.




Carne
crua, peixe
VT/%(C)) Coréiado © alimen-
a sul tos proces-
2012 sados
(2;0H1E4l:l°, China Frangos
BF;I(;%I(;A Brasil Suinos
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Para o teste de suscetibi-
lidade de isolados de E.
coli de origem alimentar,
foram utilizados 20 agen-
tes antimicrobianos, sendo
conduzido pelo método de
difuséo em disco. Os de-
terminantes da resisténcia
antimicrobiana foram de-
tectados por PCR e ana-
lises de sequenciamento,
de acordo com o perfil de
susceptibilidade aos anti-
microbianos dos isolados.
Experimentos de conju-
gacdo foram conduzidos
utilizando o método de cru-
zamento de caldo para de-
terminar a transferibilidade
de genes de integrons e
resistente. A eletroforese
em gel de campo pulsado
(PFGE) foi conduzida para
determinar as relagdes ge-
néticas entre os isolados
de E. coli positivos.

Foram realizados testes
com 540 isolados contra
19 agentes antimicrobia-
nos através do método de
difusdo em discos. A resis-
téncia multidroga foi defini-
da como resisténcia a trés
ou mais classes de agen-
tes antimicrobianos.

Um total de 306 amostras
foram coletadas de fazen-
das rurais produtoras de
carne suina. A E. coli foi
isolada sendo semeadas
em placas de petri con-
tendo Agar Eosina e azul
de Metileno e Agar Mac-
Conkey, evidenciadas pela
coloracéo verde-metalica.
As colbnias caracteristicas
foram submetidas ao teste
de difusdo em disco para
verificar sua suscetibilida-
de antimicrobiana.

91,4%

96,7%

82,96%
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As estirpes isoladas
foram resistentes a
Tetracycline, Strep-
tomycin, Amplilici-
lin, Piperacillin, acido
nalidixico, trimetoprim-
sulfametoxazol,
cefalotina, tobramicina,
ciprofloxacina Cloranfe-
nicol, ampicilina-sulbac-
tam, gentamicina, amo-
xicilina — clavulanico,
cefoxitina.

Uma alta proporcéo de
isolados foi resistente
a tetraciclina (90,6%),
acido nalidixico (80,6%),
ampicilina (77,2%), tri-
metoprim-sulfametoxa-
zol (76,9%) e estrepto-
micina (72,8%). Apenas
3,0% isolantes foi resis-
tente a nitrofurantoina, e
nenhum foi resistente ao
meropenem.

O maior percentual de
resisténcia foi para sul-
fametoxazol associado
a trimetoprim, colistina,
enrofloxacina.
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Os isolados foram carac-
terizados previamente ca-
racterizados foram subme-
tidos a teste de difusdao em
discos para determinacao
da susceptibilidade anti-
microbiana. Os isolados
de E. colitiveram seu DNA
gendmico extraido e foram
submetidos a amplificacao
por PCR.

Primeiramente as amos-
tras foram submetidas
a testes de confirmacéo
através da incubacdo em
meio contendo eosina e
azul de metileno, sendo
entdo, evidenciadas pela
coloragdo merde-metalica
das colbnias. Assim, estas
foram levadas ao teste de
resisténcia antimicrobiana,
conduzidas através do mé-
todo de difusdo em discos.

Um total de 290 cepas de
E. coli foram isoladas de
fezes coletadas de bovinos
de corte. Foi realizado tes-
te de resisténcia a tetraci-
clina em agar MacConkey
contendo o referido com-
posto, as 155 cepas que
apresentaram resisténcia
foram selecionadas para
teste de susceptibilidade
antimicribiana pelo teste
de difusdo em discos. To-
dos os isolados foram tes-
tados por PCR e o DNA
bacteriano foi obtido pela
suspensdo de colbénias
cultivadas em caldo triptico
de soja.

Durante 2008-2015, amos-
tras fecais de galinhas e
porcos de foram coletadas
de fazendas convencio-
nais. Todas essas amos-
tras foram levadas para
laboratorio local e subme-
tidas a isolamento bacte-
riano. As susceptibilidades

a nove agentes antimicro-
bianos foram determina-
das pelo método de sensi-
bilidade a microdiluicdo em
caldo.

65,6%

94,2%

89,20%

(fran-

gos) e

As estirpes estudadas

apresentaram maior
resisténcia a oxacili-
na (99%), lincomicina

(98%) e oxitetraciclina
(97%).

Os isolados apresen-
taram resisténcia a es-
treptomicina  (47,5%),
tetraciclina (45,4%) e
ampicilina (34,2%).

Os isolados resistentes
a tetraciclina detecta-
dos no referido estudo
mostraram  resisténcia
simultdnea a estrep-
tomicina (82,2%), am-
picilina (45,3%), aci-
do nalidixico (32,8%),
cloranfenicol  (28,8%),
trimetoprim-sulfameto-
xazol (25,3%), ciproflo-
xacina (10,3% e genta-
micina (5,5%)

Em geral, a resisténcia a
ampicilina, tetraciclina e
sulfisoxazol foi altamen-
te prevalente entre os

90.00% Isolados de E. coli para
antimicrobianas de E. coli (suinos) frangos e suinos.
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Foram utilizados 180 ovos
de galinha de 45 pacotes
de ovos (contendo 12 ovos
por pacote) comprados em
9 lojas diferentes em cinco
dias diferentes. Cada ovo
foi previamente triturado
em saco de Stomacher
contendo caldo de soja
tripticase, do qual foram
retirados 10mL para ana-
lise de isolamento através
de incubagao em agar con-
tendo eosina e azul de me-
tileno, sendo evidenciadas
pela coloracdo verde-me-
talica e extragcdo do DNA.
A resisténcia a antibi6ticos
de isolados de E. coli foi
determinada pelo método
de difusdo em disco em
agar Mueller-Hinton com
ajuste de cations.

Um total de 322 amostras
de carnes frescas embala-
das individualmente e refri-
geradas foram compradas
em varios supermercados
da Republica Tcheca du-
rante os anos de 2012 e
2013. Foram coletados
swabs superficiais de cada
amostra. A reacado em ca-
deia da polimerase (PCR)
foi utilizada para a detec-
cao de genes que codifi-
cam fatores de viruléncia.

Um total de 2663 produtos
marinhos (971 peixes, 934
moluscos, 652 moluscos
e 206 crustaceos) foram
adquiridos dos mercados
atacadista e varejista. A
selecéo das cepas de E.
coli foram realizadas utili-
zando-se em agar eosina
e azul de metileno. O teste
de suscetibilidade antimi-
crobiana a 16 antimicro-
bianos foi realizado em
179 isolados de E. coli pelo
método de disco difusao
em agar Mueller-Hinton.
Os genes de resisténcia e
DNA genénico foram de-
terminados por PCR.

45,2%

60,9%
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Apresentaram resistén-
cia a ampicilina, cefota-
xima, estreptomicina, te-
traciclina, cloranfenicol,
acido nalidixico, ceftazi-
dima, imipenem, cipro-
floxacina e netilmicina.

Ampicillina, tetraciclina e
acido nalidixico,

Observou-se resisténcia
a tetraciclina (30,7%),
estreptomicina (12,8%),
cefalotina (11,7%), am-
picilina (6,7%), trime-
toprima/sulfametoxa-
zol (6,7%), ticarcilina
(6,1%), acido nalidixico
(5,6%) e canamicina.
(5%).




Um total de 374 isolados
de E. coli de leite mastitico
de leite foram coletados e
4.437 amostras de leite de
vacas em lactacéo de 137
rebanhos leiteiros. A sele-
cao foi realizada por exame

A resisténcia mais fre-
quentemente obser-
vada foi a tetraciclina
(23,3%), seguida pela
estreptomicina (17,1%),
ampicilina (16,6%), neo-

TARK et. Coréiado Leite bo- bacteriano das amostras 71 4% micina (11,8%) e trime-
al., 2017% Sul vino com contagem de células "*7° toprima / sulfametoxazol
somaticas e enviadas para (11,2%). Baixas taxas
testes de susceptibilidade de resisténcia foram ob-
antimicrobiana, que foram servadas para colistina
determinados pelo método (0,5%), cefoxitina (0,8%)
de diluicdo em caldos. O e amoxicilina / &cido cla-
sequenciamento genético vulanico (1,6%).
foi determinado por PCR.
663 amostras de leite de
mastite foram coletadas
em seis grandes fazendas
leiteiras e foram condu-
zidas ao teste de identifi- A maioria dos isolados
cacado e isolamento da E. foi resistente a estrepto-
coli através da técnica de micina (32,9%), canami-
plagueamento em agar eo- cina (37,1%) ampicilina
LIU et. al., China Leite bo- sina e azul de metileno. O (47,1%). Em compara-
20142 vino método de reacéo em ca- céo, a maioria das co-

deia da polimerase (PCR)
foi utilizado para classificar
os grupos fologenéticos.
Setenta isolados de E. coli
foram testados pelo mé-
todo de difusdo em disco
de Kirbye Bauer em agar
MuellereHinton.

letas foi suscetivel ao
cloranfenicol (91,3%), a
ciprofloxacina (81,4%) e
ao sulfafurazol (80,0%).

Tabela 1 - Sumarizacéo dos estudos sobre Escherichia coli resistentes a antimicrobianos,

presente sem alimentos.

Resisténcia da E. coli em animais e alimentos de origem animal

A resisténcia da Escherichia coli a pelo menos um antimicrobiano foi relatado
em todos os artigos pesquisados. O total de cepas que apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos foram relatados por 11 dos 16 artigos encontrados (68,75%).

Dos 16 artigos analisados, 11 apresentaram o percentual de isolamento, sendo
que os maiores foram registrados em frangos e bovinos, com 96,7% e 94,2%,
respectivamente.

Os principais genes de resisténcia aos antimicrobianos foram apresentados por
10 dos 16 artigos, e estédo apresentados na tabela 2.
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Cepa isolada Perfil de resisténcia

gyrA e parC ciprofloxacina
blaCMY-M2, blaTEM-1, gnrS Multirresistencia
blaSHV e blaTEM B-lactamicos
[tet (A) e tet (B)], tet(C), tet(D) e tet(E) tetraciclinas
(catA1 e cmlA) cloranfenicol
[A (A)] eritromicina
[aac (3) -1V] gentamicina
(aadA1) estreptomicina
(sult) sulfonamida

Tabela 2 — Genes de resisténcia e seus respectivos perfis de resisténcia.

Fonte: KOO; WOOQO, 2012; BRISOLA et. al., 2019; ABO-AMER; SHOBRAK; ALTALHI, 2019; RYU et. al., 2012;
SKOCKOVA et al., 2015; SHIN et. al., 2015.

Os demais artigos apresentaram outros genes isolados, porém nao especificaram
a que antimicrobiano conferiam resisténcia (BURGOS et. al., 2016; EGEA et. al.,
2018; LIU et. al., 2014; TARK et. al., 2017).

DISCUSSAO

E. colié uma causa importante de infec¢des no trato urinario, infec¢des entéricas
e infeccdes sistémicas nos seres humanos (REGINATO; LEAL, 2010).

Esta revisao apresentou 16 artigos sobre o estudo da resisténcia da Escherichia
coli de diferentes fontes, sendo em animais ou até mesmo no produto pronto para
consumo.

Este assunto deve ser monitorado, considerando que as E. colienteropatogénica
(EPEC) podem ser isoladas de diferentes fontes como em: alimentos crus e
processados; animais domésticos e silvestres; ambientes naturais como agua, solo e
areia de praia; fezes e solo de abatedouro bovino e fazendas (SOUZA et. al., 2016).

A resisténcia a tetraciclina, estreptomicina (aminoglicosideos) e penicilinas &
comum entre E. coliisolada de alimentos ou animais de origem. A raz&o pode estar
na pressao seletiva antimicrobiana relativamente alta exercida sobre os animais
alimenticios, uma vez que quantidades pesadas de antimicrobianos sdo usados
em fazendas para fins preventivos e curativos. Estes isolados de E. coli podem
subsequentemente colonizar humanos ou podem transferir genes de resisténcia para
outras bactérias durante a passagem pelo trato intestinal (RYU et. al., 2012).

Ha estudo que mostra, através do uso de ciprofloxacina, acido amoxicilina-
clavulanico, co-trimoxazol e fosfomicina, mais uma vez a relagdo sélida entre 0 uso
de antimicrobianos e o0 desenvolvimento de resisténcia para um microrganismo tao
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prevalente quanto a E. coli(EGEA et al., 2018).

Um dos principais fatores de estresse para bactérias patogénicas é o tratamento
antibiotico da infeccdo. A expressao constitutiva de RNA do rprA-antisense pode
induzir a resisténcia a ampicilina em E. coli. A ampicilina é um antibiético que perturba
a parede celular bacteriana durante o crescimento (SAHNI et al., 2019).

Aresisténcia aos antibidticos 3-lactamicos atribuidos a algumas estirpes de E. coli
podem estar relacionados com os genes B-lactamases AmpC mediadas por plasmideo
(por exemplo, tipos CMY), ESBL (por exemplo, CTX-Mtypes) e carbapomeses (por
exemplo, NDM) (REGINATO; LEAL, 2010).

Nas criagdes animais, os antibidéticos podem atingir diretamente o ambiente por
meio das excrecOes dos animais em pastejo ou, entdao, podem ser indiretamente
disseminados ao ambiente pela aplicagcdo de esterco animal no solo. Esta pratica
representa a principal via de entrada de antibi6ticos no ambiente, podendo ocasionar
a contaminacao de ambientes tanto aquaticos quanto terrestres, além de representar
um risco a saude publica por selecionar cepas resistentes que podem colonizar o
trato digestivo humano e transferir genes de resisténcia aos patdégenos.

Cepas com resisténcia a antimicrobianos podem contaminar a agua destinada
para consumo humano e até mesmo para fabricacdo de produtos alimenticios. A
presenca de microrganismos multirresistentes a antibioticos em agua pode favorecer
a disseminacdo de genes de resisténcia para diferentes ambientes e dificultar o
tratamento de doengcas em humanos e animais (REGINATO; LEAL, 2010).

As maiores taxas de resisténcia observadas em aves devem-se ao uso excessivo
de antibidticos no setor avicola industrializado e pelas praticas de criacao extensiva
aviaria. a resisténcia a antibioéticos em isolados de E. coli aviarios € alarmante e a
possivel disseminacéo de tais isolados para humanos e para o meio ambiente torna-
se preocupante (ABBASSI et. al., 2017).

Muitos mecanismos podem ser utilizados pela bactéria para adquirir resisténcia
aos antimicrobianos, dentre eles temos a chamada resisténcia adquirida, que € a
expressao de bombas de efluxo que expulsam moléculas do antibiético do meio
intracelular para o extracelular, impedindo ou dificultando sua ligacdo com o sitio-
alvo, causando, desta maneira, diminuicdo ou supresséo da sensibilidade a multiplos
antimicrobianos ou podem ocorrer mutagdes em um ou mais genes que codificam
regides-alvo (proteinas) destes antimicrobianos (BAPTISTA, 2013; KREWER et. al.,
2012; PETERSON; KAUR, 2018).

O método mais utilizado para o isolamento da E. colifoi o plaqueamento em agar
contendo eosina e azul de metileno, que € um meio para diferenciacdo ligeiramente
seletivo utilizado para oisolamento e diferenciacéo de bacilos entéricos gram-negativos
(enterobactérias e outros bastonetes gram-negativos). Os corantes de eosina e azul
de metileno inibem as bactérias gram-positivas. As coldnias de E. coli fermentam a
lactose presente no meio, que confere uma coloragcéao verde-metalica.

O método de difusdo em discos e microdiluicdo foram relatados nos trabalhos
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utilizados nesta revisdo. As duas metodologias possuem concordancia quanto a
certeza dos resultados, sendo consideradas ideais. A metodologia de disco difuséo
em agar é relevante para ser aplicada na rotina laboratorial, pois € uma técnica facil,
barata, e de confiangca quando comparada ao teste de microdiluicdo em caldo (TARK
et. al., 2017).

O método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi amplamente utilizado
para isolamento e identificacdo do DNA genbmico, e foram somados a técnica
de difusdo em disco. A PCR é um ensaio enzimatico simples, rapido, sensivel e
especifico que permite a amplificacdo de um fragmento de DNA especifico a partir de
um complexo de DNA (FRANCO et. al., 2010; GARIBYAN; AVASHIA, 2013).

Uma grande preocupacdao sado as infeccbes causadas por bactérias
multirresistentes. Na ultima década as bactérias patogénicas que apresentam multipla
resisténcia a agentes antimicrobianos aumentaram significativamente e a propagagao
dessa resisténcia esta relacionada a exposicdo aos farmacos que proporciona a
presséao seletiva necessaria (BARBOSA, 2017).

A contaminacéo de animais de abate e carnes destinados ao consumo humano
por E. coli resistente a antimicrobianos pode afetar de maneira significativa a satde
do consumidor, podendo acarretar diversas doencas.

CONCLUSAO

A presenca de E. coli resistentes a antibioticos utilizados na criagdo de animais
destinados ao consumo humano é amplamente abordado neste estudo, e indica que
pode ser uma importante fonte de contaminacéo.

As técnicas empregadas para identificacdo e isolamento das cepas, bem como
a identificacdo dos genes de resisténcia, determinados pela técnica de PCR, séo
recomendadas e trazem veracidade para os estudos analisados.

Devem ser adotados o uso adequado de antibiéticos na pecuaria bem como
boas praticas de higiene e boas praticas na conservagcdo de alimentos, evitando a
proliferacéo destes microrganismos.

Outro ponto importante € o destino consciente dos dejetos animais, considerando
que muitos agricultores utilizam deste material como adubo, o que pode ocasionar a
contaminacéo de alimentos que sdo consumidos na forma in natura, como legumes
e vegetais.
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RESUMO: A mastite pode causar elevadas
perdas na produgao indices
acima de 50% tornando o leite improprio

leiteira, com

para o consumo devido a alteracbes em seus
componentes e na qualidade microbiologica.
Das 60 vacas estudadas, foram 13 positivas
(65%) em Alegre; 8 positivas (40%) em Guagui
e 10 resultados (50%) em Jerdnimo Monteiro
e, com baixa adequacéao de resultados de CBT
aos padrdes de legislacdo. De modo geral, ndo
apresentaram alteracdes nos componentes do
leite. Os municipios de Alegre e Guagui tiveram
30% dos resultados de CBT em conformidade
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com a legislagcdo e Jer6bnimo Monteiro 100%.
Ressalta-se a necessidade de estudos sobre
possiveis variaveis alterando a composicéao
e a microbiologia do leite no sul do Estado
do Espirito Santo. Com apoio da FAPES/
FUNCITEC, entre UFES e o IF Fluminense —
Campus Bom Jesus do Itabapoana - RJ.

PALAVRAS-CHAVE:
microbiologia do leite, composicéo do leite.

infeccdo intramamaria,

QUALITY OF THE MILK PRODUCED
IN THE SOUTH OF ESPIRITO SANTO
STATE CONSIDERING THE INCIDENT OF
SUBCLINICAL MASTITIS

ABSTRACT: Mastitis can cause milk production
losses with indexes above 50%, making the
milk unfit for consumption due to changes in its
components and microbiological quality. From
the 60 studied cows, 13 were positives (65%)
in Alegre, 8 positives (40%) in Guacui and 10
results (50%) in Jerbnimo Monteiro and, with a
low CBT result adequation to legal standards.
In general, there were no observed alterations
in the milk components. The municipalities of
Alegre and Guacgui had 30% of the CTB results
in accordance with the legislation and Jerénimo
Monteiro 100%. It's emphasized the necessity
of studies about possible variables altering the
milk's composition and microbiology in the south
of Espirito Santo State. With FAPES/FUNCITC's
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support, between UFES and IF Fluminense - Bom Jesus do ltabapoana Campus - RJ.
KEYWORDS: intramammary infection, milk microbiology, milk composition.

11 INTRODUCAO

Com o advento das instrugdes normativas de numeros 51 e 62 do Ministério
da Agricultura, o processo de conservagcao de leite cru passou por modificacoes
consideraveis em favor da qualidade desse produto. Atualmente, a Instrucdo Normativa
namero 76 de 26 de novembro de 2018 revogou a IN n° 62 e veio ajustar ainda
mais a obtencao higiénica do leite reforcando o uso de Boas Praticas Agropecuarias
e plano de qualificacdo de fornecedores de leite que devem estar incluidos no
Programa de Autocontrole dessa matéria-prima (BRASIL, 2018). A conservagao de
leite em temperaturas abaixo de 4°C em tanques resfriadores mantém este produto
em condi¢cées microbioldégicas adequadas até sua industrializacdo, porém, alguns
géneros de microrganismos crescem nessa temperatura causando alteracoes
indesejaveis no leite. As bactérias psicrotroficas sdo capazes de causar perdas
por protedlise e por lipolise no leite. Altas contagens estdo associadas a condigdes
higiénicas deficientes dos equipamentos de ordenha, temperatura de refrigeracéo do
leite inadequada ou periodo longo de estocagem do leite refrigerado (superior a 48
horas). Segundo MOLINERI et al., (2012), dentre as bactérias gram-negativas o género
Pseudomonas spp. é 0 mais frequente sendo psicrotréfico e, comumente encontrado
em agua nao tratada, solo e vegetais, e a partir destas fontes sao introduzidos no
leite como resultado da contaminacé&o do equipamento de ordenha e do exterior do
ubere e dos tetos. Segundo citacbes de GARGOURI et al. (2013) cerca de 15% da
populacdo de mesofilos no leite cru eram bactérias psicrotréficas. As boas praticas
de ordenha podem minimizar os problemas de contaminac&o do leite e atendendo
a uma adequacao de parametros de legislacdo quanto a contagem bacteriana total
(CBT), (NERO et al. 2009; BOZO et al. 2013). A higiene de ordenha torna-se um fator
limitante na qualidade do leite. Segundo MOLINERI et al. (2012) as propriedades cujos
ordenadores nao apresentavam boa higiene das maos durante a ordenha tiveram
uma probabilidade 7,81 vezes maior de ter contagem elevada de psicrotroéficos, tanto
proteoliticos quanto lipoliticos. Ainda afirmam que o sistema de refrigeracéo usado e
seu adequado procedimento de higienizacao tornam-se importantes para a obtencao
de leite com baixas cargas microbianas de psicrotréficos na propriedade, corroborando
os achados de TAFFAREL et al. (2013). Considerando o sistema de armazenamento
e resfriamento do leite, TAFFAREL et al. (2013) obtiveram um menor valor de mediana
para contagem bacteriana de amostras resfriadas a granel quando comparadas ao
sistema de refrigeracéo por imersao e, correspondendo a um menor valor de CBT
de amostras de leite obtidas de ordenhadeira canalizada. Tais fatores contribuem
para menores valores de mastite subclinica como observou GONCALVES (2012).
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MOTTA et al. (2015) concluiram que amostras de leite em desacordo com a legislacéo
eram provenientes de vacas com mastite e de ordenha sem condicbes adequadas
de higiene. Estudos concluidos por TORRES et al. (2015) indicaram que 53,86%
dos animais pesquisados apresentaram mastite subclinica causando alteragcées na
composicao do leite, como concluiram NOGUEIRA et al. (2018). LANGONI (2013)
estudando a qualidade sanitaria do leite verificou que as mastites continuam sendo
um dos principais problemas a onerar a pecuaria leiteira, levando de mesma forma a
perda de qualidade do leite além de proporcionar riscos a saude humana. O presente
trabalho teve por objetivo avaliar as condi¢ées sanitarias dos rebanhos leiteiros do
sul do Estado do Espirito Santo avaliando-se a composicao do leite e suas condi¢des
microbiologicas conforme a legislacao vigente.

2| MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas doze pequenas propriedades leiteiras, contendo de dez a
vinte vacas em lactacdo, com sistema de bezerro ao pé, localizadas nas cidades
de Alegre-ES, Guacui-ES e Jerdnimo Monteiro-ES. A amostragem foi composta
de animais casualmente selecionados no rebanho sendo que cada animal formou
uma amostra com leite dos quatro tetos apds lavagem da regiao das tetas, e estas
desinfetadas com alcool 70°GL tendo sido desprezados os trés primeiros jatos de
leite, coletando-se 20mL de leite de cada teta. Em cada municipio, foram estudadas
vinte vacas em lactacédo, em regime de exploracdao extensiva a pasto e com uma
ordenha diaria, totalizando sessenta amostras. Para as analises fisico-quimicas
foram coletadas amostras individuais aleatoriamente no inicio, meio e final do periodo
da lactacao totalizando 500mL para cada vaca. Foram feitas as seguintes analises
em laboratério: Exame Bacteriologico para mastite conforme QUINN et al. (1994);
Contagem Bacteriana Total (CBT), Determinacéo da acidez, densidade, Extrato Seco
Total (EST); Extrato Seco Desengordurado (ESD) e determinacdo do percentual de
gordura do leite conforme BRASIL (2017). Para analise dos dados, foi criado um banco
de dados no programa Microsoft Office Excel 2010. Os resultados foram analisados
de acordo com as respectivas médias de cada variavel estudada em termos de
percentuais de adequacao conforme PORTO et al. (2015), sendo que o percentual
de adequacao se refere ao percentual do total de amostras totais analisadas que
atendem a legislacédo vigente. Os Quadros resultados obtidos foram comparados aos
valores limites estabelecidos pela Instrucdo Normativa n° 76 (BRASIL, 2018).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando os resultados para mastite subclinica, dos 20 animais estudados
em cada Municipio foram encontrados 13 positivos (65%) em Alegre; 8 positivos (40%)
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em Guacui e 10 resultados (50%) em Jerénimo Monteiro pelo exame bacteriolégico
realizado (Tabela 1).

Valores minimos . % de Adequacao de
MUNICIPIOS e maximos de %efoeé\f;?rtl';e CBT a legislacao
CBT (UFC/mL) gacteri ologico (das amostras de
por municipio cada municipio)
Alegre 1,92x10% a 1,7x10° 65 30
Guagui 14,9x10* a 6,5x10° 40 30
Jerdnimo Monteiro  2,4x10°% a 9,3x10* 50 100

Tabela 1. Valores médios de Contagem Bacteriana Total (CBT) das amostras de leite por
municipio do sul capixaba.

Do total de sessenta vacas analisadas nos trés Municipios foi registrado um
valor de 51,66% positivas para mastite subclinica (31 vacas) que ficou acima dos
33% referidos por SILVA (1999) e proximo aos 56% encontrados por OGOLA et al.
(2007). Embora os percentuais de mastite subclinica tenham sido elevados, no
presente trabalho, ndo foram observadas alteracées expressivas nos teores dos
componentes de leite mastitico e ndo mastitico (Tabela 2). A variagcao dos parametros
do leite mastitico (Tabela 2) pode ser devido a lesao de células epiteliais produtoras
de leite, aumento da permeabilidade vascular alterando niveis de lactose, gordura e
proteina entre outras substancias no leite como observou GONCALVES (2012).

i n (amostras) | Acidez Densidade | Gordura | EST ESD
MUNICIPIOS S, D g/mL % o %
Alegre 20 17,8 1031,2 3,3 12,04 | 8,71
Guacui 20 17 1030,3 3,9 12,58 8,69
Jerébnimo
Monteiro 20 16,5 1030,8 3,4 12,03 8,65
Geral 60 17,1 1030,8 3,5 12,22 8,69
Leite mastitico 31 vacas 16,7 1030,7 3,8 12,51 8,69
'r-ne;ﬁifeem 29 vacas 17.6 1030,9 3.2 1,91 | 868
:é'"}'stleas gg‘ 140a 1028,0a | Minimo | Minimo | Minimo
(”91 ne %6) 18,0 1034,0 3,0 11,40 8,40

Tabela 2. Médias de valores das analises fisico-quimicos das amostras de leite por municipio do
sul capixaba.

Conforme estudo de Bozo et al. (2013), antes da adocéo de boas praticas de
ordenha e de recomendacdes quanto ao tratamento de mastites e a manutencéao
e higienizacdo de equipamentos de ordenha, a contagem bacteriana total (CBT)
média era de 1,36 x 10 UFC/mL e a CCS média, de 1,87 x 10° /mL. Concluiram
também que a aplicagcdo das boas praticas de ordenha, de todas as propriedades
atingiram os padrdes estabelecidos para CBT, com reducdo média de 93,4%. Em
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situagdo semelhante, GARGOURI et al. (2013) registraram alto nivel de numero de
contagem de células de leite em gado tunisiano, provavelmente devido a elevadas
taxas de infeccdo por mastite. TAFFAREL et al. (2013) concluiram que a contagem
bacteriana total (CBT) de ordenha mecanica canalizada apresentou menor CBT com
valor de 259mil UFC/mL" estando em conformidade com os limites previstos pela
IN n° 76 (maximo de 300.000 UFC/mL). Dados estes, quando confrontados com 0s
obtidos no presente trabalho mostraram que somente os rebanhos do municipio de
Jer6bnimo Monteiro-ES apresentaram 100% de adequacéo a legislacéo (IN n° 76)
em termos de CBT. Entretanto, o resultado do teste “gold” para mastite subclinica
(Exame bacteriologico) revelou valores expressivos de mastite no presente trabalho,
correspondendo ao baixo percentual de adequacao CBT (30%) nos municipios de
Alegre e Guagui enquanto que no municipio de Jerénimo Monteiro, com 50% de mastite
subclinica teve valores de CBT 100% dentro dos parametros legais, sugerindo uma
situacéo incomum. LANGONI (2013) verificou que as mastites causam consideraveis
perdas econémicas e risco a saude publica. Conclui que seu monitoramento a partir
da contagem bacteriana total (CBT) e do exame bacterioldgico de cada animal seja
relevante para a preservacao da qualidade do leite. Em trabalho realizado em 2011 o
citado autor e colaboradores observaram que ndo houve diferenca significativa entre
os resultados de unidades formadoras de colénias (UFC) e mastite subclinica na
maioria das propriedades exceto na propriedade com maior valor de CCS (870.000
células/mL) tendo maior prevaléncia desta doenca. Considerando a CBT, no presente
trabalho tal fato pode ser observado no municipio de Jerébnimo Monteiro como foi
descrito anteriormente.

Analisando os componentes fisico-quimicos do leite, de acordo com o trabalho de
RIBEIRO NETO et al. (2012) o teor de gordura com média de 3,7%, foi 0 componente
do leite que apresentou maior variagdo mediante ocorréncia de mastite. Variacéo
esta, proxima ao valor médio de gordura de 3,8% obtido no presente trabalho.
Enquanto que valores percentuais de sélidos totais (ST) tiveram uma variagao nao
significativa entre 12,11+0,72a e 12,12+0,61a acima do valor médio para leite sem
mastite, embora proéximo ao valor médio de 12,51% para leite mastitico do presente
trabalho (Tabela 2).

MUNICIPIOS | n (amostras) | Acidez | Densidade | Gordura | EST | ESD
Alegre 20 60% 95% 65% 70% | 80%
Guagui 20 75% 85% 85% 90% | 85%
Jerbnimo

Monteiro 20 85% 95% 55% 65% | 75%
Geral 60 73,3% 91,7% 68,3% | 75% | 80%

Tabela 3. Percentuais de adequacgéo aos requisitos fisico-quimicos das amostras de leite por
municipio do sul capixaba.
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Os percentuais de adequacéao apresentados na Tabela 3 mostram que mesmo os
valores médios gerais estando de acordo com a legislagao vigente existem requisitos
fisico-quimicos que sendo analisados por municipio tiveram uma adequacao baixa
para alguns componentes do leite, como a gordura e a acidez no municipio de Alegre;
percentuais de gordura no Municipio de Jerénimo Monteiro e valores de acidez no
Municipio de Guagui no Espirito Santo. No geral todos os trés municipios tiveram
um extrato seco total (EST) com valor pouco pronunciado (75%) quando comparado
com os de densidade (91,7%) em termos de adequacéo a legislagdo. Entretanto,
os resultados do presente trabalho mostram uma situagéo incomum pois os valores
gerais dos componentes fisico-quimicos encontrados, por municipio (Tabela 2)
encontram-se dentro dos parametros legais.

41 CONCLUSAO

As propriedades estudadas no presente trabalho tiveram valores elevados de
mastite subclinica e baixa adequacéao de resultados de CBT aos padrdes de legislacao,
de modo geral, n&o apresentando alteracbes nos componentes do leite. Tal situacao
remete a uma necessidade de maiores estudos com relacédo a ocorréncia de mastite
subclinica em rebanhos leiteiros visando evidenciar variaveis que possam interferir
de modo significativo em parametros como CBT e composicéo do leite.
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