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Apresentacao

O IV SIMEALI - SIMPOSIO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS teve como
objetivo a busca por avancos na area de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos,
apresentando temas atuais relacionados a area, especialmente no que se refere a cadeia
produtiva de alimentos, a Industria 4.0 e aos desafios dos novos tempos.

OIVSIMEALI ocorreuentre osdias 11 e 13 de agostode 2021, excepcionalmente
no formato online, devido a pandemia da COVID-19, e contou com a participacao
da Comissdo Organizadora, incluindo o Comité cientifico, composta por trinta e
quatro integrantes: quatorze docentes do ICA/UFMG; seis docentes/pesquisadores
de diferentes institui¢des de Ensino e Pesquisa do Brasil (Embrapa Agroindustria de
Alimentos, UERGS, UESB, USP e UFQG); quatro servidores técnicos administrativos
do ICA/UFMG; oito discentes de Gradua¢do do ICA/UFMG e dois discentes de
P6s-Graduacao do ICA/UFMG.

Colaboraram com o Simpo6sio dezenove conferencistas de diferentes Instituicoes,
na realizacao de seis palestras de temas variados — D.Sc. Fabiana Cunha Viana Leonelli
(FZEA/USP), D.Sc. Fausto Makishi (ICA/UFMG), CEO Gabriel Alves Machado
(FacaAgora), Marta Duran Fernandez (Especialista em Tecnologia da Informacgao),
D.Sc. Nilda de Fatima Ferreira Soares (UFV) e D.Sc. Uelinton Manoel Pinto (USP)
— ¢ na realizagdo de treze minicursos: D.Sc. Alcinei Mistico Azevedo (ICA/UFMG);
D.Sc. Béarbara Santos (PADRONIZA); D.Sc. Christian Dias Cabacinha (ICA/UFMG);
M.Sc. Deborah Lelis (UNIMONTES); D.Sc. Eduardo Spers (USP); D.Sc. Gabriela da
Rocha Lemos Mendes (ICA/UFMG); Eng. Isabela Garcia (Nestlé¢); D.Sc. Junio Cota
(ICA/UFMG); D.Sc. Mariana Zanatta; D.Sc. Rosires Deliza (Embrapa Agroindustria
de Alimentos); M.Sc. Sabrina Ferreira (UNIMONTES); Eng. Veronica Rufato e
Vilson Fogaca (Escola Yokoten).

Nesta edi¢do, contamos com a participacdo de 366 congressistas inscritos,
oriundos de diferentes localidades do Brasil e com a submissdo de 105 trabalhos
cientificos, dos quais 92 foram aprovados e se encontram disponiveis neste E-book.



O processo de avaliagdo foi realizado via Plataforma Even3® e contou com
a colaboragdo de 138 avaliadores de diferentes instituicdes de Ensino e Pesquisa do
Pais, de subareas diversificadas e afins as areas de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de
Alimentos.

O presente E-book esta dividido em seis volumes, correspondentes as areas
tematicas: Biotecnologia de alimentos, tratamento e aproveitamento de subprodutos;
Controle de qualidade: analise sensorial, quimica de alimentos e analise de alimentos;
Engenharia: desenvolvimento, modelagem, simulagdo, controle e automacdo de
processos e operagdes; Nutricdo: alimentos e saude, alimentos funcionais, fortificacao
de alimentos, rotulagem obrigatoria; Seguranca dos alimentos: microbiologia de
alimentos, higiene em industria de alimentos e toxicologia de alimentos; Tecnologia de
alimentos: embalagens de alimentos, desenvolvimento e processamento de alimentos.

Os capitulos possuem como tema central os desafios enfrentados pela cadeia
produtora de alimentos e representam o compartilhamento do conhecimento entre
pesquisadores, professores, profissionais e académicos de Cursos Técnicos, Graduacao
e Pos-Graduagdo das areas de Ciéncia, Tecnologia e Engenharia de Alimentos, Nutri¢ao,
Ciéncias Agrarias e demais areas afins da regido Norte de Minas Gerais e demais
regides do Brasil.

Claudia Regina Vieira
Coordenadora do IV SIMEALI

Instituto de Ciéncias Agrarias
Foto: Claudia Vieira
Novembro de 2021
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sucos de tomate submetidos
ao processamento
ultravioleta de onda curta e
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Capitulo 1

Estudo microbioldgico de sucos de tomate submetidos ao processamento ultravioleta de onda
curta e a pasteurizacio classica

Kassia Héllen Vieira*!; Fabiana Regina Lima?; Regiane de Melo®; Keyla Carvalho Pereira’;

Cassia Duarte Oliveira?; Poliana Mendes de Souza*

Resumo

O tomate ¢ uma hortalica consumida mundialmente, tanto em sua forma in natura, quanto processada.
No mercado, ¢ encontrada uma diversidade de produtos produzidos a partir do tomate, com o intuito
de atender a demanda dos consumidores e esses produtos sdo conhecidos por serem fontes de
nutrientes essenciais a saude. Dentre os diversos produtos, destaca-se os que sdo amplamente
consumidos pela populagdo, como o molho, o extrato e o suco de tomate, que surge como uma
inovagdo. O suco de tomate ¢ um produto alimenticio pratico e saudavel, rico em antioxidantes e
licopeno, que pode prevenir alguns tipos de cancer. Para ser consumido com seguranga, esse alimento
deve atender aos padrdes microbioldgicos para alimentos, com o intuito de ndo gerar danos a satde
dos consumidores. Assim, o objetivo desse trabalho foi realizar a andlise microbioldgica dos
microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli em sucos de tomate submetidos ao
emprego da luz UV-C e pasteurizagdo classica. Foi possivel observar que houve grande efeito da
radiagdo sobre os microrganismos, e que com aplicagdo de 3,6 J/cm? é possivel obter uma redugio
de, em média, 3 ciclos logaritmicos (log) para o Staphylococcus aureus e 4 log para a Escherichia
coli. Foi possivel notar que o tratamento térmico aplicado levou a redug@o na carga microbiana inicial
de, em média, 4 log para os dois microrganismos estudados. Assim, conclui-se que o tratamento UV-
C ¢ uma alternativa viavel ao tratamento térmico em suco de tomate, uma vez que esse tratamento
contribui para manter as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos, além de ser capaz de

eliminar os microrganismos.

Palavras-chave: Escherichia coli. Staphylococcus aureus. Tecnologia emergente. Tratamento
térmico.

' Docente do Curso de Nutri¢do, Curso de Nutri¢do, Faculdade de Saiide e Humanidades Ibituruna - FASI.

2 Doutoranda em Ciéncias de Alimentos, Departamento de Ciéncias dos Alimentos, Universidade Federal de Lavras -
UFLA.

3 Mestra em Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos, Instituto de Ciéncia e Tecnologia, Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri — UFVJM.

4Docente do Curso de Engenharia de Alimentos, Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UFVIM.

*E-mail para correspondéncia: kah-1815@hotmail.com
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Introducao

Consumido a nivel mundial, o tomate (Lycopersicon esculentum L.) ¢ uma hortalica que pode
ser ingerida tanto na sua forma in natura quanto processada. Apresenta em sua composicao
nutricional um alto teor de fibras e de micronutrientes como a vitamina C, vitamina A, acidos
organicos, agucares ¢ minerais como o fosforo, célcio, potassio e magnésio. Além disso, contém
compostos antioxidantes como o licopeno que possui propriedades funcionais devido, por exemplo,
ao seu potencial anticarcinogénico (PEIXOTO et al., 2017).

O extrato concentrado e os molhos sdo os principais produtos obtidos a partir do
processamento de tomate (ARDILES, 2016). A diversificacao dos produtos vem ocorrendo de forma
a adequa-los as necessidades do consumidor, que tende a optar por refei¢des rapidas e praticas. Neste
contexto, o suco de tomate surge como uma excelente inovagdo. Os sucos naturais vém ganhando
espaco na alimentacdo do brasileiro, pois além de fornecer vitaminas e minerais, podem contribuir
significativamente para a preven¢ao de doengas (SOUZA et al., 2020).

Assim, o controle de qualidade desses alimentos ¢ um fator crucial para reduzir os riscos a
satde. Pois quando as normas das legislagdes vigentes ndo sdo adotadas, os alimentos se tornam um
ambiente ideal para a proliferacdo de microrganismos como Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. (SOUZA et al.,2020). Microrganismos estes que sao considerados indicadores de contaminacao
e que podem ser os causadores das Doencas Transmitidas por Alimentos (DTAs) (SOUZA et al.,
2016).

E consenso que a preocupagdo com a seguranga alimentar ¢ uma realidade, tanto para
consumidores quanto para a industria de fornecimento de alimentos e orgdos fiscalizadores.
Problemas de saude publica relacionados a alimentos contaminados apresentam taxas e numeros
elevados, por isso, a importancia de métodos para eliminar os agentes patoldgicos nesses produtos
(BARROS et al., 2013).

Os sucos, em geral, sdo produtos que apresentam alto nivel de manipulacao e contaminagao
por diversos fatores como agua de preparo impropria, inexisténcia de instalagdes sanitarias e de
abastecimento de 4gua potéavel e tratada, o que dificulta a higienizacdo adequada dos utensilios,
equipamentos, dependéncias em que sdo preparados os alimentos, maos dos manipuladores, elevando
assim o risco de transmissao desses patogenos encontrados em alimentos (BARROS et al., 2013). E
para reduzir esse nivel de contaminagdo e ofertar um produto seguro para o consumo, 0S SUCOS
processados sdo submetidos, principalmente, a tratamentos com altas temperaturas como a

pasteurizagao.
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Verifica-se uma busca crescente pelos consumidores por alimentos com caracteristicas mais
proximas dos naturais e com maior vida de prateleira, além da preocupagdo com a qualidade e
seguranga alimentar. Os métodos térmicos de processamento sao formas eficientes de se promover a
estabilidade dos alimentos, porém apresentam as desvantagens de provocar alteragcdes sensoriais e
nutricionais indesejaveis em alguns produtos. Diante disso, surgiram os tratamentos ndo térmicos de
alimentos, objetivando a obten¢do de produtos seguros e a manutencdo da qualidade, quando
comparados aos similares processados termicamente (ZHONG et al., 2005).

Devido a alta capacidade de inativacao microbiana e de enzimas que aceleram a deterioragao
de alimentos, a pasteurizacao térmica ¢ o método mais utilizado para o processamento de alimentos,
inclusive em sucos, aumentando a vida 1til. No entanto, devido ao calor, a qualidade do produto pode
ser afetada negativamente, alterando cor, sabor, reduzindo biodisponibilidade de nutrientes. Em
contrapartida, a radiacdo ultravioleta de onda curta (UV-C), vem sendo amplamente estudada devido
seu efeito germicida e por afetar minimamente a qualidade nutricional e quimica de sucos, por ser um
tratamento ndo térmico (NORNISA; SOMASUNDRAM; RAZALI 2018; RIGANAKOS et al.,
2017; AMANINA et al., 2019). Guerrero-Beltran e Barbosa-Canovas (2004) ¢ Koutchma et al.
(2016) citam que, a luz UV tem como vantagens a ndo geragao de residuos quimicos, ser um processo
frio, a seco, simples, efetivo e de baixo custo em relagdo a outros tratamentos, como a pasteurizagao.

A luz UV-C ¢ o espectro eletromagnético curto entre 200 a 280 nm, e quando utilizada a 253,7
nm € segura para uso no processamento de alimentos, inclusive em sucos € como tratamento
alternativo para diminuir a quantidade de patdégenos. O mecanismo germicida esta relacionado a
danificacdo das estruturas de DNA ou RNA dos microrganismos, impedindo a sua replicacao,
tornando-os inativos e incapazes gerar uma infec¢ao (SHAH et al., 2016).

Considerando o exposto, o presente trabalho objetivou realizar a anélise microbiologica de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli em sucos de tomate submetidos ao processamento com a

luz UV-C e pasteurizagao classica.
Material e Métodos
Obtengdo e preparo das amostras
Tomates no ponto 6timo de maturidade foram adquiridos em comércio local da cidade de

Diamantina - MG. Na producdo do suco, partes iguais de tomate, previamente higienizados, e dgua

foram homogeneizadas em liquidificador doméstico.

O SIMEAUI 13



Os tratamentos empregados foram luz UV-C e pasteurizagdo cldssica e as analises
microbioldgicas foram realizadas no laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha ¢ Mucuri — UFVJIM.
Terminado os processamentos os sucos foram mantidos sob refrigeracao (4 °C) até o momento da

realizacdo das andlises microbioldgicas. As andlises do experimento foram conduzidas em triplicata.
Preparo do inoculo e inoculagdo das amostras

A partir de culturas estoque de Staphylococcus aureus e Escherichia coli obtidas na Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz) e mantidas congeladas na UFVJM, foi realizada a ativagdo através do
descongelamento a temperatura ambiente e incubacdo em 3 mL de caldo nutritivo por 48 horas a
36 °C (ALVES, 2010).

O in6culo foi incubado em suco previamente esterilizado em autoclave a 121 °C por 20
minutos. Utilizou-se 40 pL do in6culo para 10 mL de suco de tomate. Deixou-se o suco inoculado
em estufa a 36 °C por 24 horas para desenvolvimento do microrganismo. Este método foi obtido a
partir de testes realizados com objetivo de atingir nivel de carga microbiana suficiente para avaliar o
efeito de inativacao dos tratamentos utilizados.

Para a realizagdo do experimento, as amostras foram subdivididas em dois grupos

experimentais, um para cada microrganismo estudado.
Tratamento UV-C

Para os tratamentos UV-C, empregou-se o método descrito por Souza e Fernandez (2011),
com algumas adaptagdes. Foi utilizado uma caixa preta fechada, desenhada especificamente para
tratamento de alimentos, equipada com uma lampada UV-C de mercurio de baixa pressdo de 9 W de
poténcia, emitindo um comprimento de onda de 254 nm.

A quantidade de 1,2 mL de amostra do suco de tomate com adi¢do do inéculo foi colocada
em placa de Petri esterilizada, e em seguida a placa foi posicionada a 15 cm de distancia da lampada.
Foi utilizado um agitador magnético, cuja agitagdo foi mantida a 420 rpm com a finalidade de garantir
que a radiacao UV-C alcangasse toda a extensao da amostra. As doses aplicadas de radiagdo foram
0,6, 1,5, 2,2, 3,1 e 3,6 J/cm® nos respectivos tempos de exposi¢io de 5, 10, 15, 20 e 25 minutos. Na

Figura 1 ¢é possivel visualizar de forma esquematica o reator UV-C no qual realizou-se os
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Figura 1 - Esquematizacdo do reator UV-C
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Fonte: Dos autores, 2021.

Pasteurizacdo

A pasteurizacao foi realizada de acordo com a metodologia de Noktehsanj-Avval, Azadmard-
Damirchi e Azimi (2016). Amostras contendo 20 mL de suco de tomate contaminado, foram
colocadas em recipientes de aco inoxidavel e levados a banho de 4gua quente. Apds a temperatura
atingir 72 °C no centro, foi realizada a pasteurizacao pelo tempo de dois minutos. Logo apds, os

recipientes foram resfriados em agua refrigerada (4 °C).
Analises microbioldgicas

No tratamento por radiacdo UV-C, as amostras foram coletadas no tempo 0 (controle), 5, 10,
15, 20 e 25 minutos de exposicao a radiagdo.

As amostras de suco tomate radiadas e pasteurizadas por método convencional, foram
submetidas a dilui¢des decimais de 107!, 102 e 10> em solugdio salina. Apds, executou-se o
plaqueamento de cada dilui¢do com aproximadamente 18 mL de meio de cultura PCA (Plate Count
Agar) e decorridas 48 horas, foi realizada a contagem de UFC/mL. Todas as dilui¢des foram
realizadas em triplicata e os resultados foram calculados em média (TORQUATO, 2007; SILVA et
al.,2017).

Na figura abaixo (Figura 2), esta representado o fluxograma geral de obten¢ao, tratamento das

amostras de suco de tomate e avaliacdo da populacdo de microrganismos sobreviventes.
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Figura 2 - Fluxograma geral de obtengdo, tratamento das amostras de suco de tomate e avalia¢do da
populagdo de microrganismos pés tratamento
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Fonte: Dos autores, 2021.
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Andlise estatistica

Os dados relacionados a pasteurizagao foram calculados e descritos em média. Os dados
obtidos referentes ao processamento UV-C foram submetidos a Analise de Variancia (ANOVA) e
analise de regressdo adotando nivel de significancia de 5% de probabilidade (p-valor <0,05)

utilizando o software Sisvar, versao 5.6 (FERREIRA, 2011), considerando R*>0,80.
Resultados e Discussiao

Na Tabela 1 sdo apresentadas as contagens obtidas para os microrganismos estudados em
funcdo das doses de radiagdo ultravioleta de onda curta (UV-C) e tratamento térmico aplicados ao

suco de tomate.

Tabela 1 - Contagem de Staphylococcus aureus e Escherichia coli obtidas para o suco de tomate
radiado e pasteurizado

Tempo de exposicao Contagens (Log UFC/mL)
Tratamento _
(min.) Staphylococcus aureus Escherichia coli

Controle 0 7,43 7,52
0,6 5 6,71 7,02
1,5 10 5,87 6,44

UV-C (J/cm?)
2,2 15 5,14 5,17
3,1 20 4,77 4,82
3,6 25 4,48 3,15
Pasteurizacao 72 °C 2 3,03 2,92

Fonte: Dos autores, 2021.

A Instrugdo normativa N° 60/2019, que estabelece as listas de padrdes microbiologicos para
alimentos, ndo define limites para os microrganismos aqui estudados em sucos (BRASIL, 2019). Mas,
de acordo com Prado ef al. (2008), hé indicagdes que alimentos com populagdes acima de 6,0 log
UFC/g podem apresentar alteragdes sensoriais, riscos de deterioragdes, intoxicacoes e infecgoes, além

da perda do valor nutricional, tornando-se, portanto, improprio para o consumo humano.
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Pode-se observar um expressivo efeito das doses de radiagdo sobre a populacdo de
microrganismos presentes, sendo que com aplicagio de 3,6 J/cm? é possivel obter uma reducdo de,
em média, 3 ciclos logaritmicos (log) para o Staphylococcus aureus e 4 log para a Escherichia coli.
A parede celular de microrganismos gram-positivos ¢ mais complexa, interferindo diretamente na
eficiéncia do tratamento UV-C. O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria gram-positiva, ao contrario
da Escherichia coli, gram-negativa (MALINOVSKI; ESTORILLO, 2021). Desta forma, justifica-se
menor efeito de inativacao da radiagdo UV-C para o Staphylococcus aureus.

Pereira (2018) em seu trabalho utilizando extrato hidrossoltivel de soja, observou que a
inativagdo devido a aplicag¢do da radiagdo UV-C foi satisfatoria, uma vez que obtiveram uma reducao
da carga microbiana de 6,39 ¢ 2,19 log UFC/mL para Escherichia coli e Staphylococcus aureus
respectivamente, aplicando uma dose de UV-C de 8,28 J/cm?.

Segundo Kim, Kim e Kang (2017) o efeito antimicrobiano da luz UV-C ¢ causado por sua
habilidade de danificar o DNA microbiano, comprometendo suas fung¢des celulares e eventualmente
levando a morte celular.

Pode ser verificado na Tabela 1, que o tratamento térmico aplicado levou a redugdo na carga
microbiana inicial de, em média, 4 log para os dois microrganismos estudados. Mostrando-se mais
eficiente no controle de Staphylococcus aureus submetido a radiacdo UV-C, que levou a redugdo de
aproximadamente 3 log.

Um estudo realizado comparando os tratamentos térmico e UV-C no suco de manga
evidenciou que ambos processamentos reduziram a carga microbiana no suco, assim como no
presente estudo, evidenciando que o tratamento UV-C ¢ uma alternativa viavel ao tratamento térmico
(SANTHIRASEGARAM et al., 2015). Neste mesmo estudo, a pasteurizagdao inativou 100% dos
microrganismos observados e o tratamento UV-C, durante 60 minutos, apresentou uma reducao
significativa de até 45% da carga microbiana inicial.

Nas Figura 3 e 4 sdo apresentadas as curvas de regressao linear obtidas juntamente com suas
respectivas equacdes e coeficientes de determinacdo (R?) para cada microrganismo estudado e
também € possivel observar os efeitos das doses de radiagao aplicadas ao suco de tomate na populacao
de cada um deles.

Para todos os microrganismos analisados foi observada alta significancia (p<0,05) dos
modelos de regressdo estimados, foram encontrados coeficientes de determina¢do com valores
superiores a 0,90, ou seja, as equagdes quadraticas determinadas podem explicar mais de 90% dos
dados, o que indica elevada dependéncia entre as variaveis: dose de radiag@o aplicada e populagdo de

microrganismos presentes.
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Figura 3 — Curva de regressao linear da inativacao de Staphylococcus aureus através do tratamento
uv-C
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Fonte: Dos autores, 2021.

Figura 4 — Curva de regressao linear de inativagdo da Escherichia coli através do tratamento UV-C
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Fonte: Dos autores, 2021.

Ao observar a curva de inativagdo de microrganismos, nota-se claramente uma reducao
significativa da carga microbiana inicial. Essa redugdo da carga microbiana também foi evidenciada
por Yang et al. (2019) ao comparar os efeitos da pasteurizacdo térmica e do tratamento UV-C em

sucos de mag¢a nao concentrada de diferentes variedades. A contagem de bactérias foi reduzida em
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cerca de 99% nas amostras em que foi utilizado o processamento UV-C e naquelas em que foi
utilizada a pasteurizagdo térmica, reduziu-se a contagem para os limites abaixo do que foi possivel
detectar diante do método utilizado.

A inativagdo microbiana ao utilizar o tratamento UV-C em suco tem sido documentada
principalmente em suco de maca, devido a sua alta disponibilidade e também por ser um suco de cor
clara, possibilitando o aumento da profundidade da penetragdo da luz ultravioleta, visto ter sido
documentado maior eficiéncia de descontaminagdo em liquidos claros (TURTOI; BORDA, 2013;
ACEVEDO; SGROPPO; DELLACASSA, 2018).

Dos microrganismos avaliados no presente estudo, a Escherichia coli foi um patéogeno alvo
de diversas investigagdes em sucos processados com o emprego da luz UV-C, devido a sua alta
capacidade de causar doencas de origem alimentar (KEYSER et al., 2008; OTEIZA et al., 2005;
GOUMA et al., 2015; USAGA; WOROBO, 2018). Um estudo realizado por Ngadi, Smith e
Cayouette (2003) que avaliou a inativagdo desse microrganismo em suco de maga, demonstrou uma
redugio de 4,5 log para uma dose de luz UV de 0,3 J/cm? e que, conforme a dose aplicada aumentou,
ocorreu a inativagdo desse patdogeno aumentou em 4,8 log. Além disso, demonstrou que quanto mais
transparente o suco, maior eficdcia na inativa¢do desse microrganismo, assim como também foi
documentado por Acevedo, Sgroppo e Dellacassa (2018).

Percebe-se que a pasteurizagao foi mais eficiente, neste caso, mas pode-se observar potencial
efeito da radiacdo ultravioleta-C sobre a diminuicao da carga microbiana inicial, devendo levar em
consideragdo as vantagens proporcionadas pela utilizacao da radiagdo UV-C em relagdo ao tratamento
térmico, por ser um processamento a frio e que, como citado por Filho e Borges (2020), permite a
manutengdo das caracteristicas mais proximas ao alimento fresco, sem promover tanto impacto nas

caracteristicas sensoriais como aroma, cor, sabor, perda de vitaminas e minerais termolabeis.
Conclusiao

Observou-se que a pasteurizagdo permitiu uma diminui¢do maior do que 60% da populagao
inicial de ambos os microrganismos estudados, confirmando e ressaltando, de acordo com os dados
documentados na literatura, a eficiéncia deste tratamento na descontaminagdo de alimentos. Além
disso, pode-se perceber que a radiagdo ultravioleta de onda curta mostrou um efeito consideravel na
reducdo da populacdo dos microrganismos Staphylococcus aureus e Escherichia coli em suco de
tomate. Os melhores resultados foram observados quando aplicado a maior dose de radiacdo, 3,6

J/em?, permitindo inferir que o processamento com a luz UV-C é uma alternativa viavel ao tratamento
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térmico, fornecendo um produto com caracteristicas sensoriais e nutricionais semelhantes ao produto
fresco, além de apresentar atividade antimicrobiana. No entanto, recomenda-se estudos adicionais
para um maior conhecimento dos efeitos da radiagdo UV-C como fator antimicrobiano no alimento,
principalmente relacionados aos microrganismos especificamente estudados no presente trabalho,

visto que a literatura sobre a utilizagdo dessa tecnologia emergente em sucos ainda ¢ escassa.
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Resumo

O leite e seus derivados sdo alimentos ricos em nutrientes, frequentemente expostos a condigdes
favoraveis para a sua contaminacdo e para a proliferacdo de microrganismos. Por este motivo, os
b
programas de qualidade devem abranger toda a cadeia produtiva, desde a ordenha até o comércio do
produto final. Os estabelecimentos varejistas devem atuar de forma a manter a qualidade e a
inocuidade dos produtos lacteos a fim de atender as expectativas dos consumidores. O presente estudo
avaliou 15 estabelecimentos comerciais (supermercados e mercados) que armazenam, manipulam,
fracionam e expdem a venda laticinios quanto ao nivel de implantacdo dos programas de qualidade.
Para isso, foi elaborada uma lista de verificacdo contendo 136 pontos de averiguacao, divididos em
13 itens. Os estabelecimentos foram avaliados e classificados, segundo o percentual de atendimento
a legislagdo, em “o0timo”, “bom”, “regular”, “ruim” e “péssimo”. Os resultados demonstraram que
26,6% dos estabelecimentos foram classificados como “6timo” e 60% como “bom” na média geral
b
de itens que atendem a legislagdo. Nenhum estabelecimento foi classificado como “péssimo”. O
percentual de “6timo” e “bom” também prevaleceu quando se avaliou a classificacdo dos
estabelecimentos segundo as adequagdes de cada um dos 13 itens da lista de verificagdo. Porém, foi
possivel observar falhas importantes que podem comprometer a qualidade higiénico-sanitaria dos
produtos finais e afetar a satide dos consumidores. Assim, devem ser intensificadas as acdes de

controle da implementacdo dos programas de qualidade, de treinamento dos colaboradores e de

fiscalizagdo pelos 6rgdos de inspecao.
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Introducao

O leite e seus derivados sdo alimentos indispensaveis na alimentagao humana, pois constituem
fontes de nutrientes importantes para a promogdo da satide (GOMEZ-CORTES; JUAREZ; DE LA
FUENTE, 2018). Entretanto, essa composi¢do nutricional favorece a multiplicagdo de
microrganismos indesejaveis, deteriorantes e patogénicos, que podem comprometer a qualidade ou
levar a problemas de saude publica (LIMA et al., 2016).

A contaminag¢do pode ocorrer durante toda a cadeia produtiva, iniciando na propriedade rural,
pela falta de higiene na ordenha ou de sanidade animal, ou pela precariedade do armazenamento, seja
em funcdo do tempo ou da temperatura de refrigeracdo, e ainda, pela falta de infraestrutura no
transporte. Em seguida, podem ocorrer falhas no seu processamento e na manipulag@o na industria e
posteriormente durante a sua distribui¢do e exposi¢ao a venda (SALVADOR et al., 2012).

O leite para consumo direto e os derivados lacteos podem ser contaminados de diferentes
formas na industria e no comércio. Equipamentos e utensilios nas areas de manipulagdo podem ser
fontes de contaminagdo, bem como as maos dos manipuladores, as embalagens, a dgua e os
ingredientes, além do armazenamento em temperaturas inadequadas que contribui para o
desenvolvimento microbiano (CHACON, 2018).

Os estabelecimentos de varejo, principalmente os supermercados, sdo responsaveis pela
manipulagdo e pelo armazenamento de grande quantidade de alimentos, constituindo o principal elo
entre a industria e o consumidor (RIOS, 2012). A gestdo da qualidade de forma eficiente e eficaz ¢
fundamental para minimizar os riscos de contaminacao dentro dos seus setores, principalmente os de
fatiamento e refrigeragdo, e para oferecer produtos seguros e de qualidade para a populagdo (JORGE;
BARBOSA; BUCCIOLI, 2018; SILVA; LEMOS FILHO; MANICOBA, 2018).

A implementacdo de programas de qualidade nos estabelecimentos comerciais ¢ uma
exigéncia legal. Estes devem estar descritos na forma de manuais e procedimentos (BRASIL, 2004)
acessiveis a todos os colaboradores da empresa e disponiveis as autoridades sanitdrias, quando
requeridos. Assim, a sua auséncia pode resultar em autuagdo do estabelecimento pela Vigilancia
Sanitaria (VISA) ou por outro orgdo fiscalizador (VIEIRA et al., 2020).

O controle da qualidade de produtos de origem animal no comércio segue diversas normas da
legislagdo brasileira e inclui os programas de Boas Praticas de Fabricacao (BPF) (BRASIL, 1997), os
Procedimentos Operacionais Padronizados (POP) (BRASIL, 2002) e a Andlise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC) (BRASIL, 1993). Esses programas t€ém como objetivo garantir que o
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alimento seja manipulado, armazenado, transportado e exposto a venda com total seguranca, e dentro
dos padrdes higiénico-sanitarios (BUZINARO; GASPAROTTO, 2019).

Para a garantia da qualidade e da seguranca dos alimentos ¢ necessario um monitoramento
constante em todas as etapas, de maneira que a qualidade e a inocuidade dos produtos sejam mantidas
ao longo da cadeia produtiva (ALVES; SILVA; CHIARELLO, 2018). A lista de verificagdo (LV) ¢
uma importante ferramenta para auxiliar em auditorias, fiscaliza¢cdes, monitoramentos e verificacdes,
que permite um diagnostico eficiente e eficaz das nao conformidades, bem como a identificagao dos
processos envolvidos e das limitagdes do estabelecimento (TEIXEIRA, 2017).

A LV deve ser especifica para a etapa da cadeia e para o processo que se deseja avaliar. Dessa
forma, pode ser empregada na industria de laticinios para verificar o nivel de implementagdo dos
Programas de autocontrole (BENEDITO JUNIOR et al., 2019), no transporte (LOBATO et al.,
2020a) e em supermercados (LOBATO et al., 2020b).

Nesse contexto, considerando a importancia da etapa de comercializagdo para a qualidade e
a inocuidade de leite e derivados, o objetivo desse trabalho foi avaliar o nivel de implementagdo de
programas de qualidade na manipulagdo e na exposicdo a venda de laticinios em supermercados, a

partir da aplicacdo de uma LV elaborada de acordo com a legislacdo vigente.
Material e Métodos

Foram selecionados 15 estabelecimentos varejistas (supermercados e mercados) que
armazenam, manipulam, fracionam e comercializam laticinios na regido de Campo das Vertentes e
na Zona da Mata Mineira no estado de Minas Gerais.

Foi elaborada uma LV, por meio de pesquisa qualitativa documental, para avaliar o nivel de
implementag¢do dos programas de qualidade. Realizou-se andlise de sites eletronicos da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA) e do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) para levantamento de legislagdes vigentes e documentos oficiais, além de
artigos nacionais € internacionais na area.

A LV foi estruturada em critérios de avaliagcdo divididos em 13 itens: (1) area externa, (2)
residuo, (3) recebimento, (4) armazenamento seco, (5) cdmara de resfriados e cadmara de congelados,
(6) sala de manipulacao, (7) ilhas/balcdes/geladeiras, (8) higienizagdo, (9) manipuladores, (10)
sanitarios e vestiarios, (11) agua, (12) controle integrado de pragas e vetores (CIPV) e (13)
documentagdo. Cada um dos 13 itens foi composto por diversos subitens, assim, a LV utilizada neste

trabalho continha 136 pontos de verificagao dos setores de laticinios dos estabelecimentos varejistas.
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A coleta de dados por meio da LV foi realizada durante o funcionamento dos
estabelecimentos, sem aviso prévio. Foram avaliados todos os locais onde havia laticinios sendo
manipulados, fracionados, embalados, armazenados e expostos a venda. Foram verificados todos os
136 itens da LV, respondendo “sim” para os requisitos que estavam em conformidade com a
legislacdao ou “ndo”, para aqueles que se encontravam ndo conformes. Quando a informag¢ao ndo era
aplicada as atividades, foi considerado “ndo se aplica” (NA). A resposta NA também foi utilizada em
situagdes quando o estabelecimento em questdo nao possuia obrigatoriedade em cumprir o requisito
avaliado.

Os estabelecimentos foram classificados quanto ao nivel de adequagdo, segundo BRASIL
(2002). Dessa forma, o percentual de adequacdo a legislacdo foi calculado considerando os itens
julgados (total de itens conformes e ndo conformes) e os atendidos (conformes). Para os itens com
resposta “sim”, foi atribuido o valor um (1) e para os itens cuja resposta foi “ndo”, o valor zero (0).
As respostas NA ndo foram consideradas no célculo. O percentual de adequagao foi entdo calculado
dividindo o total de itens atendidos pelo total de itens julgados e multiplicado por 100.

Considerando os percentuais de atendimento encontrados, os setores de laticinios dos
estabelecimentos comerciais foram classificados em 5 categorias distintas. Assim, foi considerado
“Otimo”, o estabelecimento que apresentou entre 91 e 100% de adequagdo, “Bom” quando foi
observado entre 70 e 90%, “Regular” entre 50 e 69%, “Ruim” de 20 a 49% e “Péssimo” de 0 a 19%
(STANGARLIN et al., 2013).

Resultados e Discussao

E possivel observar na Tabela 1 que, dentre os setores de laticinios dos estabelecimentos
comerciais, 26,6% (4) foram classificados na média geral de itens que atendem a legislacdo como
“6timo” (91 a 100% de adequagdo) e 60% (9) como “bom” (70 a 90% de adequacgdo), o que significa
que 86,6% (13) dos supermercados e mercados avaliados tém controle da implementagdo dos
programas de qualidade. Ao contrario, 12,12% (2) obtiveram classificacao “regular” (50 a 69% de
adequacdo) e “ruim” (20 a 49% de adequagdo). Nenhum estabelecimento foi classificado como
“péssimo” (0 a 19% de adequagdo).

Os estabelecimentos comerciais classificados como “6timo” (Tabela 1) possuem programas
de qualidade implementados de forma adequada, contam com a colaboracdo dos funcionarios e
proprietarios comprometidos e recebem visitas frequentes do responsavel técnico (RT). E importante

ressaltar que os programas de qualidade requerem monitoramento e melhorias continuas, por isso, o
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atendimento a 100% dos itens, embora seja um nivel considerado ideal, ¢ muito dificil de ser obtido
e mantido no dia a dia do estabelecimento. Isto ocorre porque os problemas acontecem e devem ser
resolvidos diariamente. Um programa eficaz ¢ aquele onde as empresas conseguem evitar ou corrigir
as falhas no momento em que elas ocorrem (LOBATO, 2018).

Quando se avalia a classificacdo dos estabelecimentos segundo as adequagdes de cada um dos
13 itens da LV (Tabela 2), verifica-se que os resultados sdo condizentes com o obtido na classificacao
geral, ou seja, houve um percentual elevado de itens e subitens que atendem a legislagdo. Entretanto,
esta ndo ¢ uma situacdo observada comumente em estabelecimentos comerciais que manipulam
produtos lacteos (ANDRE; STURION, 2015; VALENTE; PASSOS, 2004). Porém, cabe ressaltar
que a maioria dos estabelecimentos avaliados neste trabalho ¢ composta por supermercados de grande
porte, mais estruturados. Além disso, foram avaliados somente os setores onde se manipula, fraciona,
armazena ou expoe a venda leite e derivados.

No item (1) area externa, 73,3% (11) dos estabelecimentos atingiram classificacdo 6tima
quando foram avaliadas auséncia de focos de insalubridade, de lixo, de objetos em desuso, de animais,
insetos e roedores, além da estrutura fisica (cascalho, grama, piso, etc.). Por outro lado, 26,6% dos
estabelecimentos tém dificuldade em manter a area externa livre de acimulo de caixas de papelao,
lixo, animais domésticos como gatos e cachorros, além de passarinhos, pombas, pragas e roedores.

Avaliando o sistema de descarte de residuos (item 2) foi possivel observar que 40% (6) dos
estabelecimentos tém um sistema de controle de residuos, ou seja, ha recipientes para coleta de lixo
no seu interior, de facil higienizacdo e transporte, devidamente identificados e higienizados
constantemente. Foi verificado o uso de sacos de lixo apropriados e, quando necessario, recipientes
tampados com acionamento ndo manual. A maioria dos estabelecimentos possuia coleta de produtos
especiais, que ndo podem ser jogados no lixo comum, como os pereciveis. Estes estabelecimentos
também possuem local proprio e adequado para o armazenamento externo do lixo, protegido de
chuva, de sol, do acesso de pessoas estranhas e de animais domésticos e roedores, provido de ponto
de 4gua e ralo, e livre de odores ou incomodo a vizinhanga.

No item (3) recebimento dos produtos lacteos foram analisadas a area fisica da recepcao do
estabelecimento, a forma com que os alimentos sdo transportados e as a¢cdes dos funcionarios durante
o recebimento. Apenas 26,6% (4) dos estabelecimentos obtiveram nota maxima neste item,
entretanto, o somatodrio das classificacoes “6timo” e “bom” foi de 59,9% (9). Apesar disso, percebe-

se que ainda ha grande dificuldade no controle do recebimento de produtos.
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O maior entrave no atendimento a este item ocorre em supermercados de pequeno porte onde
ndo existe estrutura fisica apropriada para o recebimento de mercadorias. Muitas vezes, chegam em
veiculos que nao mantém temperatura adequada, a rea de recepgao ndo possui prote¢ao contra chuva,
sol e poeira, nem esta livre de materiais ou equipamentos em desuso, o que pode afetar a qualidade
do produto (BRASIL, 2004).

Quando foi avaliado o armazenamento seco (item 4), verificou-se que mais da metade dos
estabelecimentos, 64,2%, (9) realizam adequado controle do estoque, tendo sido classificados como
“O6timo”. Os alimentos sdo armazenados de forma organizada, em local limpo, livre de pragas,
entulhos e material toxico, separados por categorias, sobre estrados fixos ou moveis, distantes 40 cm
das paredes e entre pilhas e 60 cm do forro. Os produtos possuem embalagens integras, de
identificacdo visivel e com dados necessarios para garantir a rastreabilidade e a validade. Todos os
estabelecimentos identificam os produtos destinados a devolugdo ou ao descarte e armazenam em
locais apropriados. Materiais de limpeza ou similares sdo armazenados separadamente dos alimentos.

A disposi¢do dos produtos no armazenamento deve obedecer a data de validade, ou seja,
aqueles que vencem primeiro devem ser posicionados de forma a serem consumidos primeiro. Apenas
20% dos estabelecimentos ndo cumpriam este item. Isto pode levar a presenga de alimentos vencidos
no estoque, com consequente contamina¢do cruzada e utilizagcdo de produtos fora da validade,
acarretando em problemas de qualidade e até mesmo sanitarios (MACHADO, 2000).

Foi observado que 74,9% dos estabelecimentos foram classificados com “6timo” ou “bom”
no item (5) camaras de resfriados e congelados, que armazenam produtos lacteos. Neste item foram
avaliados quesitos como a organiza¢do das camaras, a auséncia de produtos vencidos, improprios
para o consumo ou de diferentes categorias, a iluminacao e as instalagdes elétricas, o emprego da
ferramenta “primeiro que vence, primeiro que sai” (PVPS), a veda¢do adequada da porta, a presenca
de paletes de material lavavel e o afastamento das paredes, a temperatura de armazenamento, a
presenca de termometro externo e a estrutura geral das cdmaras. As principais ndo conformidades
apresentadas foram a inexisténcia de meios capazes de controlar a temperatura dos equipamentos € a
presenca de caixas de papeldao em local inadequado, ndo segregado e livre de umidade.

Outros trabalhos verificaram temperaturas de armazenamento inadequadas em supermercados
na cidade de Cascavel - PR (PEDROSO; BERNARDINO, 2016) e em Porto Alegre - RS
(GOTTARDI, 2006), inclusive com relagdo a presenca de termdmetro e ao controle da temperatura
por meio de registros. O tempo e a temperatura de armazenamento sao fatores imprescindiveis para
a seguranca microbioldgica dos alimentos, por este motivo, devem ser devidamente monitorados e

controlados por meio de ferramentas adequadas (LOBATO, 2018).
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Para o item (6) sala de manipula¢do de produtos lacteos, 33,3% (5) dos estabelecimentos
foram classificados como “6timo” e 46,6% (7) como “bom”. A ndo conformidade mais frequente foi
a auséncia de sala climatizada para a manipulacao dos produtos.

Foram verificados neste item: a estrutura fisica da sala; a presenca de local correto e
identificado de estocagem de material de limpeza de uso diario; a temperatura das salas refrigeradas
(7 a 10°C); se havia lixeiras acionadas por pedal; se o local de manipulagdo possuia pia exclusiva para
lavagem das maos, dotada de sabonete liquido, antisséptico, papel toalha ndo reciclado e cartazes
orientando sobre a lavagem e desinfeccdo das maos; se os utensilios utilizados estavam em bom
estado de conservacdo, sem ranhuras ou amassamentos e se eram higienizados antes ¢ apds 0 uso; se
havia fatiador exclusivo para produtos lacteos; e requisitos relacionados com produtos fracionados
(etiqueta/identificagdo/rastreabilidade, correta manipulagdo, armazenamento, respeito as
especificagdes dos fabricantes, remanipulagdo, descongelamento e recongelamento).

A rastreabilidade dos produtos nos supermercados ¢ de extrema importancia para que seja
possivel acessar todo o histérico do alimento, sua identificacdo e localizacdo, além de permitir a
identificacdo da origem do produto fracionado. Dessa forma, caso necessario, o recolhimento pode
ser feito de forma eficiente e eficaz (FREIRE; SHECAIRA, 2020).

Nas ilhas, balcdes e geladeiras que expdem os produtos lacteos (item 7) foram avaliados se os
equipamentos de refrigeracdo ou congelamento estavam de acordo com as necessidades e tipos de
alimentos armazenados, conforme estabelecido pelo fabricante. Se havia termostato visivel, assim
como o estado de conservagao dos produtos (embalagens integras, com identificacdo visivel e dados
para rastreabilidade), a separag@o por categorias e a estocagem abaixo da linha de carga.

Foi verificado que 86,6% (13) dos estabelecimentos possuiam controle dos produtos
armazenados em ilhas, balcdes e geladeiras e foram classificados como “6timo” ou “bom”. Apenas
um estabelecimento recebeu classificacdo “ruim” pelo fato de ndo possuir controle da temperatura,
por ndo manter os equipamentos em bom estado de conservacdo e pela falta de procedéncia
(rastreabilidade) dos produtos. A falta de condicdes fisicas e sanitarias ou de manutencdo dos
equipamentos geradores de frio pode contaminar os derivados lacteos ou contribuir para proliferacao
microbiana afetando a qualidade e a seguranga do alimento (SIMOES; KORDIAK, 2016).

Em pesquisa realizada em supermercados da cidade de Imperatriz - MA, foi observado que
40% dos balcdes que expunham produtos lacteos a venda apresentavam péssimo estado de
conservagao e 20% ndo possuiam termostato. Para manter a qualidade de alimentos pereciveis ¢

necessario que as temperaturas dos balcoes refrigerados sejam mantidas na faixa aceitavel para cada
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tipo de produto. Isso pode ser alcangado com o uso de termostatos aferidos, calibrados, além de
manutengdo preventiva e corretiva dos equipamentos (MACEDO et al., 2000).

O item (8) higienizagao dos setores onde se armazenam, expoe ou manipulam os produtos
lacteos possui grande relevancia. Para sua avaliagao foram observados a higienizag¢ao de todo o setor
de laticinios dos supermercados (paredes, piso, portas, telas, janelas, pias, tanques, lixeiras e
bancadas), de equipamentos, moveis e utensilios (facas, balcdes, geladeiras, ilhas, cAmaras, fatiadores
de frios, tabuas e seladoras), assim como a frequéncia de limpeza e desinfec¢dao e se os produtos
utilizados eram adequados para o propdsito, registrados e sem odores.

Verificou-se que mais da metade (66,6%) dos setores de laticinios dos estabelecimentos
atingiram a classificagdo de “6timo” ou “bom”. Porém, neste quesito ha um fato importante, pois,
houve estabelecimento que obteve ndo conformidade em todos os aspectos relacionados a este item,
0 que gera uma preocupagdo com a qualidade do produto oferecido ao consumidor.

O maior nivel de ndo conformidade relacionou-se a higienizacao de equipamentos e utensilios
a cada troca de produto, seja pela variagcdo da categoria (por exemplo, produtos lacteos e carneos) ou
da marca, onde ndo h4 higienizacdo intermediaria de facas, tdbuas, fatiadores, dentre outros.

No comércio, o fracionamento constitui uma etapa critica, onde os queijos que chegam das
industrias sdo fatiados ou fracionados em por¢des menores. Grande quantidade de alimentos sdo
manipulados e, muitas vezes, sem o controle necessario, estando sujeitos a contaminagdo cruzada,
tanto pelo manipulador, quanto pelos utensilios e equipamentos mal higienizados (EMERIM, 2017).

Em estudo realizado em supermercados de Porto Alegre - RS, 60% possuiam fatiadoras de
uso especifico para queijos ou produtos carneos. Porém, a higienizacdo dos equipamentos entre o uso
para diferentes marcas de produtos carneos ou de queijos ndo era realizada, pois consideravam nao
haver necessidade, uma vez que os alimentos pertenciam a mesma categoria (GOTTARDI, 2006).

A avaliacdo de manipuladores que trabalham diretamente com produtos lacteos (item 9)
mostrou que 93,2% dos estabelecimentos foram classificados como “6timo” (86,6%) e “bom” (6,6%).
Possuiam manipuladores uniformizados, treinados frequentemente e que utilizavam equipamentos de
protecdo individual (EPI). Apenas um estabelecimento obteve “ruim” como classificacdo devido a
dificuldade em ministrar treinamentos e ndo possuir uso adequado de uniforme e asseio pessoal.

Neste item foram avaliados o treinamento periddico de manipuladores, o controle da saude, a
limpeza ou higiene (colaboradores asseados, com unhas curtas e limpas, sem adornos, esmalte,
maquiagens e piercings), a higienizacdo de maos, a auséncia de ferimentos, a utilizagdo de uniformes
de cor clara, limpos e bem conservados, sapatos limpos e fechados, os cabelos protegidos com toucas

ou redes, sem barba ou bigode e a utilizacdo de EPI.
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A maioria dos estabelecimentos possuia sabonete neutro bactericida ou alcool em gel 70%,
porém, em muitos deles os funciondrios utilizavam detergente neutro para a limpeza das maos, pelo
fato de possuir melhor acao desengordurante. Gottardi (2006) também verificou o uso de detergente
neutro em supermercados de Porto Alegre — RS, associados ou nao a sanificante em concentragao
desconhecida. A auséncia de utilizacdo de sanitizantes adequados pode resultar em falhas na
higienizacdo das maos e no aumento da contaminagdo cruzada durante a manipulagdo dos alimentos.
O treinamento de funcionarios ¢ fundamental para o sucesso deste quesito (LOBATO, 2018).

O uso de uniformes nao foi verificado em apenas um estabelecimento. Vidal-Martins et al.
(2013) também verificaram percentuais elevados de uso de uniformes, cerca de 85% dos funcionarios
do supermercado, ¢ 77% estavam limpos e em bom estado de conservacdo. Embora a utilizagdo de
uniformes seja obrigatoria e imprescindivel, deve ser feita de forma adequada, com vestimentas em
bom estado de conservagdo e de higiene, com trocas sempre que necessarias. Somente dessa forma,
¢ possivel minimizar a contaminag¢do cruzada dos alimentos (LOBATO, 2018).

Os manipuladores de alimentos devem submeter-se a exames médicos e laboratoriais que
avaliam a sua condicdo de satide antes do inicio de suas atividades, ou seja, na contratacdo, e
periodicamente (BRASIL, 1997). No presente estudo apenas um estabelecimento nao possuia
atestado de saude ocupacional de todos os funcionarios que trabalhavam diretamente com alimentos.

Todos os manipuladores que apresentem lesdes e ou sintomas de enfermidades que possam
comprometer a qualidade higiénico-sanitaria dos produtos devem ser afastados da atividade de
preparacdo de alimentos enquanto persistirem essas condi¢cdes de satde, a fim de que ndo haja
contaminagdo (BRASIL, 2004). Neste trabalho, dois estabelecimentos ndo atenderam a este quesito.

O item (10) sanitarios e vestiarios influencia diretamente as condigdes de higiene das
instalacdes e dos manipuladores. Foi verificado se havia comunicacdo direta com as areas de
producdo; se as instalacdes eram adequadas e em nimero suficiente; se possuiam pia, sabao liquido,
antisséptico e toalha de papel nao reciclado para a higieniza¢do das maos ou qualquer outro método
de secagem que ndo permita a recontaminacao; e se havia armario para guardar objetos pessoais.

No geral, 86,6% (13) dos estabelecimentos possuiam este item relativamente controlado,
sendo 76,3% classificados como “6timo” e 13,3% como “bom”. Apenas um estabelecimento estava
ndo conforme em todo o item. Este estabelecimento possuia somente um banheiro para a utilizagdo
de todos os funcionérios do mercado, em péssimas condi¢des, onde nao havia lixeira acionada por
pedal, nem sabao antisséptico ou alcool 70%, ou armario para utilizagao dos colaboradores, o que

proporcionava grande quantidade de objetos pessoais espalhados pelos setores de manipulagao.

O SIMEAU 35



O principal critério avaliado no item (11) dgua foi a conservacdo e a higienizagdo do
reservatorio € se o abastecimento era feito com dgua potavel (de rede publica). Dentre os
estabelecimentos avaliados, 59,9% apresentaram classificacao entre “6timo” e “bom”.

Foi verificado que muitos estabelecimentos ndo realizam a higienizacao de caixa d’agua
conforme estabelecido, a cada seis meses (BRASIL, 2004), embora 53% possuissem algum laudo de
limpeza do reservatério. Apenas um estabelecimento ndo tinha reservatorios tampados, com
superficie lisa e sem rachadura.

Neste estudo, 20% dos supermercados ndo possuiam abastecimento de rede publica e utilizava
agua de pogo artesiano, porém, sem analises periddicas dessa agua. Este controle ¢ fundamental, pois
o uso de 4gua potavel ¢ imprescindivel em estabelecimentos de alimentos, uma vez que ela ¢ utilizada
em todas as etapas operacionais, podendo apresentar um risco sanitario relevante (BRASIL, 2004).
Assim, um baixo percentual de adequagao obtido neste item merece atengao especial.

No item (12) CIPV, 79,9% (12) dos estabelecimentos foram classificados como “6timo” e
“bom”. No geral, eles atendiam a exigéncias tais como janelas, portas e aberturas protegidas com
telas milimetradas (2mm), ralos e grelhas sifonados, dotados de fechamento que impediam a entrada
de pragas e vetores, portas ajustadas aos batentes com prote¢do na parte inferior e mola para
fechamento automatico, auséncia de vetores e pragas urbanas e/ou seus indicios e desinfestagao
realizada por empresa credenciada nos Orgdos competentes. Resultados semelhantes foram
encontrados por Pedroso e Bernardino (2016) em supermercados de Cascavel - PR.

A maior dificuldade dos estabelecimentos foi manter o local livre de indicios ou de pragas e
vetores e a realizagdo dos procedimentos de desinfestagdo por empresa habilitada. Muitos
estabelecimentos ndo sabem identificar a porta de entrada de pragas e vetores ou utilizam métodos
ineficazes de controle, como o emprego de praguicidas sem orientagdao de profissional competente, o
que representa um risco de contamina¢do quimica dos alimentos.

O item documentagdo (13) abrange registros de temperatura, treinamentos, exames médicos
e controle da saude, validade dos produtos, certificados de limpeza de caixa d’agua, servigos
terceirizados de CIPV, manual de BPF e POP, alvaras sanitarios, registro de RT, dentre outros
estabelecidos em Brasil (2004).

Neste quesito, 73,3% (11) dos estabelecimentos foram classificados como “bom”, sendo o
restante (26,6%) classificado como “regular”. Os quatro estabelecimentos classificados como
regulares nao possuiam certificados e alvaras sanitarios emitidos pela VISA, capazes de comprovar
que estdo de acordo com a legislagdo sanitaria vigente. Porém, todos os registros, manual de BPF e

POP, além das visitas de RT, estavam em dia. Nenhum estabelecimento possuia certificado de
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calibracdo de termOmetros, importante para assegurar a qualidade e precisdo das medigdes de

temperatura, requisito fundamental para a qualidade do produto final.
Conclusao

A implementacdo de programas de qualidade na etapa de comercializagdo de laticinios ¢
fundamental para a manutencao da qualidade e da inocuidade original dos produtos. Embora 86,6%
dos estabelecimentos tenham sido classificados como “bom™ ou “6timo” com relagao ao nivel de
atendimento da legislagdo, foram verificadas ndo conformidades importantes que impactam
diretamente nas condigdes higiénico-sanitarias, como aquelas relacionadas ao controle da cadeia de
frio, a recepcdo de produtos e ao controle de estoque, as condigdes de higiene e de uso de utensilios
e fatiadores, a utilizagdo de 4gua potavel, ao controle de pragas, a calibragdo de instrumentos e
equipamentos ¢ a presenca de registros auditaveis. A eficiéncia e a eficacia dos programas de
qualidade requerem treinamento, monitoramento, implementacdo de medidas preventivas e
corretivas, verificacdo, registros e fiscalizacdo mais frequentes para que as melhorias sejam continuas

e os riscos a saude dos consumidores sejam minimos.
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Resumo

Alimentos contaminados constituem um problema de satude ptblica mundial, sendo responsaveis pela
ocorréncia de iniimeros casos de infec¢des e intoxicacdes. Nesse cenario, insere-se o leite e seus
derivados, que durante o processo de transporte, sdo submetidos a condi¢des diversas o que,
consequentemente, pode afetar a sua qualidade. A implementacao de programas de qualidade que se
estendam a essa etapa da cadeia produtiva ¢ imprescindivel para a manutengdo da seguranca dos
alimentos. Assim, o presente trabalho objetivou realizar a avaliagdo de veiculos transportadores de
laticinios, por meio de uma analise observacional, utilizando-se uma lista de verificacdo. Foram
selecionados 20 veiculos responsaveis pelo transporte de produtos lacteos das industrias para os
supermercados, onde foram avaliados 58 pontos de verificagdo, distribuidos em cinco itens: (1)
situacdo do veiculo, (2) acondicionamento dos alimentos, (3) carga e descarga, (4) motorista e
ajudante e (5) documentacdo. De acordo com o nivel de implementacdo dos programas de qualidade,
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os veiculos transportadores foram classificados como “6timo”, “bom”, “regular”, “ruim” ou
“péssimo”. A avaliacdo demonstrou que 20% dos veiculos foram classificados como “6timo” e 50%
como “bom” e que nenhum deles foi classificado como “péssimo”. Apesar disso, 30% obtiveram
classificagdes que podem comprometer a qualidade dos produtos, em virtude de suas deficiéncias
higiénico-sanitdrias. Os itens com maiores indices de ndo conformidades foram aqueles relacionados
ao motorista e ajudante e a documentacdo. A responsabilidade pela distribuicdo adequada dos

laticinios deve ser compartilhada entre a indUstria e o comércio, garantindo assim, a manutengao da

qualidade e da inocuidade do produto final.

Palavras-chave: Auditoria. Autocontrole. Checklist. Gestao da qualidade.
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Introducao

As cadeias agroindustriais sao fundamentais para o desenvolvimento da economia, € no caso
do Brasil, sdo ainda mais expressivas, tendo em vista que no ano de 2020, o Produto Interno Bruto
(PIB) do agronegodcio representou 26,6% do PIB total (CEPEA, 2020). Nesse contexto, insere-se a
cadeia do leite, que alcangou no ano de 2019 a producdo de 34 bilhdes de litros no pais, tendo
historicamente o estado de Minas Gerais como o maior produtor nacional (IBGE, 2019).

A cadeia do leite detém uma grande importdncia socioecondmica no cendrio nacional,
principalmente para o produtor familiar, tendo em vista que este ¢ responsavel por 60% de toda a
producdo de leite no Brasil, sendo fundamental também para a geragcdo de emprego e renda no campo
(SILVA et al., 2019). Além disso, em virtude da sua composi¢ao nutricional, o leite e seus derivados
também possuem um papel essencial na alimentacdo humana, contribuindo para a manutengao,
crescimento e desenvolvimento do organismo durante todas as fases da vida (BUZINARO;
ALMEIDA; MAZETO, 2006; RAYMUNDO et al., 2017; KUBICOVA; PREDANOCYOVA;
KADECOVA, 2019).

O alto valor nutricional do leite e de seus derivados, aliado a manipulagdo inadequada e ao
abuso do bindomio tempo temperatura em sua conservagao e transporte, faz com que tais produtos,
frequentemente, apresentem-se contaminados e envolvidos em surtos de origem alimentar
(TEODORO et al., 2017). Desta forma, ¢ de extrema importancia que se tenha um adequado controle
da qualidade e da seguranca dos produtos (ALMEIDA JUNIOR; OZELIN, 2017).

Em todo o mundo as industrias devem implementar programas de qualidade com a finalidade
de produzir alimentos indcuos, além atender a requisitos de identidade e qualidade (BENEDITO
JUNIOR et al., 2019a). O sistema de gestdo da qualidade no laticinio deve abranger toda a cadeia,
incluido o transporte e o comércio dos produtos acabados. Em geral, essas etapas recebem pouca ou
nenhuma aten¢do das industrias, embora constituam parte do processo e devam ser consideradas para
a garantia da qualidade do produto final (TEODORO et al., 2017).

Os laticinios devem apresentar um rigoroso controle da qualidade desde a obtencao do leite
até o transporte dos produtos para o varejo, por meio da implementacdo de Programas de
Autocontrole (PAC), que incluem as Boas Praticas de Fabricagdao (BPF), os Procedimento Padrao de
Higiene Operacional (PPHO) e as Andlises de Perigo e Pontos Criticos de Controle (APPCC), dentre
outras (BRASIL, 2017). Considerando que o fabricante e o comerciante sao igualmente responsaveis
pelos produtos (BRASIL, 1990), também cabe ao comércio implementar as Boas Praticas e os

Procedimentos Operacionais Padrao (POP) garantindo a manuten¢do da sua qualidade original
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(BRASIL, 2004). Embora a implementagao desses programas seja uma exigéncia por parte dos 6rgaos
de fiscalizagdo, muitas vezes sdo negligenciados nas diversas etapas da cadeia produtiva do leite,
levando a perdas e a reducao da vida de prateleira, da qualidade e da seguranga (TEODORO et al.,
2017).

No que tange especificamente o transporte de produtos lacteos, objeto deste estudo, as
principais ndo conformidades estdo relacionadas as condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatorias, a
falta de controle de temperatura, a higienizacao inadequada dos caminhdes e a existéncia de carga
mista. A responsabilidade pelo controle das condi¢des de transporte deve ser compartilhada entre a
industria e o comércio (TEODORO et al., 2017; LEIRA et al., 2018; LOBATO et al., 2020a).

Para o diagnoéstico de ndo conformidades algumas ferramentas podem auxiliar as industrias
de laticinios e os estabelecimentos comerciais. A analise observacional e a aplicagdo de uma lista de
verificacdo (LV) permite averiguar se os itens exigidos pela legislacdo estdo sendo cumpridos, bem
como determinar o grau de adequacao daquela etapa da cadeia produtiva (VASQUES; MADRONA,
2016; BENEDITO JUNIOR ef al., 2019a). A LV ¢ de grande valia, tanto na avaliagdo inicial das
condi¢des higiénico-sanitarias, quanto no monitoramento, na verificacdo, nas auditorias e
fiscalizagdes, seja na indistria (BENEDITO JUNIOR et al., 2019b), no transporte (LOBATO et al.,
2020a) ou no comércio de produtos lacteos (LOBATO et al., 2020b)

Assim, considerando a importancia da etapa de transporte para a manutencao da qualidade e
da inocuidade dos produtos finais, o presente trabalho teve como objetivo verificar a implementagao
de programas de qualidade, por meio da avaliagdo dos veiculos transportadores de laticinios da

industria para o comércio.
Material e Métodos

O presente trabalho trata-se de um estudo observacional que avaliou o grau de implementagado
de programas de qualidade, ou seja, o nivel de atendimento a legislacdo, durante a etapa de transporte
de laticinios da industria para o comércio varejista, por meio do emprego de uma LV. Para isso, foram
selecionados 20 veiculos que transportam produtos lacteos, dentre eles, caminhdes de supermercados
e caminhdes de responsabilidade das industrias de laticinios ou de seus terceirizados. O trabalho foi
realizado nas regides de Campos das Vertentes e Zona da Mata Mineira, no estado de Minas Gerais.

Para elaboracao da lista de verificacdo (LV), ferramenta que avaliou o percentual de
implantagdo dos programas de qualidade, foi utilizada uma pesquisa qualitativa aplicando-se a

metodologia de pesquisa documental. Realizou-se andlise de sites eletronicos da Agéncia Nacional
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de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (www.anvisa.com.br) e do Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA) (www.agricultura.gov.br) para o levantamento das legislagdes vigentes,
guias de procedimentos relacionados ao tema, além de pesquisas em artigos nacionais € internacionais
na area.

A LV foi estruturada com base nas observacdes realizadas durante fiscalizagdes dos 6rgaos
competentes e conforme a legislacdo vigente, e contou com um roteiro de verificagdes com itens
indispensaveis para a avaliagdo das condi¢des de transporte de produtos lacteos. Os critérios foram
divididos em cinco itens, sendo eles a situagcdo do veiculo (1), acondicionamento dos alimentos (2),
carga ¢ descarga (3), motorista e ajudantes (4) e documentagdo (5). Cada um dos cinco itens ¢
composto por diversos subitens, contendo no total 58 pontos de verifica¢do, descritos em Lobato et
al. (2020a).

A coleta dos dados foi realizada apds a elaboragdo das LV, por meio de visitas em dias
aleatérios e sem aviso prévio, durante horario comercial, sendo possivel verificar os procedimentos
adotados em cada situagdo. Foram verificados todos os 58 itens da LV dos veiculos de transporte,
respondendo “sim” para os requisitos que estavam em conformidade com a legislagdo ou “ndo” para
aqueles que ndo estavam em conformidade. A resposta “nao se aplica” (NA) foi utilizada em situagdes
que o veiculo em questdo ndo tinha obrigatoriedade em cumprir o requisito avaliado e quando a
informacao nao era aplica aquela atividade.

Os veiculos foram classificados quanto ao nivel de adequagdo utilizando a metodologia
descrita na RDC 275 de 21 de outubro de 2002 da ANVISA (BRASIL, 2002). Desse modo, os
resultados da avaliagdo das condigdes higiénico-sanitdrias foram obtidos a partir de um calculo,
considerando os itens julgados e os itens atendidos, sendo que, para os itens com resposta “sim” foram
atribuidos o valor um (1) e para os itens cujo a resposta foi “ndo” o valor atribuido foi zero (0). As

respostas “NA”, por sua vez, ndo foram consideradas no célculo. As respostas “sim” foram somadas

. ~ . ~ itens atendidos
e, em seguida, calculou-se a porcentagem de adequagdo por meio da equacao PA= oot X 100,
itens julgados

onde PA corresponde a porcentagem de adequagdo; itens atendidos correspondem ao numero de
respostas “sim”; e itens julgados correspondem ao niimero total de respostas “sim” e “ndo”.
Considerando os percentuais de atendimento a legislagdo encontrados, os veiculos
transportadores foram classificados em cinco categorias distintas, de acordo com os critérios
utilizados por Stangarlin et al. (2013). Sendo assim, foi considerado “Otimo” o veiculo que
apresentou entre 91 e 100% de adequacdo, “Bom” quando foi observado entre 70 e 90%, “Regular”

entre 50 e 69%, “Ruim” de 20 a 49% e “Péssimo” de 0 a 19%.
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Resultados e Discussao

Os resultados da aplicacao da LV nos 20 veiculos transportadores de produtos lacteos, para a
analise da implementacao dos programas de qualidade ou do percentual de atendimento geral a
legislacdao, bem como a classificacdo geral de cada um deles estdo apresentados na Tabela 1.

As classificagdes dos transportes variaram entre “6timo”, “bom”, “regular” e “ruim”. Os
transportes classificados como “6timo” e “bom” representam, respectivamente 20% e 50%, ou seja,
70% dos transportes estudados atendem a pelo menos 70% dos itens descritos na legislacdo. Nenhum
transporte foi classificado como “péssimo”, porém, 30% obtiveram classificagdes que podem
comprometer a qualidade dos produtos, em virtude de suas deficiéncias higiénico-sanitarias.

As ndo conformidades mais frequentes foram mistura de produtos de categorias diferentes,
temperatura inadequada, limpeza deficiente dos baus, motoristas e ajudantes que ndo se portavam
como manipuladores de alimentos e a falta de documentagdo adequada, o que pode levar a problemas
de ordem sanitérias dos produtos transportados.

A Tabela 2 apresenta o percentual de veiculos transportadores em cada classificagao (6timo,
bom, regular, ruim e péssimo), de acordo com o atendimento dos requisitos de cada um dos cinco
itens dos programas de qualidade descritos na LV.

Avaliando a Tabela 2 ¢ possivel verificar que, para o item (1) situacdo do veiculo, 30% foi
classificado como “6timo”, 45% como “bom” e 25% como “regular”. Para averigua¢cao desse item
foram analisadas a estrutura dos veiculos e se possuiam condi¢des higiénico-sanitarias adequadas.
Aspectos como a separagdo entre o motorista e a carga, o uso exclusivo para o transporte de produtos
alimenticios, a presenca de compartimento de carga compativel com a finalidade a que se destina,
sem materiais estranhos e/ou substincias toxicas e nocivas a carga foram avaliados. Além disso,
verificou-se o emprego de 4gua potavel e de produtos de limpeza e sanitizagdo apropriados e
registrados junto ao Ministério da Satde, a higiene do veiculo, a auséncia de insetos, roedores e de
outros animais ou indicios de sua presenca, conforme exigéncias apresentadas na Portaria 326 de
julho de 1997 (BRASIL, 1997) da ANVISA e na RDC 275 de 2002 (BRASIL, 2002).

Esse item possui fundamental importancia para evitar a contaminacdo cruzada entre os
alimentos transportados, e ¢ imprescindivel para a manutencao das condi¢des higiénico-sanitarias do
veiculo. Sendo assim, devem ser verificados pelos estabelecimentos comerciais e pela industria, ou
seja, independentemente se o veiculo € proprio ou se ele € de entrega direta, ainda que terceirizado, a

responsabilidade deve ser compartilhada entre todos os envolvidos (LOBATO, 2018).
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Tabela 2 — Percentual de veiculos transportadores classificados como 6timo, bom, regular, ruim e
péssimo, de acordo com o percentual de adequacao de cada item que compde o programa de
qualidade, descritos na LV

Critério de avaliagdo

Lista de verificacao Otimo* Bom*  Regular* Ruim*  Péssimo*

n % n % n % n % n %
1. Situagdo do veiculo 6 30 9 45 5 25 0 0 0 0
2. Acondicionamento dos alimentos 5 25 9 45 6 30 O 0 0 0
3. Carga e descarga 20 100 O 0 0 0 0 0 0 0

4. Motorista e ajudante 0 0 0 0 16 80 1 5 3 15

5. Documentagao 11 55 4 20 O 0 2 10 3 15

Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: *: classificagdo do veiculo transportador segundo o percentual de adequagdes de cada item que compde o
programa de qualidade (Otimo: 91 a 100% de adequagdo; Bom: 70 a 90% de adequagio; Regular: 50 a 69% de adequagio;
Ruim: 20 a 49% de adequacdo; Péssimo: 0 a 19% de adequacdo); n: nimero de veiculos que atenderam ao respectivo
item na classificagdo indicada.

Em pesquisa realizada em Sao José do Rio Preto, Sao Paulo, em que se avaliou a implantacao
do programa de boas praticas de manipulagdo em acougues foi observado que quase a totalidade dos
estabelecimentos (97%) realizava a verificagdo da limpeza e do estado de conservagdo do caminhao
de transporte na entrega da matéria-prima (VIDAL-MARTINS et al., 2014), todavia, o trabalho nao
informou como essa verificacao era feita.

A higienizacdo adequada dos veiculos deve ser realizada pelo responsavel pelo transporte,
seja ele o estabelecimento comercial, a industria ou a empresa terceirizada e, além disso, também
deve ser monitorado pelos responsaveis pela produgdo e comércio dos produtos. Segundo Baptista e
Venancio (2003), um plano de higienizagdo deve identificar claramente todos os parametros que
devem ser controlados, objetivando evitar a contaminagdo dos alimentos. Destacam ainda, que ¢
necessario estabelecer quais medidas devem ser tomadas para manter a limpeza dos veiculos e, por
fim, alertam que a sele¢dao dos produtos de higienizacao deve levar em conta o tipo de sujidade e de
superficie, e que esses produtos ndo devem ser transportados e nem acondicionados junto com os
alimentos.

No item (2) acondicionamento dos produtos, 25%, 45% e 30% dos veiculos obtiveram as
classificagdes “6timo”, “bom” e “regular”, respectivamente. As nao conformidades mais comuns
foram a auséncia de sistema de refrigera¢do para garantia da conservacao adequada dos alimentos
durante o percurso, com consequente desrespeito a temperatura ideal de cada produto, e problemas

com contaminagdo cruzada. Também foram avaliados neste item aspectos como a protecao contra
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raios solares e chuva, o volume e o acondicionamento da carga em embalagens apropriadas para o
tipo de produto, limpas e em bom estado de conservacdo, além da rotulagem de acordo com a
legislagao em vigor.

Vidal-Martins et al. (2014) observaram que apenas 15% dos agougues em Sdo José do Rio
Preto, Sao Paulo, realizavam a afericao e o registro da temperatura da carne no momento da entrega.
No presente estudo 20% dos veiculos ndo possuia este registro, sendo repassada a responsabilidade
para o estabelecimento comercial. Este controle ¢ importante para prevenir abusos de temperatura,
que podem colocar em risco a qualidade dos produtos e deve ser feito regularmente, ndo apenas pelo
comércio no momento da recepcao, mas também, pelo motorista do veiculo. Além disso, o controle
feito pelo motorista deve ser verificado pela industria e pelo estabelecimento varejista. Baptista e
Venancio (2003) afirmam ainda que esses registros de temperatura de transporte também devem estar
disponiveis para a inspegao.

O controle de cargas também ¢ importante para manter a qualidade sensorial dos produtos,
principalmente quando se trata de produtos lacteos, que sdo extremamente suscetiveis a odores fortes.
Apesar das embalagens constituirem importante barreira fisica, muitos materiais plasticos permitem
a penetracao desses odores (BAPTISTA; GASPAR; OLIVEIRA, 2006).

No item (3) carga e descarga, foi avaliado se essas etapas eram realizadas evitando quaisquer
riscos de contaminacao dos produtos transportados, € em todos os veiculos analisados existia essa
preocupacdo, de modo que todos foram classificados como “6timo”. Assim, os caminhdes
permaneciam abertos somente o tempo suficiente para realizar a descarga, os produtos ndo eram
colocados diretamente no chao e o aparelho refrigerador nao era desligado durante o momento da
carga e da descarga.

No item (4) motorista e ajudante, foram avaliados assuntos relacionados a treinamentos, uso
de uniformes, asseio pessoal e satde. Os veiculos foram classificados como “regular” (80%), “ruim”
(5%) e “péssimo” (15%). Isso pode ser explicado pela auséncia de controle da satde dos
colaboradores, tendo em vista que muitas empresas nao consideram este funciondrio como um
manipulador de alimentos, e, portanto, ndo hé essa preocupagdo, bem como nao ocorre a realizagao
de treinamentos e nem sdo fornecidos uniformes adequados para as fungdes que exercem.

Em um estudo realizado por Saccol ef al. (2006), constataram-se que o treinamento dos
manipuladores em boas praticas foi efetivo em transferir conhecimentos e que esta educagdo deve
ocorrer de forma continuada, uma vez que contribui para a melhoria da qualidade higi€nico-sanitaria

e para o aperfeicoamento das rotinas de trabalho.
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O ultimo quesito analisado foi item (5) documentacdo, ou seja, se o veiculo possuia
procedimentos descritos, se havia registro de treinamentos e capacitacao de funciondrios, registro de
temperatura de produtos no recebimento, e do estado geral das caixas de produtos (conforme ou nao
conforme) e se o veiculo possuia alvara para realizar o transporte de alimentos. As classificagdes
obtidas foram 55% “6timo”, 20% “Bom”, 10% “ruim” e 15% “péssimo”.

Os veiculos responsaveis pelo transporte, sejam eles contratados ou de frota propria, devem
ser autorizados por érgdo competente (BRASIL, 1997; BRASIL 2002). E comum o descuido com a
documentagdo, principalmente no caso de veiculos que fazem entrega direta da industria para o
estabelecimento comercial. Isso pode ser explicado pelo fato de existirem empresas familiares e, em
muitos casos, ndo possuirem conhecimento sobre a importancia das boas praticas na distribuicao dos
laticinios para a manutencao da qualidade do produto que serd exposto no comércio, por isso, 25%

dos veiculos foram classificados como “ruim” e “péssimo”.
Conclusao

A lista de verificagao foi uma ferramenta extremamente util para analise de conformidades e
nao conformidades dos veiculos transportadores de leite e derivados para consumo direto. A partir da
sua aplicagdo foi possivel mensurar o nivel de implementacao dos programas de qualidade de cada
veiculo, bem como distinguir quais pontos se apresentaram como gargalos dessa etapa. Apesar de
70% dos transportes estudados atenderem a pelo menos 70% dos itens descritos na legislagao,
problemas importantes para a qualidade e a inocuidade dos produtos foram observados. Dentre as
principais ndo conformidades estdo a documenta¢do inadequada, o que pode indicar falha nos
processos de fiscalizagdo, a ineficacia na manutencdo e registro da temperatura ideal para cada
categoria de produtos, a auséncia de controle da salide do colaborador e de higiene pessoal, a
higienizagdo inadequada dos bals e a presenca de indicios de contaminagdo cruzada. Assim, ¢é
possivel concluir que o Sistema de Gestao da Qualidade das industrias e dos supermercados falhou
na monitorizagdo, na aplicagdo de agdes corretivas e preventivas, bem como no treinamento dos
funcionarios que atuam no transporte dos laticinios. A inclusdo dessa etapa no escopo dos programas
de qualidade, de forma compartilhada entre os estabelecimentos processadores e varejistas, ¢
fundamental para garantir ndo apenas a manuten¢ao da qualidade original dos produtos lacteos, mas

também que ndo causem danos a saude do consumidor.
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Capitulo 4

Efeito sanitizante de o0leos essenciais sobre Salmonella Choleraesuis transferida de carne de
frango para superficies de aco inoxidavel e polipropileno

Camila Carolina de Souza Silva'; Camila Ribeiro Rocha *?; Ana Carolina Rocha Santos'; Francine
Alves Souza da Fonseca *; Marcia Martins *, Roberta Torres Careli*

Resumo

A contaminacdo de superficies processadoras de alimentos com microrganismos patogénicos ¢ uma
ocorréncia de grande preocupagdo, pois reduzem a qualidade higiénico sanitaria dos produtos e
consequentemente causam danos a saide do consumidor. No presente estudo avaliou-se a acao
antibacteriana dos oleos essenciais (OE) de orégano (Origanum vulgare), canela (Cinnamomum
zeylanicum) ¢ menta (Mentha piperita) frente a células de Salmonella Choleraesuis biotransferidas
de cortes de peito de frango para superficies de ago inoxidavel e polipropileno, apos cinco diferentes
tempos de contato (2,5; 5; 10; 15 e 20 min). Através do método de macrodilui¢do em caldo, foi
determinada a concentracao inibitoria minima (CIM) e concentragdo bactericida minima (CBM) para
cada OE. Foi encontrado uma CIM de 0,00005 mg/mL, 0,001 mg/mL e 0,912 mg/mL para os OE de
orégano, canela e menta, respectivamente, e as solugdes sanitizantes foram formuladas com base
nesses resultados. Cubos de peito de frango, artificialmente contaminados com cerca de 7 log UFC/g
de S. Choleraesuis, foram capazes de transferir mais de 3 log UFC/cm? quando mantidos em contato
com cupons de ago inoxidavel e polipropileno por 24 h a 7 °C. Solugdes sanitizantes a base de OE de
orégano e de canela provocaram a morte das células de S. Choleraesuis aderidas aos cupons de ago
inoxidavel apds 5 min de contato, enquanto na superficie de polipropileno promoveram apenas a
redugdo da carga bacteriana. A solugdo a base do OE de menta foi capaz de eliminar as células
aderidas em todos os tempos avaliados em ambas as superficies. Dessa forma, os OE de O. vulgare,
C. zeylanicum e M. piperita podem ser considerados alternativas convenientes na aplicacdo de
sanitizantes convencionais na industria de alimentos, além de atender a crescente demanda dos

consumidores por produtos mais naturais.
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Introducao

O processo de higienizagdao realizado em estabelecimentos processadores de alimentos
compreende as etapas de limpeza e desinfecgdo. A limpeza consiste na remoc¢do de substancias
minerais e/ou organicas indesejaveis, enquanto a desinfeccdo, ou sanitizagdo, ¢ uma operagao de
reducdo, por método fisico e ou agente quimico, do nimero de microrganismos em nivel que nao
comprometa a qualidade higiénico-sanitaria do alimento (BRASIL, 2004).

Falhas no procedimento de higienizacdo em superficies e equipamentos utilizados no
processamento de alimentos favorecem o acimulo de residuos organicos. Sob condi¢des favoraveis
de multiplicacdo, microrganismos se aderem a estas superficies e formam uma massa celular rica em
nutrientes, residuos orgénicos e outros microrganismos. A formagdo e dispersao de biofilmes ¢ um
problema, pois contribui com a contaminag¢do cruzada dos alimentos, afetando a seguranga e causando
maleficios a saide do consumidor (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2013; GIAOURIS ¢
SIMOES, 2018; ALONSO e KABUKI, 2019).

O interesse por produtos antimicrobianos naturais aumentou nos ultimos anos, decorrente da
insatisfacao dos consumidores pelos conservantes sintéticos (HYLDGAARD et al., 2012). Diversos
estudos vém buscado compreender a acdo antimicrobiana de compostos derivados de plantas, como
extratos e Oleos essenciais, incluindo sua atividade sobre biofilmes bacterianos (OLIVEIRA et al.,
2010; VALERIANO et al, 2012). Oleos essenciais sdo metabolitos secundarios extraidos de plantas,
na qual desempenham um importante papel de defesa, devido as suas propriedades antimicrobianas.
Seu modo de acdo pode envolver varios alvos na célula bacteriana. A hidrofobicidade dos OE permite
que eles atuem sobre os lipidios da membrana celular e da mitocondria, tornando-os permeaveis e
levando ao extravasamento do contetudo celular (BURT, 2004).

Considerando o uso de oOleos essenciais como uma alternativa promissora para o0s
antimicrobianos utilizados na industria de alimentos, visto que reduzem o impacto negativo ao meio
ambiente € mantem a seguranca microbiologica dos alimentos (BRUGNERA; DE OLIVEIRA;
PICCOLI, 2011), objetivou-se avaliar a acdo antibacteriana dos Oleos essenciais de Origanum
vulgare, Cinnamomum zeylanicum e Mentha piperita frente células de Sal/monella Choleraesuis

biotransferidas de cortes de peito de frango para superficies de aco inoxidavel e polipropileno.
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Material e Métodos

O microrganismo avaliado foi a bactéria Sa/monella Choleraesuis ATCC 10708 que faz parte
da bacterioteca do laboratorio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Agrarias (ICA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), campus Montes Claros, Minas Gerais.

Os Odleos essenciais (OE) de orégano (Origanum vulgare L.), canela (Cinnamomum
zeylanicum L.) e menta (Mentha piperita L.) foram adquiridos comercialmente pela empresa
FERQUIMA Industria e Comércio Ltda.

Os constituintes majoritarios dos OE foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massa (CG-EM). Amostras de OE foram pesadas (2 mg) utilizando-se balanga
analitica da Shimadzu (Kyoto, Japdo) e solubilizadas em diclorometano (1 mL). Em seguida
transferidas para vials de 2 mL e analisadas. Analises qualitativas dos OE foram realizadas utilizando-
se cromatografo a gas da Agilent Technologies (GC 7890A) equipado com detector de ionizagao por
impacto de elétrons (MS 5975C) e coluna capilar DB-5MS (Agilent Technologies, 30 m
comprimento x 0,25 mm didmetro interno x 0,25 um espessura do filme). Hélio (99,999% de pureza)
foi utilizado como gés de arraste a uma taxa de 1 mL/min. Uma aliquota de 1 pL da amostra foi
injetada no cromatdgrafo a uma razao de Split 1:5. O injetor split/splitless foi mantido a 220 °C. A
coluna cromatografica inicialmente a 60 °C foi aquecida a uma taxa de 3 °C/min até 240 °C
permanecendo por 10 min. Apos a separacao dos compostos, a temperatura foi elevada até¢ 300 °C e
permanecendo por 3 min (post run) para limpeza do sistema. A temperatura da interface foi mantida
a 280 °C, a ionizagdo realizada com impacto de elétrons a 70 eV. A fonte de ions mantida a 230 °C e
a aquisi¢ao de dados realizada pelo monitoramento total de ions 45-550 (m/z).

A identificacao dos constituintes majoritarios da amostra foi realizada através da comparacao
dos espectros de massas da biblioteca NIST (banco de dados do equipamento). Assim, o indice de
similaridade entre os espectros foi utilizado para avaliar e identificar os compostos nas amostras.
Utilizou-se também o Indice de Retengdo Linear (IRL) como pardmetro de identificacdo dos
compostos presentes na amostra (VIEGAS e BASSOLI, 2007). Para a determinagdo do IRL, uma
solu¢do de 20 pL/mL padrao de n-alcanos (C7-C22) foi utilizada para verificar o desempenho do
sistema CG-EM e posteriormente calcular o IRL de cada composto presente nas amostras. O padrao
dos referidos alcanos foi injetado no sistema CG-EM operando nas mesmas condigdes descritas na
analise dos compostos no sistema CG-MS (VIEGAS e BASSOLI, 2007).

A determinagdo da concentragdo minima necessdria para inibir o crescimento de S.

Choleraesuis (CIM) foi realizada utilizando-se o método de macrodiluicado em caldo Brain Heart
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Infusion (BHI) (NCCLS, 2003). Apds padronizar as solugdes na concentragdo de 0,057 mg/mL para
os OE de orégano e canela, ¢ 0,912 mg/mL para o OE de menta, foram produzidas diluigdes
subsequentes, contendo 2,5 mL e Tween 80 da concentragao anterior e 2,5 mL do caldo BHI, obtendo-
se as concentragdes finais de 0,0001; 0,0002; 0,0005; 0,001; 0,003; 0,007; 0,014; 0,028; 0,057 mg/mL
para os OE de orégano e canela, para o OE de menta 0,001; 0,003; 0,007; 0,014; 0,028; 0,057; 0,114;
0,228; 0,456; 0,912 mg/mL. Inoculou-se 12,5 uL. da suspensdo de S. Choleraesuis em cada tubo
contendo as solugdes de OE previamente determinadas. Os controles dessas concentragdes foram
incubados sem o acréscimo da suspencao do microrganismo. O controle positivo foi realizado com
acréscimo de 12,5 pLL da suspensao direta da bactéria e o controle negativo foi avaliado em tubos sem
o acréscimo da bactéria. Todos os tubos foram homogeneizados em vortex por 1 min e incubados a
35 °C por 24 h. Apds este periodo, adicionou-se nos tubos 125 pL do reagente cloreto de
tetrafeniltetrazolico (TTC) para avaliar o crescimento microbiano. Os tubos que apresentaram
colora¢do vermelha apos a adigdo do reagente indicavam o crescimento microbiano, aqueles que
permaneciam com a coloracdo amarela indicavam auséncia microbiana. Para a determinagdo da
CBM, uma algada da amostra dos tubos que ndo apresentaram coloragdo vermelha foi transferida para
placas contendo Agar Triptona de Soja (TSA), as quais foram incubadas a 35 °C por 24 h para
observagao do crescimento microbiano.

O peito de frango utilizado no experimento foi primeiramente submetido as andlises de
exclusdo microbioldgica para verificar a auséncia de contaminagdo por Salmonella sp., espécie
avaliada nesse estudo. O produto foi obtido comercialmente e armazenado em freezer a -18 °C, até o
momento das analises. Utilizou-se o método de plaqueamento, seguido de testes bioquimicos para
determinac¢do de Salmonella sp., na carne de peito de frango (ANDREWS et al., 2001). A partir dos
resultados negativos para Sa/monella, as amostras de peito de frango foram utilizadas nas etapas
experimentais.

Para avaliag@o do potencial de biotransferéncia do microrganismo para as superficies, cubos
de peito de frango com 10 g = 1 (2,0 x 2,0 cm) foram contaminados com 7 log UFC/g de S.
Choleraesuis e colocados em contato com cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4 (2,0 cm x 2,0 cm x
0,1 cm) e de polipropileno (2,0 cm x 2,0 cm x 0,2 cm) por 24 h a 7 = 1 °C, separadamente. Os cupons
foram previamente higienizados e esterilizados (ROSSONI e GAYLARDE, 2000).

Apds 24 h de contato, os cupons foram tratados com solugdes sanitizantes nas CIM de cada
OE. Para isso, cada cupom foi retirado das solu¢des com auxilio de pinga estéril e imerso em solucao
de NaCl a 0,85% (m/v) por 1 min para a remocao de células planctonicas. Em seguida, foram imersos

individualmente em frascos com 10 mL de solucdo sanitizante composta por solu¢ao de NaCl a 0,85%
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(m/v), Tween 80 e OE nas concentracdes previamente estabelecidas através do teste da CIM. A acdo
sanitizante das solugdes contra as células aderidas as superficies dos cupons foram avaliadas apds
2,5; 5; 10; 15 e 20 min de contato a 25 + 2 °C sob condig¢des estaticas. Além dos tratamentos com as
solugdes dos OE, foram utilizadas solugdes controle, compostas por solu¢do NaCl 0,85% (m/v) e
Tween 80, para efeito de comparagao com a eficiéncia dos sanitizantes.

Para a quantificacdo das células bacterianas transferidas dos cubos de peito de frango para
cada superficie, os cupons foram imersos em 10 mL de solugdao NaCl a 0,85% (m/v) por 1 min a fim
de retirar as células planctonicas (VALERIANO et al., 2012); transferidos separadamente para 10 mL
de solugdo NaCl a 0,85% (m/v) e sonicados por 2 min utilizando-se banho de ultrassom (QUIMIS®),
com frequéncia de 40 kHz, para a remog¢do de células aderidas sobreviventes nas superficies dos
cupons (MALHEIROS et al., 2010). A partir de 1000 pL da solucdo NaCl 0,85% (m/v), foram
realizadas dilui¢des decimais seriadas sucessivas, com plaqueamento em Agar Hektoen Entérico
(HIMEDIA®) e incubagdo a 37 °C por 24 h. Apds essas condigdes de crescimento, as unidades
formadoras de colonia (UFC) foram quantificadas e os resultados expressos em UFC/cm?, de acordo
com Careli et al. (2009).

Todos os experimentos foram realizados com trés repeti¢des por tratamento. Para estimar a
biotransferéncia bacteriana nas superficies de aco e polipropileno foi realizado o teste t a 5% de
probabilidade. Para a enumeragdo das células aderidas nos cupons de aco inoxidavel e polipropileno
apods o tratamento destes com solucdes sanitizantes em diferentes tempos de contato, o delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 45, constituido por quatro tratamentos
(controle, OE de orégano, OE de canela e OE de menta) e cinco tempos de contato (2,5; 5; 10; 15; e
20 min). Os resultados foram analisados pelo teste de Tukey. Todas as analises estatisticas foram
realizadas a 5% de probabilidade e os resultados foram analisados com o auxilio do Statistical

Analysis System - SAS 9.0 (2009).
Resultados e Discussao

Apos as analises dos constituintes majoritarios de cada 6leo essencial foi possivel identificar
um total de 31 compostos para OE orégano, 28 para OE canela e 27 para o OE de menta, utilizando-
se o sistema CG-EM, interpretacao de espectros de massas (NIST) e indice de retencdo linear. O IRL
foi utilizado com o objetivo de auxiliar no processo de caracterizagao dos compostos.

Os compostos majoritarios encontrados no OE de orégano foram o carvacrol (75,39%), o-

cimeno (6,35%), y-terpineno (2,02%) e timol (3,92%), totalizando 87,68% da composicao
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identificada (100,00%) (Figura 1). O eugenol (79,02%) foi o composto majoritario identificado no
OE de canela, seguido pelos compostos B-cariofileno (3,76%), benzoato de benzila (3,49%), acetato
de eugenila (2,66%) e B-linalol (1,82%), totalizando 90,75% da composicao identificada (100,00%)
(Figura 2). Os compostos majoritarios identificados no OE de menta (Figura 3) foram mentol
(41,30%), mentona (25,57%), acetato de isometol (6,55%) e eucaliptol (5,46%), totalizando 78,88%
da composicao identificada (100,00%).

Figura 1 - Cromatograma CG/MS do 6leo essencial de Origanum vulgare (orégano)
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Figura 2 - Cromatograma CG/MS do 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum (canela)
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Figura 3 - Cromatograma CG/MS do 6leo essencial de Mentha piperita (menta)
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Fonte: Dos autores, 2019

Diversos OE e seus compostos majoritarios ja se mostraram eficazes contra espécies de
Salmonella (VALERIANO et al.,2012; OLAIMAT et al., 2019; MOON; WAITE-CUSIC; HUANG,
2020; EBANI et al., 2019). Nesse estudo, S. Choleraesuis demonstrou variagdes no perfil de
resisténcia de acordo com o tipo de OE. O crescimento da bactéria nas solu¢des dos OE de orégano
e canela foi inibido a 0,00005 e 0,001 mg/mL, respectivamente. Foi necessaria uma concentragao de
0,912 mg/mL de OE de menta para inibi¢do da cepa avaliada. Estas mesmas concentragdes foram
capazes de provocar a morte celular detectada no teste de CBM.

Ebani et al. (2019) identificaram 17 compostos principais no OE de M. piperita, sendo
mentona, mentol ¢ mentofurano os compostos prevalentes, ¢ 15 compostos principais no OE de
C. zeylanicum, tendo o cinamaldeido como majoritario. Os autores observaram atividade
antibacteriana do OE de C. zeylanicum sobre cepas de S. Enteritidis e S. Typhimurium isoladas de
aves, com MIC variando de 1,26 mg/mL a 0,63 mg/mL. Enquanto o OE de M. piperita apresentou
baixo potencial de inibi¢cao sobre os microrganismos.

Becerril, Nerin e Gomez-Lus (2012) estudaram a agdo dos OE de orégano e canela sobre
bacilos Gram-negativos, incluindo Salmonella enterica. Os autores verificaram que ndo houve
grandes diferengas na suscetibilidade entre as cepas de diferentes ou da mesma espécie, ou mesmo
entre cepas com diferentes perfis de resisténcia a antibidticos. Os OE de orégano e canela foram ativos
contra todos os microrganismos testados numa faixa de CIM e CBM de 100-800 mg/L.

As diferencas observadas na acdo antibacteriana dos OE podem estar relacionadas a sua
composicdo quimica. A variagdo na composicdo quantitativa e qualitativa dos OE de diferentes
espécies de plantas esta relacionada as diferentes fontes geograficas, condi¢des climaticas, estacdes
de colheita, genotipo, € mecanismos de extragdo do o6leo (BURT, 2004; WONG, AHMAD-
MUDZAQQIR; WAN-NURDIYANA, 2014; PL'UCHTOVA et al., 2018). Existem algumas
evidéncias de que os componentes minoritarios possuem um papel critico no desempenho da
atividade antibacteriana, possivelmente por produzir um efeito sinérgico entre outros componentes,
além de serem precursores dos compostos principais (BURT, 2004).

A agdo antibacteriana do OE de orégano pode estar associada a presenca de seus componentes
fenolicos, carvacrol e timol (SAKKAS ¢ PAPADOPOULOU, 2017; REYES-JURADO et al., 2020).
Esses compostos sdo estruturalmente muito semelhantes, tendo o grupo hidroxila em uma localizacao

diferente no anel fenolico. Ambos parecem tornar a membrana celular permedvel, sendo capazes de
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desintegrar a membrana externa de bactérias gram-negativas, liberando lipopolissacarideos (LPS) e
aumentando a permeabilidade da membrana citoplasmatica ao ATP (BURT, 2004).

A atividade do OE de canela tem sido atribuida aos compostos cinamaldeido e eugenol,
substancias que reagem com os radicais lipidicos e hidroxila, convertendo-os em produtos estaveis
por meio de sua capacidade de doacdo de hidrogénio (JAYAPRAKASHA et al., 2007). Além disso,
esses componentes sdo capazes de inibir a produgdo de enzimas essenciais pela bactéria devido a
presenca de um grupo carbonila que as liga e inativa e/ou causa danos a parede celular da bactéria
(DI PASQUA et al., 2007).

Quanto ao modo de agdo do OE de menta, Trombetta et al. (2005) demonstraram que a
atividade antimicrobiana dos monoterpenos (mentol) contido no OE, pode ser o resultado da
perturbagdo da fragdo lipidica da membrana plasmatica. A membrana externa Gram-negativa tem
uma forte carga negativa conferida a ela pelo lipopolissacarideo, que estd conectado a composicao
lipidica e a carga superficial da membrana microbiana (ROSATO et al., 2018).

Os cubos de peito de frango, artificialmente contaminados com S. Choleraesuis, foram
capazes de transferir mais de 3 log UFC/cm? quando mantidos em contato com as superficies de aco
inoxidavel e polipropileno por 24 h a 7 °C. Observou-se diferenga significativa (P < 0,05) na
quantidade de células aderidas nos cupons de polipropileno (4,3 log UFC/cm?) em relagdo ao ago
inoxidavel (3,4 log UFC/cm?), o que pode ser justificado pela maior rugosidade do polipropileno em
relacdo ao ago inoxidavel.

Salmonella representa um importante problema de satde publica global e ¢ uma ameaga
bacteriana zoondtica emergente na industria avicola. Devido a persisténcia do biofilme em ambientes
de processamento de alimentos apds a higienizagao, estratégias de controle e erradicacdo na induastria
devem ser constantemente estudadas (MERINO et al., 2019). A remoc¢ao do biofilme torna-se mais
dificil devido a sua interagdo com os componentes quimicos dos alimentos (carboidratos, gorduras,
proteinas, sais). A sanitizagdo ¢ a principal forma de controle de biofilmes, mas, infelizmente, muitos
dos compostos utilizados no setor de alimentos nao sdo projetados principalmente para esse fim.

A eficacia das solucdes sanitizantes a base dos OE sobre as células aderidas de S. Choleraesuis
foi avaliada pela quantificagdo de células vidveis nas superficies apds a sanitizagdo. As solucdes
sanitizantes foram preparadas nas concentracdes obtidas na CIM, 0,00005 mg/mL, 0,001 mg/mL e
0,912 mg/mL para os OE de orégano, canela e menta, respectivamente.

As acdes das solucdes sanitizantes diferiram quanto ao tipo de OE utilizado e o tempo de
contato. Apds 5 min de tratamento das solugdes dos OE de orégano e de canela, ndo foram detectadas

contagens de S. Choleraesuis nos cupons de aco inoxidavel (Tabela 1). Na superficie de polipropileno
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observaram-se redugdes logaritmicas significativas da populagdo (P < 0,05) em comparagdo com os
tratamentos controle apods todos os tempos de exposi¢do (Tabela 2). A solugdo preparada a base do
OE de menta foi suficiente para a remogao total das células aderidas em todos os tempos avaliados,
em ambas as superficies (Tabelas 1 ¢ 2).

Tabela 1 - Contagem de células aderidas em superficie de aco inoxid4vel, expressas em log UFC/cm?,
apods tratamento com solugdes sanitizantes a base de 6leos essenciais e solugdo controle em diferentes
tempos de contato

Tempo de contato (minutos)

Tratamentos
2,5 5 10 15 20
Controle 3,452 3,61% 3,28 3,622 3,49?
OE Orégano 2,75° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
OE Canela 3,59% 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
OE Menta 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

Fonte: Dos autores, 2019.
Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade em relagdo aos tratamentos.

Tabela 2 - Contagem de células aderidas em superficie de polipropileno, expressas em log UFC/cm?,
apos tratamento com solugdes sanitizantes a base de 6leos essenciais e solugdo controle em diferentes
tempos de contato

Tempo de contato (minutos)

Tratamentos
2,5 5 10 15 20
Controle 4,20% 4,57% 4,83% 4,60* 4,30%
OE Orégano 3,33° 3,61° 2,47°¢ 2,61° 2,74°
OE Canela 3,55° 3,18° 3,37° 2,39° 2,02°¢
OE Menta 0,00° 0,00° 0,001 0,00° 0,001

Fonte: Dos autores, 2019.
Nota: Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade em relagdo aos tratamentos.

O tipo de superficie utilizado pode interferir no processo de adesdo bacteriana e no seu
processo de higienizagdo. Superficies constituidas por polimeros apresentam fissuras, fendas e
rugosidades, o que favorecem o aumento dos niveis de adesdo devido a protecao das células
bacterianas no interior das suas irregularidades (ARAUJO et al., 2010). E a diferenca encontrada
entre as agdes das solugdes sanitizantes a base de OE pode ser atribuida principalmente a sua

composi¢ao quimica distinta, como j4 mencionado anteriormente.
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Em estudo realizado por Ferreira et al. (2019), dosagens subinibitorias (0,78% e 1,56% v/v)
de OE de canela foram testadas quanto a capacidade de inibir a adesdo de patdgenos de origem
alimentar a superficie do poliestireno, incluindo Salmonella enterica. A presenga do OE reduziu a
adesdo e a maior concentragdo avaliada foi capaz de inibir completamente a adesdo bacteriana.

Valeriano et al. (2012) avaliaram o efeito sanitizante de solu¢des formuladas com OE de M.
piperita e Cymbopogon citratus (capim limao) sobre o biofilme de S. Enteritidis em ago inoxidavel
apo6s 10, 20 e 40 min de contato. Dez minutos com a solucao sanitizante reduziram significativamente
as populagdes bacterianas aderidas para ambos os OE testados (7,80 uL/mL), e apds 20 e 40 min de
tratamento, as contagens de células ndo foram detectadas.

Lira et al. (2020) avaliaram a eficacia do OE de orégano na inativagao de células sésseis de S.
enterica sorovar Enteritidis em biofilmes jovens e maduros formados em aco inoxidavel. A solucao
a base do OE (2,5 uL/mL) mostrou-se eficaz na erradicacao do biofilme formado, apresentando efeito
dependente do tempo e modo de agdo multi-alvo na membrana celular bacteriana, causando alteragdes
na morfologia. Reyes-Jurado et al. (2020) verificaram que o OE de orégano pode inibir o
desenvolvimento da formacdo de biofilme de Salmonella Typhimurium em superficies de ago
inoxidavel.

A agdo antibacteriana dos OEF inicia-se predominantemente pelo aumento da permeabilidade
da membrana citoplasmatica, resultando no extravasamento do contetdo celular; consequentemente,
quanto maior o tempo de contato entre os microrganismos € a solu¢do de OE, maior serd a perda de

contetdo intracelular (OLIVEIRA et al., 2010).
Conclusao

A atividade antimicrobiana dos 6leos variou de acordo com o tipo de OE testado, o que esta
relacionada com a sua composi¢do quimica. A resisténcia bacteriana ao efeito sanitizante variou de
acordo com o tipo de superficie em que a bactéria estava aderida. Os resultados desse trabalho
sugerem que a utilizagdo de sanitizantes a base de oleos essenciais de orégano, canela e menta sao
métodos alternativos ou suplementares para a sanitizagdo eficiente de superficies industriais
contaminadas.
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Capitulo 5
Diagnostico microbiologico do ambiente de ordenha no Alto Sertao Sergipano

Beatriz Souza e Silva'; Augusto César Fonseca Sobreira*!, Bhreendda’ Hary dy Luar Prates
Kiepper?; Thais Costa Santos’; Patricia Erica Fernandes*; Jodo Paulo Natalino de Sa*

Resumo

O presente estudo teve como objetivo diagnosticar as condigdes microbioldgicas do ambiente de
ordenha de pequenas propriedades de leite. Foi realizado o levantamento de ambientes de ordenha de
um total de vinte produtores de leite de base familiar distribuidos em cinco cidades do Alto Sertdo
Sergipano. Amostras do ar, superficie de equipamentos e utensilios foram coletadas a fim de se
realizar as analises microbioldgicas para verificagdo da qualidade do ar e a eficiéncia do processo de
higienizacdo dos equipamentos e utensilios. Os resultados foram submetidos a analise estatistica
descritiva. A partir da quantificacdo de mesoéfilos aerdbios e enterobactérias, foi possivel observar
que todos os produtores obtiveram médias acima do limite sugerido de 1,48 LOG-cm?/semana para
a quantificacdo de mesofilos aerdbios no ar. Quanto aos resultados para mesofilos aerdbios e
enterobactérias em superficies de baldes de coleta e tanques de refrigeracdo, a maior parte estava fora
do padrio sugerido de 2,00 LOG/cm?, ao passo que, para a borracha da ordenhadeira, a maioria
apresentou resultados dentro do limite sugerido. Com os resultados obtidos foi possivel diagnosticar
um cenario em condi¢des higi€nico-sanitarias insatisfatorias, falhas e/ou auséncia de Boas Praticas
de Ordenha (BPO), caréncia de capacitacdes e assisténcia técnica. Os problemas encontrados podem
ser minimizados com iniciativas e acdes governamentais, com a maior interagao entre a universidade,

pequenos produtores e empresas privadas por meio de cursos de capacitagao.

Palavras-chave: Bovinocultura leiteira. Higiene na ordenha. Seguranca alimentar.
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Introducao

O Brasil ocupa a quinta posicao do ranking mundial de bovinocultura leiteira, com uma
producao anual em torno de 34,8 bilhodes de litros de leite em 2019 de acordo com Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE, 2019), caracterizando uma das atividades mais desenvolvidas no
pais. A produgdo de leite em baixa e larga escala ¢ fonte de renda e lucratividade tanto para os grandes
como para os pequenos produtores que fazem parte do sistema familiar brasileiro. O setor, além de
apresentar volume de produgdo crescente, destaca-se pela geracao de emprego e renda. No ano de
2015, a industria de laticinios gerou 105 mil empregos diretos e considerando 2 trabalhadores atuando
continuamente por propriedade, a cadeia produtiva leiteira gerou 2,7 milhdes de postos de trabalho
permanente (MARTINS; BEDUSCHI; MOSQUIM, 2016).

O estado de Sergipe, apesar de sua pequena area geografica, apresenta condigdes de producao
de leite satisfatorias em relag@o ao cenario nacional, com uma produgdo de leite no quarto trimestre
de 2020 de quase 69 mil litros (IBGE, 2021), sendo as cidades de Nossa Senhora da Gléria, Monte
Alegre de Sergipe, Poco Redondo, Porto da Folha e Canindé do Sao Francisco com maior
representatividade na produgdo leiteira através da utilizacdo do sistema familiar de produgao
(SANTOS, 2018).

A produgdo de leite a nivel global ¢ devido ao seu elevado consumo em todas as esferas da
populagdo, principalmente nos primeiros anos de vida, ja que o leite € uma boa fonte de nutrientes,
tais como proteina, gordura, vitaminas e minerais (GUERREIRO et al, 2005). Entretanto, tais
componentes nutricionais associados a outras caracteristicas intrinsecas do alimento, como pH
proximo a neutralidade, alta atividade de agua e uma elevada concentragdo de aminoécidos, podem
favorecer a multiplicagdo de microrganismos contaminantes do leite (CALLEFE; LANGONI, 2015).

A proliferacdo dos microrganismos deteriorantes e/ou patogénicos tem inicio durante o
processo de ordenha devido ao manejo inadequado de equipamentos e utensilios, bem como a falta
de higieniza¢ao do ubere e dos tetos do animal (SANTOS; FONSECA, 2001; GUERREIRO et al.,
2005). A principal fonte bacteriana nessa primeira etapa de processamento ¢ advinda da mastite
bovina. Trata-se de uma inflamag¢do na glandula mamaria do animal e esta diretamente relacionada a
praticas inadequadas de higiene durante o processo de ordenha (COUTINHO ef al., 2012). Desse
modo, ¢ inegavel a necessidade de implementar no campo as Boas Praticas Agropecuarias a fim de
garantir ndo somente o bem estar animal, mas também a qualidade do leite (ANDRADE; SILVA;
BRABES, 2003; NETO et al., 2018).

A contaminacdo microbiana pode ocorrer quando os microrganismos se aderem as superficies

do interior dos equipamentos de ordenha, quando as etapas do processo de higienizagdo sao
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negligenciadas (CAVALCANTI et al., 2010; NETO et al, 2018). A adesdo microbiana pode
favorecer a formagdo de biofilme na superficie de equipamentos e utensilios afetando diretamente a
qualidade do leite, além de oferecer risco a saide do consumidor (ANDRADE; SILVA; BRABES,
2003; CAVALCANTI et al., 2010).

A correta execugdo do processo de higienizagdo em todo processo desde a ordenha até o
transporte do leite ¢ de suma importancia para garantir a qualidade fisico-quimica do produto,
estabilidade microbiologica e seguranca para o consumidor. O objetivo principal deste estudo foi
avaliar as condigdes microbioldgicas encontradas em diferentes amostras (ar, equipamentos e
utensilios de ordenha), por meio da contagem padrao em placas de microrganismos mesofilos em

pequenas propriedades rurais do Alto Sertdo Sergipano.
Material e Métodos

Com o auxilio da Empresa de Desenvolvimento Agropecuério de Sergipe — EMDAGRO, foi
realizado o levantamento de 20 produtores de leite de base familiar que estariam dispostos a ceder
suas propriedades voluntariamente para a realizacdo desta pesquisa em cinco municipios do Alto
Sertdo Sergipano (Nossa Senhora da Gloria, Monte Alegre de Sergipe, Porto da Folha, Pogco Redondo
e Canindé¢ de Sao Francisco). Para cada cidade, as pesquisas foram realizadas em 4 propriedades
distintas. Apds o aceite, foram realizadas anélises microbioldgicas para verificagdo da qualidade do
ar e eficiéncia do processo de higienizacdo em equipamentos e utensilios utilizados pelos
ordenhadores.

Apoés a coleta das amostras, as mesmas foram armazenadas e transportadas em caixas
isotérmicas previamente higienizadas contento gelo reciclavel e destinadas ao Laboratorio
Multidisciplinar da Universidade Federal de Sergipe, Campus Sertdo, onde as analises

microbioldgicas foram realizadas.
Analise microbiologica do ar

Para diagnosticar a qualidade microbiologica do ar dos ambientes de ordenha foi realizada a
contagem de mesofilos aerdbios. Para a coleta das amostras no ambiente de ordenha foi utilizada a
técnica de sedimentacio simples, em que placas de Petri de 90 mm contendo Agar Padrio para
Contagem (PCA) (Acumedia, Brasil), sem a tampa foram deixadas proximo ao local de ordenha e
tanque de refrigeragdo (Figura 1) durante o periodo de 15 min (ANDRADE; SILVA; BRABES, 2003;
CARELI et al., 2003).
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As placas foram incubadas a 35 = 2 °C por 24-48 h. Os resultados foram expressos em
Unidades Formadoras de Coldnias por cm? por semana (UFC/cm?/semana) (SOARES, 2013a),
utilizando a Equagdo 1. Esta analise foi realizada em duplicata com duas repetigdes em todas as 20

propriedades.

UFC x 10080

(Eq. D)
Tr2x t

UFC/cm?/semana =

Em que r, representa o raio da placa de Petri, em cm; 10080 ¢ o nimero de minutos de uma semana;
7:3,1415 e ¢, o tempo de exposi¢do da placa em minutos. Em seguida, os resultados foram convertidos
para log UFC/cm?*/semana.

Figura 1 - Coleta de amostra de ar proxima ao local de ordenha em propriedades do alto sertdo
Sergipano

Fonte: Dos autores, 2019. ”

Analise microbioldgica de equipamentos e utensilios

A amostragem da borracha da ordenhadeira foi realizada de acordo com Amaral et al. (2004),
pela técnica de esfregacgo, cujo swab, previamente umedecido, é passado em toda area da borracha da
ordenhadeira por meio de movimentos de ida e volta, totalizando quatro repeti¢des (Figura 2). Esse
processo foi realizado em duplicata com duas repeti¢cdes em todas as 20 propriedades.

Para a coleta das amostras dos equipamentos e utensilios, foi utilizado a técnica do swab como
descrito por Careli et al. (2003). O swab esterilizado foi umedecido em adgua peptonada 0,1% (Kasvi,
Brasil) e o excesso removido. O swab foi esfregado na superficie dos equipamentos e utensilios, como
a parte interna de tanques de refrigeracao e de baldes de coleta de leite, utilizando-se um molde de 10
x 10 (100 cm?) fazendo movimentos de ida e volta totalizando em quatro a¢des.

Em seguida, apos dilui¢des adequadas, as amostras foram plaqueadas por pour plate em PCA

(Acumedia, Brasil), e em meio seletivo Agar MacConkey (Acumedia, Brasil), para a quantifica¢io
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de mesofilos aerdbios e enterobactérias, respectivamente, com posterior incubagdo a 35 + 2 °C por
24-48 h. Os resultados foram expressos em Unidades Formadoras de Coldnias por cm? (UFC/cm?)

(SOARES et al., 2013b).

Figura 2 — Amostragem da superficie de borracha da ordenhadeira

Fonte: Dos autores, 2019.

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica descritiva, explicitando-se as médias das

contagens dos grupos microbianos. Cada andlise foi realizada em duas repetigoes.
Resultados e Discussio
Qualidade microbiologica do ar no ambiente de ordenha

Os resultados para contagem de mesofilos aerdbios para as propriedades pesquisadas podem
ser vistos na Tabela 1.

Nao ha na legislagao vigente um padrao obrigatdrio, mas sim recomendagao para a qualidade
microbioldgica do ar, como o recomendado pela American Public Health Association (APHA), que
é de 1,48 LOG-cm?*/semana (30 UFC-cm?/semana), com relagio a mesofilos aerobios (EVANCHO
et al., 2015). A contagem de mesofilos aerobios no ambiente de ordenha apresentou resultados
maiores que o recomendado em todas as propriedades avaliadas (Tabela 1).

A alta contagem de mesofilos aerobios no ar do ambiente de ordenha encontrado na presente

pesquisa pode estar relacionada, dentre outras razdes, a forma como ¢ realizada a higiene do local de
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ordenha. Grande parte dos produtores so realizavam a raspagem das fezes ou em caso de piso de terra
batida (Figura 3) retiravam apenas o excesso de esterco. Ademais, a presenga de animais domésticos
no ambiente de ordenha (Figura 3) também pode ser um fator que favoreceu a contaminagdo no ar

deste ambiente.

Tabela 1 - Contagem de mesoéfilos aerobios do ambiente de ordenha em diferentes propriedades rurais
do Alto Sertdo Sergipano

Cidade (LOG/cm?*/semana)

Produtor CSF PR PDF MAS NSG
1 4,34+ 0,017 4,24 + 0,076 4,24 + 0,076 4,27 +0,09 4,30+ 0,011
2 4,27 +0,025 4,28 + 0,080 4,28 £0,079 4,31+0,018 4,35+0,016
3 4,31 +0,0018 4,27 £0,017 4,27+0,017 4,31 + 0,033 4,34 +£0,014
4 4,21 +0,021 4,28 +0,002 4,28 +£0,002 4,25 +0,025 4,28 £0,012

Fonte: Dos autores, 2019.
Legenda: CSF: Canindé de Sdo Francisco; PR: Pogo Redondo; PDF: Porto da Folha; MAS: Monte Alegre de Sergipe;
NSG: Nossa Senhora da Gloria.

Figura 3 - Curral com piso de terra batida e presenga de animais em uma das 20 propriedades visitadas
no Alto Sertdo Sergipano

Fonte: Dos autores, 2019.

Vale ressaltar que alguns fatores ambientais bésicos sdo capazes de influenciar de forma
negativa o equilibrio do ambiente. Esses componentes podem ser de ordem fisica ou quimica, tais
como solo, dgua, compostos quimicos usados na higienizagao de tetos e de equipamentos. Além disso,
0s componentes socioecondmicos e culturais sdo capazes de alterar consideravelmente o ambiente
em estudo como, por exemplo, habitos sociais, condi¢des tecnologicas e econdmicas, estruturas
sanitarias e natureza do trabalho, os quais afetam diretamente na taxa de multiplicagdo microbiana

(BRANDIELLI et al., 2017).
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Na literatura, hd uma escassez de estudos em ambientes abertos, como, por exemplo de
ambiente de ordenha. Entretanto, pesquisas realizadas na industria de alimentos, mesmo que em
ambientes fechados, refletiram valores de mesofilos aerdbios acima do recomendado, como por
exemplo, o estudo de Coelho et al. (2010) que avaliaram a contaminagao microbiologica de ambientes
e de superficies em restaurantes comerciais na cidade de Vicosa — MG e constataram que todas as
amostras analisadas apresentaram contagens de mesofilos aerobios superiores ao limite de 1,48
LOG:cm?/semana.

Para isso, a aplicagdo de Boas Praticas Agropecudrias surge como um vié€s para proporcionar
uma melhoria das condi¢des do leite brasileiro, sendo de responsabilidade do manipulador se atentar
ao correto manejo da ordenha. Além disso, deve existir um cuidado com as condi¢des fisicas do local,
pois este deve ser bem iluminado e ventilado, pisos limpos e com escoamento adequado
(GUIMARAES et al., 2013; PETERS et al., 2010). Dessa forma, o presente estudo enfatiza que o
ambiente de ordenha também faz parte da cadeia produtiva, sendo essencial a frequente orientagao

técnica para os ordenadores.
Quantificagdo de mesdfilos aerobios e enterobactérias em equipamentos e utensilios

Os resultados para contagem de mesofilos em equipamentos e utensilios para as propriedades
pesquisadas estao distribuidos na Tabela 2.

Os resultados foram interpretados seguindo o limite recomendado por Almeida et al. (2016)
de 2,00 LOG/cm? (1,00 x10?> UFC/cm?) para contagem de mesdfilos aerobios em superficies de
equipamentos e/ou 2,00 LOG/utensilio (1,00 x10> UFC/utensilio) utensilios do ambiente de ordenha.

Para contagem de mesofilos aerdbios os resultados obtidos nas superficies dos baldes
utilizados para armazenamento de leite, mostraram-se insatisfatorios, visto que, a contagem de
mesofilos aerdbios resultou em contagens fora do padrdo recomendado para todos os produtores,
independente da cidade.

Costa (2006) avaliou a interferéncia de praticas de manejo na qualidade microbiologica do
leite produzido em propriedades rurais familiares. Foram obtidos resultados semelhantes com o
presente estudo, os quais todas as amostras apresentaram valores acima de 2 LOG/cm? antes e depois
da adogdo do protocolo de higienizagdo de ordenha. Um fator que pode ter favorecido esta alta
contagem de mesoéfilos aerobios nesta pesquisa, ¢ a forma e a frequéncia de higienizagao realizada

além do local onde os baldes ficavam armazenados (Figura 4).
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Tabela 2 - Contagem de mesoéfilos aerdbios em equipamentos e utensilios em diferentes cidades do
Alto Sertdo Sergipano

Produtor Equipamento/ Cidade

Utensilio CSF PR PDF MAS NSG
1 >2.39" 3,23 >2.39 " >2,39 * 3,22
2 Balde >2,39" >2.39" >2,39 % 3,29 >2.39 "
3 (LOG/cm?) >2,39" 3,29 >2,39 * 2,89 2,10
4 3,25 3,26 >2,39 * 2,71 >2,39 *
1 2,74 3,18 >2,39 * NS 2,85
2 Tanque 2,74 N.S >2.39 * 2,77 NS
3 (LOG/cm?) N.S N.S >2,39 * >2,39 * 1,82
4 N.S 3,04 >2,39 * >2,39 * >2,39 *
1 2,76 2,39 * NS NS <1,00*
2 Teteira N.S N.S NS NS <1,00°
3 (LOG/teteira) N.S N.S NS NS <1,00""
4 N.S 3.32 NS NS >2,39 *

Fonte: Dos autores, 2019.
Legenda: CSF: Canindé de Sdo Francisco; PR: Po¢co Redondo; PDF: Porto da Folha; MAS: Monte Alegre de Sergipe;

NSG: Nossa Senhora da Gloria; N.S: Nao se aplica (auséncia de tanque de refrigeragio e/ou ordenha manual); *:

estimado (> 2,39 refere-se as contagens superiores a 250 UFC para todas as diluigoes estudadas).

Figura 4 - Local de armazenamento de baldes de coletas de leite em uma propriedade da cidade de
Nossa Senhora da Gléria/SE

Fonte: Dos autores, 2019.
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Os resultados de mesofilos aerdbios para as superficies de tanques de refrigeragdo para todos
os produtores das cidades que faziam uso do mesmo apresentaram-se fora do padrao citado
anteriormente (Tabela 2). A alta contagem de mesofilos aerdbios nos tanques de refrigeragao pode
ter sido influenciada pela falta e/ou inadequada higienizagao antes e depois do armazenamento do
leite, o que favorece a multiplicagdo de microrganismos, uma vez que o leite ¢ um 6timo substrato
para o desenvolvimento dos mesmos, contribuindo para o processo de adesdo microbiana e a
formacao de biofilmes indesejaveis (SOUSA et al., 2009).

O estudo de Reche et al. (2015) analisou a contaminagdo microbioldgica em superficies de
tanques de refrigeragdo de leite, ao qual a taxa de ocupacdo dos tanques ndo foi afetada pelos
microrganismos, entretanto, a contaminagdo do leite nas primeiras horas pode influenciar na
prolifera¢do de alguns microrganismos, principalmente os psicrotréficos. Ja no trabalho de Nogueira
(2016) sobre a analise microbioldgica de superficies de manipulagdo de alimentos em cantinas de
uma universidade, observou que 27% das amostras apresentaram resultados dentro do limite
recomendado para mesofilos, enquanto 73% apresentaram maior nivel de contaminagdo para
contagem destes microrganismos.

Ja os resultados encontrados na pesquisa realizada por Pinheiro, Wada e Pereira (2010) para
contagem de mesoéfilos aerdbios em superficies de tabuas de manipulacdo de alimentos, evidenciou
que 70% obtiveram resultados insatisfatorios e somente 30% resultaram em contagens dentro do
recomendado. Essa alta contagem pode ser explicada devido a adog¢do de praticas de higiene
inadequadas e pela falta de capacitagdo apropriada e assertiva por parte dos responsaveis pela
higienizacao, sendo o ultimo constatado na presente pesquisa.

No que tange os resultados obtidos para a teteira (Tabela 2), possivelmente o processo de
limpeza e sanitizacdo desse equipamento € realizada de forma correta, uma vez que 42,86% dos
produtores apresentaram média de mesofilos aerdbios dentro do limite recomendado de 2 LOG por
utensilio.

No trabalho de Cavalcanti et al. (2010), no qual foi realizada a avaliagdo microbiologica em
ordenhadeira mecanica antes e apos a adocao de procedimento orientado de higienizacdo, também
apresentou resultados abaixo do limite recomendado antes e depois da orientagdo. Vale ressaltar que
o nivel tecnologico utilizado na ordenha ndo garante um leite com melhor qualidade microbioldgica,
devendo o manipulador se atentar para a realizagdo da higieniza¢do adequada dos equipamentos de
ordenha (GARCIA; RIBEIRO; ORSINE, 2014).

De maneira geral, no que tange a qualidade do leite cru produzido no Brasil, De Castro ef al.

(2014) cita que, apesar de existirem esfor¢os por parte de 6rgdos regulamentadores para que haja
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correto manuseio e higienizacdo de utensilios e equipamentos durante a ordenha, ¢ necessario uma
conscientizacdo coletiva e trabalho de campo para uma efetiva melhoria da qualidade.
Na Tabela 3 estdo distribuidos os resultados para contagem de enterobactérias em
equipamentos e utensilios para os 20 produtores em diferentes cidades do Alto Sertao Sergipano.
Vale ressaltar que ndo existem padrdes legislatorios com relacdo a quantificacdo de
enterobactérias em equipamentos e utensilios que entram em contato com os alimentos. Porém,
encontram-se recomendagdes para mesofilos aerdbios e, para facilitar a interpretacao de dados, neste

estudo foi utilizado o mesmo parametro para enterobactérias.

Tabela 3 - Contagem de enterobactérias em equipamentos e utensilios em diferentes cidades do Alto
Sertdo Sergipano

Cidade

Produtor  Equipamento CSF PR PDF MAS NSG
1 >2,39 * 3,08 >2,39 * >2,39 * >2,39 *
2 Balde <1,00 " 3,06 3,43 >2,39 * <1,00
3 (LOG/cm?) <1,00 * 3,11 3,04 3,04 <1,00"
4 <1,00 " 2,94 >2.39 * >2.39 * 2,85
1 >2,39 * 2,57 2,86 N.S <1,00"
2 Tanque >2,39 * N.S >2,39 * >2,39 * N. S
3 (LOG/cm?) N.S N.S 3,10 >2,39 * <1,00"
4 N.S >2,39 * 2,80 3,19 2,54
1 2,64 2,85 N.S N.S <1,00"
2 Teteira N.S N.S N.S N.S <1,00"
3 (LOG/teteira) N.S N.S N.S N.S <1,00"
4 N.S 2,67 N.S N.S >2,39 *

Fonte: Dos autores, 2019.

Legenda: CSF: Canindé de Sdo Francisco; PR: Pogco Redondo; PDF: Porto da Folha; MAS: Monte Alegre de Sergipe;
NSG: Nossa Senhora da Gloria; N.S: Nao se aplica (auséncia de tanque de refrigeracdo e/ou ordenha manual); *: estimado
(> 2,39 refere-se as contagens superiores a 250 UFC para todas as diluigoes estudadas).

Com base nos resultados obtidos para a quantificacio de enterobactérias (Tabela 3) na
superficie dos baldes de coleta foi possivel constatar que 75% dos produtores estavam acima do limite
sugerido. Quanto aos resultados para a superficie dos tanques de refrigerag¢do, a contagem para este
grupo microbiano foi alta para 85,71% dos 14 produtores que faziam uso do mesmo, tendo

predominancia nas cidades de Canindé de Sao Francisco e Monte Alegre de Sergipe.
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Na quantificacdo de enterobactérias para borracha da teteira apenas os produtores 1,2 e 3 de
Nossa Senhora da Gléria, obteve média dentro do padrio sugerido de 2 LOG/cm?. Dessa forma, é
possivel pressupor que o processo de higienizacao das teteiras era realizado de forma ineficiente para
todos os demais produtores (57,14%) que utilizavam ordenhadeira mecénica. Os microrganismos
pertencentes a familia das enterobactérias estdo presentes no trato intestinal de animais de sangue
quente e seres humanos (SERAFIM et al., 2016), logo, a alta contagem deste grupo microbiano
reportado na presente pesquisa, com destaque para a superficie de baldes de coleta e tanques de
refrigeragdo, pode estar relacionado a ma higiene das maos dos ordenhadores.

Importante ressaltar que, de acordo com os critérios observados no presente estudo, foi
possivel constatar que grande parte dos produtores ndo realizavam a dilui¢ao correta dos agentes de
limpeza e sanitizacdo dos equipamentos, fator este que também pode ter favorecido a alta contagem
de mesofilos aerobios e enterobactérias aderidas nas superficies avaliadas. Outro fator que pode ter
interferido nos resultados encontrados € a possivel presenca de resquicios de leite do dia anterior no
tanque de resfriamento, podendo justificar a elevada contagem tanto de mesoéfilos aerdbios quanto de
enterobactérias na superficie do tanque (Tabela 2 e 3).

Além da utilizag@o de detergentes especificos para equipamentos e utensilios, ¢ recomendado
o acompanhamento de procedimentos de higienizac¢do, os quais atendam a concentrag¢do ideal do
detergente e sanitizante, bem como o tempo de contato da solucdo detergente com o equipamento
e/ou utensilios para que o processo de higieniza¢dao destes possa ser realizado de maneira eficiente

(CAVALCANTI et al., 2010).
Conclusio

A partir da quantificacdo de mesoéfilos aerdbios, foi possivel observar que todos os produtores
obtiveram médias acima do limite sugerido de 1,48 LOG-cm?/semana para a quantificacio de
mesofilos aerdbios no ar. Quanto aos resultados para mesofilos aerdbios e enterobactérias em
superficies de baldes de coleta e tanques de refrigeracao, a maior parte estava fora do padrao sugerido
de 2 LOG/cm?, ao passo que, para a borracha da ordenhadeira, a maioria apresentou resultados dentro
do limite sugerido.

Os elevados resultados microbioldgicos encontrados neste estudo, sdo derivados da falta de
cuidados higiénicos durante as etapas de obtencdo e armazenamento do leite cru, o que pode
prejudicar a qualidade do leite advindo das propriedades pesquisadas do Alto Sertdo Sergipano. As
inadequacdes do ambiente de ordenha observadas nesta pesquisa podem ser minimizadas através de

capacitacdes dos ordenhadores em relagdo a hébitos de satde e higiene pessoal, bem como
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enfatizando a importancia da utilizagdo correta de sanitizantes e limpeza adequada de utensilios e
equipamentos. Além disso, ajustes estruturais podem ser realizados e a modernizagdo da linha de

ordenha pode ser aplicada.
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Capitulo 6

Provas bioquimicas para identificacao de Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes em leites CMT positivo

Fernanda Pereira*!; Anderson Henrique Venancio?; Bruna Azevedo Balduino®; Danilo José
Machado de Abreu*; Roberta Hilsdorf Piccoli’

Resumo

Os microrganismos desempenham importantes fungdes nos alimentos, que vao desde fungdes
benéficas, até a ocorréncia de doengas causadas por estes microrganismos. Microrganismos
patogénicos quando presentes nos alimentos oferecem riscos a saude, podendo afetar tanto o homem
quanto os animais. A mastite bovina ¢ um dos principais problemas de ordem infecciosa de bovinos
leiteiros, acometendo diretamente a qualidade e seguranca do leite, sendo que as causadas por
Staphylococcus aureus sao as que mais prevalecem mundialmente. Bactérias do género Salmonella
spp. sdo responsaveis por diversos surtos alimentares no Brasil, sendo transmitida através dos
alimentos como, ovo cru, leites ndo pasteurizados e carne malpassada. Ja a bactéria Listeria
monocytogenes possui conjunto de caracteristicas proprias de desenvolvimento que faz com que seja
um patogeno emergente de grande interesse na area de alimentos. Os testes bioquimicos s3o uma
ferramenta amplamente utilizada na microbiologia para auxiliar na identificacdo de bactérias, pelas
diferentes vias metabolicas de obtencdo de energia e enzimas especificas utilizadas pelos micro-
organismos. O presente estudo objetivou avaliar a presenga de S. aureus, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes em leite in natura com resultados positivos no teste de CMT (Card Mastitis Test). A
identificacdo das cepas isoladas foi realizada por meio de testes morfoldgicos e bioquimicos, como:
testes de catalase, oxidase, coagulase, motilidade e metabolismo de carboidratos (manitol). Das 20
amostras analisadas, todas apresentaram resultados favoraveis a presenga dos microrganismos
patogénicos analisados. Os resultados obtidos evidenciaram péssimas condi¢cdes de higiene e
qualidade dos rebanhos leiteiros estudados, ja que amostras de leite apresentaram contaminagao por

S. aureus, Salmonella spp. e L. monocytogenes, o que pode representar riscos a satide publica.
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Introducao

Microrganismos patogénicos quando presentes nos alimentos oferecem riscos a saude,
podendo afetar tanto o homem quanto os animais. O Staphylococcus aureus ¢ um dos agentes
patogénicos mais comuns, responsdveis por surtos de intoxicagdo alimentar. As intoxicacdes
causadas por S. aureus apresentam sintomas como nauseas, vomitos, colicas abdominais, diarreia,
sudorese, dores de cabeca e prostracao (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). As peculiaridades do
seu habitat tornam sua presenga largamente distribuida na natureza, sendo transmissiveis aos
alimentos por manipuladores, na maioria, portadores assintomaticos, e pelos animais, principalmente
o gado leiteiro com mastite (BALABAN; RASOOLY, 2000).

A mastite bovina ¢ um dos principais problemas de ordem infecciosa de bovinos leiteiros,
acometendo diretamente a qualidade e seguranca do leite, sendo que as causadas por Staphylococcus
aureus sao as que mais prevalecem mundialmente. A mastite ¢ caracterizada por um processo
inflamatorio da glandula mamaria relacionado a agressoes fisicas, quimicas, térmicas ou microbianas,
sendo que 90% das mastites sdo causadas por bactérias (RAMALHO et al., 2012). Devido ao risco
de transmissdo dos microrganismos patogénicos ao consumidor, seja pelo leite ou derivados, a mastite
merece importancia no meio cientifico. A mastite, seja ela clinica ou subclinica, traz prejuizos
econOmicos € a saude publica, tornam a doenga, uma das maiores preocupacdes dos profissionais de
diversas areas da satide humana e animal (BALABAN; RASOOLY, 2000).

A bactéria Salmonella spp. € um género bacteriano pertencente a familia Enterobactericeae,
onde a maioria das bactérias reside no trato intestinal de seres humanos e animais, fazendo parte da
microbiota natural, entretanto, podem causar infecgdes. A Salmonella spp. ja foi responsavel por
diversos surtos alimentares no Brasil, sendo transmitida através dos alimentos como, ovo cru, leites
ndo pasteurizados e carne malpassada. Em geral, esse género infecta apenas o trato gastrointestinal
do hospedeiro, podendo causar dor abdominal, vomitos, fadiga e diarreia durando um periodo de
quatro a sete dias. Em casos mais graves, a infeccao pode entrar na corrente sanguinea contaminando
outros 0rgaos, como o figado, causando a febre tifoide (BRASIL, 2011).

O patdgeno Listeria monocytogenes ¢ um coco bacilo Gram-positivo, ndo-esporulado, nao
produtor de 4cidos, aerébio e anaerébio facultativo, de ampla distribuicio. E patogénica para o
homem e diversos animais, e sua ampla distribui¢do ambiental ¢ favorecida pela sua capacidade de
se desenvolver entre 0 °C e 44 °C e, embora sua faixa otima seja entre 30 °C e 37 °C. Tolera pH
extremos de 5 e 9, baixa atividade da dgua e concentracdes de NaCl de 10%. Este conjunto de
caracteristicas faz com que a L. monocytogenes seja um patdogeno emergente de grande interesse na

area de alimentos e explica o destaque que estes microrganismos vém ocupando nos tltimos anos no
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controle de qualidade na industria de alimentos, visto as dificuldades de sua eliminagdo, assim como,
a possibilidade de causar uma doenc¢a grave no consumidor, a listeriose (NOJIMOTO et al., 1994;
LANDGRAF, 1997; CHLEBICZ; SLIZEWSKA, 2018).

Em tipos raros de listeriose, vias de infeccao exdgenas sdo proeminentes, incluindo infecg¢ao
ascendente do ubere na mastite (STARIC et al., 2008; HOF, 2017). A listeriose geralmente ocorre
esporadicamente, mas casos de surtos em animais foram relatados (WIEDMANN et al., 1999;
WAGNER et al., 2005; BUNDRANT et al., 2011; DREYER et al., 2015). Qualidade e
armazenamento da racdo, saude animal, pratica de higiene e pratica de manejo agricola estdo
associados a ocorréncia de L. monocytogenes no ambiente da fazenda e a incidéncia de listeriose
animal (SANAA et al., 1993; NIGHTINGALE et al., 2005; CASTRO et al., 2017).

O presente estudo teve como objetivo verificar a ocorréncia de cepas de Staphylococcus
aureus, Listeria spp. € Salmonella spp. em leite in natura com resultados positivos no teste de CMT
(Card Mastitis Test). Mediante o exposto torna-se importante avaliar a presenca destes patdgenos em
alimentos, gerando informagdes que auxiliem no controle dos microrganismos e assegurem a

comercializacdo de alimentos com qualidade higienico-sanitaria.
Material e Métodos

Amostras de leite com resultados positivos no teste de CMT foram coletadas em tubo de
ensaio estéril e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal
de Lavras para realizacdo de andlises microbiologicas. As coletas foram realizadas em diferentes
propriedades leiteiras do municipio de Lavras — MG — Brasil, totalizando 20 amostras de leite com
resultado de CMT+++ em marco de 2021.

No laboratério, as amostras ja identificadas foram homogeneizadas e posteriormente
adicionadas aliquotas de 1 mL e transferidas para tubos de ensaio contendo 9 mL de dgua peptonada
estéril a 0,1% (p/v), e entdo realizadas as diluicdes seriadas. Apds as dilui¢des, foi realizado o
plaqueamento das amostras em Agar Triptona de Soja (TSA) e mantidas em estufa & temperatura de
36 °C em ambiente de aerobiose. As amostras que apresentaram desenvolvimento bacteriano foram
submetidas aos testes de esfregaco corado por Gram e posteriormente aos testes bioquimicos
apropriados. Todas as analises foram realizadas de acordo com metodologia descrita por Silva et al.
(2010).

Para a detecgdo de S. aureus, foram utilizadas aliquotas de 1 mL diluidas em agua salina
peptonada 0,1% até obtencio de solugdes de diluigdo 10! a 107, De cada uma das dilui¢des transferiu-

se 0,1 mL para placa contendo agar Baird-Parker, as quais foram incubadas a 37 °C por 48 horas. Em
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seguida, foi realizada a contagem presuntiva do nimero de colonias que apresentavam caracteristicas
tipicas como: coldnias circulares, pequenas (maximo 1,5 mm em didmetro), lisas, convexas, com
bordas perfeitas e massa de células esbranquigcada. O nimero da raiz quadrada do nimero de colonias
tipicas e atipicas formadas nas placas foi utilizado para a coleta de colonias que foram transferidas
para caldo Brain Heart Infusion (BHI), e incubadas a 37 °C/24-48 horas. A cultura foi purificada
empregando-se dgar TSA (37 °C/24-48 horas). Apds esta etapa, os isolados foram mantidos em
temperatura ambiente para posterior identificacao por meio de coloracao de Gram. Os cocos Gram-
positivos foram submetidos as provas de catalase, coagulase em plasma de coelho-EDTA e manitol
para confirmagao.

Para a deteccdo de Salmonella spp., uma aliquota de 1 mL foi diluida em caldo lactosado e
incubada a 35 °C por 18-20 horas (pré-enriquecimento). Posteriormente, aliquotas de 1 mL foram
transferidas para tubos contendo 10 mL de caldo selenito cistina e caldo tetrationato e incubados a 35
°C (enriquecimento seletivo). Apds 24 horas, foram realizados repiques em placas de agar entérico
de Hectoen (HE), agar bismuto sulfito (BS) e agar xilose lisina desoxiciolato (XLD), e incubagdo a
35 °C por 18-24 horas. Colonias tipicas, re-isoladas em tubos inclinados de 4gar lisina ferro (LIA) e
agar triplice acucar ferro (TSI), foram incubadas a 35 °C por 18-24 horas. Os microrganismos isolados
foram submetidos a coloracdo Gram e posterior identificagdo bioquimica por testes de catalase,
produgdo de HaS e de descarboxilagdo da lisina em caldo.

A técnica tradicional para deteccdo de Listeria monocytogenes em alimentos ¢ baseada no
método cléssico de presenca ou auséncia, sendo realizadas as etapas de pré-enriquecimento seletivo,
plaqueamento em meio seletivo e diferencial, selecdo das colonias tipicas para a confirmacgdo por
testes bioquimicos. O cultivo inicialmente foi colhido, aliquotas de 1 mL, semeado em caldo BHI
enriquecido com extrato de levedura e incubados por 24 horas a 35 °C. Apo0s esse periodo as culturas
do caldo BHI enriquecido foram semeadas em 4gar Palcam e agar Oxford para posterior provas
bioquimicas de catalase, oxidase e motilidade tipo guarda chuva. As colonias isoladas das placas de
meios seletivos e diferenciais foram escolhidas para uso nos testes de identificagdo. Por¢des de
tamanho semelhante foram inoculadas em cada tubo da série bioquimica proposta. Os tubos foram
entdo incubados por 24 horas a 35 °C antes da leitura e interpretagao dos resultados.

Para a confirmac¢do dos resultados, foram utilizadas cepas padrdo dos microrganismos em
estudo como controle positivo, sendo elas: Listeria monocytogenes ATCC 19117, Staphylococcus

aureus ATCC 13565 e Salmonella eneretidis ATCC 13076.
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Resultados e Discussao

Os resultados das provas bioquimicas de identificacao de Listeria monocytogenes, S. aureus

e Salmonella spp., estdo descritos nas Tabela 1, 2 e 3 respectivamente.

Tabela 1 - Resultados das provas bioquimicas utilizadas na identificacdo de L. monocytogenes

Amostras Gram Catalase Oxidase Motilidade
1 + + - +
2 + + - +
3 + + - +
4 + + - +
5 + + - +
6 - - - +
7 + + - +
8 - - - -
9 + + - +
10 + + - +

11 + + - +
12 + + - +
13 + + - +
14 + + - +
15 + + - +
16 + + - -
17 + + - +
18 + + - +
19 + + - +
20 - - - +
ATCC 19117 + + - +

Fonte: Dos autores, 2021.

Tabela 2 - Resultados das provas bioquimicas utilizadas na identificagdo de S. aureus

Amostras Gram Catalase Coagulase Manitol
1 + + 3+ -
2 + + 3+ o+
3 + + 4+ +
4 + + 4+ +
5 + + 4+ +
6 + + 3+ -
7 + + 3+ +
8 + + 3+ -
9 + + 4+ +
10 + + 4+ +
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Continuagao Tabela 2 - Resultados das provas bioquimicas utilizadas na identificacdo de S. aureus

Amostras Gram Catalase Coagulase Manitol
11 + + 4+ +
12 + + 3+ +
13 + + 4+ +
14 + + 3+ +
15 + + 3+ +
16 + + 3+ +
17 + + 4+ +
18 + + 4+ +
19 + + 4+ +
20 + + 3+ +
ATCC 19117 + + 4+ +

Fonte: Dos autores, 2021.

Tabela 3 - Resultados das provas bioquimicas utilizadas na identificacdo de Salmonella spp.

Amostras Gram H>S Catalase Lisina
1 - + + -
2 - + + +
3 - + + -
4 - + + +
5 - + + -
6 - + + +
7 - + + -
8 - + + +
9 - + + +
10 - + + +
11 - + + +
12 - + + +
13 - + + +
14 - + + +
15 - + + +
16 - + + +
17 - + + +
18 - + + +
19 - + + +

20 - + + +
ATCC 13076 - + + +

Fonte: Dos autores, 2021.

O processo de identificacdo dos microrganismos ¢ efetuado através da determinacdo de um
nimero minimo de propriedades. Portanto, quanto menor o nimero de observacdes efetuadas, maior

o risco de erros de identificagdo. Usualmente € necessario utilizar organismos como controles
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positivos e negativos para a execugdo de cada teste, como cepas padrao ATCC. Na identificagio
preliminar de bactérias, devemos primeiramente fazer a coloragdo de Gram, para verificar a
morfologia e cor das bactérias — gram positivas ou gram negativas. E uma coloragdo diferencial usada
para demonstrar as propriedades tintoriais de todos os tipos de bactérias. Para os trés patdgenos em
estudo, todas as amostras foram condizentes nos resultados de coloragao Gram.

Das 20 amostras analisadas, todas apresentaram resultados favoraveis a presenca dos
microrganismos patogénicos analisados. Apenas duas amostras (8 ¢ 16) resultaram negativo para o
teste de motilidade tipo guarda-chuva para L. monocytogenes, entretanto para os demais testes
bioquimicos o resultado foi positivo para o microrganismo.

As amostras de Listeria monocytogenes apresentaram-se como bastonetes Gram-positivo,
moveis e com crescimento caracteristico (formato de guarda-chuva) no meio de SIM, resultado
positivo nos testes de produgdo de catalase e negativo para a producdo de oxidase. O teste de
motilidade teve como objetivo avaliar a motilidade do microrganismo, sendo realizado em meio SIM.
O meio foi inoculado até dois tergos com uma coldnia isolada da bactéria (18 - 24 horas de incubagdo)
e incubado a 25 °C, durante 7 dias. A motilidade ¢ positiva quando o meio fica turvo e negativa
quando o meio continua transparente e o crescimento bacteriano se restringe apenas ao longo da
picada com formato de guarda-chuva caracteristico (BARROW; FELTHAM, 1993).

O teste de oxidase objetiva verificar a presencga da enzima citocromo C, uma das oxidases que
participam do processo oxidativo de respiragdo celular. O principio do teste consiste na detecgao de
indofenol (citocromo-oxidase). Tiras para rea¢do de oxidase (Laborclin) foram utilizadas. Com o
auxilio de um palito de madeira estéril, transferiu-se assepticamente uma ou duas colonias da amostra
para a superficie da tira. A coloracdo violeta da tira caracteriza o teste de oxidase positivo (BARROW;
FELTHAM, 1993). L. monocytogenes sao produtoras de catalase e em placas TSA-YE suas colonias
sdo opacas e incolores com as bordas definidas. A partir dos tubos de TSA-YE, transferiu-se uma
alcada da cultura para uma lamina de microscopia, adicionando uma gota de peroxido de hidrogénio
3% e observada a formacao de borbulhamento ou efervescéncia devido a liberagdo do oxigénio,
positivando a prova.

O habitat primario de L. monocytogenes ¢ o solo e a dgua, entretanto pode ser encontra nas
fezes dos animais, no leite de vacas sadias ou com mastite. Acredita-se que a silagem de baixa
qualidade fermentada inadequadamente seja a principal culpada pela listeriose animal. Os ruminantes
domésticos atuam como importante reservatorio desse grupo de bactérias, atuando como importante
fonte de manutencado e disseminando o patdgeno no ambiente (NIGHTINGALE et al., 2004; GRAY,
FREITAG; BOOR, 2006; MOHAMMED, 2009; WALLAND, 2015). Sendo a listeriose de

ocorréncia principalmente em individuos imunossuprimidos, idosos e gestantes, comumente se
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comportando como doenga muito severa, considerada uma das doengas bacterianas que mais causam
mortes nos seres humanos (HOELZER et al., 2012).

O bovino que apresenta mastite clinica ou subclinica, a populagdo de S. aureus ¢ predominante
tendo em vista que o mesmo faz parte da flora normal do animal (BALABAN; RASOOLY, A., 2000).
Os resultados encontrados neste trabalho sugerem elevada ocorréncia de mastite subclinica por
Staphylococcus coagulase positiva nas propriedades onde as amostras foram coletadas. Para
confirmacao da presenga do Staphylococcus aureus € necessaria a confirmagdao dos trés testes
bioquimicos (catalase, coagulase e Gram). Cepas de S. aureus coagulase positiva sdo capazes de
produzir fator aglutinante que reage com o fator plasmatico formando um complexo que atua no
fibrogénio do plasma originando a fibrina. Das amostras analisadas, todas positivaram para o teste de
coagulase.

A catalase ¢ uma enzima que, na presenca do peroxido de hidrogénio (H203), destr6i o mesmo,
transformando-o em H,O e O°. A liberagio do oxigénio pode ser observada mediante a formagio de
bolhas (KONEMAN et al., 1999). Na coloracdao Gram, identifica-se a bacteria pelo aspecto da colonia
e observacdes feitas ao microscopio, por ser cocos Gram-positivo devem apresentar a coloragdo roxa
ou azulada estando dispostos em grupos, com aspecto de “cachos de uva”. Em ambos os testes, todas
as amostras obtiveram resultados positivos para S. aureus.

S. aureus utiliza o manitol anaerobicamente, sendo este um meio salino (7,5% de Cloreto de
So6dio) com indicador de pH que provoca mudanga da sua cor quando o manitol ¢ fermentado e
produzindo 4cido, a Unica espécie capaz de realizar esta transformac¢do da coloracdo do meio ¢
Staphylococcus aureus. Sendo assim, a partir do tubo de TSA, o indculo foi transferido para tubo de
Caldo Purpura Base com 0,5% de manitol, previamente desaerado e coberto com uma camada de 2,5
mm de 6leo mineral estéril. Os tubos foram incubados por cinco dias a 37 °C. Foi observada a
ocorréncia de viragem 4cida para amarelo (teste positivo) em todos as amostras.

O género Staphylococcus ¢ o agente responsavel por aproximadamente 45% das toxinfecg¢des
no mundo. A contaminagdo com Staphylococcus spp., pode ocorrer durante os estagios de producao
ou estocagem do alimento, por cepas de origem ambiental ou humana. Em condig¢des favoraveis de
temperatura, o microrganismo cresce, podendo produzir toxinas. O controle das enterotoxinoses ¢
possivel desde que se observem as boas praticas sanitarias de higiene nos estdgios de obtengao,
producao, estocagem e manuseio de alimentos (SHAHZAD, 2013).

Salmonella € o principal agente de doencas de origem alimentar em diversas partes do mundo
e também no Brasil (BRASIL, 2011). Esse género pertence a familia Enterobactericeae, sendo
bacilos Gram-negativos e ndo esporulados. Sao anaerdbios facultativos, com produgao de gas a partir

de glicose e capazes de utilizar citrato como fonte exclusiva de carbono. A maioria ¢ movel por meio
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de flagelos peritriquios. As cepas de Salmonella enterica subsp. enterica sdo o principal alvo das
analises em alimentos e seu perfil bioquimico ¢ o que, normalmente, se considera como tipico nos
ensaios de detec¢do sendo que 98% das cepas descarboxilam a lisina e 95% produzem H»S. Além
disso, sdo catalase positiva (SILVA et al., 2010).

Conforme resultados apresentados na Tabela 3, todas as amostras foram positivas para os
testes bioquimicos realizados. Para o teste de lisina descarboxilase, as culturas foram inoculadas em
um tubo de Caldo Descarboxilase 0,5% L-Lisina, logo abaixo da superficie do liquido e incubadas a
37 °C/24 horas. Foi observada a turvagdo com viragem alcalina do indicador, alterando a cor do meio
para roxo azulado (teste positivo). A maioria das salmonelas sdo lisina-positivas, mas as cepas do
sorotipo Paratyphi sdo negativas.

Os resultados obtidos no presente trabalho corroboram com achados anteriores. A ocorréncia
de mastite bovina causada por L. monocytogenes € pouco descrita na literatura. Em trabalho realizado
por Gitter et al. (1980), L. monocytogenes sorotipo 4 foi isolada na amostra de leite colhida do quarto
afetado. Porém, o exame histologico dos linfonodos e do tecido mamario ndo revelaram a presenca
da bactéria. A presenca da L. monocytogenes no leite, segundo os autores, ndo significa que seja a
causa da mastite. Foi realizado o rastreamento da fonte em uma fazenda de gado leiteiro na Eslovénia
onde, revela uma alta ocorréncia de mastite subclinica devido a complexos clonais hiper virulentos

de Listeria monocytogenes (PAPIC et al., 2019).
Conclusao

No presente trabalho, os resultados obtidos permitiram inferir que L. monocytogenes, S.
aureus € Salmonella spp. podem fazer parte da microbiota contaminante de leite positivo para mastite
subclinica. O meio seletivo (Oxford e Palcam) possibilitou a identifica¢do da L. monocytogenes, de
forma que em 90% das amostras foi possivel identificar bioquimicamente a presenga desse
microrganismo. Diferentemente da identificacdo da presenca de Salmonella spp. e S. aureus, dos
quais 100% das amostras foram identificadas a presenga destes microrganismos. A Salmonella ¢ uma
bacteria muito comum no Brasil, responséavel por patologias e os testes bioquimicos demonstraram
ser uma ferramenta importante para identifica-las, assim como para Staphylococcus aureus. Os testes
bioquimicos de identificagdo e confirmacdo demonstraram ser eficientes na identificacdo dos
patogenos. Porém ¢ apenas uma ferramenta preliminar, necessitanto de testes confirmativos como o

uso de técnicas moleculares, sendo invidvel para produtores da cadeia produtiva do leite.
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Capitulo 7
Estudo da eficacia da radiacio ultravioleta na pasteurizacio nao térmica de leite
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Resumo

Ainda que haja uma tendéncia de mercado pelo consumo de alimentos frescos, o leite ¢ um produto
que nao pode ser comercializado para o consumidor final na sua forma in natura, sob o risco de
veicular alguma doenca aos consumidores, sendo obrigatoria sua submissao a um processo térmico
de pasteuriza¢do ou esterilizagdo em uma industria alimenticia de beneficiamento. Todavia, os
processos que t€ém o aquecimento como principio de conservagdo, possuem a desvantagem de
promoverem modificagdes nutricionais, fisicas, quimicas e sensoriais nos alimentos. Uma tecnologia
que tem se apresentado como um método de pasteuriza¢do nao térmico € a radiagdo ultravioleta (UV),
a qual atua através da incidéncia de ondas eletromagnéticas sobre a superficie dos alimentos. Desse
modo, o objetivo do presente estudo foi investigar o uso da radiacdo UV como método de
pasteurizagdo nao térmico do leite. Para isto, o leite foi submetido a radiagdo UV por 20 s, ¢ 1, 5, 10,
15 e 20 min. e ao tratamento de pasteurizagdo térmico convencional de 72 °C/20 s (controle). As
amostras de leite submetidas aos diferentes processamentos e in natura foram investigadas quanto a
contagem de enterobactérias, microrganismos-alvo do leite pasteurizado de acordo com a legislacao
brasileira vigente. As contagens médias de enterobactérias em log UFC/mL para o leite in natura e
submetidos a radiagdo UV por 20 s, 1 min., 10 min., 15 min. e 20 min. foram de <1,00, 2,60%, 2,55?,
2,51%,2,39%,2,28% ¢ 1,85 respectivamente. A partir dos resultados, verificou-se que a radiagdo UV,
no desenho de equipamento testado e nos tempos de processo utilizados, ndo pode ser caracterizada
como método de pasteurizagao em leite. Contudo, o aumento no tempo de processo ¢ capaz de reduzir

significativamente a quantidade de enterobactérias em leite.

Palavras-chave: Gram negativas. Lacteos. Radiagdo nao-ionizante.

! Discente do curso de graduagdo em Engenharia de Alimentos do IFNMG — campus Salinas.
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Introducao

O consumidor brasileiro esta progressivamente assumindo uma posi¢ao de protagonista no
mercado de lacteos. Antigamente, sua atuacdo era observada somente em relacdo ao seu
comportamento de compra. Hoje em dia, eles ditam o que gostam e o que querem adquirir, enquanto
as industrias e as fazendas leiteiras estdo atentas a essas demandas especificas e exigentes
(EMBRAPA, 2019). Pesquisas demonstram que os consumidores de lacteos estio em busca de
produtos seguros, menos processados, saudaveis, que promovam bem-estar ¢ sejam sustentaveis
(OLIVEIRA; ANJOS, 2012; EMBRAPA, 2019).

A média diaria de produgdo de leite dos 100 maiores produtores brasileiros ¢ de 19.238 L
(EMBRAPA, 2019). Esse leite ndo ¢ comercializado diretamente ao consumidor final, mas para as
industrias de beneficiamento. Um dos processos mais utilizados por essas industrias ¢ a pasteurizacao
térmica, pois ¢ uma etapa obrigatdria na fabricagdo de diversos produtos lacteos, tais como: leite
pasteurizado, manteiga, creme de leite pasteurizado, queijo fresco ou maturado por até 60 dias, leite
em po, iogurte, ricota e bebida lactea pasteurizada. Entretanto, por ser um processo baseado em altas
temperaturas, promove modificagcdes quimicas e sensoriais no leite quando comparado ao alimento
in natura (OLIVEIRA; ANJOS, 2012).

Define-se leite como um liquido esbranquicado, opaco, homogéneo e de odor caracteristico
(BRASIL, 2018). Alimento de alto valor nutricional, o leite apresenta quantidades significativas de
lactose, proteinas, lipidios, vitaminas, minerais e, sobretudo, 4gua. As caracteristicas nutricionais do
leite, juntamente com a elevada umidade e o pH proximo a neutralidade, oferecem a esse produto
condigdes favoraveis para o desenvolvimento microbiano (ORDONEZ et al.,2005; ARCURI et al.,
2006; FRAZIER; WESTHOFF, 1993; FRAZIER; TRONCO, 2010). No leite in natura, os
microrganismos sao provenientes da contaminagao que ocorre durante e apds a ordenha (ARCURI et
al., 2006).

Na microbiota do leite, € possivel encontrar quatro grupos de bactérias: a) psicrofilas, aquelas
que se desenvolvem em temperaturas inferiores a 7 °C; b) termodtricas, que resistem ao tratamento
térmico; c) laticas, aquelas que provocam acidificagdo do leite quando ndo refrigerado; e, d)
patogénicas, que provocam doenga, com destaque para as causadoras de mastite (ARCURI et al.,
2006). Os principais microrganismos patogénicos presentes em leite pertencem a familia
Enterobacteriaceae, a qual deve ser controlada para que esse alimento atinja o padrao de identidade e
qualidade previsto na Instru¢do Normativa 76/2018 (IN 76/2018) (BRASIL, 2018). A
comercializac¢do de leite in natura, embora ainda seja observada, sobretudo em cidades menores, ¢

uma pratica proibida por lei federal. O consumo de leite in natura pode provocar diversos sintomas
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e doencas causadas por microrganismos, tais como: diarreia, vOomito, tuberculose, brucelose,
toxoplasmose e listeriose (NERO et al., 2003).

Dessa forma, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) nao permite a
venda de leite in natura ao consumidor final ¢ sim as industrias de beneficiamento sob servigo de
supervisao oficial, em que a matéria-prima precisa estar em temperatura maxima de 7 °C no momento
da recepgdo (até 9 °C em casos excepcionais), ser refrigerado na empresa a até 4 °C e ser submetido
a um processo de conservacao adequado (BRASIL, 2018), como pasteurizacao e esterilizagdo. Essas
medidas tém como finalidade garantir a qualidade e seguranca do leite e seus derivados que serdao
adquiridos pelos consumidores (BERSOT et al., 2010; ARCURI et al., 2006). Sendo assim, um
processo alternativo com potencial para substituir a pasteuriza¢do precisa ter efeito antimicrobiano
contra enterobactérias e ndo utilizar aquecimento como forma de descontaminacao a fim de gerar um
produto com superior qualidade sensorial e nutricional.

Para que esse processo seja considerado adequado, cinco amostras de um mesmo lote de leite
devem ser retiradas e apenas duas podem apresentar contagem de enterobactérias superior a <l
UFC/mL e inferior a 5 UFC/mL de leite (BRASIL, 2018). As enterobactérias sao bactérias entéricas,
ou seja, que “habitam o trato gastrointestinal do homem e de outros animais” (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012). A familia Enterobacteriaceae compreende 44 géneros, dentre os mais importantes tém-
se Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Serratia, Proteus, Yersinia, Erwinia, Enterobacter,
Pasteurellales, Pasteurella e Haemophilus (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Esses
microrganismos sdo bastonetes Gram-negativos, anaerdbios facultativos, oxidase-negativos
frequentemete envolvidos em casos de doencas gastroentestinais (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

Uma tecnologia emergente que tem se apresentado com uma possivel opcao de pasteurizagao
ndo térmica em leite e em diversos outros alimentos ¢ a radiagao UV. Varios estudos tém demonstrado
a eficiéncia dessa tecnologia sobre microrganismos contaminantes presentes no leite, inclusive em
espécies de bactérias que integram a familia Enterobacteriaceae (ALTIC; ROWE; GRANT, 2007;
PEREIRA et al.,2014; OLIVEIRA; ANJOS, 2012; ENGIN; YUCEER, 2011; MATAK et al., 2005).
Entretanto, necessita-se de trabalhos no Brasil que investiguem o efeito antimicrobiano da radiagao
UV no grupo enterobactérias como um todo, caracteristica imprescindivel para classificar essa
tecnologia como uma técnica de pasteuriza¢ao nao térmica.

Além do controle microbiano, o pasteurizador de leite fluido deve ser um processo continuo,
automatico que possibilite o envase do leite em circuito fechado (BRASIL, 2018) e uma limitacao da
radiacdo UV ¢ seu baixo poder de penetracdo. Sendo assim, docentes e académicos do IFNMG —

Campus Salinas desenvolveram uma camara de radiagdao UV de fluxo continuo em ago inoxidavel
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que possibilita o envase em circuito fechado em que o alimento passa por uma cortina de 2 cm de

espessura conforme pode ser visualizado na Figura 1.

Figura 1 - Camara de radiacao UV de fluxo continuo construida no IFNMG — Campus Salinas
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Fonte: Dos autores, 2021.

Legenda: A - Estrutura em formato de prisma triangular onde a amostra ¢é inserida na camara como uma “cortina liquida”;
B - Frente da camara; C - Lampadas de radiacdo UV (cada duas linhas amarelas correspondem a uma lampada); D - Funil
para saida da amostra para bombeamento ou acondicionamento; E - Mangueira para transporte da amostra; F - Bomba
para o fluxo continuo da amostra.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia da radiacdo ultravioleta

na pasteurizag¢do nao térmica de leite.
Material e métodos

Todo o projeto foi desenvolvido no Instituto Federal do Norte de Minas Gerais (IFNMG) —

Campus Salinas. A recepcdo e a pasteurizagdo térmica do leite foram realizadas no Setor de
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Laticinios. Enquanto a pasteurizagdo por radiagdo UV e as analises microbiologicas foram executadas

no Laboratdrio de Fenomenos de Transporte e no Laboratério de Microbiologia, respectivamente.
Material

O leite integral in natura foi fornecido pela propria institui¢do. Os meios de cultura e reagentes

utilizados foram de padrao analitico.
Meétodos
Recepgao do leite

O leite ordenhado mecanicamente na propriedade rural do IFNMG — Campus Salinas foi
transportado em latdes plasticos isotérmicos até o Setor de Laticinios. Durante o recebimento, a
temperatura do leite foi aferida para verificar sua adequagao ao padrao estabelecido pela IN 76/2018
de 7 °C (excepcionalmente, 9 °C) (BRASIL, 2018). Além da temperatura, foi realizado o teste de
estabilidade ao alizarol.

Para a determinagao da estabilidade térmica das proteinas do leite, 2 mL da solugado de alizarol
e 2 mL de leite fluido foram adicionados em um copo descartavel branco (50 mL). A mistura foi
agitada e sua coloragdo e aspecto foram observados. O leite foi considerado adequado caso tenha
apresentado coloracdo vermelho tijolo, sem grumos ou com ligeira precipitagdo; leite acido, se
apresentasse coloragdo marrom claro ou amarelada com coagulagao; e, leite alcalino ou com mastite,
se apresentasse coloracao arroxeada (BRASIL, 2006). O leite em conformidade com a legislacao IN
76/2018 (BRASIL, 2018), foi armazenado a 4 °C até o momento do processamento por um periodo

maximo de 48 h.
Pasteurizacdo térmica do leite

Para o processamento de pasteurizacao térmica do leite (método convencional), inicialmente,
o pasteurizador (trocador de calor a placas) foi sanitizado com circulagdo de agua clorada (200 ppm
de cloro ativo) a uma vazdo de 100 L/h por 20 min. Em seguida, o equipamento foi enxaguado com
agua por 5 min. sob mesma vazao. Uma amostra de 50 L de leite in natura mantido sob refrigeracao
a 4 °C foi pasteurizado no trocador de calor a placas a 72 °C por 20 s. Apds esse processo, o leite foi

novamente resfriado a temperatura de 4 °C e mantido em latao plastico isotérmico (50 L) previamente
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sanitizado com agua clorada (200 ppm de cloro ativo) por um periodo maximo de 24 h até o momento

da analise microbiolégica.
Processamento por radia¢do ultravioleta (UV)

Para o processamento do leite por radiacdo UV, primeiramente, o equipamento foi sanitizado
com circulagao de agua clorada (200 ppm de cloro ativo) a uma vazao de 21 L/min. por 20 min. e,
em seguida, enxaguado com agua por 5 min. a mesma vazao. Uma amostra de 5 L de leite in natura
mantido sob refrigeracdo a 4 °C foi processado no equipamento de radiagdo UV continua em fluxo
intermitente, o qual possui seis lampadas UV de 15 watts cada e a amostra se apresenta na camara
como uma cortina de 2 cm de espessura de acordo com o demonstrado na Figura 1. Esse processo
ocorreu nos tempos 20 s, e 1, 5, 10, 15 ¢ 20 min. Por fim, as amostras foram armazenadas em
embalagens de polietileno previamente higienizadas e armazenadas a 4 °C por um periodo maximo

de 24 h até o momento da analise microbiologica.
Andlise microbioldgica

A contagem de enterobactérias foi realizada de acordo com o método de plaqueamento 21528-
2 (ISO, 2004). Primeiramente, 25 mL do leite in natura, processado por pasteurizacao térmica (72
°C/20 s) e por radiacdo UV nos tempos 20 s, e 1, 5, 10, 15 e 20 min. foram inoculados em 225 mL de
4gua peptonada tamponada (dilui¢do 10™"). Em seguida, 1 mL da dilui¢io 10! foi inoculado em 9 mL
de 4gua peptonada tamponada (dilui¢do 102), esse processo foi repetido até obtencgdo da dilui¢io 10-
3. Posteriormente, 1 mL das diluigdes 102 e 102 foi transferido para cada duas placas de Petri
previamente esterilizadas e 10 mL de dgar vermelho violeta bile com glicose (VRBG) foram vertidos
sobre as placas. Apos a completa solidificagao do meio, mais 15 mL de d4gar VRBG foram acrescidos
as placas, que foram incubadas invertidas a 37 °C/24 h depois do restante do meio de cultura
adicionado estar solidificado.

Para confirmacgao de colonias de enterobactérias, placas com até 150 colonias de cada amostra
foram selecionadas. De cada placa, cinco coldnias tipicas (vermelho purpura rodeados por halo
avermelhado de precipitacdo de sais biliares ou esbranquigadas) foram escolhidas. Cada colonia foi
estriada em uma placa de agar nutriente que foi incubada invertida a 37 °C/24 h. Em seguida, uma
colonia isolada de cada placa seguiu para o teste de oxidase e teste de fermentagao da glicose.

Para o teste de oxidase, colocou-se um disco de papel de filtro no interior de uma placa de

Petri que foi embebido com o reagente de Kovacs. Parte de uma colonia em agar nutriente foi retirada
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com uma alca de platina e espalhada sobre o papel. Para o resultado positivo, observou-se o
desenvolvimento de uma colora¢do azul intensa em aproximadamente 10 s. O teste negativo foi
confirmativo para enterobactérias. No teste de fermentacao da glicose, cada colonia foi inoculada
com uma agulha de inoculagcdo em um tubo contendo agar glicose. Os tubos foram incubados a 37
°C/24 h com as tampas ligeiramente frouxas. Para o teste positivo, ocorreu a viragem da cor do meio
de cultura para amarelo. As enterobactérias sao fermentadoras de glicose. Todas as colonias oxidase
negativas que fermentaram a glicose foram confirmadas para enterobactérias e a contagem foi

determinada pelas Equagdes 1 e 2 (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2017).

. C (Eq. 1)
a=b N

Onde, C ¢ o nimero total de coldnias presentes em cada placa selecionada para contagem; A

¢ o nimero de colonias submetidas a confirmagao; e, b é o nimero de colonias confirmadas.
UFC a

— (Eq. 2)
mL [v.(n;+0,1n,).d]

Onde, v ¢ o volume inoculado em cada placa; n; é o nimero de placas contadas da primeira
dilui¢do selecionada; ny ¢ o numero de placas da segunda dilui¢do selecionada; e, d ¢ a primeira

dilui¢do retida para contagem.
Andlise estatistica

O leite foi coletado em dois meses diferentes. No primeiro més, foram obtidos: cinco amostras
de 500 mL de leite in natura de um mesmo lote; cinco amostras de 500 mL de leite pasteurizado
termicamente de um mesmo processo; €, cinco amostras de 500 mL de leite obtido por radiacao UV
no tempo 20 s e 1 min. No més posterior, foram coletadas cinco amostras de 500 mL de leite in natura
de um mesmo lote e cinco amostras de 500 mL de leite processado por radiagdo UV nos tempos 5,
10, 15 e 20 min. Todo esse processo ocorreu em trés repeticdes. As médias das contagens de
enterobactérias dos diferentes tratamentos juntamente com a média da amostra controle foram
submetidas a Analise de Variancia e Teste de Média de Tukey a um nivel de 5% de significancia
através do software Statistica® 12 (STATSOFT, 2014) a fim de comparar os processos e verificar sua

adequagdo frente a IN 76/2018 (BRASIL, 2018).
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Resultados e discussao

Controle de recep¢do do leite

Ao longo das etapas de recebimento do leite in natura, a temperatura se manteve adequada
durante toda a realizag¢do do projeto, variando de 6 a 8 °C. Na Figura 2, ¢ possivel observar fotos do
teste de estabilidade ao alizarol, os quais apresentaram a coloragdo vermelho tijolo sem grumos ou

precipitacdo. Portanto, o leite estava apto para ser processado.

Figura 2 - Teste de estabilidade ao alizarol do leite in natura

-~

Fonte: Dos autores, 2021.

Contagem de enterobactérias

A contagem de enterobactérias no leite in natura foi de 2,60 = 0,38 Log UFC/mL. Quando o
leite foi submetido ao processo convencional de pasteurizacdo térmica a 72 °C por 20 s, todas as
cinco amostras, nas trés repeticdes realizadas, ndo apresentaram crescimento de enterobactérias (<1
UFC/mL), demonstrando que o processo esteve de acordo com a IN 76/2018 (BRASIL, 2018). Em
contrapartida, quando o leite foi submetido ao processo de radiagdo, foram observadas contagens
microbianas em todos os tempos testados, conforme pode ser observado na Figura 3.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as contagens de enterobactérias do leite in

natura e as contagens das amostras submetidas ao processo de radiacdo UV nos tempos 20 s, 1 min.,
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5 min., 10 min. e 15 min. Somente no tempo de 20 min., observou-se uma redu¢do média de 29%

(0,8 Log UFC/mL) na contagem de enterobactérias quando comparada a amostra in natura.

Figura 3 - Contagem de enterobactérias (Log UFC/mL) em leite submetido a radiagdo UV
5
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Fonte: Dos Autores, 2021.

Nota: Marcadores seguidos da mesma letra minuscula (comparagdo entre tempos) ndo diferem significativamente a 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey (p>0,05). A linha pontilhada representa a regressdo linear obtida a partir da
contagem de enterobactérias.

O comportamento da radiagdo UV no niimero de enterobactérias determinadas em leite ao
longo do tempo de 20 s a 20 min. sob as condigdes da cdmara utilizada no presente estudo pode ser

explicado através do modelo descrito pela Equagdo 3 (R? = 0,834).
. UFC\ . (Eq. 3)
Contagem de enterobactérias LogE =-0,0298*tempo+2,5922

De acordo com a Equagdo 3, quanto maior o tempo de processo, menor sera a contagem de
enterobactérias. Se essa equagdo pudesse ser extrapolada para além do tempo utilizado nesse
processo, sugerir-se-ia que o tempo de processo acima de 87 min. atingiria o valor estabelecido na IN
76/2018.

A radiagdo ultravioleta apresenta baixo poder de penetracdo em fluidos opacos, dessa forma,
a baixa efetividade dessa tecnologia no leite pode estar relacionada a esse fenomeno (CHOUDHARY;
BANDLA, 2012). Além disso, no caso de tratamentos mais prolongados com a luz ultravioleta, seria
necessario realizar um estudo de viabilidade econdmica para obtengdo da relacdo de custo-beneficio

quando comparado a pasteurizacao térmica.
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A maioria das investigacdes sobre a viabilidade da aplicacao dessa tecnologia em leite aponta
que ocorre a redugdo da carga microbiana em alguns ciclos logaritmicos (ALTIC; ROWE; GRANT,
2007; MATAK et al., 2005; OLIVEIRA; ANJOS, 2012), entretato, € pouco recorrente a eliminagao
completa desses microrganismos conforme observado na pasteurizacao térmica.

Uma das principais vantagens da radicdo UV em alimentos em detrimento ao processo térmico
¢ que as alteracdes sensoriais, na maioria dos alimentos, sdo minimizadas. Além disso, esse método
atua na eliminagio de microrganismos sem a utiliza¢do de substancias indesejaveis (DOMINGUEZ;
PARZANESE, 2011; GUEDES et al., 2009), contribuindo para um processo sustentavel. Em
contrapartida, a utilizagdo da radiagdo UV pode danificar a visdo e provocar queimaduras nos
manipuladores. Dessa forma, torna-se necessario um equipamento com design seguro € uma equipe

treinada para manipulacdo dessa tecnologia.
Conclusao

Diante do exposto, € possivel concluir que a radiagcdo UV apresentou uma redugao de 0,8 log
UFC/mL de enterobactérias em leite sob longo tempo de processo (20 min.). Contudo, quando se
compara essa tecnologia no desenho de equipamento experimentado e nos tempos de processo

operados, esta ndo apresentou a mesma eficacia que a pasteurizagdo térmica em leite.
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Capitulo 8

Levantamento de perfil comportamental relacionado as medidas higiénico-sanitarias para
conter a Covid-19 e adequacio das Boas Praticas de Fabricaciao

Guilherme Nunes Luly*'; Adriana Masson Parcianello?; Marcia Helena Scherer Kurz®; Itiara
Gongalves Veiga*; Meritaine da Rocha*; Fernanda Arnhold Pagnussatt*

Resumo

Diante da pandemia causada pelo Coronavirus (Covid-19) diversas medidas de controle foram
recomendadas pelos 6rgdos competentes para garantir a seguranga de trabalhadores e consumidores
de alimentos e evitar a transmissdo do Sars-CoV-2 na cadeia produtiva. Neste contexto, insere-se
também a agricultura familiar que cultiva e produz alimentos para posterior comercializagdo,
geralmente em feiras ou em cooperativas, sendo assim necessdrias as adequagdes, tanto para a
manuten¢do da qualidade do alimento, bem como para a seguranc¢a da comunidade em geral, diante
da pandemia. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento sobre
o perfil de comportamento dos agricultores familiares e clientes de uma feira agroecoldgica, a
AgriSAP, realizada em Santo Antonio da Patrulha/RS, em relacdo as medidas de controle
recomendadas pelos 6rgaos governamentais e que foram adotadas em funcao da pandemia, além do
cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo. O levantamento foi feito através da aplicacao de dois
questionarios, o primeiro voltado para os clientes, e o segundo voltado para os trabalhadores da feira.
Os resultados obtidos apds a aplicagdo dos questiondrios evidenciaram que 96,4% da comunidade
integrante da AgriSAP fizeram o uso de mascaras e 85,1% utilizaram agentes sanitizantes nas maos;
no entanto, apenas 46,4% realizava a limpeza correta das sacolas usadas para transporte e
armazenamento dos alimentos adquiridos. Também foi realizada a aplicagdo de uma lista de
verificagdo em uma das agroindustrias, que permitiu identificar que houve uma grande
conscientizagao por parte dos integrantes da feira e que o perfil comportamental reflete a importancia
da divulgacao das informacdes das medidas técnicas e dos cuidados necessarios, possibilitando assim,

que os ambientes usados para a producdo e comercializagdo de produtos oriundos da agricultura
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3 Técnica em Quimica, Dr?, FURG.
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familiar estivessem dentro das normas estabelecidas pelos 6rgaos regulamentadores e os protocolos

sanitarios fossem cumpridos pela populagdo, permitindo uma maior prevencao a Covid-19.

Palavras-chave: Agroindustria familiar. Alimento seguro. Notas técnicas da ANVISA. Coleta de

dados. Doenga infecciosa.
Introducio

Diante da globalizagdo e da crescente conscientizacdo dos consumidores em procurar
alimentos com qualidade, toda a cadeia produtiva deve estar preparada para o desafio de produzir
alimentos seguros, com exceléncia em qualidade (SAMULAK et al., 2011). Na industria de
alimentos, além do foco principal na satisfacdo que o produto proporciona aos seus clientes, a
qualidade esta diretamente relacionada a satide e seguranca alimentar. Além disso, uma eficiente
gestdo da qualidade impacta diretamente nos custos e, consequentemente, na rentabilidade das
empresas (TELLES, 2014).

A produgdo de alimentos diferenciados, como os organicos, tem se apresentado de forma
alternativa para que os pequenos produtores rurais tenham melhores condi¢des de vida, contribuindo
para o desenvolvimento local e regional (CARMO, 1999). Os agricultores familiares de Santo
Antonio da Patrulha/RS que comercializam seus produtos na feira, conhecida como AgriSAP, em
geral, tém buscado adequacgao a produgao organica de alimentos, uso sustentavel dos recursos naturais
e técnicas apropriadas para o processamento das matérias-primas, com base na qualidade do produto
final.

Desde o ano de 2010, estes agricultores vém sendo amparados com auxilio técnico da
Universidade Federal do Rio Grande — FURG, que atua em parceria com a Emater, Prefeitura
Municipal e Sindicato dos Trabalhadores Rurais no sentido de contribuir com o fortalecimento e a
expansao do setor agroindustrial com a garantia de fornecer alimentos de qualidade e produzir com
seguranga.

Diante do contexto da pandemia, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA), através da Portarian® 116, de 26 de marco de 2020 definiu os setores essenciais para garantir
o funcionamento das cadeias produtivas de alimentos e bebidas durante o estado de calamidade
publica, decorrente da pandemia da Covid-19. O setor alimenticio foi um dos 18 setores considerados
como servigo essencial, sendo autorizado a funcionar mesmo com as restrigdes de isolamento

impostas pela quarentena (BRASIL, 2020a).
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Neste cendrio pandémico, causada pela Covid-19, ¢ imprescindivel que as industrias de
alimentos fortalecam as medidas de higiene pessoal e fornecam treinamentos e atualiza¢des sobre 0s
principios de higiene, eliminando ou reduzindo o risco da contaminagao de superficies alimentares e
materiais de embalagem pelo virus, que pode também estar presente nos trabalhadores do setor de
alimentos. Desta forma, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) divulgou algumas
Notas Técnicas com o objetivo de prestar esclarecimentos e orientagdes para o setor alimenticio
(PAHO, 2020a).

Assim, o auxilio técnico e cientifico prestado pela FURG em parceria com os demais 6rgaos
da cidade de Santo Antonio da Patrulha permitiu a realizagdo de um levantamento de informagdes,
através da aplicacao de questiondrios para avaliar o quanto as pessoas envolvidas na AgriSap estavam
cientes da necessidade de ado¢do de medidas higiénico-sanitarias para conter o avanco da pandemia.
Essa pesquisa foi elaborada na forma de questionarios, como o intuito de atender as normas referentes
as Notas Técnicas recomendadas pela ANVISA, como a NT 48/2020, que apresenta em detalhes as
medidas que devem ser adotadas na fabricagdo e manipulacdo de alimentos durante a pandemia,
abordando questdes como a avaliagdo do estado de saude dos colaboradores, aumento do
espacamento fisico entre os colaboradores e maior divisdo dos turnos de trabalho, higienizagdo das
maos, ambientes, equipamentos e utensilios e higiene e conduta pessoal (BRASIL, 2020b). Ja a NT
49/2020 traz recomendagdes para os servigos de alimentag¢do voltados para o atendimento ao cliente,
tratando do uso de luvas e méscaras em estabelecimentos no contexto do enfrentamento da Covid-19
(BRASIL, 2020c). Desta forma, considerou-se imprescindivel a continuidade da execuc¢ado fiel das
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) pelas unidades produtoras e comercializadoras, mesmo ja estando
comprovado que os alimentos nao sdo vetores dessa contaminagao (BRASIL, 2020b).

O presente trabalho teve como objetivo realizar um levantamento sobre o perfil de
comportamento dos agricultores familiares e clientes de uma feira agroecoldgica, a AgriSAP,
realizada em Santo Antonio da Patrulha/RS, em relagdo as medidas de controle recomendadas pelos
orgdos governamentais € que foram adotadas em funcdo da pandemia, além da verificagdo do

cumprimento das Boas Préticas de Fabricacao.
Material e Métodos
Para um melhor entendimento do comportamento dos clientes e dos comerciantes que

circulam na feira agroecologica e também das condi¢des atuais das agroindustrias familiares, foram

criados dois diferentes questionarios na plataforma Formularios Google e uma lista de verificagao,
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com questdes pertinentes a pandemia. O estudo respeitou os principios éticos de pesquisa envolvendo
seres humanos e o trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP-FURG) (n° CAAE:
39623220.5.0000.5324). O primeiro questionario (Quadro 1) foi destinado para os clientes que
frequentam a feira, contendo 19 questdes de multipla escolha de cunho pessoal e relacionadas a
Covid-19, o segundo, (Quadro 2) para os agricultores que comercializam seus alimentos na AgriSAP,

com 23 questdes relacionadas ao cumprimento dos protocolos e questdes de higiene.

Quadro 1 - Questiondrio para levantamento do perfil dos clientes da AgriSap
Perguntas

1. Qual a sua idade?

2. Qual é o seu sexo?

3. Qual a sua cidade?

4. Vocé esta ciente das causas da Covid-19?

5. Vocé esta ciente dos sintomas da Covid

6. Vocé ¢ do grupo de risco (gestante, lactantes, idade acima de 60 anos, diabético, asmatico ou

doente crénico)?

7. Vocé usa mascara sempre que necessita sair de casa?

8. Voce faz a lavagem e/ou troca de mascara com frequéncia recomendada (a cada 2 horas)?

9. Voce respeita o distanciamento entre as pessoas?

10. Vocé tem o habito de usar 4lcool em gel ou alcool glicerinado sempre que necessita sair de

casa?

11. Vocé tem conhecimento da existéncia e eficacia de alcool glicerinado?

12. Vocé leva sacolas de casa (ecobags ou similares) para evitar utilizar sacolas de pléstico

cedidas pelos feirantes?

13. Apds o uso, voceé realiza a higienizagao de sacolas plasticas ou similares?

14. Vocé manipula os produtos da feira durante o processo de escolha?

15. Vocé prioriza realizar pagamentos por meio de aplicativos ou transferéncia bancaria?

16. Vocé tem algum receio/medo de frequentar a feira?

17. Na sua familia, a responsabilidade de fazer as compras ¢ delegada a somente uma pessoa?

18. Vocé evita sair de casa durante a pandemia?

19. Voce higieniza os itens comprados quando chega em casa?

Fonte: Dos autores, 2021.
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Quadro 2 - Questiondrios de praticas higiénicas e cumprimento de protocolo pelos feirantes

Perguntas

1. Os funciondrios estdo utilizando mascaras que criam uma barreira contra os respingos

respiratorios?

2. Os funcionarios estdo usando luvas e aventais descartaveis para todas as tarefas do processo

de limpeza, incluindo o manuseio do lixo?

3. Os funciondrios estio seguindo o protocolo de lavagem das maos recomendado pela Anvisa?

4. Foram estabelecidas rotinas de medi¢do de temperatura dos funcionarios?

5. H4 um espacamento minimo de pelo menos 1,5 metros entre os trabalhadores?

6. Ha orientagdo e controle das rotinas de higiene dos ambientes comuns (refeitérios, vestudrios,

sanitarios, entre outros), assim como dos equipamentos?

7. A érea do piso esta limpa?

8. Todas as janelas estdo limpas?

9. Os banheiros e mictdrios estdo limpos e higienizados?

10. Todas as paredes estdo limpas e higienizadas?

11. Todas as portas estdo limpas e higienizadas?

12. Ha equipamentos que promovam a ventilagdo do ambiente?

13. O estabelecimento oferta dlcool em gel e/ou alcool glicerinado com no minimo 70% de

concentracao aos trabalhadores?

14. Vocé tem conhecimento da existéncia e eficacia de alcool glicerinado?

15. Ja houve algum caso confirmado de Covid-19 na agroindustria?

16. Caso a resposta anterior tenha sido positiva, o funcionario foi imediatamente isolado?

17. Os funcionarios estdo cientes dos sintomas da Covid-19?

18. Os funcionéarios considerados do grupo de risco foram afastados, respeitando cada situagao?

19. Os trabalhadores doentes sdo encorajados a ficar em casa?

20. As situagdes de contato presencial foram substituidas por contato virtual?

21. Foi estabelecido dias de trabalho alternados ou novos turnos para reduzir o numero de pessoas

presentes em um mesmo local?

22. As viagens ndo essenciais foram reduzidas durante a pandemia?

Fonte: Dos autores, 2021.
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Foram realizadas visitas a AgriSAP, para aplicar os questionarios, acompanhar a rotina dos
agricultores e também observar o comportamento dos clientes, respeitando todos os protocolos de
segurancga estabelecidos.

Os questionarios foram aplicados nas tergas-feiras de tarde e aos sabados pela manha, nos dias
da AgriSAP. Um grupo devidamente identificado de 2 alunos e 1 professor fez a abordagem para
entrevista aos clientes da feira e todos os feirantes, tomando todos os cuidados em relagcdo ao
distanciamento social, usando mascara e higienizando as maos com alcool.

As respostas geradas pelo Formularios Google apds a aplicagdo dos questionarios foram
avaliadas e os principais resultados encontrados serviram de base para as sugestdes de melhorias, que
foram realizadas de forma conjunta com a observacao da rotina da AgriSAP.

Outra etapa da pesquisa foi constituida da aplicagdo de uma lista de verificagdo. A RDC n°
275 de 21 de outubro de 2002 apresenta essa lista de verificagdo de BPF, sendo o ato normativo
complementar a Portaria n® 326, introduzindo o controle continuo de BPF e os procedimentos
operacionais padronizados durante a pandemia (TRASEL, 2014). Com base nessa legislagdo, a lista
de verificagao foi elaborada, sendo constituida de 21 questdes, que tiveram como resposta, uma das
trés opcdes descritas: sim, ndo ou nao se aplica.

Para aplicar a lista de verificacdo, foi solicitado aos agricultores que participam da AgriSAP
que gravassem videos mostrando as instalacdes industriais e a rotina durante a producdo, e
encaminhassem via e-mail, para verificar o cumprimento das Boas Praticas de Fabricagdo e
implantacdo de medidas de conten¢do a Covid-19. No entanto, a adesdo a essa etapa do trabalho foi
baixa, e num total de 10 feirantes, apenas 1 enviou o video. Essa lista também foi usada para promover
um melhor entendimento da realidade especifica em que a agroindustria se encontra, pois contém 21
itens que abrangem as medidas de conten¢do que devem ser tomadas pelas agroinduistrias, de acordo

com a Nota Técnica N° 48/2020 da ANVISA.
Resultados e Discussio
Perfil comportamental dos clientes e feirantes da AgriSAP
Durante o segundo semestre de 2020, foram realizadas duas visitas semanais na AgriSAP

pelos alunos, professores e técnicos da FURG, onde foi possivel aplicar os questionarios, para um

total de 10 feirantes e 223 clientes.
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Através da aplicagdo dos questionarios, foi possivel perceber que a proporc¢ao entre homens e
mulheres que frequentavam a AgriSAP era bem proxima, sendo 52,5% homens. Além disso, foi
observado que todos os feirantes, e a grande maioria dos clientes (96,4%) entrevistados faziam o uso
de méscara, porém apenas 70% trocavam de mascara a cada duas horas e faziam a higieniza¢do
correta. Vale salientar que € recomendado pela ANVISA que a troca da mascara seja realizada sempre
que ela apresentar sujidades ou umidade, e devem ser lavadas regularmente, entretanto, deve se evitar
mais de 30 lavagens e a higienizagcdo deve ser feita seguindo as seguintes instrugdes: a) a mascara
deve ser lavada separadamente; b) lavar previamente com agua corrente e sabao neutro; c) deixar de
molho na agua, sabao e agua sanitaria ou equivalente (recomenda de 20 a 30 minutos); d) secar; )
passar com ferro quente; f) guardar em um recipiente fechado (BRASIL, 2020d).

As maéscaras faciais ndo-hospitalares ndo oferecem total protecao contra infec¢des, mas reduz
sua incidéncia. Especialistas apontam que mesmo pequenas medidas para reduzir transmissdes tém
grande impacto na atual pandemia, especialmente quando combinadas com medidas preventivas
adicionais, que sdo absolutamente necessarias, como lavar as maos com frequéncia; se tossir ou
espirrar, cobrir o nariz € a boca com cotovelo flexionado ou lengo de papel; utilizar lenco de papel
descartavel para higiene nasal e evitar tocar mucosas de olhos (BRASIL, 2020d).

Em 80% das bancadas da feira, era fornecido antisséptico para os clientes no momento da
aplicacao do questionario, e 85,1% dos clientes entrevistados responderam que utilizam antissépticos
de forma continua. Isso evidencia a preocupacdo dos integrantes da AgriSAP em cumprir as
determinagdes estabelecidas pelos 6rgdos municipais no sentido de contribuir com a execucdo dos
protocolos, dentre eles, do uso do antisséptico.

Um fato preocupante ¢ que foi identificado que 64% dos clientes continuam manipulando os
produtos na hora de escolher (Figura 1), mesmo apods o recebimento de orientagdes dos proprios
feirantes para evitar essa pratica. Embora a probabilidade de transmissdo da Covid-19 por meio dos
alimentos ou suas embalagens seja baixa, esses produtos podem ser contaminados quando
manuseados por pessoas infectadas com Covid-19 se as medidas de higiene ndo forem cumpridas
corretamente. Por isso, € recomendado evitar a manipulacao de alimentos durante a escolha, o que ¢
muito comum em estabelecimentos como a AgriSAP (PAHO, 2020b).

Um ponto positivo observado na Figura 2 foi que 74% dos feirantes relataram limpar e
higienizar os locais de acondicionamento de produtos, equipamentos e todos os utensilios utilizados
na feira de forma frequente. Diversos estudos avaliaram o tempo de persisténcia do Sars-CoV em
diferentes tipos de superficies, chegando aos seguintes resultados: ago inoxidavel: 4h a 5 dias;

aluminio: 8 h; papel: 5 min a 5 dias; madeira: 4 dias; pléastico: 8 h a 9 dias. As diferencas observadas
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estdo relacionadas ndo apenas ao tipo de material testado, mas também as linhagens de virus
utilizadas, nivel de inoculo, temperatura de incubacdo e umidade relativa do ambiente, que
influenciam na estabilidade do virus. A persisténcia do Sars-CoV-2 em aco inoxidavel € similar a de
Sars-CoV, com resultados que podem variar de 3 a 7 dias. Em pldstico, o resultado foi semelhante ao
do aco inoxidavel; e em papeldo e cobre, particulas virais vidveis ndo foram detectadas ap6s 24 h e 4

h, respectivamente (BIRYUKOV et al., 2020; KAMPF, 2020; VAN DOREMALEN et al., 2020).

Figura 1 - Porcentagens de clientes que manipulam os produtos no momento de escolha

= Sim
= No

Fonte: Dos autores, 2021

Figura 2 - Porcentagem de feirantes que higienizam as compras em casa
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Area do Grafico

Fonte: Dos autores, 2021

Em 80% das bancas na feira existia um espagamento minimo de pelo menos 1,5 metros entre
os trabalhadores e os clientes e 3 metros entre as bancas. O que nao continha inicialmente eram as

demarcagdes no chao que auxiliassem o distanciamento social, organizando filas. Este problema foi
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corrigido através da realizagdo dessas demarcagdes, durante a primeira semana de aplicacao dos
questionarios. Essa medida corretiva contribuiu de forma significativa para evitar aglomeragdes,
principalmente nos horarios de maior movimento na feira.

Mais de 90% dos frequentadores da AgriSAP sdo moradores de Santo Antonio da
Patrulha/RS, sendo que 62,4% possuem mais de 51 anos. Além disso, 53,5% sdo do grupo de risco
da Covid-19. Estes dados apontam a importancia do trabalho de conscientizagdo da populagdo, até
mesmo em ambientes ao ar livre, como foi o caso na AgriSAP.

Foi relatado por 80% dos feirantes, que a comercializacdo de alimentos prontos para o
consumo, como pastel, tapioca, lanches, refei¢des ou similares, estava sendo feita apenas com retirada
em balcdo e acondicionados para viagem e que cancelaram as degusta¢des de produtos durante a
pandemia. Estas acdes mostram o comprometimento dos feirantes para evitar aglomeragdes dentro
do espago onde ocorre a feira.

Nenhum dos feirantes utilizava luvas no momento da aplicacdo do questiondrio. A luva é
utilizada para minimizar os riscos de contaminac¢ao durante a manipulagdo do alimento, mas ela pode
ser responsavel por um erro bastante comum do utilizador, por dar uma falsa sensagdo de seguranga,
que ¢ deixar de fazer a higienizacdo das maos por estar de luva. Vale salientar que a luva ndo substitui
a higieniza¢ao das maos segundo a Nota Técnica n° 47/2020 da ANVISA, que trata do uso de luvas
e mascaras em estabelecimentos de area de alimentos no contexto do enfrentamento da Covid-19.
Nesse sentido, apesar da identificacdo desse ponto, ndo se pode afirmar que seja uma espécie de ndo
conformidade, visto que a propria legislacdo ndo prevé a obrigatoriedade do uso dessa forma de
protecao (BRASIL, 2020e).

Um resultado que causou certa preocupacao foi que somente 46% dos frequentadores da feira
responderam que higienizam as sacolas pléasticas quando chegam em casa e apenas 21,3% fazem o

uso de sacolas reciclaveis. Além disso, apenas 75% fazem a sanitiza¢dao dos produtos e embalagens.
Lista de verificagdao das Boas Praticas de Fabrica¢do

Devido as restrigdes impostas pela pandemia, a verificagdo das Boas Praticas de Fabricacao
foi realizada através de videos, enviados pelos responsaveis da agroindustria e que deveriam conter
o processo produtivo e as instalacdes da agroindustria. Apos alguns contatos, obteve-se o video de
uma agroindustria familiar, produtora de rapaduras, melado, agciicar mascavo e doces do municipio.

Durante a aplicagdo da lista de verificagdo (Quadro 3) foi considerado o fato de que a

agroindustria possui apenas dois funcionarios pertencentes a mesma familia. Desta forma, alguns
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itens presentes na lista de verificagdo (elaborada inicialmente para ser aplicada em diversas
agroindustrias) foram desconsiderados, como a necessidade de impor medidas que reduzam o nimero
de pessoas presentes em um mesmo local.

No geral, a agroindustria avaliada se apresentava em conformidade com a grande maioria
(82,4%) dos itens aplicaveis presentes na lista de verificagdo. Com a exce¢do da falta de utilizagdo
de luvas pelos funciondrios (que ndo ¢ um item obrigatdrio, porém a utilizagdo é recomendada), a
utilizacdo de adornos pelos funcionarios durante a producao, e também a falta de orientagao das
rotinas de higiene no lavatério (como instrugdes de como fazer a higienizagdo das maos). Esta
inconformidade ¢ facilmente corrigida através da fixagdo de material explicativo proximo do local de
lavagem das maos, disponivel na Nota Técnica N° 49/2020 da ANVISA (BRASIL, 2020c).

Em relacdo a pandemia, os responsaveis pela agroindistria tomaram precaugdes como a
colocagao de antissépticos pelas dependéncias das instalagdes, incluindo o setor de atendimento aos
clientes, que preferencialmente estdo sendo atendidos sem entrar nas dependéncias. Além disso, as
embalagens estdo sendo higienizadas antes de serem utilizadas. Isso evidencia a preocupagdo desses
manipuladores com as questdes que envolvem a qualidade e a seguranga de alimentos, visto que nem
todas as unidades produtoras estdo cumprindo as atuais notas técnicas.

Essa triagem realizada em uma agroindustria devera servir de modelo para que o levantamento
técnico em relacdo ao cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo seja verificado em outras
agroindustrias e assim, possibilite obter um maior nimero de informagdes para a continuidade dessa
pesquisa, que possui um carater fortemente extensionista, ja que os dados obtidos sdo gerados a partir

dessa interagdo com a comunidade.

Quadro 3 - Lista de verificagdo de medidas de contencdo Covid-19 em agroindustrias

Questoes Sim | Ndo | NA*

Os funcionarios estdo utilizando mascaras que criam uma barreira contra os X
respingos respiratorios?

Os funciondrios estdo usando luvas e aventais descartaveis para todas as X
tarefas do processo de limpeza, incluindo o manuseio do lixo?

Os funcionarios estdo seguindo o protocolo de lavagem das maos | X
recomendado pela ANVISA?

Os funcionarios ndo utilizam adornos como brincos, anéis e pulseiras nas X
areas de producao?

Continua...
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Quadro 3 - Lista de verificacdo de medidas de contencdo Covid-19 em agroindustrias (continuagdo)

Questdes
Sim | Nao | NA*
Foram estabelecidas rotinas de medicao de temperatura dos funciondrios? X
Hé um espagamento minimo de pelo menos 1,5 metros entre os trabalhadores? X
Ha orientacdo e controle das rotinas de higiene dos ambientes comuns, assim X
como dos equipamentos?
A frequéncia de higienizacdo das instalacdes foi aumentada durante a | X
pandemia?
A area do piso esta limpa? X
Todas as janelas estao limpas? X
Os banheiros e mictorios estdo limpos e higienizados? X
Todas as paredes estdo limpas e higienizadas? X
Todas as portas estdo limpas e higienizadas? X
Hé equipamentos que promovam a ventilagao do ambiente? X
As embalagens sdo higienizadas logo apos o recebimento? X
O estabelecimento oferta alcool em gel e/ou élcool glicerinado com no | X
minimo 70% de concentrac¢ao aos trabalhadores?
Seus funciondrios estdo cientes dos sintomas da Covid-19? X
Os funcionarios considerados do grupo de risco do novo Coronavirus foram X
afastados por férias ou outra modalidade, respeitando a especificidade de cada
caso?
Situagdes de contato presencial foram substituidas por contato virtual? X
Foi estabelecido dias de trabalho alternados ou novos turnos para reduzir o X
numero de pessoas presentes em um mesmo local?
As viagens nao essenciais foram reduzidas durante a pandemia? X
Total de questoes: 14 3 4
Fonte: Nota Técnica N° 48/2020 da ANVISA (adaptado).
Legenda: *NA: ndo se aplica.
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Conclusao

Com o presente trabalho, foi possivel identificar que o perfil comportamental dos clientes,
feirantes e processadores de alimentos em agroindustrias familiares indica a preocupagdo com a
pandemia e que o cumprimento das normas estabelecidas pelos 6rgdos regulamentadores na
prevengao a Covid-19 foi realizado, o que torna a AgriSAP um ambiente seguro para a
comercializacdo de alimentos.

Cabe destacar que 96,4% dos frequentadores da feira fizeram o uso de mascaras e 85,1%
utilizaram agentes sanitizantes nas maos. No entanto, recomenda-se uma maior aten¢ao em relagao a
limpeza correta das sacolas usadas, pois apenas 46,4% dos entrevistados tomavam os cuidados
corretos de higienizagdo dessas embalagens.

Em relagdo a lista de verificacdo, a agroindustria avaliada apresentou 82,4% de
conformidades, indicando o cumprimento das medidas basicas de higiene. As pequenas adequagdes
se fazem necessarias para promover uma melhoria da qualidade e com isso, contribuir para o aumento
da seguranca desses alimentos, garantindo ao consumidor que os protocolos estabelecidos estdo sendo

cumpridos e que foram refor¢ados durante a pandemia.
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Capitulo 9

Caracterizacao das condi¢oes higiénico — sanitarias no preparo de alimentos do setor hoteleiro
da cidade de Itabirito - MG

~ * LA . . ;. .
Amanda Ledo Cardoso”'; Erica Granato Faria Neves?; Simone de Fatima Viana da Cunha’®

Resumo

Devido a grande quantidade de turistas que visitam a regido dos Inconfidentes, ¢ possivel encontrar
em Itabirito inumeros hotéis e pousadas onde ¢ realizado o preparo de refeicdes. Uma das
consequéncias mais graves do processamento inadequado dos alimentos ¢ a ocorréncia de doencas de
origem alimentar. Este estudo teve como objetivo avaliar o cumprimento das Boas Praticas de
Fabricagdo e a qualidade das refei¢cdes produzidas no setor de hotéis e pousadas desse municipio. Foi
realizada a identifica¢dao do universo hoteleiro. Os estabelecimentos foram convidados a participar da
pesquisa por meio do envio de carta convite via e-mail e também por ligagdes telefonicas. Para
avaliag@o das condigdes higiénico-sanitarias e estrutura fisica dos estabelecimentos foi elaborado um
questionario estruturado com perguntas fechadas. Os estabelecimentos que aceitaram participar da
pesquisa foram contatados para o agendamento de entrevistas e avaliagdo “in loco”. Os dados dos
questionarios foram inseridos em planilhas, com tabulagdo das questdes, no programa estatistico
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences). Observou-se que todos os manipuladores do
género feminino declararam utilizar algum acessorio durante a manipulagdo, ja os manipuladores do
sexo masculino disseram ndo utilizar. Em relagao a frequéncia com que ocorre a adog¢ao do controle
quimico, em 20% o processo era realizado uma vez a cada seis meses, 20% uma vez por ano, 20%
nunca realiza e 40% disseram realizar a cada trés meses. Sobre a troca de uniforme, 80% relataram
troca-los todos os dias. Observou-se que os entrevistados com faixa etaria superior a 60 anos
conversavam durante o preparo dos alimentos, enquanto os mais jovens ndo possuiam esse habito.
Em todos os itens avaliados foi identificado a necessidade de realizacdo de melhorias. E necessario o
investimento nas instalagdes das cozinhas, mudangas de hdbitos dos manipuladores e a implantacao

de documentos exigidos pela legislagao.
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Introducao

A importancia das Boas Praticas de Fabrica¢ao (BPF) no preparo, manuseio, armazenamento
e distribuicdo dos alimentos ¢ a principal forma de prevenir e evitar doengas e enfermidades
transmitidas pela manipulagdo e consumo de alimentos. As BPF s3o procedimentos que devem ser
adotados por servicos de alimentagdo a fim de garantir a qualidade higi€nico-sanitaria e a
conformidade dos alimentos com a legislacao sanitaria. Por meio da implementagao das BPF, o setor
alimenticio passa a contar com uma excelente ferramenta de controle de qualidade, diminuindo os
riscos de saude associados ao consumo de alimentos contaminados (CASTRO, 2013).

Deve-se ainda salientar que o processo de preparo de alimentos em instituigdes exige o
cumprimento de todas as medidas sanitarias estabelecidas pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA (ALMEIDA; SOUZA, 2006). Neste sentido, pode-se destacar a Resolucao -
RDC ANVISA n° 216, de 15 de setembro, de 2004 que foi elaborada para proteger a saude da
populagdo contra doengas provocadas pelo consumo de alimentos contaminados. Essa Resolucao
estabelece normas especificas de Boas Praticas para servicos de alimentagao (BRASIL, 2004).

As Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) sdo enfermidades causadas através da
ingestdo de dgua ou alimentos contaminados por diversos grupos de microrganismos, incluindo
bactérias, fungos, protozoarios, virus, substancias danosas e particulas que ndo estavam presentes
originalmente nestes alimentos (ROUGEMONT, 2007). Durante as etapas de produgdo, existem
diversas condi¢des que podem levar a introdugdo de microrganismos patogénicos nas refeigdes, o que
pode comprometer a qualidade e a seguranga alimentar. Alimentos contaminados por microrganismos
ou por agentes quimicos causam DTA que oferecem riscos a satide do consumidor (SANTOS et al.,
2015). Seus sintomas sdo caracterizados por um conjunto de perturbagdes gastricas, envolvendo
geralmente vomitos, diarreias, febres e dores abdominais, que podem ocorrer individualmente ou em
combinagdo (FIDELIS, 2005).

As contaminagdes podem ocorrer desde a producao no campo e em qualquer uma das etapas
da cadeia produtiva. As suas fontes podem ser os manipuladores, o ambiente de manipulagdo ou
outros fatores que ocorrem acidentalmente quando ndo sdo adotadas boas condig¢des higiénico-
sanitdrias. Portanto, garantir um alimento indcuo que nao oferega risco ao consumidor ¢ sempre um
desafio (ROUGEMONT, 2007).

Proceder a avaliacdo das condigdes higi€nico-sanitarias em estabelecimentos onde ocorre a
manipulacdo de alimentos ¢ de fundamental importancia para determinar se o nivel de higiene

adotado pelo estabelecimento ¢ aceitdvel. Estudar, posteriormente, possibilidades de implantagao de
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futuras correcdes para manter o processo sob controle, sdo também fatores importantes (FIDELIS,
2005).

Nesse contexto em fungdo dos problemas de saude que surgem pelo consumo de alimentos
que sao produzidos em desacordo com a legislagdo vigente este estudo teve como objetivo avaliar o
cumprimento das Boas Praticas de Fabricacdo e a qualidade das refei¢des produzidas no setor de

hotéis e pousadas da cidade de Itabirito — MG.
Material e Métodos
Levantamento dos hotéis e pousadas localizados no municipio de Itabirito — MG

Foi realizada a identificacdo do universo de hotéis e pousadas localizados no municipio de
Itabirito, MG. Para a identificagdo dos meios de hospedagem existentes foram realizadas pesquisas
na Internet, busca na associagdo comercial e empresarial da cidade, no sistema Fiemg e na Secretaria
de Turismo. Apo6s a identificagdo, todos os estabelecimentos foram convidados a participar do projeto
através do envio de carta convite por e-mail e por ligacdes realizadas pelo telefone. Essas ligagdes
por telefone foram necessarias com o intuito de explicar para os estabelecimentos qual era o objetivo

dessa pesquisa.
Elaboragdo do questiondrio

Foi elaborado um questionario estruturado em perguntas fechadas, cobrindo dados técnicos
relevantes sobre as condigdes de preparo dos alimentos e estrutura fisica dos hotéis e pousadas. O
questionario foi dividido em quatro blocos: 1) Edificacdes e Instalagdes, 2) Equipamentos, Méveis e
Utensilios, 3) Manipuladores e 4) Documentacao. Foi adotada como base a lista de verificagdo das
Boas Praticas de Fabricacao, aplicada aos estabelecimentos produtores de alimentos, constante no
anexo Il da Resolugdo RDC n® 275, de 21 de outubro de 2002 (BRASIL, 2002).

Para avaliagdo dos blocos foram adotados os itens descritos abaixo:

Bloco 1 — Edificagdo e Instalagdes: foram observadas as condigdes fisicas e a conservacao do
estabelecimento dando énfase a: 1) area externa, 2) vias de acesso interna, 3) piso, 4) sistema de
drenagem, 5) tetos, paredes e divisorias, 6) portas janelas e outras aberturas, 7) escadas, elevadores e
outras estruturas auxiliares, 8) instalacdes sanitdrias e vestiario, 9) lavatdrios na area de producao,

10) iluminag¢do e instalagdo elétrica, 11) ventilacdo e climatizac¢do, 12) controle integrado de vetores
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e pragas urbanas, 13) abastecimento de 4gua 14) manejo dos residuos 15) esgotamento sanitrio e 16)
leiaute.

Bloco 2 — Equipamentos/moéveis e utensilios: 1) equipamentos, 2) mesas ¢ bancadas, 3) utensilios ¢
4) higienizacao.

Bloco 3 — Manipuladores: foi observada a rotina dos funcionarios do restaurante durante a
manipulagdo e producdo das refeigdes por meio destes itens 1) vestiarios, 2) habitos higiénicos, 3)
estado de satde, 4) programa de controle de satde, 5) Equipamentos de Protecdo Individual, 6)
programa de capacitagdo dos manipuladores e supervisao.

Bloco 4 — Documentacao: foi verificada a existéncia de 1) Manual de Boas Praticas de Fabricacao,
2) Procedimentos Operacional Padronizado (POP) além de avaliar se as operacdes executadas no
estabelecimento estdao de acordo com o disposto no documento apresentado.

Para cada item existiam trés possibilidades de resposta: “sim”, “nao” e “nao aplicavel”. A
op¢ao “nao aplicavel” foi quando o local nao apresentava o espago fisico, o equipamento, o utensilio
ou o produto ao qual o item se referia.

A inspecao e o preenchimento da ficha foram realizados pelo proprio estudante durante as

visitas a unidade.
Entrevista estruturada

Apos elaboragdo dos questionarios, os estabelecimentos que aceitaram participar da pesquisa
foram contatados para o agendamento das entrevistas e avaliagdo “in loco” das condigdes fisicas e
higiénicas dos estabelecimentos. As entrevistas foram realizadas apos aprovacao do projeto pelo
Comité de Etica e Pesquisa da UFOP, sob n° CAAE: 68387117.3.0000.5150. Juntamente com a
aplicacdo do questiondrio, os estabelecimentos assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), declarando estarem informados sobre a pesquisa e que concordavam em

participar da mesma.
Andlises estatisticas

Os dados dos questionarios obtidos para avaliagdo das condicdes das Boas Praticas de
Fabricacdo foram inseridos em planilhas eletronicas, com tabulagdo de todas as questdes, no

programa estatistico SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) (SPSS, 2018). Os dados foram

tratados pela estatistica descritiva por meio de frequéncias para cada varidvel do questiondrio. Foram
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realizados alguns cruzamentos entre as variaveis pesquisadas, possibilitando, assim, a criacdo de

graficos e tabelas.
Resultado e Discussoes

Apoés a identificagdo dos meios de hospedagem existentes no municipio de Itabirito, foi
possivel realizar o levantamento de 10 estabelecimentos, sendo que 5 aceitaram participar do projeto
e 5 manipuladores responderam ao questionario.

Posteriormente a aplicagdo dos questionarios, observou-se que 60% dos manipuladores de
alimentos eram do género masculino e 40% do género feminino. Em relagdo ao grau de escolaridade,
60% declararam possuir ensino médio completo, 20% ensino superior completo e 20% declararam
ter realizado programas de pos-graduacao. Em relacdo a faixa etdria, prevaleciam manipuladores com
idade entre 20 e 29 anos, correspondendo a 40% dos entrevistados, 20% declararam ter entre 30 e 39
anos, 20% entre 40 e 49 anos e 20% acima de 60 anos.

Em todos os meios de hospedagem a area externa dos ambientes em que ocorre a manipulacao
dos alimentos era livre de objetos em desuso, de vetores e outros animais, de focos de poeira, de
acimulo de lixo nas imediagdes ¢ de agua estagnada. Além disso, as vias de acesso interno
apresentavam superficie pavimentada, adequada para o transito de veiculos, com escoamento
adequado e estavam limpas (FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Em todas as cozinhas foi possivel observar a presenca de pisos constituidos de material de
facil higienizacdo e em bom estado de conservacdo, sendo que em 80% deles havia a presenca de
ralos sifonados e com escoamento adequado. Em relagdo a frequéncia de limpeza, todos os
estabelecimentos declararam realizar o procedimento todos os dias. Os pisos da area de manipulagao
devem ser constituidos de um material de fécil e apropriada higienizagdo, antiderrapante e devem
estar em adequado estado de conservagdo. Além disso, sua inclinacdo deve ser em direc¢do aos ralos,
ndo permitindo que a dgua fique estagnada. Os ralos, por sua vez, devem ser sifonados e com grelhas
que permitam o seu fechamento (FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Em 80% dos locais onde ocorre o preparo dos alimentos nos hotéis e pousadas observou-se
que o teto apresentava acabamento liso e em cor clara, era impermeavel, de facil limpeza e
desinfeccao, além de encontrar-se em adequado estado de conservacao, conforme exigido na
Resolucao RDC n® 275, de 21 de outubro de 2002 (BRASIL, 2002).

Todas as areas de manipulacdo possuiam azulejos, sendo que em 40% a sua higienizagdo era
realizada uma vez por semana, em 40% o processo era realizado todos os dias e em 20% duas vezes

por semana. De acordo com a RDC n° 216, de 15 de setembro de 2004, as paredes dos locais de
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manipulagdo precisam ser de cor clara, acabamento liso, impermeédvel e de facil higienizacao
(BRASIL, 2004).

Em todos os estabelecimentos observou-se que as portas se encontravam em adequado estado
de conservacao, e eram constituidas de superficie lisa e de facil higienizagdo, contudo nenhuma das
portas presentes na area de preparacdo e armazenamento de alimentos eram dotadas de fechamento
automatico e barreiras contra a entrada de animais.

Analisando as janelas e outras aberturas presentes nos locais de manipulacdo, todas
encontravam-se em adequado estado de conservacao, sendo constituidas de superficie lisa e de facil
higienizacdo. Em apenas 40% foi possivel observar a presenga de tela de prote¢do contra a entrada
de vetores. Sobre a frequéncia de limpeza em todos os estabelecimentos, os entrevistados disseram
realizar o processo uma vez por semana.

Com relacao as instalagdes sanitarias e vestiarios dos manipuladores, 80% encontravam-se
afastados da area de producdo, uma caracteristica importante para se evitar a contaminac¢ao cruzada
entre os dois ambientes (FIGUEIREDO; NETO, 2001). Em todos os estabelecimentos visitados as
portas externas dos sanitarios e vestiarios eram de acionamento manual, ou seja, € necessario que o
manipulador coloque as maos na fechadura da porta para abri-la ou feché-la. Essa pratica pode levar
a contaminagdes (FIGUEIREDO; NETO, 2001). A legislacdo recomenda que as portas externas dos
sanitarios, da area de producao e do estoque sejam dotadas de fechamento automatico (BRASIL,
2004).

Todas as instalagdes eram independentes para cada sexo, possuiam vaso sanitario e lavatorio,
piso de facil higienizacdo e azulejos nas paredes, ambos em bom estado de conservacdo. Os vestirios
possuiam também sabonete liquido, alcool em gel 70%, toalhas de papel descartavel, torneira com
acionamento manual e encontravam-se conectadas a uma rede de esgoto ou fossa séptica. Todas as
instalagdes sanitarias e vestidrios dos manipuladores apresentavam lixeiras com tampas e
acionamento no pedal, em 60% dos casos possuiam avisos com os procedimentos para higienizagao
das maos, 60% apresentavam armarios para os manipuladores e 20% duchas ou chuveiros. Em relacao
a frequéncia de higienizacao dessas instalagdes, 60% eram limpas uma vez por semana, 20% realizam
higienizagao duas vezes por semana e 20% todos os dias.

Observou-se a presenca de um lavatorio exclusivo para a higiene das maos em apenas 40%
dos meios de hospedagem, o que ndo € um resultado satisfatorio ja que consiste em uma medida que
previne a contaminagdo do meio de producao (FIGUEIREDO; NETO, 2001). Na area de produgao
deve existir lavatdrio exclusivo para higiene das maos localizado em posigao estratégica em relagao
ao fluxo de preparagdes dos alimentos (BRASIL, 2002 e BRASIL, 2004). Um lavatério exclusivo

para higienizagdo das maos localizado na entrada da area de producao permite que os manipuladores
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lavem as suas maos antes de entrarem na cozinha, ou seja, antes do inicio das atividades de
preparagao. Essa medida pode prevenir contamina¢des (FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Dos estabelecimentos que responderam possuir lavatorios para essa finalidade, 50% estavam
em posi¢ao adequada em relagdo ao fluxo de pessoas, em todos os estabelecimentos a torneira era
com acionamento manual, 75% possuiam sabonete liquido e toalha de papel para secagem das maos,
e todos apresentavam lixeira com tampa e acionamento no pedal.

A iluminacdo do local de manipulagdo estava adequada a atividade desenvolvida, sem
ofuscamento, reflexos fortes, sombras e contrastes excessivos em todas as cozinhas. Em 60% as
luminarias apresentavam prote¢do adequada contra quebras e estavam em adequado estado de
conservagao ¢ todas eram dotadas de instalagdes elétricas embutidas.

Em todos os ambientes inspecionados, foi possivel observar que a ventilagao e a circulagao
de ar garantem um ambiente livre de fungos, gases, fumaca e condensacdo de vapores, ja que
apresentavam equipamentos responsaveis pela circulagao do ar, sendo eles exaustores e coifas. Esses
equipamentos passavam por manutencdo e limpeza periddica, sendo que o processo era realizado
pelos proprios manipuladores e em 20% era feito o registro dos processos de manutengdo e
higienizacao.

Observou-se que em todos os estabelecimentos vistoriados a limpeza da cozinha ¢ realizada
pelos proprios manipuladores. Em relacdo a frequéncia de higienizagdo, em 80% dos casos o processo
era realizado uma vez por dia e em 20% trés vezes por semana, sendo que em apenas 20% dos
estabelecimentos existia o registro do processo de limpeza. A higienizagdo do ambiente de
manipulagdo garante um local livre de contaminagdes, devendo ser realizada de forma periodica e
por um profissional capacitado (FIGUEIREDO; NETO, 2001)

Todos os estabelecimentos disponibilizam os produtos de higienizacdo necessarios a
realizacdo desta operagdo e possuiam os utensilios necessarios, como escovas, buchas, esponjas e
vassouras, estando em bom estado de conservagdo. Os produtos de higienizacdo eram utilizados
conforme as instru¢des recomendadas pelo fabricante e identificados e guardados em local adequado,
sendo ele um armario especifico para o armazenamento.

Em 20% dos meios de hospedagem visitados foi possivel observar a circulacdo de animais
domésticos e a presenca de pragas urbanas na area de manipula¢do. Em relagdo a ado¢do de medidas
preventivas para impedir a circulagdo de pragas urbanas nesses ambientes, 80% declaram adota-las,
sendo que 75% apresentavam um comprovante de execucdo do controle de pragas. Em relacdao a
frequéncia com que ocorre a adocdo do controle quimico, em 20% dos meios de hospedagem o
processo era realizado uma vez a cada seis meses, 20% uma vez por ano, 20% nunca realizavam e

40% disseram realizar a cada trés meses.

() SIMEALI 131



Nos locais de manipulagdo devem ser implantados procedimentos para prevenir ou minimizar
a presenca de vetores e pragas como, insetos, roedores, aves e outros. O processo deve ser executado
por empresa prestadora de servi¢o licenciada no orgdo de vigilancia sanitaria (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006). Os produtos utilizados devem estar regularizados na ANVISA,
jamais devem ser utilizados inseticidas domésticos ou outros por conta propria. O estabelecimento
deve apresentar comprovante de execucdo de servigo fornecido por uma empresa especializada
(FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Dos meios de hospedagem visitados, todos afirmaram ter o sistema de abastecimento de agua
ligado a rede publica e apresentar um reservatorio com facil acesso para que seja realizada a sua
higienizagdo. Em 80% dos hotéis existia um profissional capacitado para a realizacdo da limpeza do
reservatorio de 4gua, nos demais os proprios funcionarios responsaveis pela limpeza realizavam esse
processo, sem passarem por uma capacitacdo para a realizagdo de tal atividade. Ao manipular
alimentos ¢ importante o controle da potabilidade da agua, pois ao utilizar 4gua impropria podemos
prejudicar a seguranca alimentar. Somado a isso, o reservatdrio de dgua deve ser acessivel, de modo
que permita uma apropriada frequéncia de higienizacao (FIGUEIREDO; NETO, 2001). Em 60% dos
estabelecimentos era realizado o registro desse processo de higienizag¢do. O registro dessa atividade
¢ extremamente importante pois permite o controle de frequéncia de realizagao da atividade, ou seja,
nos permite identificar qual ¢ o momento de realizar novamente a atividade (FIGUEIREDO; NETO,
2001). Em relagdo a frequéncia com que esse processo € realizado, 60% dos manipuladores declaram
realizar uma vez a cada seis meses € 40% uma vez ao ano.

Todos os reservatorios de agua estavam dotados de tampa, livres de vazamentos, infiltragdes
e descascamentos. Além disso, os encanamentos encontravam-se em estado satisfatorio e com
auséncia de infiltracdes.

Em 80% das cozinhas vistoriadas observou-se que a 4gua utilizada para o preparo do gelo era
potavel e este estava estocado em condi¢des higiénicas satisfatorias. Em 20% o gelo era preparado
em formas e colocado no freezer junto com outros alimentos, ficando exposto e suscetivel a sofrer
contaminagao.

Observou-se em 80% dos estabelecimentos que trabalham com alimentos e foram visitados,
que as lixeiras eram dotadas de tampas e acionadas por pedais, que elas estavam em bom estado de
conservagao, eram de facil higienizagdo e em niimero suficiente para conter os residuos. Em todos os
estabelecimentos, os residuos eram coletados regularmente e, posteriormente, armazenados em locais
distantes da area de preparagdo e manipulagdo de alimentos, a fim de evitar contaminacdo e o

favorecimento da instalagcdo de pragas urbanas, como baratas e ratos (BRASIL, 2004).
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Em relagdo a frequéncia de retirada do lixo das cozinhas dos hotéis e pousadas visitados,
observou-se que em 60% o processo ¢ feito uma vez ao dia e 40% duas vezes ao dia. Quando
questionados sobre a frequéncia de higienizag@o dos recipientes de coleta dos residuos gerados, 40%
dos manipuladores declararam realizar o processo uma vez por dia, 40% uma vez por semana e 20%
declararam realizar com outra frequéncia.

Analisando a estrutura das cozinhas foi possivel observar que todos os estabelecimentos
apresentavam um local apropriado para guarda de matéria-prima, ingredientes e embalagens fora da
area de producao dos alimentos. Sobre a estocagem do material de limpeza todos os meios de
hospedagem relataram possuir um local apropriado e distante da area de producdo para estocagem
desse material. A implantagdo de um leiaute adequado no local de manipulagdo evita a ocorréncia de
contaminagdes cruzadas, além de proporcionar uma maior economia em diversos aspectos e
beneficiar a producao (FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Foi possivel observar nos locais de estocagem dos géneros alimenticios a implantagdo de
medidas para evitar a entrada de pragas e vetores, como protecdo nas portas e janelas, em 80% dos
estabelecimentos visitados.

Em relagdo a forma de estocagem dos géneros alimenticios, em 80% das cozinhas o processo
¢ realizado em armarios com prateleiras vazadas e 20% dos entrevistados responderam estocar os
géneros alimenticios em armarios convencionais de cozinha. Em 20% dos estabelecimentos os
alimentos estocados ficavam encostados na parede e em 80% existia espago suficiente para a
circula¢do, uma medida necessaria para que possa haver circulagdo de ar entre os alimentos e facilitar
a limpeza do local. Em estoques muito grandes ¢ necessario que haja também espaco para circulagido
do manipulador em volta dos alimentos, essa medida facilita a limpeza do local (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006).

Foi possivel observar em 80% das cozinhas que as superficies que entram em contato com os
alimentos eram lisas, integras, impermeaveis, resistentes a corrosdo, de fécil higienizacdo e de
material ndo contaminante. As porcentagens restantes se referem aos estabelecimentos nos quais a
manipulagdo era realizada em superficies de madeira. Além disso, os utensilios utilizados durante o
preparo das refeicdes eram constituidos de ago inox, possuiam tamanhos e formas que permitiam
higienizagdo, estavam em adequado estado de conservagdo e em niimero suficiente e apropriado ao
tipo de operagao utilizada.

Por meio da anéalise dos dados observou-se que todas as cozinhas possuem geladeiras; 80%
possuiam geladeiras e congeladores e nenhuma possuia cdmara frigorifica. Os alimentos podem ser
alvos de diferentes tipos de contaminacdo, dentre elas a bioldgica, que se caracteriza pela presenca

de microrganismos nas refei¢oes. Eles podem se multiplicar em temperaturas entre 5 °C a 60 °C, dessa
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forma, para inibir o seu crescimento alguns alimentos que possuem caracteristicas favoraveis a sua
proliferagao devem ficar armazenados sob refrigeracio (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

De acordo com os manipuladores entrevistados, todos os equipamentos de refrigeragao
presentes nas areas de manipulagdo apresentavam um medidor de temperatura. Os equipamentos
destinados a refrigeragcdo dos alimentos devem apresentar em seu interior um medidor de temperatura,
permitindo assim a realizagdo de um controle adequado (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Em todos os estabelecimentos os proprios manipuladores realizavam o processo de limpeza
dos equipamentos, utensilios e bancadas. A higienizagdo correta dos equipamentos, utensilios e
bancadas ajuda a prevenir a contaminagdo dos alimentos e assim, consequentemente a transmissao
de doengas, devendo ser realizado de forma periddica (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Em relagdo a frequéncia de higienizacdo dos equipamentos utilizados durante o preparo das
refei¢des, 40% dos manipuladores realizam a atividade uma vez por dia, 20% duas vezes por dia e
40% apods cada uso. Em relagdo a higienizacdo dos utensilios, em 20% dos estabelecimentos o
processo ¢ feito uma vez por dia, 20% duas vezes por dia e em 60% apds cada uso. Os utensilios,
equipamentos e bancadas devem ser higienizados sempre que houver a troca de ingredientes, a fim
de evitar contaminacdo cruzada e odores indesejados, devendo ser mantidos organizados e limpos,
acdo que auxilia na higieniza¢do por impedir o acimulo de sujidades (AMSON; HARACEMIV;
MASSON, 2006).

Dos estabelecimentos visitados, apenas 20% realizavam o processo conforme o exigido pela
legislagdo, que consiste em lavar com dgua corrente e com o auxilio de bucha e detergente, seguida
da imersdo em solugdo de hipoclorito de sddio ou agua sanitéria por 15 minutos (BRASIL, 1997). Em
80% eram lavados com 4gua corrente € com o auxilio de bucha e detergente.

Com relacdo a higienizacdo das bancadas, 60% dos meios de hospedagem realizavam o
processo de forma adequada, isto €, devem ser lavadas com o auxilio de bucha e detergente com
posterior enxague e por ultimo borrifar dlcool 70% ou solugdo clorada (BRASIL, 1997). Os
manipuladores restantes declararam lavar as bancadas com o auxilio de bucha e detergente com
posterior enxague do detergente.

Por meio da andlise dos dados observou-se que 80% dos funcionérios utilizavam uniformes
com as caracteristicas descritas e em 80% dos casos ele era exclusivo para a area de manipulacao.
Em relagdo a frequéncia de troca dos uniformes, 80% trocavam todos os dias € 20% apenas quando
estavam sujos. Quando o manipulador ndo utiliza técnicas de higiene adequadas, a seguranca dos
alimentos pode ser comprometida. Medidas de higiene pessoal devem ser seguidas, a fim de garantir

a oferta de alimentos seguros e saudaveis para o consumo humano. Os uniformes devem ser de cor
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clara, manga curta e sem botdes acima da cintura; devem estar sempre limpos e em adequado estado
de conservagao e devem ser exclusivos para area de producao (FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Foi possivel observar em todos os estabelecimentos visitados que todas as pessoas, inclusive
0s visitantes, apresentavam os cabelos presos e cobertos por toucas. Pelos resultados obtidos podemos
observar que todos os manipuladores do género feminino relataram utilizar algum acessério durante
a manipulacdo, ja os manipuladores do género masculino disseram ndo utilizar. Durante o preparo
das refei¢des, recomenda-se que os manipuladores nao utilizem nenhum acessério, uma vez que em
contato com o alimento podem ser uma fonte de contaminagao fisica como também microbioldgica
(FIGUEIREDO; NETO, 2001).

Analisando os resultados foi possivel observar que todas as mulheres que manipulam
alimentos relataram fazer uso de cosméticos, ja os homens disseram ndo utilizar. Antes do preparo
das refeigdes, recomenda-se que os manipuladores nao utilizem logao pos-barba, perfumes, cremes
hidratantes ou cosméticos do género, uma vez que em contato com o alimento podem ser uma fonte
de contaminagdo quimica, transferindo assim cheiro para o alimento preparado (AMSON;
HARACEMIV; MASSON, 2006).

Todos os manipuladores dos estabelecimentos entrevistados declararam realizar a lavagem
das maos depois de pegar em dinheiro, antes de iniciar o trabalho, depois de utilizar o sanitario, depois
de usar panos ou materiais de limpeza, depois de recolher o lixo ou outros residuos e depois de tocar
nos sapatos. Quando questionados se realizavam a higienizacdo das maos quando iniciam um novo
servico ou trocam de atividade, apenas 80% responderam que sim, 60% declararam realizar a
atividade depois de tossir ou espirrar e 80% depois de manipular alimentos ndo higienizados. As maos
podem conter microrganismos que vém da boca, nariz ou de diferentes partes do nosso corpo. Por
1sso, antes de iniciar as atividades na area de manipulacao se faz necessario a sua correta higienizacao
(AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Observou-se que todos os manipuladores que apresentavam idade superior a 60 anos relataram
cantar e conversar durante o preparo dos alimentos, enquanto manipuladores mais jovens nao
possuiam esse habito. Durante o preparo das refeicdes, os manipuladores devem evitar cantar ou
conversar sobre os alimentos, para prevenir que saliva entre em contato com o produto preparado
causando assim uma contaminag¢do bioldégica (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Todos os manipuladores com idade entre 20 e 29 anos possuiam o habito de fumar e manusear
dinheiro durante o preparo dos alimentos, o que compromete a producao de um alimento seguro e de
qualidade. Os demais entrevistados declararam ndo desempenhar tais atitudes.

Embora necessario, o controle da satide dos manipuladores era realizado em apenas 80% dos

meios de hospedagem. Essa atitude € essencial para prevenir a veiculagdo de doengas através dos
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alimentos, dessa forma, nos locais de manipulagdo deve ocorrer a supervisao periddica do estado de
saude dos manipuladores (BRASIL, 1997).

Por meio da andlise dos resultados observou-se que 20% dos manipuladores responderam
realizar a manipulagdo dos alimentos mesmo apresentando esses problemas de satde. Caso os
colaboradores apresentem afeccdes cutineas, feridas e supuracdes, infeccdes respiratorias,
gastrointestinais e oculares, devem ser afastados dos locais de manipulagdo e colocados em uma outra
atividade que nao seja a manipulagdo direta dos alimentos (AMSON; HARACEMIV; MASSON,
20006).

Os funciondrios entrevistados foram indagados se tomavam ou ndo as seguintes atitudes
quando cortavam acidentalmente os dedos: 1) informam ao supervisor para que ele tome as devidas
providéncias; 2) esperam o sangramento cessar € voltam as atividades; 3) fazem um curativo, colocam
luvas e voltam as atividades; 4) fazem um curativo e voltam as atividades. Para cada item existia duas
possibilidades de resposta: “sim” e “nao”. Por meio da andlise dos resultados, observou-se que 40%
dos manipuladores informam ao supervisor para que ele tomasse as providéncias necessarias; nenhum
manipulador declarou esperar o sangramento cessar para voltar as atividade; 60% faziam um curativo
e voltavam as atividades apos colocarem uma luvas; e 80% apenas faziam um curativo antes de
voltarem a manipular os alimentos. Em caso de lesdes nas maos, deve ser feito um curativo no local,
tampando bastante a ferida, e caso seja possivel retornar as atividades se faz necessario o uso de luvas
descartaveis (AMSON; HARACEMIV; MASSON, 2006).

Quando questionados sobre a utilizagdo dos EPI’s, 20% dos manipuladores declararam utilizar
jalecos; todos declararam utilizar touca, avental e luvas de pléstico; 60% utilizavam méscara, luvas
de limpeza e luvas de latex; e nenhum manipulador declarou utilizar luvas de malha de ago e luvas
térmicas. Alguns desses equipamentos, além de protegerem os manipuladores em caso de acidentes,
também protegem os alimentos contra contaminacao, garantindo o preparo de refei¢des seguras.

Analisando os resultados ¢ possivel observar que apenas um pequeno nimero de
estabelecimentos apresentavam os Procedimentos Operacionais Padronizados (POP), sendo que 40%
declararam possuir POP relacionados as areas exigidas pela legislacdo. De acordo com a Resolugdo
RDC ANVISA n° 216, de 15 de setembro, de 2004, os servigos de alimentacdo devem implementar
POP relacionados as areas de Higienizagdo de instalagdes, equipamentos e moéveis; Controle
integrado de vetores e pragas urbanas; Higienizagdo do reservatorio; Higiene e saude dos
manipuladores. Esses documentos devem estar acessiveis aos funciondrios envolvidos e disponiveis

a autoridade sanitaria, quando requerido (BRASIL, 2004).
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Conclusao

Em todos os itens avaliados (Edificacao e Instalagdes; Equipamentos/moveis e utensilios;
Manipuladores ¢ Documentagdo) foi identificado a necessidade de realizagdo de melhorias. E
necessario o investimento em melhorias nas instalagdes das cozinhas, mudangas de habitos dos
manipuladores e a implantacdo de documentos exigidos pela legislacdo. Esses fatores podem
colaborar para condigdes insatisfatorias podendo aumentar a chance de contaminacao dos alimentos
e acidentes no trabalho.

Esse cenario refor¢a a necessidade da realizagdo de capacitagdes para os envolvidos no
preparo das refei¢oes. Dessa forma, ¢ imprescindivel que os Hotéis e Pousadas realizem capacitagdes
periddicas em seus manipuladores e invistam em programas para manté-los atualizados e treinados.
As capacitacdes devem abordar os assuntos: importincia da higienizagdo das maos, satde dos
manipuladores, habitos de higiene, doengas transmitidas por alimentos, contaminantes de alimentos,
entre outros.

E importante que os responséveis pelos meios de hospedagem fagam melhorias continuas na
estrutura fisica dos locais de manipulacdo para que o seu estabelecimento ofereca as condigdes
higiénico-sanitarias necessarias para ofertar alimentos integros e seguros para os seus clientes. Vale
ressaltar também a necessidade de estarem em acordo com as regras estabelecidas pela vigilancia
sanitaria evitando problemas com os 6rgdos fiscalizadores.

A implantagdo do manual de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e do Procedimento
Operacional Padronizado (POP) ¢ de fundamental importancia para garantir a integridade das
refeigdes servidas e a padronizagdo das atividades. Com a implantacdo das BPF o estabelecimento
poderd garantir a integridade dos alimentos que prepara e a saude dos seus clientes. Com o POP os
estabelecimentos conseguem realizar as atividades de higienizagao das instalagdes e equipamentos e
de preparo das refeicdes de maneira padronizada. Independente de qual turno estd realizando a

atividade, todos executam da mesma maneira.
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Capitulo 10
Avaliacao do potencial biotecnologico de bactérias do género Bacillus isoladas de leite UHT

Raiane Rodrigues da Silva*!; Rosangela de Freitas?; Nayara Aparecida da Silva Costa'; Gabriela
Aparecida Nalon!; Antonio Fernandes de Carvalho?; Solimar Gongalves Machado?

Resumo

As condigdes higiénico-sanitarias de producdo de leite no Brasil ainda sdo muito precarias, com isso
frequentemente ocorre a contaminagdo deste por diversos microrganismos, como por exemplo
Bacillus. Esta contaminag¢do dependendo da carga microbiana e do momento que ocorre, pode ser
levada até mesmo para leites que passam por tratamento como € o caso do leite UHT. Com isso, o
objetivo deste trabalho ¢ avaliar o potencial biotecnoldgico de bactérias do género Bacillus isoladas
de leite UHT, através da determinacdo da velocidade especifica de crescimento (umax) e da producao
de enzimas amiloliticas, lipoliticas e proteoliticas. Foram estudadas 12 estirpes de Bacillus e os
estudos do potencial biotecnologico levaram em conta a determinagao da velocidade especifica de
crescimento (umax) que foi verificada através da medigdo da densidade 6tica do meio com a estirpe
de Bacillus através do espectrofotdometro (ThermoFisher, Vantaa, Finlandia) e da atividade das
enzimas hidroliticas medida qualitativamente através da determinag@o de halos de hidrolise de meios
especificos que continham azeite ou leite desnatado reconstituido ou amido. Nao foi observada
diferenca significativa na velocidade especifica de crescimento das estirpes de Bacillus para os
tratamentos com e sem agitacdo. Dentro de um mesmo tratamento também nao observou-se diferenga
significativa entre as estirpes. Estes resultados podem ser devidos aos altos valores de desvio padrao
obtidos causando assim a reducao do poder dos testes F e T que foram aplicados e também porque
todas as estirpes de Bacillus analisadas apresentavam necessidades de crescimento semelhantes, o
favorecendo todas de uma mesma forma ndo apresentando diferenca significativa entre os pmax. Para
a atividade enzimatica, € notorio que diversas estirpes apresentaram capacidade de produzir amilase,
lipase e protease. Pode-se concluir que as estirpes de Bacillus apresentam potencial biotecnoldgico,
porém sdo necessarios mais estudos afim de melhorar as condi¢cdes de cultivo destas enzimas para

uma possivel aplicagdo industrial.

Palavras-chave: Inibi¢ao; Lacteos; Perdas econdmicas.
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Introducao

De acordo com o Regulamento de Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal — RIISPOA, leite ¢ o produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condig¢des
higiénicas, de vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2011). O leite ¢ composto,
principalmente, por dgua, lactose, lipideos, proteinas, sais, vitaminas € enzimas € por sua riqueza em
nutrientes e suas condi¢des fisico-quimicas, ¢ considerado um meio propicio a multiplicagdo de
micro-organismos (SOUZA, 2017). Quando obtido ou processado em mas condi¢des higiénico-
sanitarias, pode tornar-se importante veiculo de micro-organismos patogénicos ao homem
(SEQUETTO et al., 2017).

Para que o consumo de leite nao represente riscos a saude humana, ¢ necessario a eliminagao
dos micro-organismos patdogenos que possam estar presentes. O tratamento térmico ¢ umas das
formas mais efetivas e simples de reduzir o nimero de bactérias no leite e, consequentemente, garantir
um consumo seguro do produto (SOUZA, 2017). Os dois principais tratamentos térmicos aplicados
ao leite de consumo sdo a pasteurizacao e esterilizacao Ultra Hight Temperature (UHT) (TAMIME,
2009). A pasteurizagao ¢ um tratamento térmico considerado brando, podendo ser realizada de forma
rapida ou lente. Na pasteurizacdo lenta utiliza-se temperaturas de 63 °C a 65 °C durante 30 minutos.
Ja na pasteurizagdo rapida emprega-se temperaturas de 72 °C a 75 °C, durante 15 segundos com o
objetivo de inativar enzimas e reduzir contagem de micro-organismos deterioradores e patogénicos
(VIDAL; NETTO, 2018). Por outro lado, no tratamento UHT emprega-se temperaturas de 130 °C e
150 °C, por um periodo de dois a quatro segundos e imediatamente resfriado a temperatura inferior a
32 °C. Este tratamento ¢ utilizado com o objetivo de inativar todos os micro-organismos
possivelmente presentes que apresentem capacidade de se desenvolver nas condi¢cdes normais de
estocagem (VIDAL; NETTO, 2018).

De acordo com Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) do leite UHT, este
produto se caracteriza por ser homogeneizado e submetido a uma temperatura de 130 °C por um
tempo de 2 a 4 segundos, imediatamente resfriado a uma temperatura inferior a 32 °C e envasado sob
condi¢des assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente fechadas (BRASIL,1996).
Adicionalmente, leite esterilizado ndo deve apresentar micro-organismos patogénicos e causadores
de alteracdes fisicas, quimicas e organolépticas do produto, em condi¢des normais de armazenamento
e distribuicdo, apds uma incubagdo na embalagem fechada a 35-37 °C, durante 7 dias (BRASIL,
2018). Contudo, alguns estudos tém demonstrado a presenca de micro-organismos neste tipo de
produto. Vidal-martins, Rossi e Rezende-lago (2005) identificaram a presenga de micro-organismos

aerobios mesofilos em 8 das 11 marcas de leite UHT coletadas na regido de Sao José do Rio Preto,
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Sdo Paulo. Neste estudo, a concentracdo populacional variou entre 1,0 x 10> UFC/ml a 1,0x10°
UFC/mL. Cioglia e De Freitas (2017), também verificaram a presenca deste grupo de micro-
organismos em amostras de leite UHT e reafirmam a importancia da utilizagao de matéria prima de
alta qualidade microbioldgica para que se garanta a eficiéncia da esterilizagao.

A presenca de micro-organismos em leite UHT pode ser causado pelo processamento de leite
com alta contagem de micro-organismos, presenca de biofilme na linha de producdo, presenca de
micro-organismos formadores de esporos e possivel contaminagao pds tratamento térmico, seja pela
utilizacdo de embalagem inadequadamente higienizadas ou controle ineficiente da garantia do
ambiente asséptico nas maquinas envasadoras (AIRES, 2007; CIOGLIA; DE FREITAS, 2017;
LAGO, 2002; VIDAL et al., 2015). Com relagdo a presenca de micro-organismos esporulados, os
principais géneros de importincia para este tipo de produto sdo Bacillus e Clostridium (TIIMUB et
al., 2020). As bactérias do género Bacillus sdo organismos pertencentes a familia Bacillaceae. Em
sua maioria apresentam morfologia de bastonetes, Gram +, aerdbias ou aerdbias facultativas,
produtoras de esporos e apresentam motilidade devido a presenca de flagelos peritriquios
(RABINOVITCH; OLIVEIRA, 2015; SLEPECKY; HEMPHILL, 2006). Por se tratar de uma micro-
organismo amplamente presente no ambiente, solo e pastagens (PINTO et al., 2018), a contaminacao
do leite cru pode ocorrer devido a falta de boas praticas na ordenha, contato do animal com o solo,
poeira e diversas outras fontes.

Os esporos formados por Bacillus presentes no leite cru podem resistir ao tratamento térmico
UHT e a germinacdo posterior dos esporos e a atividade das bactérias vidveis podem ocasionar
grandes perdas econdmicas para a industria de lacteos (PINTO et al., 2018). As perdas estdo
relacionadas principalmente porque varias cepas de Bacillus apresentam a capacidade de produzir
enzimas, como lipases e protease, que podem apresentar efeitos indesejaveis aos construistes do leite
(PINTO et al., 2018) afetando diretamente sua vida de prateleira do leite UHT.

As lipases microbianas pertencem ao grupo das hidrolases e sdo responsaveis por converter os
triacilglicerois a &cidos graxos livres e glicerol (DE ANDRADE PAULO; MONTANHINI;
RIBEIRO, 2021). No leite, a presen¢a de acidos graxos livres € responsavel por conferir ao produto
sabor e aroma desagradaveis (DE ANDRADE PAULO; MONTANHINI; RIBEIRO, 2021). Por outro
lado, as proteases catalisam a hidrolise das ligacdes peptidicas das proteinas (CHAUD; ARRUDA;
FELIPE, 2007) e pode gerar no leite UHT a desestabilizacdo das proteinas, responsavel pela formacao
de gel no fundo da embalagem ou sedimentacao (PINTO et al., 2018).

Apesar de representar um problema em leite UHT, as enzimas produzidas por micro-
organismos tém sido empregadas em alimentos como aditivos com o objetivo de modificar e realgar

propriedades sensoriais. Adicionalmente, estas substancias t€ém sido utilizadas na fabricagdao de
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detergente para hidrolisar gorduras, aumentado a eficiéncia do processo de limpeza. Em industrias
farmacéuticas, algumas enzimas estdo sendo aplicadas na producao de lactonas sintéticas. Além disso,
elas também podem ser usadas na producdo de biodiesel no processo de transesterificacao de
triacilglicerois e esterificacao de acidos graxos. Na industria oleoquimica estas enzimas sao também
utilizadas para hidrolise de 6leos e gorduras e para a sintese de biosulfactantes. (MESSIAS et al.,
2011; TAVARES, 2011). Com relacdo a enzimas produzidas por Bacillus, alguns estudos tém
demonstrado que algumas cepas de B. subtilis apresentam capacidade de produzir lipases eficientes
no tratamento de aguas residuais com contaminacao por 6leo (IQBAL; REHMAN, 2015). Quanto a
utilizagdo industrial das proteases produzidas por Bacillus, diversas aplicagdes ja foram relatadas,
como a aplicagdo de proteases produzidas por B. subtilis para hidrdlise de leite com a finalidade de
diminuir a concentracdo de fenilalanina para pacientes fenilcetonturicos (SOUZA et al., 2010), a
utilizacdo de proteases na maturacao de queijos (CONTESINI; MELO; SATO, 2018) e producao de
varios intermedidrios quirais chave na sintese de anti-inflamatorios, antivirais e agentes anti-
leucémicos a partir de serina de Bacillus sp. (MAHMOUDIAN, 2009).

Adicionalmente, algumas cepas de Bacillus apresentam a capacidade de produzir amilases.
Este tipo de enzima tem como funcao hidrolisar moléculas de amido, resultando em oligossacarideos
de diferentes tamanhos, como as dextrinas e maltoses (COCA, 2019). Os Bacillus sdo responsaveis
pela producdo de importantes a-amilases que vem sendo utilizada na industria de alimento na
liquefagdo de amido e produgdo de aguicares mais simples, como a glicose e dextrinas (COCA, 2019).

Visto a grande possibilidade de utilizagdo dos metabolitos produzidos por Bacillus em
diversas areas, este trabalho teve como objetivo verificar o potencial biotecnoldgico de cepas de

Bacillus 1soladas de leite UHT.

Material e Métodos

Cepas e condigoes de cultura

Um total de 12 cepas de Bacillus pertencentes a cole¢ao de culturas do Laboratorio de
Pesquisa em Leite e Derivados (INOVALEITE — UFV) foram utilizadas neste estudo. As cepas foram
previamente identificadas através do sequenciamento parcial do gene 16SrDNA conforme
identificado na Tabela 1 (MOREIRA, 2019).

Uma cepa de Pseudomonas fluorescens 07A foi incluida no estudo como controle positivo

nos testes de atividade enzimatica.
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Tabela 1 - Codificacdo das espécies utilizadas

Espécie Identificagdao da Cepa
Bacillus amyloliquefaciens IPS4 (V1)e 11 (V1)
Bacillus cereus Mol 14 (3) e 10 (3)
Bacillus licheniformes 73)e79 (vl)
Bacillus proteolyticus PAI4 (1) e PAI 15 (v3)
Bacillus subtilis 17 (v3)e 24 (2)
Bacillus velezensis 4(2)e 86 (vl)

Fonte: Autores,2020.

As ativacdes das culturas, para todas as analises, foram realizadas seguindo a proporcao de
1% da cultura em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Hampshire, Reino Unido) incubados a 37
°C por 24 horas. Os isolados se encontram armazenados a -60 °C em ultrafreezer (Thermo Electon,

Waltham, Estados Unido) em BHI acrescido de 20% de glicerol (v/v).
Determinagdo da velocidade especifica de crescimento

Foram realizadas duas ativagdes das cepas de Bacillus em caldo BHI e incubados a 37 °C por
24 horas. A partir da segunda ativacao foram realizadas dilui¢des seriadas até concentragdo celular
final de 1x10* UFC/mL. O volume de 20 pL de cada cultura ativada foi transferido, em duplicata, a
pogos especificos em microplaca de 96 pocos, adicionalmente 200 puL de caldo BHI (Oxoid) estéril
foi adicionado a cada pogo. O controle negativo foi realizado adicionando-se a microplaca 220 pL de
caldo BHI (Oxoid) estéril. A placa foi acondicionada no espectrofotometro (ThermoFisher, Vantaa,
Finlandia) e incubada a 37 °C por 24 horas. O equipamento foi programado para realizar leitura da
absorbancia (600 nm) a cada uma hora em para dois tratamentos, com e sem agitacao. A agitagcdo da
placa foi realizada pelo proprio equipamento com velocidade de 5 Hz durante todo o periodo de
incubacdo. Para o tratamento sem agitacdo, o equipamento foi programado para realizar agita¢do de

3 segundos antes de cada leitura na mesma velocidade do tratamento com agitagao.

Determinagdo da atividade de enzimas hidroliticas

O teste da atividade amilolitica foi realizado Abdel-fattah et al. (2013). Adicionou-se um
volume de 1% da cultura ativa em caldo BHI (Oxoid) acrescido de 5 g/L de amido de milho, 5 g/L
extrato de levedura, 2,5 g/l (NH4)2SOs4, 0,2 g/l MgS04-7H20, 3 g/ KH2PO4, e 0,25 g/L
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CaCly-2H>0. As culturas de Bacillus foram incubados por 24 horas na temperatura de 37°C. Apds o
periodo de incubacdo, os tubos foram centrifugados a 4500 rpm por 10 minutos e, entdo, o
sobrenadante foi inoculado em placas de petri contendo agar BHI (Oxoid) acrescido de 1% de amido
(Unilever, Garanhuns, Brasil) e, entdo, as placas foram incubadas a 32 °C por 24 horas. Passado o
tempo de incubagdo, foi adicionado iodo 1% a placa e realizada a medicdo dos halos, sendo o
resultado positivo um halo de cor clara.

O amido foi gelatinizado antes de ser autoclavado e apds ser autoclavado foi misturado ao
meio ja esterilizado. Apds este processo, o meio foi, entdo, vertido em placas de petri e pogos para a
aplicacdo do indculo foram feitos.

J& para a atividade de enzimas lipoliticas, m volume de 1% da cultura ativa foi adicionada em
caldo BHI (Oxoid) acrescido de 2% (v/v) de azeite de oliva, 5 g/L extrato de levedura, 2,5 g/L.
(NH4)2S04, 0,2 g/ MgS04-7H>0, 3 g/L KH2PO4, e 0,25 g/ CaCl2-2H20. Apos incubagao a 37°C
por 24 horas, os tubos foram centrifugados a 4500 rpm por 10 minutos e foi realizada picada com
este sobrenadante em placa de petri adicionada de 4gar BHI (Oxoid) suplementado com 1% de Tween
80 (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) adicionado a placa com posterior incubacdo a 32 °C durante 24
horas. A medicao dos halos de hidrolise e o resultado positivo para este teste considerado quando
observado presenga de halos ao redor das colonias apds o periodo de incubagdo. Este teste foi
realizado de acordo com Merabti et al. (2019) com modificacdes.

O teste para verificacdo da producdo de enzimas proteoliticas por Bacillus foi realizado de
acordo com Merabti ef al., (2019) com modificagdes. Neste teste, apds a primeira ativagao em caldo
BHI (Oxoi1d), 1% (v/v) das culturas ativas foram transferidas para caldo BHI (Oxoid) contendo 2%
de leite desnatado reconstituido 10% (v/v), 2,5 g/L (NH4)2S04, 0,2 g/L. MgSQO4-7H>0, 3 g/L KH2POg4,
e 0,25 g/L CaCl2-2H20 e incubadas a 37 °C por 24 horas.

Apos o periodo de incubacado, os tubos foram centrifugados a 4500 rpm por 10 minutos e o
sobrenadante foi inoculado nos pogos em placas de petri contendo Plate Countar Agar (PCA) (Kasvi,
Sao José dos Pinhais, Brasil) com adi¢ao de 10% (v/v) de leite desnatado reconstituido 10% (v/v). As

placas foram incubadas por 24 horas a 32 °C e ap06s este periodo fez-se a medicao dos halos positivos.
Andlises estatisticas

O efeito dos tratamentos com e sem agitagao foi avaliado através do teste T de student com p
< 0,01 e com 95% de confianga. Para os micro-organismos dentro de um mesmo tratamento utilizou-
se o teste F para verificar a igualdade entre as médias. Os testes foram feitos no programa R (R Core

Team, 2015).
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Resultados e Discussao

Velocidade especifica de crescimento

A taxa de crescimento dos micro-organismos pode ser descrita em fung¢do de diversos
parametros que podem influenciar o crescimento (GALVAO; SANTANA; FONTES, 2011). A
velocidade de especifica de crescimento (umax) ¢ determinada a partir da inclinagdo da reta tangente
na fase Log do grafico da curva de crescimento (ROSARIO, 2017).

Através da medida de densidade otica (D.O) de culturas ativas de Bacillus, as velocidades

especificas de crescimento foram calculadas e os resultados estdo dispostos na Tabela 2.

Tabela 2 - Velocidade especifica de crescimento (umax) de cepas de Bacillus

Sem agitacao Com agitacao

Identificagao Espécie pmax  Desvio Padrao  pmax  Desvio Padrao

da cepa

11 (vl) B. amyloliquefaciens 0,959 0,034 1,248 0,055
PS4 (v1) B. amyloliquefaciens 0,951 0,144 1,218 0,111
10 (3) B. cereus 0,880 0,181 1,075 0,020
Mol 14 (3) B. cereus 0,704 0,211 1,008 0,026
73) B. cereus 0,751 0,139 1,320 0,140
79 (v1) B. cereus 0,847 0,116 1,204 0,068
PAI 15 (v3) B. proteolyticus 0,938 09 1,339 0,401
PAT 4 (1) B. proteolyticus 1,193 0,107 1,223 0,047
17 (v3) B. subtilis 0,759 0,357 1,110 0,027
24 (2) B. subtilis 0,919 0,234 1,209 0,046
4(2) B. velezensis 0,976 0,022 1,282 0,036
86 (vl) B. velezensis 0,673 0,188 0,130 0,100

Fonte: Autores, 2020.

Através do teste F foi possivel verificar que nao existe diferenca estatistica (p<0,01) entre os
valores de velocidade especifica de crescimento das cepas de Bacillus nos tratamentos (com e sem
agitacdao) analisados. O meio de cultura utilizado e as condi¢des ambientais testadas permitiram a
multiplicacdo das diferentes espécies de Bacillus, no entanto a agitacdo nao influenciou no valor de

pmax. (RABINOVITCH; OLIVEIRA, 2015). Genckal e Tari (2006) demonstraram que o processo
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de agitacao pode influi positivamente no crescimento de cepas de Bacillus sp. através do aumento da

taxa de transferéncia de oxigénio e de nutrientes. A velocidade especifica de crescimento, importante

parametro em estudos de cinética de crescimento dos micro-organismos, ¢ especifico de cada cepa

microbiana e varia conforme as condi¢des fisico-quimicas e ambientais utilizadas. A aplicacao deste

parametro possibilita a determinacdo de melhores condi¢des de multiplicagdo microbiana e produgao

de compostos de interesse (LEE, 2015).

Atividade enzimatica

Na Tabela 3 ¢ possivel verificar a medida dos halos para os ensaios de atividade amilolitica,

lipolitica e proteolitica.

Tabela 3 - Determina¢ao da atividade enzimatica por cepas de Bacillus

Medida dos halos (cm)
Identificagao das cepas Espécie Amilolitica  Proteolitica  Lipolitica

4(2) B. velezensis 1,3 0,125 0,6
86 (vl) B. velezensis 1,7 0,45 0,4
10 (3) B. cereus 1,4 ol 1,0
Mol 14 (3) B. cereus 1,5 ol 1,0
24 (2) B. subtilis 0,0 ol 0,0
17 (v3) B. subtilis 0,9 oAk 0,4
PAI 15 B. proteolyticus 0,9 otk 0,0
PAI 4 (1) B. proteolyticus 1,5 0,575 1,0
79 (v1) B. licheniformes 0,0 0,775 0,0
7(3) B. licheniformes 1,2 ol 0,0
PS4 V1 B. amyloliquefaciens 0,9 ok 0,9
11vl B. amyloliquefaciens 1,1 oAk 0,6

Fonte: Dos autores,2020.
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Através dos resultados encontrados para a andlise de atividade da enzima amilase (producao
de amilase) disponiveis na Tabela 3, pode-se perceber que as cepas 79 (v1) (B. licheniformes) e 24
(2) (B. subtilis) nao apresentaram capacidade de hidrolisar amido. Adicionalmente, foi verificado que
cepas de mesma espécie, cepa 79 (v1) e 7 (3), pertencentes a espécie B. licheniformes, apresentaram
resultados diferentes, demonstrando que a capacidade de produgdo da enzima pode ser cepa-
dependente. Wu et al. (2018) identificaram a producao de a-amilase por B. licheniformes. Além disso,
a enzima identificada, pelos pesquisadores, demonstrou resisténcia a baixos valores de pH e a
estabilidade a temperatura, indicando que esta enzima apresenta propriedades promissoras para sua
utilizagdo nas industrias de processamento de amido e outras industrias alimenticias.

Em nosso estudo, as cepas de B. subtilis demonstram notavel diferenga com relacdo a
producao de amilase. Resultados similares foram identificados por Elumalai et al. (2019), que
demostraram que cepas de B. subtillis hidrolisaram diversas fontes de amidos, como amido de milho,
amido de batata, amido de trigo, além de diversas outras fontes. Complementarmente, foi descrito
aumento da performance na produ¢do de enzimas amiloliticas quando meio continha ions, como o
Na". Estudos realizados por outros pesquisadores demonstram a capacidade de produgio de amilases
por bactérias das mesmas espécies testadas no nosso estudo. Vaikundamoorthy ef al. (2018)
verificaram a produ¢do de amilases por cepas de B. cereus isolados de ambiente maritimo e
evidenciou que estas amilases poderiam ser utilizadas como um composto eficiente para evitar a
formacao de biofilme. Chaudhary et al. (2019) também reportaram uma boa producao de amilase por
B. cereus isolados de nascentes de 4gua quente na India. A producio de amilase por cepas de Bacillus
amyloliquefaciens também vai de acordo com estudos anteriores que relatam uma boa producdo de
enzimas por estirpes desta bactéria (DEB et al., 2013; TANYILDIZI; OZER; ELIBOL, 2007). Estes
estudos também relatam a importancia da composi¢do do meio e da temperatura a que os
microrganismos sao expostos para producao desta enzima. Bhatt et al. (2020) em seu estudo relatam
uma producao eficiente de amilase por estirpes do género B. velezensis a partir de residuos agricolas
o que vai de encontro com o presente estudo que também evidenciou a produgdo dessas enzimas pela
mesma espécie.

Quanto a atividade lipolitica, as cepas 4(2), 86 (v1), PAI 4 (1) e 79 (v1), demonstraram
capacidade de produzir lipases, confirmado pela medi¢ao dos halos de hidrolise (Tabela 3) em meio
de cultura especifico. Diversos estudos vém mostrando a habilidade de cepas de Bacillus de
produzirem lipases. Shaoxin, Lili e Bingzhao, (2007) relataram a purificacdo de enzimas lipoliticas
produzidas por cepas de B. cereus. Segundo os autores este foi o primeiro relato de lipases produzidos
por B. cereus. Para B. subtilis e B.licheniforemes, também ja houve relatos da producdo de enzimas

lipoliticas por estudos anteriores (LESUISSE, SCHANCK e COLSON, 1993; MA et al., 2006;
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NTHANGENI et al., 2001). Adicionalmente, foi descrito que estas enzimas produzidas por Bacillus
apresentam estabilidade térmica, possibilitando seu uso em industrias.

Durante a realizacao das analises para verificacdo de atividade lipolitica, a identificagcdo e
medicao dos halos de hidrdlise para as cepas pertencentes a espécie B. cereus, B. subtilis, B.
amyloliquefaciens, PAI 15 da espécie B. proteolyticus e a cepa 7 (3) pertencente a espécie B.
licheniformes foi considerada inconclusivo devido a formacao de colonias bactérias sobre a superficie
da placa impedindo a visualiza¢ao dos halos de hidrélise, sendo assim, sdo necessarios mais estudos
com a finalidade de definir a melhor metodologia para verificacao de producdo de lipases por estes
micro-organismos.

Baseado na determinagdo de halos proveniente da hidrélise do agar leite apresentadas na
Tabela 3 ¢é possivel perceber que as cepas da espécie B. licheniformes 79 (v1) e 7(3) ndo apresentaram
producdo de proteases nas condi¢cdes empregadas nesse estudo. Hadjidj et al. (2018) demonstraram
em seu estudo que a cepa B. licheniformis K7A demonstrou capacidade de produgdo de proteases.
Neste estudo, a bactéria foi exposta a um meio de cultura com diferentes componentes para comparar
sua atividade proteolitica e foi observado perceber que as condi¢des de produgdo ao qual as estirpes
foram expostas podem alterar a produgdo das enzimas, comprovando que as condigdes ambientais €
o substrato disponivel podem interferir na produ¢ao de enzimas. Salem et al. (2016) confirmaram
pela técnica de eletroforese a producao de proteases por B. licheniformis.

No nosso estudo, a produgdo de proteases nao foi comprovada para uma das cepas e B. subtilis
(24 (2)). Por outro lado, foi observado um halo de hidrolise de 0,4 cm para a cepa 17 (v3), mostrando
que a producdo de uma determinada enzima pode ser dependente da capacidade metabdlica de cada
cepa e ndo necessariamente relacionada diretamente a espécie. Resultado semelhante foi observado
para as cepas de B. proteolyticus. Diversos estudo tem observado produgdo de proteases para estas
espécies. Si et al. (2018) comprovam a produ¢do de proteases pela cepa B. subtilis FBL-1 e sua
potencial aplicacdo na industria. E Bhaskar et al. (2007) mostraram que Bacillus proteolyticus
CFR3001 ¢ capaz de produzir proteases com potencial aplicagdo na agricultura.

Por fim, B. cereus, B. velezensis e B. amyloliquefaciens analisadas apresentaram producao de

proteases, com medi¢do de halos semelhantes nas duas cepas da mesma espécie.
Conclusao

Através dos testes realizados, no presente estudo foi possivel perceber que as espécies do
género Bacillus isoladas de leite UHT podem apresentar potencial tecnoldgico quanto a producao de

enzimas para aplicacdo industrial. No entanto, sdo necessarios mais estudos com o intuito de
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determinar as condigdes Otimas de produg¢do, bem como conhecer a estrutura quimica destes
compostos, suas condi¢des de aplicagdo, seguridade e assim futuramente verificar sua aplicacdo em

processos industriais.
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