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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de efetuar o diagnéstico precoce do teste de
aglutinagdo microscopica (MAT) utilizando-se como antigeno leptospiras saprofitas sorovar Patoc
(MAT-Patoc). Neste contexto, os resultados obtidos em amostras de soro de casos confirmados
de leptospirose foram comparados com aqueles obtidos no teste ELISA IgM. Cento e cinquenta e
oito amostras colhidas na fase aguda da doenga foram analisadas pelo MAT-Patoc. Os soros com
titulos = 50 foram considerados reagentes. A sensibilidade do MAT-Patoc e do ELISA-IgM foi de
13,29 % e 28,48 %, respectivamente. Nos sete primeiros dias da doenca, o0 MAT-Patoc foi capaz de
detectar 12,29 % dos casos, enquanto o ELISA-IgM detectou 24,59 %. O MAT-Patoc foi reagente
em amostras de casos cujos provaveis sorogrupos infectantes foram Icterohaemorrhagiae, Cynopteri
e Ballum. Em conclusdo, a utilizagdo do teste MAT-Patoc apresentou menor sensibilidade no
diagndstico quando comparado ao ELISA-IgM, embora tenha sido reagente em algumas amostras
com resultado nao reagente. O MAT-Patoc deve ser utilizado em combina¢do com ELISA-IgM para
melhorar a sensibilidade do diagndstico de leptospirose na primeira fase da doenga, com subsequente
confirmagdo pelo MAT de referéncia.

Palavras-chave. leptospirose, ELISA-IgM, MAT, sorovar Patoc.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the early detection of antibodies by the microscopic
agglutination test (MAT) using saprophytic leptospira serovar Patoc (MAT-Patoc), in serum
samples from patients with confirmed leptospirosis. The obtained results were compared with those
found in ELISA-IgM. A hundred fifty-eight serum samples collected from patients in acute phase of
illness were analysed by MAT-Patoc. Samples with titers > 50 were considered positive. The sensitivity
of MAT-Patoc and IgM-ELISA was 13.29 % and 28.48 %, respectively. In the first seven days of
the disease, MAT-Patoc was positive in 12.29 % of the cases, while the IgM-ELISA was positive in
24.59 %. The MAT-Patoc was positive in sera from confirmed cases, and the infecting serogroups
were Icterohaemorrhagiae, Cynopteri and Ballum. In conclusion, the use of MAT-Patoc test showed
lower sensitivity for diagnosing leptospirosis when compared with ELISA-IgM, although positive
reactivity was found in some samples with negative results. The MAT-Patoc should be used in
combination with ELISA-IgM to improve the sensitivity of the diagnosis of leptospirosis in the first
phase of the disease, with subsequent confirmation by standard MAT.

Keywords. leptospirosis, ELISA-IgM, MAT, serovar Patoc.
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INTRODUCAO

A leptospirose ¢ uma zoonose de importancia
mundial causada por espiroquetas patogénicas do
género Leptospira spp. A doenga, em humanos,
pode manifestar-se de varias formas, desde quadros
assintomaticos até formas severas e potencialmente
fatais'*. A forma grave da doenga ocorre em apenas
5a 10 % dos individuos infectados, porém, a maioria
dos casos tem apresentacdo clinica inespecifica,
frequentemente confundida com outras doencas
febris, tais como dengue e febre amarela'’. Assim,
testes diagndsticos que detectem a doenga
precocemente sio necessarios para auxiliar
na identificagdio de casos clinicos. A cultura
para leptospirose consiste em isolar leptospiras
diretamente do sangue e/ou do liquido
cefalorraquidiano (LCR) colhidos na primeira
semana de sintomatologia e semeados em meios de
cultura especificos. Porém, devido ao crescimento
lento das leptospiras, o resultado pode demorar até
quatro meses. Além disso, a cultura possui baixa
sensibilidade diagndstica devido ao periodo critico
de coleta e da presenca de contaminantes que
acabam inibindo o crescimento de leptospiras"*~.

Varios testes moleculares, tais como reagdo
em cadeia da polimerase (PCR) e PCR em tempo
real, tém sido desenvolvidos para a deteccio
precoce de leptospiras®®.  Porém, como ha
dificuldades referentes a suspeita de caso no
inicio da doenga e a sensibilidade da PCR diminui
a medida que o paciente evolui para as fases
tardias da leptospirose, os testes soroldgicos sao os
métodos de escolha, sendo os mais comumente
utilizados o teste de ELISA-IgM e o teste de
aglutinacao microscépica (MAT)'!.

O teste ELISA-IgM é um método de triagem,
genero-especifico, que detecta anticorpos mais
precocemente que o MAT, a partir do sexto dia
apos o inicio dos sintomas'>. O MAT é um método
considerado como padrdo-ouro recomendado
pela Organizagdio Mundial da Satde (OMS), que
fornece o provavel sorogrupo infectante e utiliza
leptospiras  vivas, potencialmente patogénicas,
para a realizagdo do teste, oferecendo risco ao
operador e necessitando de técnicos especializados
e treinados para proceder a leitura em microscopia
de campo escuro®’. Técnicas alternativas tém sido

estudadas a fim de oferecer maior rapidez, seguranga
e precocidade para o diagnéstico laboratorial da
leptospirose'*". Estudos demonstraram que cepas
de leptospiras saprofitas podem aglutinar com soros
contendo anticorpos contra leptospiras patogénicas,
sendo o sorovar Patoc o mais utilizado em testes
para o diagnoéstico da leptospirose humana®**

O objetivo desse trabalho foi avaliar a
precocidade do MAT utilizando leptospiras
saprofitas  pertencentes ao  sorovar  Patoc
(MAT-Patoc), comparando com  resultados

obtidos pelo teste ELISA-IgM, em amostras de
soro de casos de leptospirose, previamente
confirmados pelo MAT de referéncia, colhidos na
fase aguda da doenga.

MATERIAL E METODOS

Amostras clinicas

Foram utilizadas amostras de soro colhidas
na fase aguda da doenga de 158 casos de leptospirose
confirmados pelo MAT, recebidas pelo Instituto
Adolfo Lutz (IAL) Central, no periodo de janeiro
de 2004 a abril de 2011, e estocadas a -20 °C.

Os dados dos pacientes, tais como as datas de
coleta do material e apari¢do de primeiros sintomas,
foram obtidos a partir de informagdes presentes
nas fichas de notificagao.

MAT

O MAT utilizado na confirmacio dos casos,
foi realizado segundo Faine et al’ utilizando
sorovares representantes dos principais sorogrupos
de leptospiras circulantes em Sao Paulo, Brasil:
Australis,  Autumnalis,  Bataviae,  Canicola,
Castellonis, Copenhageni, Cynopteri, Djasiman,
Grippotyphosa, Hebdomadis, Icterohaemorrhagiae,
Javanica, Panama, Patoc, Pomona, Hardjo, Sejroe,
Pyrogenes, Tarassovi e Wolfii. Todas as cepas foram
mantidas em meio de cultura liquido Elinghausen
McCullough Johnson Harris - EMJH (Difco, Sparks,
MD, USA), com repiques semanais e incubagao
de 28-30 °C.

Os casos foram considerados confirmados
quando apresentaram soroconversdo, ou  seja,
primeira amostra negativa e segunda amostra
com titulo > 200, em amostras pareadas de soro,
sendo uma coletada na fase aguda e a outra na
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fase de convalescenga. O provavel sorogrupo
infectante foi o que apresentou o maior titulo
e quando dois ou mais sorogrupos apresentaram
o major titulo, foi considerado inconclusivo.

MAT-Patoc

O MAT-Patoc foi realizado utilizando
como antigeno Leptospira biflexa sorovar Patoc
cepa Patoc 1.

Foram utilizados controles positivo e
negativo. Os soros foram triados e quando
reagentes, foram titulados em  diluigdes
seriadas de razao 2. O tituto foi
determinado pela reagao onde houve aglutinagéo de
pelo menos 50 % das leptospiras em comparagao ao
controle negativo.

Leptospira  biflexa sorovar Patoc cepa
Patoc 1 foi mantida em meio de cultura liquido
Elinghausen McCullough Johnson Harris - EMJH
(Difco, Sparks, MD, USA), com repiques semanais e
incubagéo de 28-30 °C.

O MAT-Patoc foi considerado reagente
quando apresentou titulo > 50.

ELISA-IgM

O teste Elisa-IgM foi realizado conforme
instrugoes do fabricante (Panbio Pty Ltd, Australia).
Os resultados foram considerados reagentes, nao
reagentes e inconclusivos segundo calculo do
cut off fornecido pelo kit e pelos valores de
absorbancia de cada amostra de soro.

Resumidamente, adicionou-se 100 pL de
amostras de soro, controles positivo e negativo e
calibrador de cut off, diluidos a 1:100 em diluente
de amostra, em placa de ELISA com
96 micropogos revestidos com leptospiras.
A placa foi incubada durante 30 min a 37 °C.

Apés lavagem com solugao salina tamponada com
fosfato contendo 0,05 % de Tween 20, adicionou-se
100 pL de anticorpo anti-IgM humano conjugado
com peroxidase e incubou-se durante mais
30 min a 37 °C. Apods lavagem, adicionou-se
100 pL de substrato de tetrametilbenzidina/perdéxido
de hidrogénio (cromdgeno TMB) e incubou-se a
temperatura ambiente durante 10 min. A reagao foi
interrompida com 100 uL de acido fosférico 1 M.
A absorbincia de cada pogo foi medida a um
comprimento de onda de 450 nm.

RESULTADOS

De 158 amostras de soro colhidas na fase
aguda da doenca, 21 e 45 apresentaram resultados
reagentes nos testes de MAT-Patoc e ELISA-IgM,
respectivamente. A  sensibilidade dos testes
comparada ao método de referéncia MAT foi de
13,29 % para o teste de MAT-Patoc e de 28,48 %
para ELISA-IgM.

De 99 amostras que apresentaram resultado
nao reagente no ELISA-IgM, 12 apresentaram
resultado reagente no MAT-Patoc; 14 amostras
que apresentaram resultado inconclusivo no
ELISA-IgM, apresentaram resultado nao-reagente
no MAT-Patoc. A comparagdo entre os resultados
dos testes MAT-Patoc e ELISA-IgM esta descrita
na Tabela 1.

Dos 158 casos de leptospirose
analisados, 0s provaveis SOrogrupos
infectantes foram Icterohaemorrhagiae (50,0 %),
Cynopteri (6,3 %), Autumnalis (50 %),
Sejroe (3,1 %), Hebdomadis (3,1 %), Canicola
(1,8 %), Pyrogenes (1,8 %), Australis (1,8 %),
Ballum (1,2 %), Grippotyphosa (0,6 %), Tarassovi
(0,6 %), Celledoni (0,6 %) e Djasiman (0,6 %).

Tabela 1. Comparagdo dos resultados dos testes MAT-Patoc e ELISA-IgM em 158 amostras colhidas na fase aguda

de casos confirmados de leptospirose

ELISA IgM MAT-Patoc Total
Reagente Nio reagente
Reagente 9 36 45
Inconclusivo 0 14 14
Nao reagente 12 87 99
Total 21 137 158
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Em 22,7 % dos casos nao foi possivel
determinar o provavel sorogrupo infectante,
sendo considerados inconclusivos.

As 21 amostras que apresentaram

resultado reagente no MAT-Patoc eram de casos
que tinham como provavel sorogrupo infectante
Icterohaemorrhagiae (57,1 %), Cynopteri (4,7 %)
e Ballum (4,7 %), além de 33 % cuja determinacgao
do sorogrupo foi inconclusiva. De acordo com as
informacbes  encontradas nas  fichas de
notificagdo, 122 amostras foram coletadas do
1° ao 7° dia de doenga. Dessas, 15 (12,29 %)
apresentaram resultado reagente no MAT-Patoc
e 30 (24,59 %) apresentaram resultado reagente
no ELISA IgM (Tabela 2).

Das amostras reagentes no MAT-Patoc,
15 amostras apresentaram titulo de 50, cinco
amostras titulo de 100 e uma amostra titulo de 200.

DISCUSSAO

A leptospirose é considerada uma zoonose
emergente, devido ao aumento da incidéncia e a
ocorréncia de epidemias em todo o mundo, tanto
em paises desenvolvidos quanto naqueles em
desenvolvimento®?.

O diagnoéstico precoce da leptospirose é
de extrema importancia, ja que os sintomas podem
ser confundidos com o de outras doencas febris.
Além disso, acredita-se que o tratamento no
periodo inicial da doenca possa beneficiar o
paciente evitando a evolugdo para a forma grave
da doenga. O diagnostico laboratorial é baseado
principalmente em técnicas sorologicas como
ELISA-IgM, teste género especifico utilizado em
amostras colhidas na fase aguda da doenca e o

Tabela 2. Positividade dos testes MAT-Patoc e ELISA-IgM de acordo com o nimero de

dos sintomas

MAT, teste padrdo ouro que proporciona resposta
a partir da primeira semana da doenga. O MAT
é o teste utilizado para confirmar os casos de
leptospirose e fornece o provavel sorogrupo
infectante por utilizar um painel de sorovares
representantes  dos  principais  sorogrupos
circulantes.

Apesar de varios testes moleculares, tais
como PCR e PCR em tempo real, terem sido
desenvolvidos para o diagnéstico precoce da
leptospirose, alguns materiais clinicos como
soros nao sao ideais para serem utilizados
nessas técnicas'?”. Esses métodos sdo restritos
a poucos laboratorios devido aos altos custos
e a complexa infra-estrutura necessaria.
Além disso, a sensibilidade diminui a medida
que o paciente evolui para fases tardias
da doenga, periodo em que geralmente o
paciente procura atendimento e ocorre a
suspeita da leptospirose'®'’.

O wuso de leptospiras saprofitas em
testes sorologicos para o diagndstico da
leptospirose tem a vantagem de ndo oferecer
risco ao operador. A demonstracio de que o
sorovar saprofita Patoc era capaz de reagir com
anticorpos contra leptospiras patogénicas fez com
que esta cepa fosse amplamente utilizada em
testes diagndsticos para leptospirose humana®»**.
No presente estudo, o MAT-Patoc foi reagente
em amostras de casos cujos provaveis sorogrupos
infectantes foram Icterohaemorrhagiae, Cynopteri
e Ballum. Assim, o MAT-Patoc pode ser utilizado
na triagem de casos de leptospirose ja que
reage com diferentes sorovares, principalmente
os pertencentes ao sorogrupo Icterohaemorragiae
que é o mais prevalente em nosso meio* .

dias apds o inicio

Dias ap6s o inicio dos . Positividade
sintomas N° de amostras MAT-Patoc (%) ELISA IgM (%)
1-7 122 15 (12,29) 30 (24,59)
8-14 32 6 (18,75) 14 (43,75)
15-22 3 0 (0) 1 (33,30)
>23 1 0 (0) 0 (0)
Total 158 21 (13,29) 45 (28,48)
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De acordo com Levett!, os anticorpos
IgM  tornam-se  detectaveis  durante a
primeira semana da doen¢a, porém ainda
em concentragdes relativamente baixas. Apesar
do ELISA-IgM ter apresentado sensibilidade
maior que o MAT-Patoc, a positividade
de ambos os testes foi baixa, provavelmente
pelo fato de os anticorpos nao estarem
presentes em quantidades suficientes para a
detecgdo por essas metodologias na fase aguda
da doenga.

Sehgal et al** reportaram  uma
sensibilidade do MAT de 41 % nas amostras

coletadas  durante a  primeira  semana
de doenga aumentando para 82 % nas
amostras coletadas entre a segunda e a

quarta semana e 96 % apods a quarta semana
de doenga. Os autores também observaram
que algumas amostras negativas para o MAT,
coletadas até a quarta semana de doenga,
tornaram-se positivas em outra amostra
obtida apds 30 dias do inicio dos sintomas,
confirmando a necessidade de pelo menos
duas amostras pareadas de soro para o
diagndstico correto da leptospirose.

No presente estudo, o teste de MAT-Patoc
apresentou menor sensibilidade em rela¢do ao
ELISA-IgM, com valores de 13,29 % e 28,48 %,
respectivamente. Quando amostras com coleta
até o 7° dia apds o inicio dos intomas foram
analisadas, a positividlade do MAT-Patoc
também foi inferior ao do teste de ELISA-IgM
sendo de 12,29 % e 24,59 %, respectivamente.
Entretanto, por apresentar alguns resultados

reagentes, inclusive com ELISA-IgM nao
reagentes, o MAT-Patoc pode auxiliar na
deteccdo precoce da doenga, aumentando

ainda mais as chances de deteccdo se utilizado
junto com o teste de ELISA-IgM.

Quando o teste de MAT ¢ realizado em
uma unica amostra de paciente com suspeita
de leptospirose e ndo ha possibilidade de
coleta de mais amostras, um titulo > 800
confirma o diagnoéstico'. Os titulos apresentados
pelo MAT-Patoc foram baixos, variando de
50 a 200, nao sendo possivel a confirmagio
por esse teste de nenhum dos casos deste estudo
utilizando apenas uma amostra.
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Em conclusdo, para o diagnostico precoce
da leptospirose, o teste MAT-Patoc apresentou
resultados reagentes em amostras colhidas na fase
aguda da doenga, inclusive em amostras com
resultado ndo reagente no teste de ELISA IgM,
apesar de ter sido menos sensivel do que este.
Esses resultados evidenciam a necessidade
de mais de um teste de triagem. E importante
ressaltar que o MAT, método de referéncia
recomendado pela OMS, deve ser utilizado para
confirmagio de diagnostico.
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ABSTRACT

For over 20 years, the hepatitis B (HB) vaccine has been produced by the expression of the viral gene
encoding the hepatitis B surface antigen (HBsAg) in yeast. According to the data from WHO, the
hepatitis B vaccines are generally stable for up to three years when stored at 2 °C to 8 °C. The purpose of
this study was to evaluate whether the hepatitis B vaccine, at the time of their release, the quality criteria
of this product were maintained seven years after the expiration date. Vaccine vials in multi-dose (10
and 05 doses) and three lots from each manufacturer (A, B and C) were analyzed. All batches were
assayed for visual appearance, potency, bacterial endotoxin, thiomersal amount, aluminum hidroxyde
contents and pH by means of validated tests. The nine lots evaluated seven years after the expiration date
showed similar concentrations when compared to those demonstrated at the time of batches release by
the National Institute for Quality Control in Health (INCQS). No significant change in the quality of
the hepatitis B vaccine after the expiration date was confirmed. These data might be useful to subsidize
a future evaluation for reviewing an extension of the vaccines shelf life.

Keywords. hepatitis B vaccine, quality control, shelf life, potency, stability.

RESUMO

As vacinas contra a hepatite B sdo produzidas pela expressdo do gene viral codificado para o antigeno
de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) em levedura, ha mais de 20 anos. De acordo com os dados
da OMS, a vacina de hepatite B tem até trés anos de estabilidade quando armazenada entre 2 °C e 8 °C.
O objetivo deste estudo foi de avaliar se, no momento da liberagdo, os critérios de qualidade da vacina
de hepatite B foram mantidos ap6s sete anos da data de validade. Foram analisados frascos de vacinas
multi-dose (10 e 5 doses), sendo trés lotes de cada produtor (A, B e C). Todos os lotes foram avaliados
quanto as caracteristicas de aparéncia visual, poténcia, endotoxina bacteriana, presenca de timerosal,
conteudo de hidréxido de aluminio e pH por meio de testes validados. Os nove lotes avaliados sete
anos apos a data de expiracio tiveram resultados similares quando comparados as concentragdes na
época de liberagao dos lotes, realizada pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS). Os estudos confirmaram a manuten¢io da qualidade da vacina ap6s o periodo de expiragio.
Estes dados podem subsidiar uma futura avaliagdo para extensao do prazo de validade das vacinas.

Palavras-chave. vacina contra hepatite B, controle de qualidade, prazo de validade, poténcia,
estabilidade.
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INTRODUCTION

Hepatitis B viruses (42 nm spherical particles)
is classified into the family Hepadnaviridae,
presenting  DNA involved by an icosahedral
capsid and finally by a lipoproteic envelope,
that consist of three proteins composing the
hepatitis B virus surface antigen (HBsAg). These
viruses cause an infectious life-threatening liver
disease and leading frequently to chronic liver
disease, which causes high risk of death from
liver cirrhosis and liver cancer'. Prevention of
infection through thorough vaccination is the
most effective strategy to reduce global morbidity
and mortality>.  Hepatitis B vaccine is 95 %
effective in preventing HBV infection and its
chronic consequences, and is the first vaccine
against a major human cancer. The vaccine has an
outstanding record of safety and effectiveness.
Recombinant hepatitis B vaccines have been
produced by the expression of the viral gene
coding for hepatitis B surface antigen (HBsAg)
in yeast for over 20 years**.

Recombinant hepatitis B vaccines are
available as monovalent products or included
in combined vaccines together with other
antigens such diphtheria toxoid, tetanus toxoid,
whole-cell or acellular pertussis components,
Haemophilus influenza type B conjugated antigen
and inactivated poliomyelitis viruses™®.

Hepatitis B vaccine is a liquid suspension
consisting of purified hepatitis B surface antigen
(HBsAg), which is adsorbed on aluminum salt,
and additional components such as adjuvants
and stabilizers. Antimicrobial preservatives are
used in multidose presentations.

The quality of vaccines is guaranteed by
the use of robust and reproducible production
processes. Quality control of hepatitis B vaccines
is based on World Health Organizations (WHO)
recommendations®?, the European Pharmacopoeia
monograph'' and guideline for lots release'>".
The quality control on release of final vaccine lots
is performed both by the manufacturer and the
national control laboratory of the country where
a particular vaccine batch will be used.

The hepatitis B vaccine is used as a routine
by the Brazilian National Immunization Program
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(PNI) from the Ministry of Health for people
under 49 years of age and to the priority groups
with high exposition risk or high susceptibility, even
out of age range'. As any other immunobiological
used by PNI, the hepatitis B vaccine is sent to the
National Institute for Quality Control in Health
(INCQS) - Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz)
and submitted to laboratory and documentary
analysis before releasing the batches for human
use. All batches are evaluated for visual appearance,
in vitro potency and identity, bacterial endotoxin,
thiomersal, aluminum hidroxyde contents and
pH by validated tests'>".

WHO recommendations for production,
quality control and evaluation of vaccines feature
stability as an important element. Data suggest that
hepatitis B vaccines are apparently stable at
elevated temperatures: for month at 20 °C to
25 °C, for one week at 37 °C and three days at
45 °C and for up to three years of shelf life when
stored at 2 °C to 8 °C**. The purpose of this
study was to evaluate if the hepatitis B vaccine
quality criteria at the time of release were
maintained seven years after the expiration date.

MATERIAL AND METHODS

Sample vaccine

Hepatitis B monovalent vaccine samples
expired after seven years at the recommended storage
temperature at 4 °C were used for the study.
The manufacturers were named as producer A,
B and C (these codes were designated according
to the policy). These samples were produced by
the expression of hepatitis B surface antigen (HBsAg)
using Saccharomyces cerevisiae (producer B) and
Hansenula polymorpha (producers A and C) yeasts.
The vaccines were in a multi-dose (10 and 05 doses)
vial, randomly selected and three lots for each
manufacturer were tested.

Product-specific reference vaccine

For comparison of vaccines coming from
various types of production, all lots were
determined versus the corresponding homologous
reference vaccine® **. The standard reference
used by each manufacturer contains 20 pg/mL
of HBsAg as evaluated by the Lowry protein assay’.
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Evaluation of retrospective data at time of
batches release

Batches of hepatitis B vaccine from
three different manufacturers were evaluated
for the visual appearance, determination of
the in vitro potency, endotoxin, thiomersal,
aluminum hidroxyde and pH.

Visual appearance of the vaccine

Color and opacity of suspensions were
monitored and reported for the vaccine-specific
in its final container.

In vitro potency and identity determination

The potency and identity of lots of
hepatitis B monovalent vaccines, before and
after shelf life, were evaluated by their HBsAg
content in triplicates at concentrations 0.25,
0.5, 1.0 and 1.5 ng/mL using a commercial Kkit,
Murex immune assay (Abott Laboratories,
Abbott Park, IL, USA), according to the
producer instructions. The antigen potency
of each vaccine batch was calculated versus
its homologous reference using a parallel-line
model” and expressed in pg/mL.

Bacterial endotoxin content

The Limulus amoebocyte lysate test
(test LAL) is accepted by the test for bacterial
endotoxins®. The LAL test was performed
in-house  according to  the  European
Pharmacopoeia monograph using the
semi-quantitative gel clot method (Lonza
Walkersville, Inc, USA). Since one International
Unit (IU) of endotoxin is equal to one
endotoxin unit (EU), the values were expressed
in EU/mL. The specification for the bacterial
endotoxin content in the vaccines is < 10 EU/mL?.

Thiomersal content

The electroanalytical methodology for
the determination of thiomersal content, in each
final lot vaccines was developed utilizing
the differential pulse voltammetry system of
Metrohm model 757 VA Computrace coupled
to an electrochemical cell composed by three
electrodes®. The specification for the thiomersal
content in the vaccines is < 200 ppm?¥.

Aluminum hydroxide content

Each final lot was assayed for the aluminum
hydroxide content. The method used and the
permitted concentration was determined according
to the European Pharmacopoeia monograph'.
The amount of aluminum permitted in the
recommended single human dose of a product
should not be more than 1.25 mg/mL*"*>*.

pH

The pH values of the lots of vaccines were
measured using a pHmeter of a glass electrode
(InoLab pH Level 2, WTW). The specification for
the vaccines pH is from 5.5 to 7.4 7.

Statistical analysis

The  statistic  tests  Shapiro-Wilk
(normality), paired t-Student (parametric) and
Wilcoxon (non parametric) were used to the
comparative evaluation for the results obtained
during the time of release and seven years following
the expiration date®.

RESULTS

Visual appearance of the products

Products were translucent and showed
uniform appearance, without development of
agglomerates even after vigorous shaking.

Comparative analysis for the potency at time of
batch release and after the expiration period

The vaccines potency of all evaluated
lots at the time of release were (21.28, 20.77 and
18.37 ug/mL) for manufacturer A; (20.82, 26.80
and 20.0 pg/mL) for manufacturer B and (21.29,
19.58 and 20.0 pg/mL) for manufacturer C,
respectively. The potency for the same lots of
vaccine after the expiration date were (22.07,
2453 and 21.77 pg/mL) for manufacturer A;
(21.52, 28.70 and 19.87 pg/mL) for manufacturer
B and C (18.14, 21.10 and 17.73 pg/mL)
for manufacturer C, respectively. The comparative
analysis obtained from all nine tested lots
showed good concentration of antigen, with
no statistically significant differences on the
tested vaccines expired after seven years of their
designated shelf life (Figure 1).
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Figure 1. Vaccine potency data for pre and post
shelf-life expiration date for hepatitis B vaccine stored at
2 °C - 8 °C. The statistical analysis comparing before
and after resulted in p-value 0.1053, 0.2971 and
0.4599 for producer A, B and C, respectively
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Figure 2. Graphical representation of Aluminum
hydroxide values obtained in pre and post shelf-life
for A, B and C producers.The statistical analysis
comparing before and after resulted in p-value 0.0730,
0.0655 and 0.0663 for producer A, B and C, respectively.

120 4
100 4
80 4

60 4
mlot1
mlot2
mlot3

40 4

Thiomersal (ug/mL)

20 4

Shelf-life expiry
Producer A

Shelf-life expiry
Producer B

Shelf-life expiry
Producer C

Vaccines

Figure 3. Comparison of thiomersal contents for hepatitis B
vaccines at the time of release and seven years after the
expiration date. The statistical analysis comparing before
and after resulted in p-value 0.0898, 0.1797 and 0.3273 for
producer A, B and C, respectively
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Aluminum hydroxide content

Lots of vaccines containing aluminum
hydroxide  after  expiration  date  were
evaluated among different manufacturers.
In general, the content varies among each
vaccine  manufacturer A, B and C.
The comparative analysis after expiration
date showed results similar to observed at the
time of the batch release (Figure 2).

Thiomersal content

All lots of vaccine after expiration date
showed thiomersal contents similar to observed at
the time of the batch release (Figure 3).

Bacterial endotoxin content

The endotoxin contents determined seven
years after expiration date showed vaccines from
manufacturer A contained > 2.5 and < 5.0 EU/mL,
those from manufacturer B contained > 0.1 and
< 2.5 EU/mL, while those from manufacturer C
contained > 1.25 and < 5.0 EU/mL (Table 1).

pH

The pH value of each final vaccine lot tested
showed results within the range from values 6.0 at
7.0 after and before expiration period (Table 2).

Statistical analysis

The comparative analysis for the obtained
results, using vaccine samples before and after
expiration date, for potency determination and
aluminium hidroxyde content (t-Student) and
thiomersal content (Wilcoxon) has presented a
p-value greater than the 0.05 significance level
(p > 0.05). It indicates that is not possible to prove
statistically that the samples before and after
expiration date have different results.

DISCUSSION

A comparative study for the vaccines
quality was conducted with samples vaccines
from three manufacturers. The potency of the
lots of vaccines was evaluated by using the in
vitro potency with product-specific reference
preparation®”. All nine lots hepatitis B
vaccines evaluated seven years of their
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Table 1. Endotoxin content from different manufacturers of hepatitis B vaccines seven years after the

expiration date

Manufacturers of hepatitis B vaccines

Lots Producer A Producer B Producer C

Post shelf-life expiry Post shelf-life expiry Post shelf-life expiry
Lot 1 >2.5and < 5 EU/mL > 1.25 and < 2.5 EU/mL <2.5 EU/mL
Lot 2 <2.5EU/mL > 1.25and < 2.5 EU/mL > 1.25and < 2.5 EU/mL
Lot 3 > 1.25 and < 2,5 EU/mL > 0.125 and < 1.25 EU/mL >2.5and < 5 EU/mL

licensed expiration date had similar potency
concentrations when compared to potency at
time of batches release. All lots were within the
specifications even after several years following
the expiration date of their designated shelf
life. The samples were stored at 2 °C to 8 °C,
which is probably responsible for maintaining the
stability after seven years of the end of validity.
The comparative analysis obtained from all
nine tested lots showed good concentration
of antigen, with no tatistically significant
differences on the tested vaccines after seven
years following the expiration date®.

The vaccine stability evaluation is defined
as a science-driven procedure based on clearly
defined quality criteria: the ability of a vaccine
to retain its chemical, physical, microbiological
and biological properties within specified
limits throughout its shelf life. This study
showed that stability remained constant**, no
significant differences (p > 0.05) were observed
for the lots tested before and after shelf life.

The vaccines differed only in potency among
manufacturers A, B and C probably because
of the diversity in the reactivity of vaccines

produced by different manufacturing
techniques used for formulation®. WHO
recommendations  for  production,  quality
control and evaluation of vaccines feature

stability as an important element. Data from
the WHO shows hepatitis B vaccines as
generally  stable for up to  three
years of shelf life when stored at 2 °C to 8 °C*.

Comparative  analysis  of  bacterial
endotoxin was not made because pyrogen
assays were determined at the time of release.
The levels of endotoxin were very consistent
within product license specifications required
(£ 10EU/mL). The LAL test showed that the
vaccine vials tested were pyrogen free,
as expected. All evaluated lots were satisfactory
in all parameters of quality control. Results
from the study suggested there was no
impact on vaccines quality after shelf life.

Table 2. Comparison of pH for batches of hepatitis B vaccines at the time of release and seven years after the

expiration date

Manufacturers of hepatitis B vaccines

i Producer A Producer B Producer C
Shelf-life expiry Shelf-life expiry Shelf-life expiry
Pre Post Pre Post Pre Post
Lot 1 7.0 7.0 6.0 6.0 7.0 7.0
Lot 2 7.0 7.0 6.0 6.0 7.0 7.0
Lot 3 7.0 7.0 6.0 6.0 7.0 7.0
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CONCLUSION

The hepatitis B vaccine presented an
excellent stability, all batches were in accordance
to the requirements described in the official
compendium. The importance of proper storing
showed that the quality of the vaccines produced
by three different manufactures has remained
stable after years following the expiration date.
This study may contribute to a future extension
of the validity period of the vaccines stored at
the recommended temperature (2 °C to 8 °C).
Currently the validity period is three years.
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RESUMO

A partir do grio de soja sdo obtidos diversos subprodutos, tais como farinha, farelo, proteina
texturizada e dleo, constantemente utilizados em formulag¢des de alimentos como biscoitos, paes,
chocolates, entre outros. Durante o processamento, a estrutura da soja pode ser alterada, de forma a
impossibilitar a identificagao histoldgica deste vegetal nos produtos alimenticios. Este trabalho teve
como objetivo identificar as caracteristicas histoldgicas de diferentes subprodutos de soja. Amostras
de proteina texturizada de soja, proteina de soja desengordurada, proteina isolada de soja e proteina
de soja concentrada foram cedidas por uma industria processadora de soja. Estas amostras foram
submetidas a analise histoldgica, seguindo-se os Métodos Oficiais do Instituto Adolfo Lutz, para
verificagdo da presenca dos elementos histologicos caracteristicos. Dentre os quatro subprodutos
analisados, somente a proteina isolada de soja ndo apresentou elementos histologicos caracteristicos.
A proteina de soja concentrada apresentou menor quantidade de elementos histologicos em relagdo
a proteina texturizada de soja e a proteina de soja desengordurada. Estes achados contribuirdo para
a analise de produtos a base de soja no que se refere a sua composi¢ao, a fim de identificar possiveis
fraudes ou contaminagdes.

Palavras-chave. soja, subprodutos, histologia, identifica¢éo, fraudes.

ABSTRACT

From the soya beans are obtained various by-products such as flour, meal, textured protein and oil,
which are regularly used in food formulations such as cookies, breads, chocolates, among others.
During the food processing, the soya structure might be changed, and turning into hard to perform
the histological identification of this vegetable in the food products. This study aimed at identifying
the histological characteristics of different soy sub-products. Textured soy protein, defatted soy
protein, soy-isolated protein and concentrated soy protein samples were provided by a soybean
processor industry. These samples were investigated by means of histological analysis, according
to the Official Methods of the Instituto Adolfo Lutz for detecting the presence of the characteristic
histological elements. Among the four analyzed sub-products, the isolated soy protein only showed
no characteristic histological elements. The concentrated soy protein showed the lowest amounts
of histological elements in relation to the textured soy protein and the defatted soy protein. These
findings will contribute to the soya-based products analyses concerning their composition, in order
to identify the potential fraud or contamination.

Keywords. soy, by-products, histology, identification fraud.
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INTRODUCAO

A soja (Glycine max L.) é a principal cultura
agricola do Brasil, em volume e geracdo de renda. O
complexo soja responde por aproximadamente 1,5 %
do PIB do Brasil e as exportagdes sao uma importante
fonte de divisas internacionais do pais (cerca de 11 %
das exportagdes totais)'.

O Brasil é o segundo maior produtor do
mundo, com produgdo de 75 milhdes de toneladas,
e produtividade média de 3.106 kg.ha! em uma drea
plantada de 24,2 milhées de hectares®.

A industria nacional transforma, por ano,
cerca de 30,7 milhdes de toneladas de soja,
produzindo 5,8 milhdes de toneladas de oleo
comestivel e 23,5 milhdes de toneladas de farelo
protéico, contribuindo para a competitividade
nacional na produgdo de carnes, ovos e leite.
Além disso, a soja e o farelo de soja brasileiros
possuem alto teor de proteina e padrao de qualidade
Premium, o que permite sua entrada em mercados
extremamente exigentes como os da Unido Europeia
e do Japao’.

O aumento da produtividade esta associado
aos avangos tecnologicos, ao manejo e a eficiéncia
dos produtores. O grio é a principal fonte de proteina
vegetal, componente essencial na fabrica¢ao de ragao
animal. Além disso, seu uso na alimenta¢ao humana
encontra-se em franco crescimento®.

A soja, conhecida ha mais de 5000 anos no
Oriente e sendo nativa da China, tornou-se um
produto amplamente cultivado devido a sua facil
adaptacao em climas temperados e frios, sendo seu
consumo muito incentivado, pelos seus beneficios a
saude. Cultivada especialmente nas regides Centro
Oeste e Sul do pais, a soja se firmou como um dos
produtos mais destacados da agricultura nacional e
na balanga comercial’.

No Brasil, o grao chegou com os primeiros
imigrantes japoneses em 1908, mas foi introduzida
oficialmente no Rio Grande do Sul em 1914. Porém,
a expansdo da soja no Brasil aconteceu apenas nos
anos 70, com o interesse crescente da industria de
6leo e a demanda do mercado internacional®®.

A soja é uma planta anual, herbacea, ereta,
autégama, apresentando variabilidade para as
caracteristicas morfologicas, que ainda podem ser
influenciadas pelo ambiente, de porte herbaceo

(de 0,80 a 1,5 m de altura) e constitui um dos mais
importantes alimentos do homem, pois é rica em
substancias nutritivas. Possui um elevado teor de
proteinas, gorduras, sais minerais e vitaminas®’.
Diversos autores mencionam os efeitos
benéficos do consumo da soja e seus derivados
dentre os quais citam a prevencdo de doengas
cardiovasculares, reducao da incidéncia de infarto
e derrame cerebral, aumento de massa magra,
diminui¢ao do risco de determinados tipos de
cancer e osteoporose, bem como protecao do
organismo contra o envelhecimento causado pelos
danos celulares, sendo, dessa forma, um alimento

que adquiriu grande importdncia comercial
recentemente devido a essas propriedades
nutricionais®!'.

Os produtos a base de soja também sao
indicados a individuos com intolerancia a lactose,
bem como para mulheres durante a menopausa,
como alternativa natural para a reposi¢do hormonal.
Além disso, o consumo em forma de grao ou farinha
integral possibilita a absor¢ao dos elementos bioativos
importantes para as mulheres>'%.

A partir do aumento da producdo de soja
e do conhecimento da mesma pela popula¢ao,
o consumo aumentou e além do odleo de soja,
que sempre foi o principal produto comercializado,
foram desenvolvidos outros produtos como leite
de soja (extrato protéico de soja), leite de soja
saborizado, tofu (queijo de soja), farelo e farinha
de soja, concentrado e isolados protéicos de soja,
proteina texturizada de soja (PTS), misso (pasta de
soja) e shoyu (molho de soja)°.

Para a obten¢do dos subprodutos de soja,
¢ necessario realizar o processamento dos graos,
que abrange desde o recebimento das sementes,
armazenamento, preparagdo, extracdo do oleo e
finalmente a produ¢iao da farinha propriamente
dita. Atualmente a extracao é realizada em processo
continuo para obter-se um produto mais uniforme
e visando minimiza¢ao dos custos, pois 0 processo
¢ complexo exigindo fluxos de solventes, vapor,
temperaturas, vacuos entre outros'.

A proteina texturizada de soja é o produto
protéico dotado de integridade estrutural
identificavel, de modo a que cada wunidade
suporte hidratagdo e cozimento, obtidos por fiagdo
e extrusao termoplastica, a partir de uma ou mais
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das seguintes matérias-primas: proteina isolada
de soja, proteina concentrada de soja e farinha
desengordurada de soja. A proteina texturizada
de soja ¢ utilizada como ingrediente de alimentos
como fonte protéica e como extensor em produtos
de carne. A proteina texturizada de soja, ou carne
de soja, é obtida através das seguintes etapas:
inicialmente, retira-se da soja moida o seu oleo
e o seu carboidrato, através de solventes quimicos
e alta temperatura. Em seguida, mistura-se uma
solugdo alcalina para separar as fibras. Logo apds,
submete-se a um processo de precipitacio e
separagao utilizando um banho acido. Por ultimo,
vem um processo de neutralizagdo através de uma
solugdo alcalina. Segue-se uma secagem a altas
temperaturas e a redu¢do do produto em um pé.
Este produto, altamente manipulado, possui seu
valor nutricional totalmente comprometido.
Durante o processo, perdem-se as vitaminas, porém
permanecem os inibidores da tripsina. Deve
apresentar no minimo 50 % g/100 g de proteina®>®.

A proteina de soja desengordurada é o
produto obtido a partir dos graos de soja
convenientemente processados até a obtencdo
da farinha desengordurada e deve apresentar um
minimo de 45 % g/100 g de proteina'*.

A proteina de soja concentrada ¢ o produto
protéico, concentrado por processo tecnologico
adequado, a partir da farinha de soja, envolvendo
um processo alcodlico ou aquoso com objetivo de
eliminar os agucares, por meio da alteragdo do pH,
obtendo um produto com teor minimo de proteina
de 68 % g/100 g'.

A proteina isolada de soja é a fragdo protéica
da soja obtida por processo tecnologico adequado.
E utilizada como agente de consisténcia para
produtos derivados de carnes, tais como embutidos
e patés, e como fonte protéica'.

Diante deste contexto, faz-se necessario que
os profissionais da area de Microscopia Alimentar
estejam capacitados paraaidentificacao doselementos
histolégicos caracteristicos da soja, para que se possa
confirmar a sua presenc¢a nos subprodutos contidos
na formulagdo de alimentos para consumo humano.

As caracteristicas microscopicas do grao de
soja foram descritas pela primeira vez por Winton
e Moeller"®, Menezes Junior® e Gasser et al'® e foram
os parametros utilizados neste estudo.
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O Nucleo de Morfologia e Microscopia
realiza a pesquisa e identificacgdo dos elementos
histolégicos vegetais presentes nos alimentos, com
a finalidade de verificar a identidade e qualidade
dos ingredientes vegetais de sua composicao.
A andlise microscopica é uma ferramenta importante
na verificagdo de fraudes e veracidade da formula¢iao
ou da lista de ingredientes declarada no roétulo do
produto. O assunto tratado neste trabalho é de
imensa relevancia para a pratica de Microscopia
de Alimentos nos laboratoérios de analise. Esta area
carece de estudos especificos para os mais variados
temas, o que torna este trabalho uma importante
ferramenta no estudo da identidade histolégica dos
alimentos que contenham em sua composi¢do a
soja e seus derivados.

O objetivo deste estudo foi identificar os
elementos histoldgicos caracteristicos da soja em
seus subprodutos, uma vez que estes sao ingredientes
de preparagdes alimenticias. Dentre os subprodutos
da soja mais empregados, podemos destacar a
proteina texturizada de soja, a proteina de soja
desengordurada, a proteina isolada de soja e a
proteina de soja concentrada, objetos deste estudo.

MATERIAL E METODOS

Foram analisados quatro tipos de proteinas
derivadas de soja: texturizada, desengordurada,
isolada e concentrada. Estes subprodutos
industrializados foram cedidos por uma empresa
processadora de soja, e foram analisados no
Nucleo de Morfologia e Microscopia, do Centro
de Alimentos, do Instituto Adolfo Lutz, em
julho de 2014.

A metodologia utilizada para o preparo
das amostras foi extraida do livio Métodos de
Anialise Microscopica de Alimentos: Isolamento
de Elementos Histologicos'.

Os ensaios foram realizados por quatro
analistas que elaboraram o registro descritivo e
fotografico das estruturas vegetais presentes em cada
subproduto analisado para demonstrar como estes
podem ser identificados microscopicamente®'>®,

As imagens obtidas foram comparadas com
a literatura existente, estabelecendo-se parametros
de referéncia para o estudo histologico de cada
subproduto analisado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A semente da soja ¢ irregularmente
ovoide ou esférica, conforme a variedade larga
lateralmente e apresenta contorno uniforme e
arredondado. Mede de 10 a 12 mm de
comprimento, tem a pele (espermoderma) colorida
que pode variar entre amarelo, vermelho, verde,
pardo, preta ou misturada de cores diferentes;
hilo distinto, de 3 a 4 mm de amplitude, como
pode ser observado na Figura 1 (a, b, o).
Os cotilédones sao grandes, ricos em proteinas
e matéria graxa e comumente sem amido®.

Na Figura 1 (b, c), observa-se a estrutura
macroscopica do espermoderma, que é a camada
que reveste a semente da soja.

Ao microscopio Optico evidencia-se a
camada palicada que é formada por células
grandes, esclerificadas, retangulares, alongadas,
apresentando luz aberta na base e se estreita até
se tornar afilada em seu término, nas proximidades
da epiderme externa, conforme Figura 1 (d, e, f).

Sua superficie externa é constituida por
células elipsdides ou isodiamétricas, de paredes
grossas, semelhantes a grios de amido de feijao
ou de lentilha, com estreita abertura linear, raiada
na parte central, como se apresenta na Figura 1 (e).

A superficie interna ¢é constituida por
células anulares e de paredes grossas como pode
ser observado na Figura 1 (d).

A subepiderme ¢ composta por células
em formato de carretéis grandes ou ampulhetas,
ajustadas lado a lado, com espacos intercelulares
elipsdides e com a parte superior mais estreita
que a inferior. Estes carretéis sdo os elementos
histolégicos caracteristicos da soja e devem ser
procurados para identifica¢io da leguminosa,
conforme Figura 1 (g, h).

E importante ressaltar que ao exame
microscdpico, nem sempre se consegue visualizar
todas estas estruturas morfoldgicas. Desta forma,
deve-se procurar o elemento histolégico que
caracteriza a soja, que sdo os carretéis da
subepiderme. Em prepara¢bes com conteudo
heterogéneo, a identificagio desses carretéis
dificultada, necessitando de artificios como a
utilizagdo de luz polarizada, a qual evidencia a
presenca dos mesmos durante o exame microscopico.

O~

Outra importante ferramenta empregada
nos estudos histologicos é o pré-tratamento da
amostra com hidréxido de s6dio a 3 %, que tem
a funcdo de quebrar os elementos histologicos
do produto que possam interferir na pesquisa e
identificacdo dos elementos caracteristicos.

O que nos levou a realizar este trabalho
foi a dificuldade em identificar os elementos
histologicos caracteristicos da soja em produtos
alimenticios que contém os seus derivados. Dentre
os varios subprodutos, selecionamos as proteinas
mais utilizadas na industria alimenticia que sdo as
proteinas: texturizada, a desengordurada, a isolada
e a concentrada.

Quando o produto alimenticio é composto
de varios ingredientes vegetais, o microscopista
deve ter conhecimento dos elementos histologicos
caracteristicos, pois muitas vezes na mistura,
nao é possivel identificar todos os elementos do
vegetal, uma vez que o mesmo passou por etapas
de processamento e também pode se apresentar
em pequenas quantidades que dificultam a sua
visualizacao.

O ensaio para a pesquisa e identificagdo
histologica consiste no reconhecimento de células
caracteristicas de cada vegetal, sendo assim, o
profissional deve ser capaz de diferenciar tais
atributos em cada tipo de produto, revelando os
ingredientes que fazem parte da formulagao.

Os subprodutos de soja sio constantemente
utilizados em formula¢des de alimentos como
biscoitos, paes, chocolates, embutidos, entre
outros. A proteina texturizada de soja, dentre os
subprodutos, é a matéria prima mais utilizada na
industria alimenticia.

No estudo da proteina texturizada foram
possiveis de serem visualizadas as estruturas
fundamentais da soja, Figura 2 (a, b, ¢); porém
¢ indispensavel o tratamento prévio da amostra
com solucdo de hidroxido de sédio, que facilita
a identificacdo dos elementos histoldgicos
caracteristicos, que s6 com a solubilizagio em
agua ndo seria possivel. Diante deste resultado,
podemos inferir que nos produtos alimenticios
que contenham proteina texturizada de soja, ha
necessidade de tratamento prévio da amostra.

Para a andlise da proteina de soja
desengordurada, s6 a hidratagdo do produto
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permitiu  a  visualizagdo  das  estruturas
caracteristicas, demonstrando que o processo
para obten¢do deste subproduto nio destr6i os
elementos histologicos do vegetal, nem dificulta sua
visualizagdo. Assim, dependendo da propor¢iao que
este subproduto da soja se apresentar na formulagao
no produto final, ela podera ser facilmente
caracterizada, como vemos na Figura 2 (d, e, f).

As observagoes feitas no subproduto
proteina de soja concentrada demonstraram a
presenca dos elementos caracteristicos, porém,
em menor quantidade quando comparado
aos subprodutos proteina texturizada e a
desengordurada. Vale ressaltar que este subproduto

Figura 1. a. Fruto ou semente de soja; b e c. Detalhes
do espermoderma da semente; d. Vista microscdpica
da epiderme interna da palicada; e. Epiderme externa
da palicada; f. Células palicadas vista longitudinal; g.
Células da sub epiderme em forma de carretéis; h. Vista
externa da camada paligada e células da sub epiderme
destacadas; i. Células de paredes finas do cotilédone
com reserva de 6leo e aleurona
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passa por processos quimicos que podem alterar
as estruturas existentes, como verificamos na
Figura 2 (g, h, i), entretanto, ainda observaveis
microscopicamente.

Por outro lado, na proteina isolada de soja,
na Figura 2 (j) ndo sdo visualizados os elementos
histoldgicos, pois esta é uma fracao protéica da
soja, obtida por processo tecnolédgico. Sendo assim, é
possivel afirmar que nos produtos em que é utilizado
este subproduto, ndo ha como identificar soja
pelo exame microscopico, independentemente do
tratamento utilizado na amostra. Foram observadas
somente estruturas arredondadas, sem identificacido
microscdpica distinta.

Figura2.a,b e c. Proteina texturizada de soja sob aumento
de 40x, o detalhe da vista externa da palicada, células
palicadas vista longitudinal e células da sub epiderme
soltas em carretéis; d, e e f. Proteina desengordurada de
soja sob aumento de 20x, a epiderme interna da palicada
com células em carretel e em detalhe a vista interna das
células da sub epiderme e, detalhe das células em carretel;
g, h ei. Proteina concentrada de soja sob aumento de 20x,
Vista interna da palicada, Vista longitudinal da palicada
e sob aumento de 40x as células da sub epiderme vista
lateral; j. Proteina isolada de soja sob aumento de 20x,
estruturas sem identificagdo microscdpica
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nas amostras
estudadas nos mostram que o unico subproduto
que nao apresentou estruturas caracteristicas de
soja foi a proteina isolada e, por esta razao,
necessita de um respaldo da area quimica, para
a identifica¢do deste vegetal nos diferentes
tipos de alimento que é constituinte. Ja nos
tipos denominados de proteina texturizada,
concentrada e desengordurada foi possivel a
visualizagdo das estruturas da soja pela andlise
microscopica, permitindo assim, afirmar a
presenca de elementos histologicos  deste
vegetal nos diferentes produtos mesmo apds seu
processamento.

O presente estudo trouxe resultados
expressivos frente a crescente demanda de analises
de produtos a base de soja, tornando-se um
importante instrumento para a identidade
histolégica do produto final, garantindo assim
a veracidade das informagdes contidas na
rotulagem e desta maneira contribuindo com o
controle de qualidade dos mesmos.

AGRADECIMENTOS
A Viviane Ferraccioli pelo fornecimento das
amostras analisadas.

REFERENCIAS

1. Associagdo Brasileira das Industrias de
Oleos Vegetais - ABIOVE. Sustentabilidade do
complexo soja: reflexos da politica econdmica.
[acesso 2015 Fev 28]. Disponivel em: [http://www.
abiove.org.br/site/_FILES/Portugues/25072013-
105434-37._sober.pdf].

2. Carvalho LC, Ferreira FM, Bueno NM.
Importancia econdmica e generalidades para o
controle da lagarta falsa-medideira na cultura da
soja. Enciclopédia Biosfera, Centro Cientifico
Conhecer [Internet]. 2012;8(15):1021-34. Disponivel
em: [http://www.conhecer.org.br/enciclop/2012b/
ciencias%20agrarias/importancia%20economica.pdf].

3. Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento - MAPA. Soja. [acesso 2015 Fev
28]. Disponivel em: [http:www.agricultura.gov.br/
vegetal/culturas/soja/saiba-mais].

4. Juhdsz ACP, Padua GP, Wruck DSM, Favoreto L,
Ribeiro NR. Desafios fitossanitarios para a
produgao de soja. Inf Agropec.2013;34(276):66-75.

5. Servico Brasileiro de Respostas Técnicas - SBRT.
Dossié Técnico: Produtos de soja [acesso 2015 Fev
28]. Disponivel em: [http://sbrt.ibict.br/dossie-
tecnico/downloadsDT/Mjg=].

6. Menezes Junior JBE. Soja: origem, composigao
quimica, valor nutritivo e aplicagdes diversas.
Rev Inst Adolfo Lutz.1961;21:33-56.

7.Rocha RS. Avaliagdo de variedades e linhagens de
soja em condigoes de baixa latitude [dissertacdo de
mestrado]. Teresina (PI): Universidade Federal do
Piaui; 2009.

8. Esteves EA, Monteiro JBR. Efeitos benéficos
das isoflavonas de soja em doengas cronicas. Rev
Nutr.2001;14(1):43-52.  [DOL  10.1590/51415-
52732001000100007].

9. Behrens JH, Silva MAAP. Atitude do consumidor
em relagdo a soja e produtos derivados. Ciénc
Tecnol Aliment.2004;24(3):431-9. [DOI: 10.1590/
S0101-20612004000300023].

10. Felberg I, Antoniassi R, Deliza R, Freitas
SC, Modesta RCD. Soy and Brazil nut beverage:
processing, composition, sensory, and color
evaluation. Ciénc Tecnol Aliment.2009;29(3): 609-
17. [DOI: 10.1590/S0101-20612009000300024].

11. Jaekel LZ, Rodrigues RS. Effect of a soybean and
rice beverage on the lipid and glycemic metabolisms
in hamsters. Ciénc Agrotec.2011;35(6):1211-7.
[DOI: 10.1590/51413-70542011000600023].

12. Badger TM, Ronis MJ]J, Hakkak R, Rowlands JC,
Korourian S. The health consequences of early soy
consumption. ] Nutr.2002;132(3):559S-65S.

109



Mattos EC, Atui MB, Silva AM, Ferreira AR, Nogueira MD, Soares JS, et al. Estudo da identidade histologica de subprodutos de soja

(Glycine max L.). Rev Inst Adolfo Lutz. Sao Paulo, 2015;74(2):104-10.

13. Marson LP. A produc¢io de derivados da
soja e sua aceitagdo pelo mercado consumidor
[monografia]. Bento Gongalves (RS): Instituto
Federal de Educagao, Ciéncia e Tecnologia do
Rio Grande do Sul; 2010.

14. Brasil. Ministério da Sadde. Resolu¢do RDC
n° 268, de 22 de setembro de 2005, Aprova
o regulamento técnico para produtos protéicos
de origem vegetal. ~Didrio Oficial [da]
Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DEF
23 set. 2005.

15. Winton AL, Moeller ]. The microscopy of
vegetable foods. 1*ed. London: Chapman & Hall Ltd;
1906.

110

16. Gassner G, Hohmann B, Deutschmann F
Mikroskopische ~ untersuchung  pflanzlicher
lebensmittel. 5 Auflage. Gustav Fischer Verlag:
Stuttgart; 1989.

17. Rodrigues RMM, Atui MB, Correia M.
Métodos de andlise microscopica de alimentos:
isolamento de elementos histologicos. Vol. I
S3o Paulo: Letras & Letras; 1999.



Rev Inst Adolfo Lutz
ARTIGO ORIGINAL/ ORIGINAL ARTICLE

Caracteriza¢do fisico-quimica, microbiologica e
sensorial de geleias de umbu-caja elaboradas com e
sem a adicao de sacarose

Physical-chemical, = microbiological =~ and  sensory
characterization of jams made from umbu-caja prepared

with and without the sucrose addition

RIALA6/1644

Emanuel Neto Alves de OLIVEIRA™, Dyego da Costa SANTOS? Ana Paula Trindade ROCHA?,
Josivanda Palmeira GOMES?, Jorge Jaco Alves MARTINS?, Joabis Nobre MARTINS?

*Endereco para  Correspondéncia: 'Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
do Rio Grande do Norte, BR 405, Km 154, Bairro Chico Caja, Pau dos Ferros, RN, Brasil, CEP 59900-000.
Tel: 84 4005-4109. E-mail: emanuel.oliveiral6@gmail.com

*Unidade Académica de Engenharia Agricola, Universidade Federal de Campina Grande,
Campina Grande, PB, Brasil

*Instituto Federal de Educagéo, Ciéncia e Tecnologia do Sertao Pernambucano, Salgueiro, PE, Brasil

Recebido: 09.09.2013 - Aceito para publicagdo: 27.05.2015

RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidas geleias convencionais e dietéticas de umbu-caja e as caracteristicas
fisico-quimicas, microbioldgicas e sensoriais dos produtos foram avaliadas. No processamento das geleias
convencionais foram utilizadas polpa de umbu-cajd, sacarose comercial e pectina de alto teor de metoxilagio
(ATM). Nas geleias dietéticas, a sacarose e a pectina ATM foram substituidas por aspartame e pectina de baixo
teor de metoxilagdo (BTM). As formulagdes foram concentradas em tacho aberto até obter o teor de solidos
soluveis totais de ~63 °Brix (produto convencional) e de ~12,5 °Brix (geleia dietética), e entdo envasilhadas
em recipientes de vidro. As geleias foram submetidas a analises microbiolégicas e, posteriormente, aos testes
de aceitacdo (cor, aparéncia, aroma, consisténcia, sabor, dogura, impressao global), além da intengdo de
compra. As geleias apresentaram conformidade com os padroes microbioldgicos estabelecidos pela legislagao.
As amostras adicionadas de sacarose obtiveram escores compreendidos entre 7,15 (dogura) e 8,25 (cor).
As geleias isentas de sacarose tiveram escores que variaram de 4,93 (dogura) a 7,08 (aroma), e em apenas
um atributo sensorial obtiveram nota superior a 7,0. Dentre as geleias avaliadas, as convencionais
demonstraram as maiores frequéncias de aceitacdo (> 80 %) e inten¢do de compra (> 75 %), que indicam o
potencial destes produtos para futura industrializagdo e comercializacéo.

Palavras-chave. Spondias spp., processamento, agticares, aceitagao sensorial.

ABSTRACT

This study aimed at developing the conventional and dietary jams made from umbu-caja, and their
physical-chemical, microbiological and sensory characteristics were evaluated. Umbu-caja pulp,
commercial sucrose and high methoxylated pectin (HMP) were used for processing the conventional jams.
For preparing the dietary jams, the sucrose and pectin HMP were replaced by aspartame and low
methoxylation pectin (LMP). The formulations were concentrated in an open pan until achieving the
soluble solids content of ~63 oBrix (conventional jam) and of ~12.5 °Brix (dietary formulation), and
then they were poured into glass jars. The microbiological assays, the acceptance tests (color, appearance,
aroma, consistency, taste, sweetness, overall impression), and the purchase intent were performed for
analyzing the processed jams. The both products were within the microbiological standards established by
legislation. The sucrose-containing samples presented scores ranging from 7.15 (sweetness) to 8.25 (color).
The sucrose-free jams showed scores ranging from 4.93 (sweetness) to 7.08 (aroma), and in only one
sensory attribute achieved a score higher than 7.0. The conventional jams showed the highest frequency
of acceptance (> 80 %) and in purchase intent (> 75 %), indicating a potential for future industrialization
and commercialization.

Keywords. Spondias spp., processing, sugars, sensory acceptance.
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INTRODUCAO

A umbu-cajazeira (Spondias spp.) ¢ uma
arvore silvestre do género Spondias, pertencente
a familia Anacardiaceae, caracteristica da regidao
semidrida brasileira. E considerada um hibrido
natural entre o umbuzeiro (Spondias tuberosa
Arr. Cam.) e a cajazeira (Spondias mombim L.),
com origem desconhecida e caracteristicas de planta
xerdfila com porte elevado e copa aberta ainda
em fase de domesticagdo. Essa espécie é explorada
economicamente com base em seu fruto, o
umbu-caja, que ¢é normalmente consumido
in natura e comercializado em feiras locais e
margens de rodovias. Seu fruto apresenta grande
aceitacdo no mercado local, além disso, retine
caracteristicas  favoraveis do umbu, como
espessura da polpa e arvore de porte baixo, e do
caja, como aroma e sabor agradaveis'.

O umbu-caja é muito consumido no Nordeste
brasileiro, entretanto é desconhecido em outras
regides do Brasil. Isso se deve a alta perecibilidade
do fruto, que ¢é climatérico, e, portanto, torna
importante o processamento do umbu-caja com o
intuito de aumentar sua vida pds-colheita e, assim,
disponibiliza-lo a locais mais distantes dos centros
produtores. Além de agregar valor a espécie, o
processamento do fruto também podera se
constituir em opgdo de renda para agricultores do
Nordeste brasileiro. Neste sentido, a producao de
geleias convencionais e dietéticas ¢ uma boa opgao
para o aproveitamento agroindustrial do umbu-caja,
uma vez que, dentro do segmento de conservas de
frutas, o processamento de geleias é um dos setores
que mais se expande. A elaboragdo de geleias
de umbu-caja com e sem a adigdio de sacarose
pode tornar-se mais uma op¢do de produto
no mercado, atendendo as expectativas de
consumidores ansiosos por novidades no setor
alimenticio. A inser¢io de novos sabores e de
produtos para publicos especificos, como é o caso
dos dietéticos, no segmento de conserva de frutas
pode garantir a permanéncia da empresa em um
mercado cada vez mais competitivo, onde
consumidores se preocupam em adquirir produtos
saudaveis e com caracteristicas inovadoras?.

Define-se como geleia o produto preparado
com frutas e/ou sucos ou extratos aquosos,
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podendo apresentar frutas inteiras, partes
e/ou pedagos sob variadas formas, devendo
tais ingredientes ser misturados com agucares, com
ou sem adigdo de agua, pectina, acidos e outros
ingredientes permitidos. A mistura deve ser
convenientemente processada até consisténcia
semi-solida adequada e, finalmente, acondicionada
de forma a assegurar sua perfeita conservagio’.
Na elaboragdo de geleias, a pectina é empregada
como agente geleificante, espessante e estabilizante.
Nas formulagbes convencionais sdo utilizadas
pectinas de alto teor de metoxilagaio (ATM),
as quais formam géis firmes e estaveis em meios
quecontenhamconteudodesolidossoluveissuperiores
a 50 %*, enquanto que em produtos de baixo teor de
solidos soluveis, como os dietéticos, sdo utilizadas
pectinas de baixo teor de metoxilagio (BTM), as
quais formam géis em presenga de ions metélicos
bivalentes, normalmente o cdlcio, niao sendo
necessaria a presencga de agucares’.

Estao disponiveis na literatura diversos estudos
envolvendo o processamento de geleias de fruta
convencional e de baixo valor calérico, a exemplo de
amora-preta®, morango’, abacaxi®, cubiu (Solanum
sessiliflorum)®, gabiroba'?, acerola, goiaba'!, tomate'?,
jambolao®, caja-manga (S. cytherea)", marmelo
‘japonés, manga'®, tamarillo (Cyphomandra
betacea)", Physalis peruviana'®, cagaita (Eugenia
dysenterica)'®, mamao, araga-boi (Eugenia stipitata)®,
entre outras. Entretanto, ndo foram encontradas
referéncias acerca da utilizagdo de umbu-caja na
elaboracao desses produtos.

A avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas
e microbioldgicas de produtos de frutas como a
geleia, ¢ indispensavel para a avaliagdo da vida
de prateleira do produto, tipo de embalagem a
ser acondicionada e condigoes de conservagio.
Enquanto os testes sensoriais tém o objetivo de
tracar o perfil de aceitabilidade do produto
diante dos consumidores.

Considerando-se a necessidade de agregar
valor a frutas nativas do semiarido brasileiro, além
de inovar no aroma e sabor de produtos ja
tradicionais como as geleias de frutas, esta
pesquisa teve por objetivo desenvolver geleias
convencionais e dietéticas de umbu-caja e avaliar
a  qualidade  sensorial, fisico-quimica e
microbiolégica dos produtos.
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MATERIAL E METODOS

Processamento das geleias

Para realizacdo da pesquisa foram
utilizados frutos de umbu-caja em estadio de
maturagao completo, sadios, sem manchas e com
coloragdo amarela provenientes do municipio
de Patos/PB (7°1°32” Sul, 37°16’40” Qeste).

Os frutos foram transportados em
caixas plasticas, em temperatura ambiente,
até o Laboratério de Processamento e

Armazenamento de Produtos Agricolas da
Universidade Federal de Campina Grande/PB,
onde foram selecionados para remogdo de
frutos injuriados e sujidades, lavados em agua
corrente e sanitizados em solu¢do clorada
(100 ppm) por 15 min. A despolpa foi realizada
em despolpadeira horizontal (Laboremus®,
modelo DF-200, Brasil), sendo a polpa envasada
em sacos de polietileno com capacidade para
500 g e submetida a um congelamento rapido
através da imersdo em nitrogénio liquido
(-196 °C) em botijoes criogénicos. Em seguida,
as polpas foram estocadas em freezer (-18 °C)
até a elaboracdo das geleias convencionais
e dietéticas.

Foram elaboradas quatro formulagdes de
geleias de umbu-caja, sendo 2 convencionais
utilizando agucar cristal (sacarose) e pectina de
Alto Teor de Metoxilagdo — ATM (Unipectine®)

e 2 dietéticas utilizado aspartame como
edulcorante, pectina de Baixo Teor de
Metoxilagdo - BTM  (Unipectine®) como

geleificante, cloreto de cdlcio para auxiliar na
geleificagdo da  pectina e sorbato de
potassio como conservante (Plury Chemistry®).
As geleias foram formuladas, sendo:
GCI - geleia convencional (50 % de sacarose e
0,5 % de pectina ATM), GC2 - geleia convencional
(55 % de sacarose e 1 % de pectina ATM),
GD1 - geleia dietética (0,055 % de aspartame e
1,5 % de pectina BTM) e GD2 - geleia dietética
(0,075 % de aspartame e 1,5 % de pectina BTM).
As quantidades de sacarose, aspartame e
pectina foram pré-estabelecidas apods testes
preliminares e com base nas legislagdes vigentes,
que estabelecem variagdo de 50 a 60 % de
sacarose’, concentragdo de aspartame de até

0,075 % para alimentos com substitui¢ao total
de agucares’ e quantidades suficientes de
pectina*? visando obter o efeito desejado em
geleias de fruta. Nas geleias dietéticas foram
adicionadas ainda 0,1 g/100 g de sorbato de
potassio e cloreto de calcio na quantidade
de 55 mg Ca/g de pectina. A polpa de
umbu-caja foi utilizada para balango total de
100 %, em todas as formulagdes de geleias.

No processo produtivo das geleias,
a polpa de wumbu-caja foi previamente
descongelada em geladeira doméstica sob

refrigeracio (~4 °C). Posteriormente, foi
corrigido o pH a polpa de 2,9 para 3,2 com
uso de bicarbonato de sdédio, com o intuito
de se atingir o pH ideal para geleificagdo da
pectina. A seguir, a polpa foi diluida com
agua potavel na propor¢ao de 6:4 m/m (60 %
de polpa e 40 % de agua). A cocgdo ocorreu
em tacho de aco inoxidavel até que as
formulagdes atingissem teores de solidos
soluveis totais (SST) de ~63 °Brix nas
geleias convencionais e ~12,50 °Brix (sdlido
solavel total da polpa antes da diluicdo)
nas geleias dietéticas, determinados apos testes
preliminares. O conservante (sorbato de potassio)
e o edulcorante (aspartame) foram acrescentados
as geleias dietéticas apds concentragdo final
dos SST. Em seguida, as geleias convencionais
e dietéticas foram envasadas em recipientes
de vidro transparentes, previamente aquecidos
em 4agua fervente (~100 °C), providos de
tampa metalica, invertidas por 10 segundos,
ainda quente. As geleias foram resfriadas por
imersdo em agua fria (~20 °C) até atingirem
aproximadamente 25 °C e submetidas a testes
fisico-quimicos, microbioldgicos e sensoriais.

Analises fisico-quimicas

Os testes fisico-quimicos foram realizados
em triplicata e consistiram nas analises de SST
e acidez total titulavel (ATT) no tempo inicial,
logo apds o processamento. A andlise de SST foi
realizada por meio de leitura direta da amostra
em refratdmetro portatil (Instrutherm®), modelo
RT-30ATC, Brasil) e a ATT foi determinada por
titulometria, baseada na neutralizacdo da amostra
com a solu¢do padronizada de NaOH 0,1 N*.
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Analises microbioldgicas

Os coliformes totais foram determinados
pela técnica do Numero Mais Provavel em
Caldo Lauril Sulfato, incubado a 35 °C por 48 h.
Os tubos positivos foram repicados para Caldo
Bile Verde Brilhante para o teste confirmatorio.
A contagem dos coliformes termotolerantes foi
determinada também pela técnica do Numero
Mais Provavel em Caldo EC (Caldo Escherichia coli),
a partir dos tubos positivos para coliformes totais,
incubado a 45,5 °C por 48 h em banho-maria.

Bolores e leveduras foram quantificados
pela técnica de plaqueamento, utilizando agar
padrao (Plate Count Agar - PCA), incubado a 35 °C
por 48 h.

A contagem de Salmonella sp. foi
realizada em agar Verde Brilhante (BG) e agar
Salmonella-Shigella (SS), inoculados em estrias e
incubados a 35-37 °C, por 24 h*>**%,

A contagem de Staphylococcus coagulase
positiva foi realizada pela técnica de plaqueamento
em superficie (spread plate) em agar Baird Parker
(BP), incubado a 35-37 °C, por 48 h.

A contagem das bactérias aerdbias
mesofilas foi realizada pela técnica pour plate
(plaqueamento em profundidade), em agar Padrao
para Contagem (Plate Count Agar - PCA), incubado
a 35 °C durante 48 h.

A contagem das placas foi realizada com o
auxilio do contador de colénias®.

Analise sensorial

A avaliagdo sensorial das geleias foi

realizada apds a aprovagio do Comité
de FEtica em Pesquisa da Universidade
Estadual da Paraiba (UEPB), sob processo

CAAE n°0110.0.133.000-11.

Participaram dos testes, uma equipe de
40 julgadores ndo treinados, composta por
homens e mulheres, com idades variando entre
20 a 59 anos, em sala climatizada (~22 °C).
Na ocasido, cerca de 10 g de amostra foram
servidas em copos plasticos codificados com
trés digitos aleatdrios, acompanhadas de bolacha
tipo agua e sal e agua mineral para limpeza
do palato. Os testes foram conduzidos em
blocos completos, com todas as amostras servidas
no inicio da avaliacao aos provadores.
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Foi realizado o teste de aceitagdo®,
utilizando-se uma escala hedonica estruturada
mista de nove pontos, com escores variando
entre 1 (desgostei muitissimo) e 9 (gostei
muitissimo), em que, de 9 a 6 (acima do ponto
médio: aceitagdo), 5 (ponto médio: indiferenga)
e de 4 a 1 (abaixo do ponto médio: rejeigdo).
Foram avaliados os atributos sensoriais de cor,
aparéncia, aroma, consisténcia, sabor, dogura e
impressao global.

Com o intuito de avaliar a atitude do
consumidor numa situa¢ao hipotética de compra
das geleias, foi utilizada uma escala estruturada
mista de cinco pontos, com escores variando de
1 (certamente ndo compraria) a 5 (certamente
compraria o produto).

Os valores médios dos atributos
sensoriais das geleias convencionais e dietéticas
de umbu-caja foram calculados somando-se as
notas de todos os julgadores e dividindo-se
pelo nimero de julgadores que participaram
dos testes®.

Analise estatistica

Na analise  estatistica dos  dados,
utilizou-se o programa computacional Assistat
versao 7.5 beta, por meio de delineamento
experimental de blocos inteiramente casualizados
com quatro formulagbes e quarenta repeti¢des.
Os dados foram submetidos a anadlise de
variancia (ANOVA) e a comparagdo de médias foi
feita pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 apresenta os resultados
das andlises de SST e ATT das geleias

convencionais e dietéticas de umbu-caja.
As amostras convencionais apresentaram

maior teor de SST, uma vez que foram
adicionadas de sacarose comercial. Polesi
et al'® desenvolveram geleias convencionais

e dietéticas de manga e também reportaram
baixo teor de SST em geleia de baixo valor
energético (11 °Brix) e elevado conteudo de
SST na amostra convencional (59 °Brix).
As diferencas dos SST entre as amostras de
uma mesma categoria (convencional ou dietética)
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sao, provavelmente, em decorréncia da etapa
de concentragdo, que ndo teve a temperatura
controlada. Os valores de ATT foram maiores
nas geleias dietéticas, uma vez que estas
apresentaram elevada concentragdio de polpa
nas formulagdes, com valores absolutos de 11,09
e 11,05 % nas amostras GD1 e GD2,
respectivamente. O  maior conteudo de
polpa pode ter ocasionado concentragio de
acidos organicos, aumentando a acidez das
dessas amostras. Por outro lado, as amostras
GCl e GC2 apresentaram ATT de 0,5 e
0,45 %, respectivamente. Resultados similares
foram  relatados por Rutz et al® ao
elaborarem geleias convencionais e de baixo
valor energético (light) de P peruviana.
Os autores reportaram acidez mais elevada nas
amostras light em comparagao as convencionais.

A Tabela 1 apresenta os resultados
da avaliagdo  microbioldgica das  geleias
convencionais e dietéticas de umbu-caja. Todos
os parametros analisados apresentaram-se
dentro dos limites estabelecidos pelas legislacoes
brasileiras>*, que estabelecem os padroes
microbioldgicos para geleias de frutas.

Esses  resultados indicam que o
processamento ocorreu em condigdes higiénico-
sanitarias satisfatorias, assim como a efetividade
do tratamento térmico aplicado, o que
garante inocuidade dos produtos. Dados que
corroboram com Yuyama et al’, Tsuchiya et al?,
Prati et al'' e Santos et al’, ao avaliarem geleias
de cubiu, tomate, goiaba com acerola e cagaita,
respectivamente.

Na Tabela 2, estao descritos os valores

médios dos atributos sensoriais das geleias
convencionais e dietéticas de umbu-caja.
Todos os atributos avaliados apresentaram

efeito significativo a 1 % de probabilidade,
onde as geleias convencionais tiveram maiores
notas que as dietéticas. Isso demonstra que,
no processo produtivo, a substituicio de
sacarose ~ por  aspartame  prejudica  as
caracteristicas sensoriais dos produtos.
Observagoes semelhantes foram reportadas por
Silva e Zambiazi® ao avaliarem a aceitabilidade
de geleias convencionais e light de abacaxi.
A geleia elaborada somente com sacarose foi
melhor aceita (p < 0,05) que o produto substituido
por 50 % de edulcorantes (sacarina e ciclamato).
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Figura 1. Solidos soluveis totais e acidez total titulavel das geleias convencionais (GC) e dietéticas (GD) de

umbu-caja
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As geleias adicionadas de sacarose
obtiveram escores compreendidos entre 7,15
(dogura) para CG2 e 8,25 (cor) para CGI.
Por outro lado, as amostras isentas de sacarose
tiveram escores variando de 4,93 (dogura) para
GD1 a 7,08 (aroma) para GD2, o que demonstra
maior preferéncia por geleias convencionais
adicionadas de sacarose, uma vez que as notas
atribuidas aos atributos sensoriais das geleias
convencionais foram superiores aos das geleias
dietéticas. Este fato pode estar relacionado
a aparéncia mais atrativa dessas geleias
convencionais, uma vez que a adigdo de sacarose
aumenta o brilho do produto. As geleias dietéticas
geralmente sdo mais opacas, tornando-se, desse
modo, menos atrativas aos consumidores.

Nas geleias dietéticas foi observada
a formacdo de uma estrutura do gel mais
fragil e quebradi¢o. Este aspecto pode ter
contribuido negativamente na avalia¢do sensorial,
especialmente para os atributos sensoriais de
aparéncia, consisténciaeimpressaoglobal. Destaca-
se que o maior conteido dos sélidos soluveis
promovidos pela adicdo de sacarose ocasiona
maior forca do gel nas geleias convencionais
o que favorece uma textura mais firme. Esta
caracteristica também contribuiu para os
escores mais elevados nessas geleias (Tabela 2),
somados a outros atributos como brilho e cor.

Efeitos similares foram constatados por Barcia
et al”?, ao avaliarem geleias convencionais (8,30)
e light (5,00 a 7,01) de jamboldo. Da mesma
forma, Nachtigall et al®, ao processarem geleias
convencional e light de amora-preta, obtiveram
maior escore no produto com 100 % de sacarose
(8,70), em comparagdo as amostras em que a
sacarose foi substituida em 50 % pelo edulcorante
sucralose (2,97 a 6,39).

As geleias formuladas com sacarose
apresentaram maiores escores para o atributo
aroma (Tabela 2). Este fato pode estar relacionado
aoaromamaisintenso dafrutade origem nas geleias
convencionais, que pode ter sido favorecido pela
libera¢do de compostos aromaticos decorrentes da
reacdo de caramelizacdo dos agucares, apesar de
haver menor concentragio de polpa de umbu-caja
na formulacio GCI1 (49,50 %) e GC2 (44,00 %).
Ressalta-se que asamostrasadicionadas de sacarose
tiveram menor tempo de coc¢do (35-45 min)
em relacdo as amostras acrescidas de aspartame
(65-70 min), o que, provavelmente, provocou
maior reten¢do de compostos aromaticos nas
geleias convencionais, justificando, também,
as maiores notas obtidas pelos julgadores.
Dados contraditérios foram verificados por
Zambiazi et al’, que reportaram maiores escores
para o atributo aroma em geléias light quando
comparadas as amostras convencionais.

Tabela 1. Resultado das analises microbiologicas das geleias convencionais e dietéticas de umbu-caja

Parametro GC1 GC2 GD1 GD2
Bolores e leveduras (UFC/g) <1x10! <1x10! <1x10! <1x10!
Salmonella sp. (UFC/g) Ausente Ausente Ausente Ausente
Mesofilos aerdbios (UFC/g) <1x10! <1x10! <1x10! <1x10!
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) <1x10' <1x10! <1x10! <1x10!
Coliformes a 35 °C (NMP/g) <3,0 <3,0 <30 <30
Coliformes a 45 °C (NMP/g) <30 <3,0 <30 <30

GC1: geleia convencional (50 % de sacarose); GC2: geleia convencional (55 % de sacarose); GD1: geleia dietética (0,05 5% de aspartame) e; GD2:
geleia dietética (0,075 % de aspartame); UFC: unidades formadoras de colonias; NMP: niimero mais provavel
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Tabela 2. Médias dos testes sensoriais afetivo de aceita¢ao e impressao global realizados para as geleias convencionais
e dietéticas adicionadas de umbu-caja

Formulagao Cor Aparéncia Aroma Consisténcia Sabor Dogura Impressao global
GC1 8,25% 8,18* 7,73* 7,95* 7,88* 7,75° 8,03*
GC2 8,00* 7,95% 7,60* 7,68* 7,63* 7,15% 7,63*
GD1 6,20° 5,83" 6,63° 6,15° 5,23" 4,93b 5,63"
GD2 6,53° 6,00° 7,08 6,35° 5,58 5,40° 6,00°
DMS 0,69 0,77 0,69 0,76 0,88 0,95 0,92
CV (%) 16,46 19,09 16,36 18,53 23,12 25,86 23,12
Teste F 29,91 34,96** 7,28%* 19,63** 32,40%*  27,70** 22,53**

GC1: geleia convencional (50 % de sacarose); GC2: geleia convencional (55 % de sacarose); GD1: geleia dietética (0,055 % de aspartame) e; GD2:geleia
dietética (0,075 % de aspartame); DMS: Desvio médio significativo; CV: Coeficiente de variagio; Teste F: F calculado; Médias seguidas da mesma
letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente a 5 % de probabilidade, pelo teste de Tukey; **significativo a 1% de probabilidade, pelo Teste F

Tabela 3. Frequéncias de aceitacao, indiferenca e rejeicao em relagao aos atributos sensoriais das geleias convencionais
e dietéticas de umbu-caja

. ) Formulac¢iao com sacarose Formulagﬁo sem sacarose
Atributo Intensidade GCl GC2 GD1 GD2
Aceitacio (%) 100,0 100,0 70,0 85,0
Cor Indiferenca (%) 0,0 0,0 17,5 10,0
Rejeicio (%) 0,0 0,0 12,5 5,0
Aceitacao (%) 97,5 95,0 65,0 70,0
Aparéncia Indiferenca (%) 2,5 5,0 7,5 10,0
Rejeigao (%) 0,0 0,0 27,5 20,0
Aceitacao (%) 97,5 92,5 80,0 92,5
Aroma Indiferenga (%) 2,5 7,5 7,5 5,0
Rejeicao (%) 0,0 0,0 12,5 2,5
Aceitacio (%) 97,5 97,5 72,5 77,5
Consisténcia  Indiferenca (%) 2,5 2,5 7,5 12,5
Rejeicao (%) 0,0 0,0 20,0 10,0
Aceitacgao (%) 100,0 95,0 55,0 62,5
Sabor Indiferenca (%) 0,0 2,5 7,5 12,5
Rejeicao (%) 0,0 2,5 37,5 25,0
Aceitagao (%) 97,5 85,0 47,5 55,0
Dogura Indiferenca (%) 0,0 2,5 7,5 12,5
Rejeicao (%) 2,5 12,5 45,0 32,5
Impressio Aceitacdo (%) 97,5 95,0 60,0 72,5
global Indiferenca (%) 2,5 2,5 12,5 10,0
Rejeicdo (%) 0,0 2,5 27,5 17,5

GCl: geleia convencional (50 % de sacarose); GC2: geleia convencional (55 % de sacarose); GD1: geleia dietética (0,055 % de aspartame) e;
GD2:geleia dietética (0,075 % de aspartame)
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Em relagdio aos atributos de sabor e
dogura, as geleias convencionais presentaram

valores bem superiores aos verificados nas
geleias dietéticas. Todavia, deve-e considerar
que a auséncia de sacarose pode alterar

diversas caracteristicas sensoriais de geleias de
frutas, como o sabor e a dogura®, o que
também justifica os baixos escores revelados
para esses atributos nas geleias sem adigdo
de agucar. Segundo Benassi et al”’, a auséncia
de sacarose em produtos processados, que

normalmente a contém em  quantidades
elevadas, altera diversas caracteristicas como
sabor, textura, cor e aroma, dificultando a

obten¢do de produto similar ao convencional.
Esse foi outro ponto observado na escolha
do edulcorante, uma vez que, de acordo
com Cardello et al*®, o aspartame possui as
caracteristicas mais proximas ao da sacarose.

As porcentagens de aceitagao, indiferenca
e rejeicao atribuidas pelos julgadores das
geleias convencionais e dietéticas de umbu-caja
estao apresentadas na Tabela 3.

As amostras adicionadas de aspartame
apresentaram as maiores frequéncias de rejeicdo
para todos os atributos avaliados. Dentre
estas, a amostra GD1, formulada com a menor
concentra¢ao de aspartame, revelou os maiores
valores absolutos de rejeicdo, o que evidencia
que o aumento do edulcorante reduziu o
indice de rejeicio por parte dos provadores.
Também, deve ser considerado que a maior
concentragdo dos SST, apds coc¢ao da amostra
GD1 (Figura 1), provavelmente favoreceu a
obtencdo de produto com sabor acido mais
intenso, o que pode ter repercutido positivamente
nos resultados da analise sensorial.

As maiores frequéncias de aceita¢do
foram obtidas nas geleias convencionais de
umbu-caja, para todos os atributos sensoriais
investigados, com valores absolutos superiores
a 70 %, o que segundo Dutcosky®, ¢ a
porcentagem minima para que um produto seja
considerado aceito, em termos de suas
caracteristicas sensoriais. Dentre essas geleias,
a amostra GCI1, formulada com as menores
concentragbes de sacarose e pectina, revelou
frequéncia de aceitabilidade superior a 90 %.
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Esse fato pode estar relacionado a textura
mais delicada, proporcionada pela menor
adicao do hidrocoldide e ao sabor frutal mais
intenso, ja que a formulagdo foi elaborada
com mais polpa. Deve-se salientar, também,
que a menor concentragdio de SST e maior
de ATT da amostra GCl1 podem ter afetado
os resultados, ja que a relagio SST/ATT
estar relacionada a sensacio de docgura e,
como esta geleia apresentou menor SST e
maior ATT, obteve-se menor valor para essa
relagio (125,22), ou seja, a amostra foi
perceptivelmente menos doce, quando
comparada com a amostra GC2, que revelou

maior SST e menor ATT  (145,98).
Lago-Vanzela et al"* desenvolveram geleias
convencionais de caja-manga e também
verificaram maior frequéncia de aceitagdo

para a amostra com menor valor para a
relagio SST/ATT (67,35). Por outro lado,
Pereira et al® realizaram andlise sensorial em
geleias de marmelo Saponés em diferentes
concentragbes de SST e verificaram que

a aceitabilidade aumentou com a elevagdo
dos SST das amostras.
Na Figura 2, pode-se verificar a

distribuicdo dos provadores pelos valores
heddnicos para a intengdo de compra das
geleias de umbu-caja elaboradas com e sem a
adicao de sacarose.

Analisando-se as fichas de avalia¢io,
verificou-se que mais de 75 % dos provadores
assinalaram que provavelmente ou certamente
comprariam as geleias convencionais, com
destaque para a formulagio GCI, que obteve
mais de 90 % de inten¢do de compra
positiva (notas entre 4 e 5). Por outro lado,
as amostras  dietéticas  revelaram  baixas
intengées de compra, com 12,5 % (GD1) e
22,5 % (GD2) das frequéncias e respostas
compreendidas entre os conceitos provavelmente
ou certamente comprariam. Para  essas
geleias, houve grandes niveis de incerteza
(notas 3) para a intencao de compra. Esses
resultados atestam maior preferéncia
por  geleias  adicionadas de  sacarose,
corroborando os dados das Tabelas 2 e 3,
e evidenciando potencial mercadolégico do
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Figura 2. Distribuicdo dos provadores pelos valores hedonicos obtidos na avaliagdo de intengdao de compra das

geleias convencionais (GC) e dietéticas (GD)de umbu-caja

novo produto, inclusive
de industrializacao e
Freitas et al'® avaliaram a aceitabilidade de
geleias  convencionais  de  gabiroba e
constataram  intencdo e compra  positiva
inferior aos deste trabalho, com frequéncias de
notas entre 3 e 5 (52,50 %) e 1 e 2 (57,50 %).
Guilherme et al” desenvolveram  geleias
convencionais de tamarillo e reportaram
frequéncia de intencdo de compra positiva
inferior a 50 % (notas entre 2,6 e 3,4), enquanto
que Viana et al* publicaram frequéncia de
resposta positiva de 75 % (notas entre 3 e 5)
para geleia convencional formulada com 70 %
de mamao e 30 % de araga-boi, semelhante,
portanto, a obtida para as geleias de umbu-caja
elaboradas com sacarose.

com perspectivas
comercializagdo.

CONCLUSAO

Todas as geleias processadas atenderam

aos padrdes microbioldgicos estabelecidos

pelas legislacdes vigentes para geleias de frutas.
As  amostras  adicionadas de  sacarose
apresentaram maior aceitagdo sensorial e
melhor inten¢do de compra, com destaque
para a geleia elaborada com 50 % de sacarose
e 0,5 % de pectina, que obteve os melhores
resultados absolutos na avaliagdo sensorial.

A adi¢do de sacarose nas geleias
convencionais e a maior concentragao de
polpa nas geleias dietéticas proporcionaram
as mesmas as maijores concentragdes de
solidos soluveis totais e acidez, respectivamente.

A utilizagdo de frutos de umbu-
caja mostrou-se vidavel para processamento
de geleias convencionais. Constitui-se em
mecanismo de agregacdo de valor a espécie,
com perspectiva de aproveitamento do
excedente de produgdo na época de safra
e oferta de um novo produto no mercado
de conserva de frutas, além de ser uma
op¢ao de renda para agricultores no
semiarido brasileiro.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi de verificar a aceitabilidade sensorial de patés de frango elaborados
com diferentes teores de cloreto de sédio (NaCl), cloreto de potdssio (KCl) e glutamato
monossddico (GM) e avaliar a composi¢ao fisico-quimica do produto. Na Etapa 1, avaliaram-se
cinco formula¢des de paté, com adi¢do de NaCl e KCIl (de 0 a 1 %). Na Etapa 2, foram
avaliadas as mesmas formula¢des com adicdo de GM (0,2 %). Na Etapa 1, ndo houve diferenca
significativa para os atributos aparéncia, aroma, textura e cor. Contudo, para as caracteristicas
sabor, aceitagdo global e inten¢ao de compra a amostra contendo KCl (1 %) recebeu menores
notas do que aquela sem adicdo de KCl Na Etapa 2, os produtos apresentaram aumento na
aceitabilidade apos adigdo de GM. Foi possivel reduzir 75 % de sédio nos patés de frango
(NaCl - 0,25 % e KCI - 0,75 %), e obter amostra com aceita¢do sensorial semelhante ao produto
padrdo e maior possibilidade de adi¢do de KCl, principalmente em conjunto com o GM.

Palavras-chave. embutidos, sais, carne.

ABSTRACT

This study aimed at assessing the sensory acceptability of chicken pate made with different
concentrations of sodium chloride (NaCl), potassium chloride (KCI) and monosodium glutamate
(MG), and the physical-chemical features of the product were evaluated. In the Step 1, five pate
formulations with addition of NaCl and KCI (0 to 1 %) were assessed. The Step 2 analyzed these
same formulations but containing MG (0.2 %). In Step 1, no significant difference was found
for the attributes appearance, aroma, texture and color. As for taste, overall acceptance and
purchase intent characteristics, the sample containing KCI (1 %) received lower scores than
that KCl-free formulation. In Step 2, the formulated products showed an increase in the
acceptability after adding MG. It was feasible to reduce 75 % of sodium in the chicken pates
(NaCl - 0.25 % and KCI - 0.75 %), and to get a sample with the sensory acceptance similar to
the standard product, and being achievable to add KCl, specially in conjunction with MG.

Keywords. embedded, salts, meat.
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INTRODUCAO

Os minerais presentes nos alimentos,
como o sodio e potdssio, sdo nutrientes que
nao podem ser sintetizados pelo organismo
e, por isso, devem ser obtidos através
da alimentacdo. Sdo fundamentais como
constituintes  estruturais dos tecidos e
membranas, no controle de impulsos
nervosos,  atividade  muscular,  balanco
acido-base do organismo e componentes ou
ativadores/reguladores de muitas enzimas'.

O teor de sédio presente na carne
contribui com aproximadamente 20,8 % de
sua ingestao didria, o que corresponde a
0,54 g de sodio ou a 1,38 g de sal/dia.
Os produtos carneos sdo o0s responsaveis
pela maior parte do consumo, enquanto
que a carne in natura contribui com somente
0,05 g de s6dio®. A Organizagdo Mundial da
Saude (OMS)’ indica que, a fim de se evitar as
doengas cronicas ndo transmissiveis, como
as doencas renais e hipertensdo arterial,
um adulto deve ingerir diariamente uma
quantidade inferior a 87 mmol/dia de sdédio
(< 5 g de cloreto de sédio - NaCl/diae <2 g
de sodio/dia). Atualmente, a Food Standards
Agency (FSA) desenvolve campanhas com
objetivo de reduzir em 50 % o teor de sal
em alimentos como bacon e presuntos,
40 % em hamburgueres e 43 % em salsichas®.

Diante disso, a fabricagdo de carnes e
produtos carneos reformulados com teor
reduzido de sddio oferece novas oportunidades
mercadoldgicas.

A industria de carnes no Brasil tem
demonstrado um crescimento continuo nos
ultimos anos. Os embutidos sdo os produtos
mais consumidos, devido a sua praticidade,
acessibilidade, sabor e baixo custo’, dentre
eles destaca-se o paté. E definido como um
produto carneo industrializado, obtido a
partir de carnes, produtos carneos e miudos
comestiveis das diferentes espécies de animais
de agougue. E transformado em massa cérnea,
adicionado de ingredientes e submetido a
um processo térmico. Pode ter a designagdo
de pasta ou paté, seguido de expressdes ou

denominagdes que o caracterizem de acordo
com a sua apresentagdo para a venda, como
exemplo, paté de bacon, peru e de frango,
dentre outros®. Entretanto, seu teor de sédio
pode chegar a até 100 mg/100 g, o que pode
aumentar o risco de doencas cronicas
nao transmissiveis, caso haja um consumo
excessivo. Nesse sentido, o paté torna-se
um veiculo em potencial para o estudo da
reducio e/ou substitui¢cdo de NaCl.

Recentemente, os consumidores estdo
em busca de produtos mais saudaveis e que
proporcionem uma boa qualidade de vida’.
Diante das novas exigéncias da populagdo
e da legislacdo brasileira, as industrias tém
buscado o desenvolvimento de produtos com
melhores propriedades nutricionais, superiores
aqueles  tradicionalmente  comercializados.
Nesse contexto, o grande desafio da
indastria alimenticia, principalmente a dos
produtos carneos, é o desenvolvimento de
alimentos que satisfacam sensorialmente a
expectativa dos consumidores e que apresentem
algum beneficio fisiologico.

A substituigdo de ingredientes em
produtos reformulados, como a gordura e
o sal, por exemplo, podem colaborar para
diminuir a associagdo que os consumidores
fazem entre o consumo de produtos carneos e
problemas como a obesidade e a hipertensao®.
Neste aspecto, a redu¢do no conteudo de
sal dos alimentos, sem ocasionar mudangas
na aceitagdo do consumidor, é muito explorada
pela industria®. Outros fatores que interferem
no alimento quando se reduz sddio, além da
percepcdao de salinidade, é a intensidade do
sabor caracteristico, que pode ser diminuida.
Destacam-se também algumas propriedades
importantes desempenhadas pelo sal nos
produtos carneos, como sua agdo conservante,
aumento da capacidade de reten¢do de agua
das proteinas, reduzindo as perdas de agua
durante o armazenamento e o aumento da
estabilidade de emulsoes, devido a melhor
incorporagdo de gordura na massa®. Visando
estudar esses efeitos, Wu et al'® avaliaram as
propriedades sensoriais de bacon seco-curado
com substitui¢do parcial de NaCl por cloreto de
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potassio (KCl) (40 e 70 %). Foi possivel reduzir
em 40 % o NaCl sem efeitos adversos sobre
as propriedades sensoriais e fisicas do produto.
Entretanto, a substituicdo de 70 % de NaCl
por KCI promoveu um gosto amargo acentuado.

Dentre os principais substitutos do sal
em produtos carneos, destaca-se o KCIl, que
possui propriedades semelhantes o NaCl e é
reconhecido como um ingrediente seguro,
podendo ser utilizado sem perda da
funcionalidade. Porém, sua adicdo deve ser
restrita, devido as questdes relacionadas a
possivel reducdo do gosto salgado, introdugdo
de sabores metalicos, amargos e adstringentes,
acdo de diferentes cdations na atividade
enzimatica durante o processo de cura e
secagem de alimentos carneos e a falta de
quantidade de sal necessaria para obter um
produto seguro em termos de estabilidade

microbioldgica'’. Segundo Askar et al e
Collins”, a adi¢do de KCl em produtos
carneos ¢ restringida, principalmente, por
seu gosto amargo, sendo o nivel de 1 %
considerado como o limite maximo de
utilizagdo. Assim sendo, o KCI pode
ser util para a redugdo do teor de

sodio em produtos carneos, o que pode
colaborar na reformulacio e aceitacdio dos
novos alimentos.

O objetivo deste trabalho foi verificar
a aceitabilidade sensorial de patés de frango
elaborados com diferentes teores de NaCl,
KCl e glutamato monossédico (GM), e avaliar
sua composicao fisico-quimica.

MATERIAL E METODOS

Matéria-prima

Os ingredientes bdsicos utilizados
para as formulagbes foram adquiridos
em  supermercados do  municipio de
Guarapuava, PR. Os sais foram doados por
empresas parceiras e apresentavam a seguinte
classificacdo: NaCl (para andlise, P.A)),
peso molecular 58,44; KCl (P.A.), peso
molecular 74,55. O GM tilizado na pesquisa
foi um produto comercial, contendo 12.300 mg

de s6dio/100 g.
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Preparo das formulagdes

O preparo dos patés foi realizado no
Laboratério de Técnica e Dietética do curso
de Nutricdo da UNICENTRO. Os ingredientes
utilizados para a formula¢do base foram:
48,06 % de peito de frango; 38,45 % de creme
de leite; 9,61 % de ricota; 0,96 % de salsinha e;
1,92 % de caldo de galinha.

Para o preparo dos patés de frango,
inicialmente foi realizada a limpeza do peito de
frango, retirando-se toda a gordura visivel.
Em seguida, foi cozido em dgua fervente (1 L)
com orégano e folhas de louro (5 g),
por aproximadamente 30 min. Logo apos,
foi reservado até atingir temperatura e 20 °C
e desfiado manualmente. Em liquidificador
(Arno°®, Brasil), foram adicionados frango
desfiado, o creme de leite, a ricota, a salsinha e
o caldo de galinha (diluido em 30 mL de agua),
sendo a mistura batida por 3 min em velocidade
média.

Finalizada a massa de paté base, a mesma
foi separada em 5 formulagbes para adigdo
dos sais, conforme descrito em cada etapa:
Etapa 1 - foram elaboradas 5 formulagoes de
paté de frango «com diferentes teores
de NaCl e KCI sendo: F1 (1 % de NaCl),
F2 (0,75 % de NaCl e 0,25 % de KCI),
F3 (0,50 % de NaCl e 0,50 % de KCI),
F4 (0,25 % de NaCl e ,75 % de KCI) e

F5 (1 % de KCl). Etapa 2 - utilizou-se
basicamente as mesmas porcentagens
de adi¢do de sais da Etapa I, porém
foram acrescidas a cada amostra

o realgador de sabor GM na porcentagem
de 0,20 %, totalizando-se 5 formulag¢oes:
FI1 (1 % de NaCl + 0,20 % de GM), F2
(0,75 % de NaCl e 0,25 % de KCI + 0,20 %
de GM), F3 (0,50 % de NaCl e 0,50 % de KCI
+ 0,20 % de GM), F4 (0,25 % de NaCl e 0,75 %
de KCI+ 0,20 % de GM) e F5 (1 % de KCI + 0,20 %
de GM). Os niveis de adigdo estabelecidas
nas Etapas 1 e 2 foram definidos através
de testes sensoriais preliminares realizados
com o produto.

Apoés a adigdo dos sais, os ingredientes
foram misturados com o auxilio de
um  liquidificador = (Arno, Brasil), por
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aproximadamente 5 min, até se obter
uma massa homogénea. As formulagdes
foram embaladas em sacos plasticos de
polietileno, permanecendo em  descanso
por 15 min em geladeira (Brastemp’, Brasil),
sob temperatura de 8 °C.

Analise Sensorial

A avaliacdo sensorial foi realizada
no Laboratério de Andlise Sensorial
do  Departamento de Engenharia de
Alimentos da UNICENTRO, em cabines
individuais e com ilumina¢do de cor branca.
Participaram da pesquisa 264 consumidores
(66 individuos em cada teste sensorial),
sendo  estudantes e  funciondrios do
campus CEDETEG de ambos os géneros,
com idade entre 17 e 25 anos, todos
consumidores habituais de paté.

Foram avaliados 0s atributos
aparéncia, aroma, sabor, sabor residual,
textura e cor. As amostras foram analisadas
através de uma escala heddnica estruturada
de 9 pontos, variando de desgostei muitissimo

(nota 1) a gostei muitissimo (nota 9).
Foram aplicadas também questdes de
aceitacdo global com auxilio de escala

heddnica estruturada de 9 pontos e intencao
de compra, utilizando-se uma escala
estruturada de 5 pontos (1: certamente ndo
compraria, 5: certamente compraria)'.

Os consumidores receberam uma
porcao de cada amostra (aproximadamente
10 g), em copos plasticos brancos codificados

com numeros de trés digitos, de forma
balanceada, acompanhada de 4agua para
realizacgdo do branco. As formulagoes

foram oferecidas aos consumidores de forma
monadica sequencial.

O teste de ordenagdo foi aplicado
tanto para a Etapa 1 como a Etapa 2
para comparar as diferengas das amostras
em atributo especifico de gosto salgado,
ja que os patés foram reduzidos em sddio.
Os  provadores (132) classificaram  as
amostras em ordem crescente de gosto
salgado, sendo da menos salgada para a
mais salgada'.

Indice de aceitabilidade (IA)
O cilculo do indice de aceitabilidade

das formulag¢bes foi realizado, segundo
a férmula: TIA (%) = A/B x 100, sendo
A = nota média obtida para o produto;

B = nota maxima dada ao produto™.

Composi¢ao fisico-quimica

As analises fisico-quimicas foram
realizadas no Laboratério de Analise de
Alimentos do Departamento e Engenharia de
Alimentos da UNICENTRO e no Laboratério
de Fisico-Quimica da Unidade de Tecnologia de
Alimentos e Saude Publica (UTASP) da UFMS.

As seguintes determinagdes foram
realizadas, em triplicata, na formula¢do
padrao (100 % de NaCl) dos patés de

frango:  Umidade: foi determinada em
estufa a 105 °C até peso constante's;
Cinzas: foram analisadas em mufla (550 °C)'5;
Lipidios totais: utilizou-se o método de
extracdo a frio's. Proteinas: foram avaliadas
através do teor de nitrogénio total da
amostra, pelo método Kjeldahl, determinado
ao nivel semimicro’. Utilizou-se o fator de
conversao de nitrogénio para proteina de
6,25; Fibra Alimentar: foi realizado o calculo
teérico das formulagdes através do programa
Avanutri  (Versao 5.111); Carboidratos:
foi realizada através de cdlculo tedrico
(por diferenca) nos resultados das triplicatas,
conforme a formula: % Carboidratos = 100
- (% umidade + % proteina + % lipidios +

% cinzas + % fibra); Valor caldrico:
o total de calorias (kcal) foi calculado
utilizando-se os seguintes valores: lipidios
(9,03  kcal/g), proteina (4,27 kcal/g) e
carboidratos (3,82 kcal/g)".

Para a determinacdo dos teores de

sodio e potassio das formulagdes (Etapas I e 2),
as amostras foram inicialmente submetidas
a incineracdo em mufla (550 °C), através
do método da AOAC". Em seguida, passaram
por digestio em dcido nitrico, sendo
diluidas para analise. A quantificagdo foi
realizada em analisador automatizado
(Roche® Hitache, Modelo Cobas 6.000,
Tokyo, Japao).
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Determina¢io do Valor Diario de Referéncia
(VD)

O VD foi calculado em relagio a
10 g da amostra, com base nos valores médios
preconizados para adultos (17 a 25 anos),
resultando em: 1.971,31 kcal/dia, 255,28 g/dia
de carboidratos, 70,28 g/dia de proteinas,
71,46 g/dia de lipidios e 13,69 g/dia de fibra
alimentar. O VD para os micronutrientes foi
calculado considerando 2.000 mg/dia’> de soédio
e 2.398,39 mg/ dia de potassio'®.

Analise estatistica

Os dados foram avaliados através da
analise de varidncia (ANOVA), utilizando-se o
teste de Tukey para comparagio de meédias.
Na anadlise sensorial foram empregados também
o Teste de Friedman e a Tabela de Christensen,
que indicaram a diferenga minima significativa
(DMS) entre as amostras testadas e o namero
de julgamentos obtidos no teste de ordenagdo'.
Todos os testes foram analisados em nivel de
5 % de significincia, com auxilio do software
Statgraphics plus®, versao 5.1.

Questoes éticas

Este trabalho foi aprovado pelo Comité
de Ftica em Pesquisa da UNICENTRO, parecer
n° 345.569/2013. Entretanto, como critérios
de exclusdo foram considerados os seguintes
fatores: possuir alergia a algum ingrediente
utilizado na elaboragdo dos patés de frango,
aqueles que ndo aceitaram participar da
pesquisa e/ou que ndo assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise Sensorial

Na Tabela 1 encontram-se os IAs e as
médias dos testes sensorial afetivo, de intenc¢do
de compra e de ordenagdo dos patés de frango
formulados na Etapa I e 2.

Na Etapa 1, nao foi verificada diferenca
significativa (p > 0,05) entre as formula¢es para
os atributos aparéncia, aroma, textura e cor.
Efeitos semelhantes foram observados por
Barbosa', que avaliou a substituicao de NaCl
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por KCl (45, 50 e 55 %) em salames tipo
hamburgués. Segundo explicam Paulsen et
al*’, geralmente, a adi¢do de KCl em produtos
alimenticios intervém de forma mais marcante
no sabor, afetando discretamente atributos como
a aparéncia, aroma, textura e cor.

Para os atributos sabor, aceitagio global
e inten¢do de compra a amostra F5 (100 % de
KCI) recebeu a menor nota pelos provadores
comparada a Fl. As demais formulagbes nao
apresentaram  diferenca  estatistica entre si.
Em estudos de Wu et al, que avaliaram
a substituicdo de sédio (40 a 70 % de NaCl
por KCI) em bacon seco-curado, foi observada
maior rejeigdo ja com adigdes menores de
KCl (40 %). Segundo os autores, a baixa
aceitagdo dos produtos com maiores teores de
KCl se deve ao gosto amargo produzido por
esse sal. Outra explicagio pode ser pelo fato
do sédio possuir mecanismos especificos que
envolvem os canais epiteliais, em que um deles
¢ exclusivo para o sodio, sendo responsavel
pelo gosto salgado; outro canal ¢é exclusivo
para os demais minerais, o qual ndo tem funcao
de identificar o gosto salgado, podendo
desencadear outros tipos de sabores. Dessa forma,
quantidade de KCl adicionada deve ser limitada.

Na Etapa 2, de forma similar, ndo houve
diferenca significativa entre as amostras para
os atributos aparéncia, aroma, textura e cor.
Entretanto, diferente da Etapa I, nao foi verificada
diferenca estatistica também quanto a aceitagdo
global, o que demonstra que a adi¢ao de GM
promoveu uma melhor aceitagdo do produto.
Além disso, a utilizagdo do realcador de sabor
melhorou a aceitagio dos atributos sabor,
sabor residual e intencdo de compra, visto
que F1, F2 e F3 apresentaram notas maiores que
F5 nestas avaliagdes. Destaca-se que, em geral,
houve um aumento na aceitabilidade de todas
as formula¢oes com a adicio de GM em relagdo
a Etapa 1. Segundo Carvalho et al®, esse fato
pode ser explicado, pois o gosto “umami’,
caracteristico do GM, melhora o sabor dos
alimentos. Também, permite que ele seja
utilizado como substituinte do NaCl, reduzindo
seu uso entre 30 e 40 % nos alimentos sem afetar
significativamente o paladar.
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Tabela 1. Indices de aceitabilidade (IA) e médias dos testes sensorial afetivo, de inten¢do de compra e de ordenagio
(gosto salgado) realizados para as formulacoes de paté de frango adicionadas de cloreto de sodio (NaCl), cloreto
de potassio (KCI) e glutamato monossddico (GM)

Amostras/ F1 F2 F3 F4 F5
Atributos Média Média Média Média Média
Etapa 1
Aparéncia 7,28% 7,00? 7,39* 7,23% 7,332
IA (%) 80,88 77,77 82,11 80,33 81,44
Aroma 7,202 7,322 7,332 7,25% 7,212
IA (%) 80,00 81,33 81,44 80,55 80,11
Sabor 7,49° T AN 72T 7,20% 6,74°
IA (%) 83,22 80,11 80,77 80,00 74,88
Sabor residual 6,98° 6,98° 7,00? 6,65 6,09°
IA (%) 77,55 77,55 77,77 73,88 67,66
Textura 7,11* 7,132 7,36% 7,19* 7,46
IA (%) 79,00 79,22 81,77 79,88 82,88
Cor 7,29% 7,29* 7,43% 7,34* 7,49*
IA (%) 81,00 81,00 82,55 81,55 83,22
Aceitagdo Global 7,38 7,10 7,06 6,91 6,47°
IA (%) 82,00 78,88 78,44 76,77 71,88
Inten¢do de Compra 4,02° 3,73® 3,75% 3,59 3,25°
IA (%) 80,40 74,60 75,00 71,80 65,00
Somatoério de notas* 2912 276 220° 198° 155¢
Etapa 2
Aparéncia 7,372 7,192 e 7,042 7,152
IA (%) 81,88 79,88 80,77 78,22 79,44
Aroma 7,292 7,122 7,042 7,012 7,012
IA (%) 81,00 79,11 78,22 77,88 77,88
Sabor 7,39 7,422 7,38 7,26% 6,85°
IA (%) 82,11 82,44 82,00 90,75 76,11
Sabor residual 7,172 7,182 7,202 6,79 6,35
IA (%) 79,66 79,77 80,00 75,44 70,55
Textura 7,212 7,16° 7,29? 7152 7,312
IA (%) 80,11 79,55 81,00 79,44 81,22
Cor 7,26 7,25* 7,35% 7,27% 7,35%
IA (%) 80,66 80,55 81,66 80,77 81,66
Aceitacdo Global 7,46° 7,26° 7,39° 7,192 7,122
IA (%) 82,88 80,66 82,11 79,88 79,11
Inten¢do de Compra 4,08° 4,02¢ 3,97 3,73® 3,37°
IA (%) 81,60 80,40 79,40 74,60 67,40
Somatério de notas* 2712 2702 189° 202° 178°

Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p < 0,05); Etapa 1: F1 (1 % de NaCl), F2 (0,75 % de NaCl e 0,25 %
de KCl), F3 (0,50 % de NaCl e 0,50 % de KCl), F4 (0,25 % de NaCl e 0,75 % de KCl) e F5 (1 % de KCl); Etapa 2: F1 (1 % de NaCl + 0,20 % de GM),
F2 (0,75 % de NaCl e 0,25 % de KCI + 0,20 % de GM), F3 (0,50 % de NaCl e 0,50 % de KCI + 0,20 % de GM), F4 (0,25 % de NaCl e 0,75 % de
KClI + 0,20 % de GM) e F5 (1 % de KCl + 0,20 % de GM); *Diferenca minima significativa (DMS) entre as amostras com valor > 35 apresentam
diferenga estatistica (p < 0,05), segundo a Tabela de Christensen'* para 66 julgamentos e 5 amostras
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No teste de ordenagao (Etapa 1I), as
formulagoes relatadas como mais salgadas foram
F1 e F2, seguidas de F3 e F4. A amostra F5
foi classificada como a menos salgada (p < 0,05).
Jo na Etapa 2, foi possivel melhorar a
percepcao do gosto salgado para a formulagao
F5, nao apresentando diferenca estatistica
de F3 e F4. Conforme McGough et al®,
o realcador de sabor GM pode aumentar a
percep¢ao do NaCl, elevando assim o gosto
salgado do alimento. Também, Carvalho et al*
explicam que o GM pode proporcionar a
redu¢ao do gosto amargo do KCl, melhorando
o sabor.

As formulagoes F1, F2, F3 e F4
atingiram IAs acima de 70 % em todos os
atributos, o qual considera os produtos com boa
aceitacao sensorial. Entretanto, F5 permaneceu
abaixo deste indice para os atributos sabor
residual e intencdo de compra (Etapa 1). Apds a
adicdo de GM (Etapa 2), em geral, foi possivel
elevar os IAs das amostras, elevando-se dessa
forma a aceitagdo pelos provadores. Destaca-se
que apenas no teste de inten¢do de compra nio
foi possivel atingir um IA acima de 70 % (F5).
Esses altos IAs, para a maioria das formulagdes,
demonstram a viabilidade de redugio de
sodio em produtos carneos reformulados como
o paté de frango, incentivando os bons habitos
alimentares e reducdo de doencas cronicas nao
transmissiveis®.

Nas Figuras 1 e 2, esta representada a
distribuicao dos provadores pelos valores heddnicos
obtidos na avalia¢ao dos atributos aparencia, aroma,
sabor, textura, cor, sabor residual e aceitagdo global
das formulagoes nas Etapas I e 2 respectivamente.

Em geral, na Etapa 1 a maijoria dos
provadores julgou as amostras entre as notas 7
(“gostei moderadamente”) e 8 (“gostei muito”),
o que demonstra boa aceitagdo dos patés de frango
com teor reduzido de sdédio. Destaca-se,
porém, a menor porcentagem de aceitagdo para
as formulagdes F4 e F5, o que confirma a
menor aceitacdo dos produtos com maior teor
de KCl. Segundo Alifio et al', sua utilizagdo
deve ser restrita devido a possivel redugdo
do gosto salgado do produto e a introdugao
de sabores metalicos, amargos e adstringentes.
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A adigio de GM (Etapa 2) aos patés
promoveu uma maior aceitacdo dos produtos,
concentrando as notas, em sua maioria
acima de 6 (“gostei ligeiramente”) em todos
os atributos e formulagdes. Resultados que
corroboram com Santos et al®”, que utilizaram
0,6 % de GM em salsichas. Conforme
Bellisle®®, o GM possui caracteristicas que
proporcionam aumento da salinidade nos
produtos, fato que melhora o sabor metélico
de alguns metais, como o potdssio, produzindo
uma resposta neural semelhante ao do NaCl.

Composicgao fisico-quimica

PormeiodaTabela2,0observa-seacomposi¢ao
tisico-quimica e valores didrios recomendados
(VD) do paté de frango padrao (100 % de NaCl)
comparados com um produto comercial.

O produto comercial de referéncia
apresentou teores mais elevados de lipidios e
calorias e menores de proteinas e carboidratos
com relacio ao paté formulado. Segundo a
Instru¢ao  Normativa n° 21/MAPA, que
trata sobre o Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade de Paté®, os teores
de umidade, carboidratos, proteinas e lipidios
devem ser no maximo 70, 10, 8 e 32 %,
respectivamente. Dessa  forma, todos os
nutrientes do produto avaliado estio conforme
a legislagdio  vigente. Destaca-se que o
elevado teor de proteinas do paté ¢é

benéfico aos consumidores, uma vez que
fornece aminoacidos essenciais, o0s quais
ndo sdao  sintetizados pelo  organismo®.

A Tabela 3 apresenta os teores médios de
sodio e potassio e VD das formulagbes de paté
de frango.

Sabendo-se que o paté da amostra
F4 (Etapa 1 e 2) obteve melhor aceitagdo
sensorial (Tabela 1), isso é maior teor de adicdo
de KCl e aceitagio semelhante ao padrao,
foi possivel uma redu¢ao média de 75 % de sédio
em relag¢do ao padrdo. Resultados que corroboram
com Santos et al®, que avaliaram salsichas
cozidas com substituicio de NaCl (25 a 75 %)
por KCl, GM (0,06 %) e outros sais, em que foi
possivel observar uma redug¢iao de 68 % de
sodio sem interferir no sabor dos produtos.
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Tabela 2. Composigao fisico-quimica e valores diarios recomendados - VD* (por¢ao média de 10 gramas) de paté de
frango (padrao, 100% de NaCl) comparado com um produto comercial**

Avaliagao Média + DP VD (%)* Referéncia**
Umidade (%) 69,90 + 0,02 ND ND
Cinzas (g.100 g')*** 2,52 + 0,04 ND ND
Proteinas (g.100 g')*** 14,29 + 0,04 2,19 9,00
Lipidios (g.100 g’l)*”* 8,50 + 0,02 1,27 21,00
Carboidratos (g.100 g')*** 4,85 + 0,32 0,22 0,00
Calorias (kcal.100 g')*** 156,05 + 0,78 0,89 230,00
Fibra alimentar (g.100g")**** 0,00 0,00 0,00

*VD: nutrientes avaliados pela média da DRI'®, com base numa dieta de 1.971,31 kcal/ dia; **Valores comparados com paté de frango vendido
comercialmente (marca lider); **Valores calculados em base umida; ****Célculo teérico; DP: desvio padrao da média; ND: Nao disponivel

Tabela 3. Teores médios e valores didrios recomendados — VD* (por¢do média de 10 gramas) de sodio (Na)
e potassio (K) das formulagoes de paté de frango — Etapas 1 e 2

Amostras/ F1 VD F2 VD F3 VD F4 VD F5 VD
Atributos (mg/100g) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%) (mg/100g) (%)
Etapa 1
Na 882,38 4,41 782,38 3,91 682,38 3,41 582,38 2,91 482,38 2,41

% reducio 0,00 11,33 22,67 34,00 45,33
K 192,97 0,80 323,85 1,35 454,72 1,89 585,60 2,44 716,47 2,98
% aumento 0,00 67,82 135,64 203,46 271,29
Etapa 2
Na 906,98 4,53 806,98 4,03 706,98 3,53 606,98 3,03 506,98 2,53

% aumento/

reducio** 2 8,55 19,88 31,21 42,54

*VD: nutrientes avaliados pela média de valor didrio, com base numa dieta de 2.000 mg/ dia de sodio’ e 2.398,39 mg/ dia de potassio's;
**Referente ao total de Na da Etapa 1; Etapa 1: F1 (1 % de NaCl), F2 (0,75 % de NaCl e 0,25 % de KCl), F3 (0,50 % de NaCl e 0,50 % de KCI),
F4 (0,25 % de NaCl e 0,75 % de KCI) e F5 (1 % de KCl); Etapa 2: F1 (1 % de NaCl + 0,20 % de GM), F2 (0,75 % de NaCl e 0,25 % de KCl
+ 0,20 % de GM), F3 (0,50 % de NaCl e 0,50 % de KCI + 0,20 % de GM), F4 (0,25 % de NaCl e 0,75 % de KCI + 0,20 % de GM) e F5
(1% de KCl + 0,20 % de GM)
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CONCLUSAO

Foi possivel reduzir o teor de NaCl e elevar
o conteudo de KCI nas formulagoes de patés
de frango sem interferir na aceitacdo sensorial com
um nivel de adi¢do de até 0,75 % de KCl (redugdo
de 75 % de NaC(Cl).

A adicdo de GM elevou, em geral, a
aceitagao dos produtos. Assim sendo, é possivel
restringir o teor de NaCl em patés de frango,
principalmente através de sua utilizagdo em
conjunto com o KCl e GM.
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RESUMO

Neste estudo as cepas de Escherichia coli produtora de toxina Shiga (STEC) O153:H25, O113:H21
e O111:HS8, isoladas de rebanhos do pais, foram avaliadas quanto a capacidade de formar biofilmes
em superficie de aco inoxidavel utilizada na industria de alimentos, bem como a eficicia de diferentes
concentragdes de hipoclorito de s6dio na inativagdo desses biofilmes. A capacidade de formagao de
biofilme foi detectada em todas as cepas de E. coli produtoras de toxina Shiga. Na avalia¢do da eficacia
do sanitizante hipoclorito de sddio, nas concentragdes de 100 mg.L' e 200 mg.L"!, observou-se
a reducio a <1 log UFC/cm? em todas as cepas e nos tempos avaliados. Estes dados reforcam a
importancia do correto procedimento de higieniza¢do, uma vez que biofilmes podem tornar-se
importantes fontes de contaminagdo no ambiente de producédo de alimentos.

Palavras-chave. STEC ndo-0157, biofilmes, toxina shiga, ago inoxidavel.

ABSTRACT

This study aimed at evaluating the biofilm formation of Shiga toxin-producing Escherichia coli
0153:H25, O113:H21 and O111:H8 (STEC non-O157), isolated from Brazilian cattle, on
the stainless steel surface, and also the efficacy of different s concentrations of sodium
hypochlorite for inactivating these biofilms. The ability to form biofilm was demonstrated in
all of Shiga toxin-producing E. coli strains. In assessing the effectiveness of sodium hypochlorite
sanitizer, a reduction to <1 log CFU/cm?* was observed in all of the evaluated strains and times.
These data strengthen the relevance of the correct cleaning procedure, considering that biofilms
formations might be an important source of food contamination.

Keywords. STEC non-O157, biofilms, Shiga toxin-producer, stainless steel.
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INTRODUCAO

Escherichia coli produtoras de toxina
Shiga (STEC) causam, em humanos, diarréia
que pode evoluir para colite hemorragica
(CH) e sindrome hemolitica-urémica (SHU).
Surtos epidémicos ou casos esporadicos graves
sao causados principalmente pelos sorotipos
0157:H7, O157:H-, O26:H11, O111:HS8, O111:H-,
0103:H2, 0O113:H21 e O145:H-"*

Animais  domésticos e  selvagens,
principalmente  ruminantes, como bovinos,
ovinos e caprinos, sdo considerados os principais
reservatorios de STEC®. A maioria dos estudos
sobre a ocorréncia de STEC em alimentos
relaciona-se com surtos relacionados a carnes,
entretanto leite ndo pasteurizado, agua e
produtos frescos tem sido relacionados®.

Tem-se observado que varios sorotipos
de STEC tém a capacidade de aderir,
colonizar e formar biofilme em grandes
variedades de superficies de contato, de
materiais usados nas plantas de processamento
de alimentos’.  Biofilmes formados por
micro-organismos ~ patogénicos  tém  sido
considerados de grande importancia no
contexto de seguranca alimentar despertando o
interesse de inumeros grupos de pesquisas®'’.
Segundo Farrock et al,  poucos trabalhos
tém sido realizados no desenvolvimento de
biofilmes de STEC dentro do contexto de
produtos lacteos, embora saiba-se que, como
outras bactérias, a STEC O157:H7 ¢ capaz de
aderir e formar biofilmes em superficies que
sao comumente utilizadas em ambientes de
processamento de alimentos como ago inoxidavel.
Portanto, os dados apresentados neste trabalho
sdo importantes para confirmar a capacidade
de cepas de STEC ndo-O157 formarem
biofilmes em superficies que sdo comumente
utilizadas na industria de alimentos, que
podem servir como fonte de contaminagdo
cruzada, acarretando casos e surtos de doengas
veiculadas por alimentos. Nesse &ambito,
realizou-se também a avaliagdo da eficiéncia
de sanitizantes de uso industrial na remocdo
de biofilmes formados, visando a inocuidade
alimentar.

MATERIAL E METODOS

As cepas utilizadas no presente trabalho
foram STEC O153:H25, O113:H21 e OI111:HS,
isoladas de bovino no estado do Rio de Janeiro®®.
A identifica¢ao destes micro-organismos foi
confirmada por observagdo microscopica dos
aspectos morfoldgicos e tintoriais em laminas
com esfregaco corado pelo método de Gram,
testes bioquimicos' e pesquisa por Polymerase
Chain Reaction (PCR) dos genes produtores de
toxina Shiga stx1 e stx2 .

A capacidade de formagdo de biofilme
foi testada em cupons de ago inoxidavel
AISI 304 com acabamento numero 4 (#4).
O material com estas especificagbes é o
mais utilizado pela industria de alimentos
na construgio de equipamentos, bancadas e
utensilios em geral. Foram utilizados cupons
com dimensdes de 1,0 cm x 1,0 cm”. Cada
cupom de acgo inoxidavel estéril foi imerso em
tubo contendo 10 mL de Tripticase Soy Broth
(TSB) com suspensao de células das STEC de
10° UFC/mL. Essa popula¢do foi verificada, em
todos os experimentos, por semeadura em placas.
Os cupons foram incubados a temperatura de
25 °C e avaliadas quanto a formagdo de biofilme
nos tempos 6, 12, 24 e 48 h. Como controle
utilizou-se cupons imersos no meio de cultivo
estéril nao inoculado.

Os cupons de ac¢o inoxidavel foram
retirados do meio de cultivo TSB com o auxilio de
uma pinga estéril e foram imersos em 10 mL de
Phosphate Buffer Salt (PBS), por 1 min, para a
remogdo de células planctonicas. Em seguida,
foram introduzidos em tubos contendo 5 mL
de PBS e agitados em vortex, durante 2 min para
remoc¢do de células sésseis'®. Diluicdes seriadas
adequadas foram transferidas pelo método de
plaqueamento em superficie para placas de Petri
contendo TSA (Difco’) e incubadas a 35 + 1 °C
por 24 h, determinando-se desta forma, o
numero de UFC/cm? aderidas a cada cupom®.

Na avaliagdo da eficicia do sanitizante
hipoclorito de sdédio, solugdes nas concentragdes
de 100 mg.L! e 200 mg.L" foram preparadas em
agua destilada esterilizada, com no maximo
15 min de antecedéncia ao uso. Os cupons foram
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retirados dos meios de cultivo TSB inoculado
com STECs apés 6, 12 e 24 h, com o auxilio de
uma pinga esterilizada, imersos em 10 mL de PBS
por 1 min e enxaguados com dagua peptonada
0,1 % para a remogdo de células planctonicas.
Em seguida, foram imersos em tubos contendo
10 mL das solugdes sanitizantes. Apds o tempo
de contato de 15 min, os cupons foram
transferidos para tubos contendo 5 mL de
PBS adicionado de tiossulfato de sodio a
1 %, para a inativacdo da ac¢do do sanitizante.
Os cupons foram agitados em vortex por 2 min
para remogdo das células sésseis. Foram
preparadas as diluicdes apropriadas, semeadas
em Tripticase Soy Agar (TSA) e incubadas a
35+ 1°Cpor 48+ 1h.

Foi  realizada  simultaneamente  a
enumeracdo da  populagio  dos  cupons
controles, ou seja, aqueles que nao receberam
o sanitizante. Esta contagem foi utilizada para

avaliar o efeito dos sanitizantes sobre os
biofilmes formados. Foram realizados trés
experimentos independentes, tanto para a

formagdo de biofilmes microbianos quanto na
eficicia dos sanitizantes, em duplicata, tendo

sido o tratamento estatistico dos resultados
obtido pela analise de varidncia (ANOVA)
em delineamento inteiramente casualizado,

com nivel de significancia de 5 % (p < 0,05).
Para comparagdo entre as médias foi utilizado

0 o

log UFC/cm?

o teste de comparagao multipla de Tukey.
Para tal, foi utilizado o programa Graph Pad
Prism®, versao 5.01.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A evolucio do numero de células sésseis
aderidas a superficie de aco inoxidavel apds remocio
das células planctdnicas, caracterizando a formagao
de biofilmes dos isolados de STEC O153:H25,
O113:H21 e O111:H8 ¢ apresentada na Figura 1.

As maiores contagens de células sésseis de
STEC O153:H25, O113:H21 e OI111:H8 nos
cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4, foram
encontradas apos 48 horas, com valores médios
de 6,04 log UFC/cm? 5,86 log UFC/cm® e
5,90 log UFC/cm?, respectivamente, caracterizando
a forma¢ao de biofilmes microbianos, pois as
contagens referem-se a células sésseis que
ficaram aderidas a superficie, mesmo apos a retirada
das células planctonicas.

Houve diferenca  significativa  entre
todos os tempos de formacdo de biofilmes
das STEC estudadas (6, 24 e 48 h). Na andlise
entre as cepas amostradas, constatou-se
diferenga significativa entre os mesmos tempos
das diferentes cepas, com excecdo do tempo
de 24 h, quando comparou-se STEC O153:H25
e STEC O111:H8 e no tempo de 48 h, quando
comparou-se STEC O113:H21 e STEC O111:HS.

<+ 0153:H25
-+ O113:H21
-~ O111:H8

0 20

T 1
40 60

tempo (horas)

Figura 1. Evolugdo da populagao (log UFC/cm?) de células sésseis de isolados de E. coli STEC ndo-0157 sobre
cupons de ago inoxidavel AISI 304#4. Cada ponto corresponde a média de trés repeti¢oes em triplicata
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Analisando os diferentes tempos, na maior parte
foi encontrada diferenca significativa, com
exce¢gdo da STEC O113:H21 (contagem de 48 h)
comparada a STEC O111:H8 no tempo de 24 h.

Os dados resultantes deste trabalho
contribuem com informagdes na literatura
cientifica sobre a formagio de biofilmes

microbianos de cepas de STEC nao-O157.
Estudos sobre a formacio de biofilmes em STEC
sdo  principalmente relatados ao  sorotipo
O157:H7 e ha poucos dados relacionados a
formacao de biofilmes em outros sorotipos '>!7'%,
Este fato ¢é preocupante, pois ha diferencas
na capacidade de adesdo entre os diferentes
sorotipos como observado no presente trabalho.
O conhecimento sobre o comportamento destes
microrganismos em aderir e formar biofilmes
nas diferentes superficies do processamento de
alimentos ¢ imprescindivel para a inocuidade
de alimentos e adequag¢ao dos processos de
higieniza¢ao para prevenir contaminagdes cruzadas.

Rivas et al avaliaram a capacidade
de formagdo de biofilmes por dez diferentes
cepas de E.coli, sendo sete de STEC (O157:H7,
O157:H-, 091:H21 e O174:H21) e trés de
nao-STEC (ndo toxigénico O157:HR, O13rel:H4
e OI1:H7), por duas metodologias, a avaliacdo
por microplacas de poliestireno e superficies
de ago inoxidavel e demonstraram que cada
cepa tem habilidade diferente de formacao
de biofilme em cada superficie e que todas as
cepas possuiam a capacidade de se aderir em
superficie de ago inoxidavel, fato este que
ndo ocorreu na metodologia de microplacas.
Os autores sugeriram que a producdo de
biofilmes em microplaca de poliestireno pode
nido ser apropriada para representar outras
superficies e que se deve ter atengio ao
escolher o método de quantificagio de biofilme
em superficies. Os mesmos autores reforcaram
a necessidade da pesquisa da capacidade de
formacdao de biofilmes por cepas de interesse,
por terem comportamentos diferentes.

A formagdo de biofilmes por E.coli STEC
¢ associada a expressao de diferentes adesinas
como, por exemplo, fimbria tipol, curli,
Ag43, Cah e EhaA". Biscola et al", ao estudarem
a formagdo de Dbiofilmes, verificaram a

presenca de genes relacionados a diferentes
adesinas, em 18 cepas de O157 e 33 cepas
nd0-O157, observaram a formacio em 5/18
(28 %) cepas de O157 STEC e 17/33 (51
%) de nao O157 a temperatura de 28 °C
por 48 h. A pesquisa de genes associados
com adesdo é importante, porém estes podem
nao ser expressos, dependendo das condi¢des
ambientais. Por este motivo, a avaliagio da
formacao de biofilmes em ago é essencial para
demonstrar a caracteristica fenotipica.

Segundo Meyer®, existem trés estratégias
para se tentar solucionar os problemas dos
biofilmes: i) sanitizacio antes da sua formagao,
ii) sanitizacdo apds sua formacao, ou iii) utilizacao
de materiais que ndo favorecam a formagao dos
mesmos. Neste sentido, foi testado o sanitizante
mais comumente utilizado nas superficies do
processamento de alimentos, o hipoclorito de
sodio em duas concentragdes usualmente
utilizadas, 100 mgL' e 200 mglL"' *, por ser
eficiente e de baixo custo. No presente estudo,
as contagens iniciais de células sésseis das cepas
das STEC O153:H25, OI113:H21 e OI111:H8
foram reduzidas aos niveis inferiores a
1 log UFC/cm? apds sanitizagdo com hipoclorito
de sédio 100mg.L' e 200mgL’' conforme
observa-se nas Figuras 2 a 4. Estes dados sao
importantes, pois se observa que se utilizados
de forma correta, o agente sanitizante para
estas cepas, sdo eficazes, considerando-se a
importancia da correta elabora¢iao e implantacdo
do programa de higienizacdo de processamento
da matéria-prima e na planta de processamento
de alimentos.  Ressalta-se a importancia da
observa¢ao dos critérios de utilizagdo deste
produto, pois o hiploclorito de sdédio possui
baixa estabilidade e sofre influéncia da luz,
temperatura e pH, afetando sua eficiéncia.

Ha  poucos  trabalhos  sobre a
suscetibilidade de cepas de E.coli STEC
ndao-O157 produtoras de toxina Shiga a

sanitizantes's, o que reforca a necessidade de
maior pesquisa nesta darea, considerando que
surtos epidémicos ou casos esporadicos graves
sdo causados principalmente pelos sorotipos
0O157: H7, O157: H-, O26: H11l, Ol11: HS,
O111: H-, 0103: H2,0113: H21 e O145: H- '*
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Figura 2. Efeito da aplicagdo de sanitizantes sobre
biofilmes de E. coli STEC O153:H25, formados sobre
cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4
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Figura 3. Efeito da aplicagdo de sanitizantes sobre

biofilmes de E. coli STEC O113:H21, formados sobre
cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4

= X OERX RE okkk * EE kK
6
5
¥ * m6horas
3 *% @m12horas
2 *%% m24horas
1 * % xxx *ORE KRR
0
E.coli 0111:H8 Hipoclorito100  Hipoclorito

mg.L-1 200mg.L-1

Figura 4. Efeito da aplicagdo de sanitizantes sobre
biofilmes de E. coli STEC O111:H8 formados sobre
cupons de aco inoxidavel AISI 304 #4
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CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho mostraram
que cepas de STEC nao-O157, sorotipos
O153:H25, O113:H21 e O111:H8 isolados no
pais, apresentam a capacidade de formar
biofilmes em superficies de ago inoxidavel,
o que serve de alerta para a importancia
dos programas de sanitizagdo preventivos.
O hipoclorito de sédio nas concentragdes
utilizadas neste estudo foi eficiente para reduzir
a contagem de células sésseis dos biofilmes,
ressaltando a importéncia do correto programa
de higienizag¢ao na inocuidade dos alimentos.
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RESUMO

O programa de Boas Praticas de Fabricagio (BPF) é uma importante ferramenta, largamente
utilizada para garantir o padrdo de qualidade exigido pelo mercado consumidor. Este trabalho
aborda os procedimentos empregados para realizar a implanta¢do e monitoramento do BPF para
uma planta de produgio de farinhas e 6leos de aves. Para a execugdo do trabalho, apresentou-se
o programa a direcdo da empresa e formou-se uma equipe multidisciplinar. Na sequéncia,
caracterizou-se o processo in loco para obter informagdes a respeito da elaboracdo do manual.
Uma das etapas fundamentais do processo foi a aplicagdo de treinamentos ministrados pela
gestora da qualidade. A dltima etapa do trabalho constituiu-se no monitoramento do programa
por meio de auditorias internas. Observou-se que as auditorias influenciaram significativamente
na melhoria de todas as etapas de implantagdo. A implantagdo das BPF resultou na aplica¢do
de medidas corretivas com o envolvimento de toda equipe organizacional.

Palavras-chave. gestio da qualidade, melhoria de processos, controles, auditorias, boas praticas
de fabricacio.

ABSTRACT

The Good Manufacturing Practices (GMP) Program is an important tool widely used to ensure
the standard of quality required by the market. This paper discusses the procedures for
implementing and monitoring the GMP for a plant of production of flour and oils obtained from
birds. For performing this work, the program was presented to the company management and a
multidisciplinary team was constituted. In sequence, the in loco process was characterized in
order to get information regarding to the manual preparation. One of the key steps of the process
was the implementation of training given by the quality manager, aiming at substantiating them
on the awareness of employees requirements to convey the necessary knowledge to meet the
GMP program. The last stage of the work was consisted of monitoring the program through
the internal audits. It was observed that the audits significantly influenced for improving the
all of the phases of implementation. The GMP implementation resulted in the improvement of
corrective measures with the involvement of all organizational staff.

Keywords. quality management, process improvement, controls, audits, good manufacturing
practices.
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INTRODUCAO

E crescente a exigéncia pela implantacdo
do sistema de Boas Praticas de Fabrica¢ao (BPF)
nos estabelecimentos que fabricam farinhas e
6leo de origem animal. O programa obedece
aos critérios estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)'
por meio da Instru¢do Normativa n° 34, de 28
de maio de 2008.

As BPF para a cadeia de subprodutos
constituem uma das maneiras de garantir o
padrao de qualidade exigido tanto pelo mercado
interno, como pelo mercado externo, pois
somente com a jungdo de vdrios procedimentos
implementados e definidos por programas de
qualidade, obtém-se competitividade global dos
produtos®. Trata-se de procedimentos higiénico-
sanitarios e operacionais que devem ser executados
em todo fluxo de produgdo, desde a obtengdo
dos residuos animais até a distribui¢ao do produto
final, com vistas a garantir farinhas e produtos
gordurosos de origem animal, aptos para produgio
de alimentos para os animais'.

Os  procedimentos  de  higienizacao
sao fundamentais para assegurar a qualidade do
produto final’. A inocuidade do produto final é
resultante da auséncia de perigos fisicos, quimicos
e biologicos que podem ocasionar danos a saude®.

O consumo de carne de frango vem
aumentando nos ultimos anos devido a sua maior
incorporagao na dieta e também pela substituicao
de outras carnes, o que proporciona um aumento
do rendimento dos frigorificos>. A industria
de processamento de subprodutos frigorificos
ou fabrica de farinha e dleo de origem animal
¢ o setor terminal de um processo industrial,
responsavel pelo processamento de subprodutos
rejeitados no abatedouro como penas, visceras,
cabecas, pés, sangue, entre outros®.

Para garantir adequado padrio de
qualidade em toda a cadeia de produgdo faz-se
necessario o controle e registros que permitam a
rastreabilidade de toda a produ¢do’, conferindo
seguran¢a ao produto e permitindo que, caso
ocorra algum problema, o mesmo seja facilmente
localizado e recolhido®. A principal dificuldade
encontrada na implantacdo do sistema BPF

consiste na falta de conhecimento do programa
pelos colaboradores’.

Este trabalho teve como objetivo detalhar
o processo de implantacdo e avaliacao do sistema
de gestao da qualidade (Boas Praticas de
Fabrica¢do) em uma industria de processamento
de subprodutos frigorificos (penas e visceras).

MATERIAL E METODOS

O presente estudo possuiu cunho
descritivo do tipo estudo de caso, uma vez que
se caracteriza por descrever e analisar um sistema
através de um contexto local e real, sendo que, por
meio de um planejamento prévio, foi efetivado
a partir de reunides com a equipe de qualidade
e direcdo que disponibilizaram condigoes para
que fosse iniciada a implantagdo do programa
de BPE O trabalho foi realizado no periodo de
maio a novembro de 2013.

Apoiando-se em graficos demonstrativos,
foram feitas andlises quantitativas com os
resultados referentes as auditorias realizadas
de acordo com orientagdes especificas para
alimentagdo  animal.  Igualmente,  foram
aplicadas analises baseadas em um questionario
(ndo apresentado) composto de 16 perguntas,
com questdes abertas e estruturadas e
semiestruturadas®. As  perguntas  tratavam
de conceitos bésicos relacionados as BPF e sua
aplicagao a campo.

O estudo foi desenvolvido na regido
Sudoeste do Parand, em uma fabrica de
subprodutos de origem animal que atua sob
legislagao dos Servicos de Inspecao Federal (S.I.F).
A organizagdo atua no processamento de
subprodutos  provenientes de  frigorificos,
resultando em insumos para a ragdo animal
Os produtos comercializados sdo: farinha de
visceras de aves, farinha de penas e oleo de
visceras de aves. A planta industrial conta
atualmente com 190 colaboradores, com
capacidade de processo de 1000 ton. de material
in natura/dia, resultando em 1500 ton./més
de farinha de visceras, 1500 ton./més de farinha
de penas e 675 ton./més de oleo de visceras
de aves, totalizando 3.675 ton./més de produto
acabado.
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Na primeira etapa do estudo, ocorreu a
formalizacdo e apresentagdo do programa de
BPF para a direcdo da unidade e, na sequéncia
para todos os colaboradores. Também nessa etapa,
aplicou-se um questiondrio para verificar qual o
nivel de entendimento sobre o programa.

Verificou-se, durante 15 dias, o processo
produtivo in loco desde o recebimento da
matéria-prima até a expedi¢do do produto acabado.
Os equipamentos envolvidos no processo foram
avaliados e a partir disso elaborou-se um PPHO
(Procedimento Padrdo de Higiene Operacional)
para ser aplicado.

Manual de Boas Praticas de Fabrica¢ao

O manual de Boas Praticas de Fabricagdo
foi elaborado com a descricio de todas as
atividades realizadas na industria, sendo exclusivo
e intransferivel. Modificagdes deviam ser efetuadas
quando houvesse alteragdes na estrutura fisica
ou operacional da organiza¢do. O manual contém
todos os POP (Procedimentos Operacionais Padrio)
da industria.

Treinamentos e verifica¢des

Nesta etapa, a equipe de qualidade ministrou
treinamentos aos colaboradores de distintos
setores, como: higiene pessoal, potabilidade
da 4gua, utensilios, entre outros. Todas as
informagdes foram registradas em livros atas,
registrando-se os nomes dos participantes,
data e a carga horaria.

Avalia¢ao das BPF - Auditorias

A ferramenta utilizada como embasamento
para avaliagdo das melhorias na fabrica foi a
Instru¢do Normativa n° 34 do MAPA', de 28 de
maio de 2008, que regulamenta o funcionamento
de industrias processadoras de residuos frigorificos.

Na fase que antecedeu a implanta¢ao das BPE
foram realizadas trés auditorias internas na fabrica,
com intervalos de dois meses entre elas. Foram
avaliados 92 itens, julgando-os como conforme (C)
ou ndo conforme (NC). A abrangéncia dos itens foi:
instalagdes, equipamentos e utensilios; higiene do
estabelecimento e pessoal; processo produtivo e
tecnoldgico; embalagens e rotulagens;
comercializagdo e transporte e garantia da qualidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir de uma visio sistémica do
processo  produtivo, envolvendo desde o
planejamento, a execu¢ao de melhorias e a

checagem das mesmas e, por conseguinte a
avaliagado final (ciclo PDCA), foi possivel
implantar a pratica da melhoria continua, da
mudanga cultural e consequentemente a redugao
de custos por meio da diminuigio das perdas,
retrabalho e desperdicio.

A implantagdo do programa de BPF exigiu
mudangas comportamentais e de disciplina,
residindo entdo sua maior dificuldade de aplicagao.
A Figura 1 apresenta os resultados obtidos,
referente ao conhecimento dos colaboradores
sobre as Boas Praticas de Fabricacdo. Observa-se
que 91 % dos colaboradores afirmaram que
possuiam algum conhecimento sobre o assunto.

Outro item abordado referiu-se a
participagdo em treinamentos, acusando que
apenas 58,9 % ja tiveram essa vivéncia, enquanto
que 41,1 % ndo vivenciaram essa participagdo. Ja
com relagdo ao questionamento sobre a higienizagao
das maos apos o uso de sanitdrios, a unanimidade
(100 %) respondeu que sim, ou seja, que faziam
uso dessa pratica. Por outro lado, verificou-se
que 89 % dos colaboradores sabiam da importancia
e faziam wuso das barreiras sanitarias, apenas
1 % nao demonstrou conhecimento sobre a
proibicdo em comer e utilizar adornos nas
dependéncias da fabrica e 6 % dos participantes
demonstraram nao saber sobre a permanéncia na area
limpa e na area suja.

B Aceitagdo %
Proibido utilizar drea limpa e drea suja 94
Proibido comer e utilizaradornos na fabrica 99
Fazem uso de barreira sanitdria 89

Higienizam as méos ap6s o uso de sanitdrios 100

Participam de treinamento registrado 58,9

Ouviram falar das BPF 91

Figura 1. Pesquisa sobre o conhecimento dos
colaboradores sobre Boas Praticas de Fabricagdo
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Para o item instalagbes, equipamentos
e utensilios, dos 24 itens analisados, 88 %
estavam conformes e 12 % ndo conformes.
Com relagdo a higiene da planta e pessoal,
dos 14 itens avaliados, 35 % encontravam-se
fora dos padrdes. Sobre os processos produtivos
e tecnoldgicos, de 19 itens julgados apenas
10 % deles nao atenderam as especificagoes.
Em relagio as embalagens e rotulagens, foram
analisados 6 itens e 100 % deles estavam
conformes. O mesmo acorreu para a
comercializagdo e transporte, haja vista que os
2 itens avaliados estavam dentro dos padroes
de conformidade. Por fim, no quesito garantia
da qualidade apenas um item nao atendeu
a normativa.

Observou-se que, apesar do elevado
percentual de conhecimento sobre as BPF
por parte dos colaboradores, verificado no
questiondrio, ndo se obteve essas evidéncias
no segundo modulo de auditoria inicial.
A equipe de qualidade apontou para a
dire¢ao da empresa as principais deficiéncias
e ndo conformidades observadas, com o
objetivo de posicionar as condi¢gdes atuais
da fabrica, indicando um ponto de partida
para a implantagdo das BPE

Apés o inicio dos trabalhos de
adequacao das instalagdes, do desenvolvimento
de procedimentos padroes para a realizagdo
das atividades, de planilhas de registros,
monitoramentos, controle e adequagbes das
nido conformidades obtiveram-se, por meio das
auditorias formais de qualidade, um percentual

crescente  de itens em  conformidades,
conforme apresentado na Figura 2.
De  posse dos dados  obtidos,

observam-se na Figura 2, os resultados das
quatro auditorias realizadas. Ressalta-se que a
primeira  auditoria =~ ocorreu  antes  da
implantagdo das BPE para que fosse utilizada
como parametro para as demais.

Com relagdo ao primeiro item instalagoes
de equipamentos e utensilios, observou-se que
12,5 % apresentaram NC na primeira auditoria,
sendo que no decorrer das outras trés auditorias
o indice de NC decresceu, obtendo um o6timo
nivel de aceita¢ao na ultima auditoria (98,8 %).

Garantia da Qualidade

Comeércio e Transporte m Auditoria 4

= Auditoria 3
Embalagens e Rétulos
Auditoria 2

Produgdo ¢ Tecnologia = Auditoria 1

Higiene

Instalagdes, Equipamentos e Utensilios

0 20 40 60 80 100

% CONFORMIDADE

Figura 2. Resultados das auditorias internas de qualidade
realizadas numa planta de produgdo de farinhas e 6leos
de aves

No parametro higiene, ficou evidente a
falta de cumprimento na primeira vistoria
(642 %), sendo que na segunda auditoria
houve uma crescente melhoria, elevando o indice
para 94 % de atendimento e atingindo uma
conformidade de 99,9 % na dultima vistoria.
Esses resultados vém de encontro com o
programa de treinamento que foi eficientemente
aplicado aos colaboradores, durante a execugdo
desse trabalho.

Nos itens embalagens, rotulagens,
comercializagdo e transporte obtiveram-se em
todas as auditorias 100 % de conformidades, nao
apontando inconformidade nesses setores.

No dltimo item avaliado, garantia da
qualidade, o unico parametro que estava em
desacordo com a normativa ja mencionada,
considerando os 27 itens avaliados, foi a falta
do manual de BPE item 100 % satisfeito
somente na ultima auditoria, onde havia sido
implantado o manual de BPE

CONCLUSAO

Com as auditorias internas realizadas
pode-se afirmar que apds a implantagao das
BPF os objetivos estabelecidos foram atingidos.
As principais dificuldades encontradas durante
a implantagdo do programa foram: a capacitagao
dos colaboradores e a necessidade de mudancas
na cultura da organizagio. Com a implantagao
das BPF observou-se uma eleva¢do no indice
de conformidades.
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RESUMO

Os Residuos de Servigos de Saude (RSS) representam um desafio para os prestadores de servigos
de saude humana e animal, em fun¢do do risco que representam, e necessitam de tratamento
diferenciado se comparado aos residuos sélidos urbanos. Com uma larga gama de produtos e
servicos, os laboratdrios analiticos sdo locais que geram RSS de amplo espectro quanto a natureza e
grau de risco. O objetivo principal deste documento é apresentar uma sistematica para introduzir o
monitoramento do gerenciamento de RSS para laboratérios de satde publica, tendo como modelo
o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Satide (INCQS/Fiocruz). Foram definidas etapas
para concepgdo de um modelo de avaliagdo e monitoramento, para reduzir a geragdo dos RSS, para
minimizar os impactos ambientais e auxiliar os administradores na gestao dos recursos financeiros.
A sistematica proposta contribui para uma andlise critica do gerenciamento dos RSS e fornece dados
consistentes para auxiliar na tomada de decisoes. Constatou-se que as dificuldades de execu¢do do
plano de gerenciamento dos RSS, que geram situagdes de grave risco sanitario e ambiental, podem
ser dirimidas com correto monitoramento de suas etapas.

Palavras-chave. gerenciamento de residuos, residuos de servigos de satde, indicadores de gestio.

ABSTRACT

The health-care wastes (HCW) represents a challenge for the animal and human health service
providers, in function of the risk and the needing for a differentiated handling when compared to the
urban solid residues. In function of the broad range of products and services, the analytic laboratories
generate a spectrum concerning the risk nature and rank. The main objective of this document is to
provide basic coming for monitoring through the performance indicators. Steps here defined for
designing a monitored model to reduce the generation of waste, to minimize environmental impacts,
to reduce accidents and to assist the administrators in managing the financial resources. This research
could contribute to a critical analysis of the HCW, providing consistent data, which are important for
decision making at tactical and operational levels.

Keywords. waste management, health care waste, management indicators.
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INTRODUCAO

A partir da segunda metade do
século XX, com os novos padroes de consumo
da sociedade capitalista, a producdo de residuos
vem crescendo continuamente em  ritmo
superior a capacidade de tratamento e disposi¢dao
ambientalmente  adequada  desses  dejetos.
Segundo dados do IBGE a populagdo brasileira
cresceu 17 %, nos ultimos dez anos, enquanto a
geracgdo de residuos cresceu 48 %'.

Nesse caminho, wuma das grandes
preocupacgdes da Saude Publica atualmente ¢ a
crescente geragdo de residuos solidos urbanos,
consequéncia do aumento populacional, da
rapida industrializacdo e do crescimento do
consumo, somado ao modelo de desenvolvimento
e do estilo de vida contemporaneos®.

Com isso, colaborar na diminui¢do dos
riscos ambientais a saide constitui-se também
uma das missdes fundamentais do Sistema
Unico de Satide (SUS), coerente com o principio
constitucional de que todos os cidadaos tém
direito a acesso igualitario as agdes que visem a
protecao a satude’.

Reconhecendo sua importancia, bem
como suas dificuldades e complexidades inerentes
a sua plena execugdo, o gerenciamento desses
residuos deve ser avaliado e monitorado de
acordo com o desenvolvimento de instrumentos
de avaliagdo e controle, incluindo a construgio
de indicadores claros, objetivos, auto explicativos
e confiaveis que permitam acompanhar a eficacia
do processo®.

Este relato apresenta a experiéncia do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) é uma unidade técnico-
cientifica da Fundac¢io Oswaldo Cruz (Fiocruz) -
uma instituicao publica composta por laboratérios
analiticos. As atividades técnico-laboratoriais do
INCQS abrangem ensaios diversificados que
demandam a manipulagdo de amostras e manejo
de seus residuos que apresentam potencial
de promoc¢ao de riscos a saide humana e ao
meio ambiente.

A apresentacao da proposta
de monitoramento do gerenciamento interno
dos RSS do INCQS, realizada neste trabalho,
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busca contribuir para a melhoria deste processo
em laboratérios da darea de saude publica.
Como relevincia do trabalho, evidenciam-se
contribui¢des para: reduzir e ordenar a geragao
de residuos; proteger a saude da equipe,
da comunidade e do meio ambiente; agir
preventivamente visando a promo¢do da
biosseguran¢a no Instituto; melhorar as medidas
de seguranga e promover a conscientizagio da
equipe sobre a necessidade de identificacdo
e destina¢do correta dos residuos oriundos de
suas atividades de trabalho.

Para a definicdo da sistematica de
indicadores de desempenho foram utilizados os
critérios do Guia do Ministério do Planejamento
Orgamento e Gestao (MPOG) - o “Guia Referencial
para Medicdo de Desempenho™. Este Guia
do MPOG sugere um conjunto de etapas
que assegurem a coeréncia da formulagdo e
implementagdo do conjunto de indicadores
de desempenho. A selecao de indicadores
deu-se a partir de exemplos de indicadores
compulsdrios, exigidos na RDC da Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
n° 306/2004°, manuais e relatdrios técnicos>*’.

Uma vez selecionados os indicadores, foi
necessario  definir com  qual dimensdo
cada indicador se relacionava. A selecao foi
desenvolvida de forma que contemplasse tanto
as dimensodes de esfor¢o, quanto as de resultado,
para possibilitar uma mensuragio do processo
de monitoramento do gerenciamento de forma
integrada.

Na etapa seguinte, procedeu-se uma
avaliacdo dos critérios tedricos e conceituais
(seletividade, simplicidade e clareza) e das fontes
de informagdo (acessibilidade, rastreabilidade).
Esses critérios serviram de base para decisdo
de manter, modificar ou excluir os indicadores

inicialmente propostos. Em seguida,
estabeleceram-se as  féormulas matematicas,
definiram-se os responsaveis pela apuragdo

do indicador, e a periodicidade de coleta dos
dados para calculo de cada indicador.

Para a comunicacio dos resultados
obtidos, foi gerado um painel de indicadores de
desempenho com seus respectivos valores em
formato de graficos e linhas de tendéncia.
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.
ECONOMICIDADE ESFORGOS
J

Fonte: Adaptado de BRASIL?

Figura 1. Diagrama da Cadeira de Valor para o gerenciamento de RSS

A Figura 1 representa a andlise realizada
para o processo de gerenciamento de RSS do
INCQS com identificagao dos objetos de
mensuragdo por dimensdo para orientar a
modelagem dos indicadores.

A selecao dos indicadores gerou uma
listagem de 24 (vinte e quatro) indicadores
pré-selecionados onde foram avaliados os
objetos de medi¢do, a dimensdo que pretende-se
avaliar e a referéncia bibliografica (fonte de
informa¢ao) do indicador. No processo de
avaliacado desses indicadores, optou-se por
proceder a etapa de selecdo e priorizagdio com
todos os 24 indicadores. Na mesma etapa ficou
definida periodicidade trimestral para coleta
de dados, apuracao e calculo dos indicadores.

A selecdo e priorizagao dos indicadores

permitiu estabelecer um ranqueamento dos
indicadores, classificando-os  segundo uma
ordem de prioridade, gerando a «cesta de
indicadores  selecionados. Essa etapa de
priorizagdo  permitiu  selecionar 13  (treze)
indicadores de desempenho. O painel de

Indicadores de Desempenho (ID) selecionados

para compor o sistema de monitoramento
de gerenciamento dos RSS é representado no
Quadro 1.

Além dos indicadores compulsorios

definidos pela RDC n° 306/04 da Anvisa®, foram
mantidos os indices de mensuracio de recursos
humanos (ID08) e da variagdo da propor¢ao
de custos (ID09) como recomendado no
manual de gerenciamento de residuos de saude
do Ministério da Saude’.

Sabe-se que um sistema de monitoramento
e avaliagio deve contemplar simultaneamente
as  diversas  demandas, sejam internas,
relacionadas ao aprendizado organizacional
e a melhoria do desempenho, ou externas,
voltadas ao governo, aos o6rgaos de controle
e a sociedade. O modelo 1égico® do sistema
de monitoramento utilizado na Figura 1 foi
escolhido de forma que contemplasse tanto as
dimensdes de esfor¢o, quanto as de resultado,
e a0 mesmo tempo possibilitasse acompanhamento
e mensuragao de forma integrada.
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Quadro 1. Cesta de Indicadores selecionados para o gerenciamento de residuos do INCQS
j E
Identificador Indicador Objeto df Férmula xlzl:;sso Meta
Variagao da gera¢do . [(Peso total de residuo gerado no ano/ o
LD total de RSS Geragao de RSS volume total de residuos gerados no ano anterior) - 1,0] x 100 : Minimizar
\gaer;z?do ((i:; g?gr)rgas Geragdo de Peso médio dos residuos do Grupo A
1D02 Hos. up residuos do x 100 % Minimizar
A em relagio total de N p
. Grupo A Peso médio total de residuos gerados
residuos gerados
\giriz(s;?dou(ci)z Ezongfas Geragdo de Peso médio dos residuos do Grupo B
1D03 j PO 1 residuos do x 100 % Minimizar
B em relagdo total de o p
. Grupo B Peso médio total de residuos gerados
residuos gerados
Varlaq,ao da proporgao Geragdo de Peso médio dos residuos do Grupo D
de residuos do Grupo , o
1D04 - residuos do x 100 % Minimizar
D em relagio total de o p
, Grupo D Peso médio total de residuos gerados
residuos gerados
\clliri‘z‘s;l’ac(l)u((i)z gf)ogilrfa;) Geragéo de Peso médio dos residuos do Grupo E
D05 . PO 1 residuos do x 100 % Minimizar
E em relagdo total de - p
, Grupo E Peso médio total de residuos gerados
residuos gerados
Val;;:gri(;igl(; P :I:Zr:lual Variagdo do Peso médio de residuos reciclaveis
1D06 1cag percentual x100 % Aumento
relagdo total de . o1 ,
, reciclagem Peso médio total de residuos do Grupo D
residuos do Grupo D
T;%xa de frequéncia de | Taxa de acidentes [(n® de acidentes com perfuro cortantes/ acidentes/ .
1D07 acidentes com perfuro | com perfuro N . . Minimizar
n° total de acidentes ocorridos no ano)] x 100 ano
cortante (Grupo E) cortantes
Percentual de pessoas
ID08 capac.ltadas no PI‘OﬁSS'lOIlaIS Ne profissionais capacitados em relacdo a todos os funcionérios % Aumento
gerenciamento de capacitados
residuos
% de execugio Recursos [2 de recursos executado (em R$) / o .
Il or¢amentaria financeiros Y. de recursos destinados a Biosseguranga (em R$) ] x 100 & Méxima
Variagio da proporgao RS
ID10 do custo com Custos com RSS Custo médio (R$) por L ou K de residuo descartado/acondicianado (reais) Redugio
gerenciamento de RSS
Tempo de Tempo de Periodo
ID11 armazenamento do P Periodo de tempo em que o residuo permanece no abrigo de tempo Redugéo
, Armazenamento .
residuo (dias)
Indice de residuos Relatdrio de [X da quantidade de residuos coletados/ .
ID12 . . ; . % Méximo
coletados pela Dirac | coleta externa ¥ quantidade residuos armazenados no abrigo] x 100
.o , Residuo . ,
Indice de residuos C [¥ da quantidade de residuos coletados/ ..
1ID13 bioldgico ; , . % Maxima
tratados tratado ¥ quantidade residuos armazenados no abrigo] x 100

Legenda: ID - Indicador
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A etapa de selecio dos indicadores de
desempenho foi condicionada ao conhecimento
das normas e da legislagdo brasileira vigente®®.
Nao foram considerados indicadores adequados
com tipo de assisténcia prestada em servigos
nos quais ocorre a interna¢do de pacientes,
bem como indices normalmente utilizados
para hospitais e unidades de atencdo basica,
recomendados pela Organizagdo Mundial da
Saude?’.

Zamoner alerta para o fato de que,
na pratica, nem sempre o indicador de maior
validade é o mais confidvel; nem sempre o mais
confidvel é o mais inteligivel; nem sempre o mais
claro é o mais sensivel; enfim, nem sempre o
indicador que retne todas estas qualidades ¢é
passivel de ser obtido com a periodicidade
requerida. Apesar disso, julgamos que dada a
importancia, apesar da baixa confiabilidade ou
periodicidade, optamos por alguns indicadores
dada a sua importancia para o GRSS e
fortalecimento dessa pratica na instituicdo,
como os indicadores “Taxa de frequéncia
de acidentes com materiais perfuro-cortantes”
(ID07) e “Percentual de pessoas capacitadas
em gerenciamento de residuos” (ID08).

Como vantagem adicional, a
implementagdo no INCQS do painel de
indicadores, produto desse trabalho, tem a
caracteristica de incentivar a organizagdo
garantindo o atendimento a legislagdo e normas
técnicas especificas. A sistemdtica proposta
estd baseada no manual de GRSS da Anvisa’ e
se propoe a fornecer com linguagem simples,
orientagdes técnicas bdsicas para monitoramento
do gerenciamento dos RSS.

Neste contexto, os resultados desses
estudos podem ser tuteis ndo somente para a
avaliacdo das agdes relacionadas aos residuos,
mas também como forma de divulgar as agoes
de descarte para todos os entes componentes
do gerenciamento.

Sendo assim, a comunica¢do é um fator
preponderante para a integragdo da organizagao
e o desdobramento dos resultados, internamente
e externamente. A interacdao entre as equipes e
o alinhamento de conhecimentos cria sinergia
e um senso comum de atuagdo. O processo

de comunicagdo move as agdes, estimula a
mudanga, gera a consciéncia e o engajamento,
mantendo a organizagdo na busca do melhor
desempenho.

Para que a comunicagao se dé de forma
mais eficaz, o guia referencial do MPOG’ para
medi¢do do desempenho recomenda para a
elabora¢do do material de comunicagdo alguns
atributos: Seletividade — com escolha de resultados
significantes para tomada de decisdo do periodo
analisado; Coeréncia - alinhamento dos dados
com o planejamento estratégico da institui¢ao;
Simplicidade - opgdo de disponibilizar na forma
de folder devido a funcionalidade do material;
Confiabilidade — com a versdo web a seguranca
dos dados do sistema informatizado foi garantida.

Com o objetivo de disponibilizar as
informagoes  geradas pelo  conjunto  de
indicadores, é fundamental que as informagdes
sobre o desempenho possam ser repassadas as
partes interessadas e utilizadas nos processos
decisérios. O guia referencial do MPOG’
sugere ainda algumas ferramentas para realizar
a comunicagdo do desempenho, sendo as
mais comuns: apresentagdo institucional de
resultados para os colaboradores; um painel de
indicadores com seus resultados; reunides de
avaliacdo de desempenho e relatorios anuais
(fisicos ou virtuais).

Este conjunto de indicadores devera
atender a processo de gestdo de residuos, seja
no ambito do acompanhamento do processo e
execucdo de metas, como relatérios de analise
critica, tanto na prestacdo de contas como no
planejamento estratégico da instituicao.

A preocupagdo com a exceléncia da gestio
se destaca atualmente como diferencial nas
organizagdes, tornando-se preciso  implantar
continuamente boas praticas de gestdo para tornar
processos mais eficientes e gerar melhores resultados.

O monitoramento através dos indicadores
ao longo dos anos permitira sanar falhas como
rotas mal planejadas e o mau dimensionamento
de recursos materiais; além de permitir
a identificacio de pontos fortes e as
oportunidades de melhorias, que devem ser
objeto de aperfeicoamento do gerenciamento
interno dos residuos gerados no Instituto.
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RESUMO

O estuario da Lagoa dos Patos é um importante polo pesqueiro artesanal por constituir area de
criagdo de diversas espécies de peixes e crustaceos. Suas aguas sdo influenciadas diretamente por
fatores meteoroldgicos, os quais interferem na entrada de agua oceanica no estudrio e na vazio,
refletindo na sua salinidade. Por esta razdo, ha a possibilidade de V. parahaemolyticus ser encontrado
no estuario da lagoa e, consequentemente, nos pescados nele capturados, o que ofereceria risco aos
consumidores. O objetivo do estudo foi de avaliar a presenca de V. parahaemolyticus em pescados
do estudrio da Lagoa dos Patos, capturados e processados artesanalmente. Cinquenta e seis amostras
de pescados oriundos do estuario da Lagoa dos Patos foram analisadas quanto a presenga de
V. parahaemolyticus. Trés das cinco espécies analisadas, camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis),
tainha (Mugil platanus) e linguado (Paralichthys orbignyanus) albergavam o micro-organismo
pesquisado. Estes resultados servem de alerta para a necessidade de maior fiscaliza¢do na produgio
de pescados, bem como da adogdo de medidas higiénico-sanitarias que previnam o risco de
transmissdo deste patdgeno para os consumidores. Este é o primeiro registro de isolamento de
V. parahaemolyticus de E paulensis, M. platanus e P. orbignyanus.

Palavras-chave. peixe, camardo, Farfantepenaeus paulensis, Mugil platanus, Paralichthys
orbignyanus.

ABSTRACT

Lagoa dos Patos estuary is an important artisanal fishing pole because it represents an area
for breeding several species of fish and shellfish. Water is directly influenced by meteorological
factors, which interfere in the ocean water into the estuary and flow, reflecting on the salinity.
For this reason, there is the possibility of V. parahaemolyticus be found in the lagoon estuary;
consequently the fish caught from these place could offer risks to the health of consumers.
The objective of this study was to evaluate the presence of V. parahaemolyticus in the
Lagoa dos Patos estuary, and in the fishes captured from small-scale fishing and processing.
Fifty-six samples of fish caught from the Lagoa dos Patos estuary were analyzed for the presence of
V. parahaemolyticus. Three of five species analyzed, shrimp (Farfantepenaeus paulensis), mullet
(Mugil platanus) and sole (Paralichthys orbignyanus) harbored this microorganism. These results
serve as a warning for providing the best technical oversight to the production of fish, and also
the adoption of hygienic and sanitary measures to prevent the risk of transmission of this pathogen
to consumers. This is the first report on the isolation of V. parahaemolyticus from E paulensis,
M. platanus and P.orbignyanus.

Keywords. fish, shrimp, Farfantepenaeus paulensis, Mugil platanus, Paralichthys orbignyanus.
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INTRODUCAO

Vibrio parahaemolyticus ¢ uma bactéria
halofilica, encontrada principalmente durante
o verdo em aguas salobras, que causa doengas
gastrointestinais em humanos. O consumo
de peixes, moluscos e crusticeos do mar crus
ou mal cozidos tem sido a principal causa
de contaminac¢do por V. parahaemolyticus em
humanos'.

O Brasil ¢é considerado um pais
propicio a ocorréncia de infec¢bes causadas
por V. parahaemolyticus. O clima tropical,
com ampla costa maritima, e os habitos
alimentares, que incluem a ingestdo de
pescados consumidos crus em algumas regioes,
sao fatores que influenciam a ocorréncia de
casos. No extremo sul do Brasil, o estuario
da Lagoa dos Patos é considerado um polo

pesqueiro artesanal, devido a importante
area de criagdo de diversas espécies de
peixes e crustaceos, destacando-se

no abastecimento de pescados na regido’
Dentre os pescados capturados no estudrio
explorados comercialmente, destacam-se
o camardo-rosa (Farfantepenaeus paulensis),
a corvina (Micropogonias furnieri), a tainha

(Mugil latanus), os bagres (principalmente
Genidens barbus),  papa-terra (Menticirrhus
americanus), o linguado (Paralichthys

orbignyanus), a abrotea (Urophycis brasiliensis)
e o peixe-rei (Odontesthes argentinensis)>*.

A Lagoa dos Patos possui uma
interacdo estuario-oceano, que ¢ influenciada
diretamente  por  fatores  meteorologicos,

os quais interferem na entrada de dagua
oceanica no estudrio e na vazdo, refletindo
na sua salinidade®. Por esta razio, ha

possibilidade de V.  parahaemolyticus ser
encontrado no estuario da lagoa e,
consequentemente, nos pescados nele capturados.
Logo, o risco que pode acarretar para os
consumidores e a falta de estudos sobre
Vibrio na regido, caracterizam a justificativa
do estudo, que teve como objetivo avaliar
a presenca de V. parahaemolyticus em
pescados do estuario da Lagoa dos Patos,
capturados e processados artesanalmente.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

Cinquenta e seis amostras de
pescados inteiros refrigerados foram coletadas
aleatoriamente em peixarias e supermercados
dos municipios de Pelotas e Rio Grande, RS.
Todas as amostras eram provenientes de
capturas realizadas no estudario da Lagoa
dos Patos. As amostras foram coletadas
conforme a disponibilidade das espécies
capturadas e desembarcadas na época do
ano em que o trabalho foi realizado, de
abril de 2013 a fevereiro de 2014. Foram
coletadas 10 amostras de corvina (Micropogonias
furnieri), 10 de tainha (Mugil platanus), 20 de
linguado  (Paralichthys  rbignyanus), 3 de
bagre (Netuma barba) e 13 de camardo
(Farfantepenaeus paulensis). As amostras foram
colocadas em sacos estéreis e imediatamente
encaminhadas ao laboratério em  caixas
isotérmicas com gelo, para a pesquisa de
V. parahaemolyticus.

Pesquisa de Vibrio spp.

A pesquisa de Vibrio spp. foi realizada
de acordo com U. S. Food and Drug
Administration - FDAS com modificagdes.
Para a analise das amostras, foram
utilizados as guelras e o figado, no caso
dos peixes, ou um conjunto de quatro
camardes. O material foi colocado em sacos
plasticos  estéreis contendo 225 mL de
Agua Peptonada Alcalina (APA, Himedia,
Mumbai, India), massageado por 5 minutos e
incubado a 37 °C por 24 h para enriquecimento.

A partir do material da superficie dessas
culturas  foram  feitas  semeaduras  por
esgotamento em agar Tiossulfato  Citrato

Bili Sacarose (TCBS, Himedia) e incubagio
a 37 °C por 24 h para obten¢ao de colonias
isoladas. Até trés colonias tipicas de cada
placa foram semeadas novamente em APA
e apds a incubac¢do a 37 °C por 24 h foram
misturadas com 20 % de glicerol para
manuten¢do de estoque a -70 °C. Os isolados
foram recuperados em APA a 37 °C por 24 h,
quando necessario.
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Extracao de DNA

Para extracio dos DNAs dos isolados
foi utilizada a técnica descrita por Sambrook
e Russel’. O pellet obtido por centrifugacio de
1 mL de cultura em APA foi ressuspendido em
100 pL de tampao STES [Tris-HCI 0,2 M,
NaCl 0,5 M, SDS 0,1 % (m/v), EDTA 0,01 M,
pH 7,6]. Foram adicionados 50 pL de pérolas
de vidro e 100 pL de fenol/cloroférmio.
Apo6s homogeneizagdo por 1 min, a mistura foi
centrifugada a 13.000 g por 5 min. O sobrenadante
foi coletado e precipitado em 2 volumes de etanol
absoluto e 0,1 volume de NaCl 5 M a -20 °C
por 1 h. Uma nova centrifugacdo foi realizada
a 13.000 g por 20 min, o sobrenadante foi
descartado e o pellet lavado com etanol a 70 %.
Ap6s eluicdo em 40 pL de tampao (Tris-HCI
10 mM, EDTA 1 mM, pH 74), foi adicionado
1 uL de RNAse (10 pg/puL). O DNA extraido
foi estocado a -20 °C.

Identificagao de V. parahaemolyticus

Os isolados de Vibrio foram analisados
pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
para pesquisa dos genes toxR, para identificacao
de V.  parahaemolyticus,  conforme  Bilung
et al®, com modificagdes. Cada reagdo teve
como volume final 20 pL. A mistura consistiu
em 10 pL de Master Mix (Qiagen, Sdo Paulo,
Brasil), 1 pL (10 pmol) de cada primer, ToxR-a

e ToxR-b, 1,2 uL. de DNA e 6,8 uL de agua para
completar o volume da reagdo. A amplificacao foi
realizada em termociclador TC-3000 (Techne),
seguindo o programa: desnaturagdo inicial de
96 °C por 5 min, 20 ciclos de desnaturacao a
94 °C por 1 min, anelamento dos primers a
63 °C por 1,5 min, extensao a 72 °C por 1,5 min
e extensdo final a 72 °C por 7 min. Os produtos da
PCR foram corados com GelRed (Uniscience, Sdo
Paulo, Brasil) e a eletroforese foi realizada em gel
de agarose a 1,8 %. Como controle positivo,
foi utilizado o DNA de V. parahaemolyticus
ATCC 17802 e como controle negativo foi utilizado
dgua pura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cinquenta e seis amostras de pescados
capturados no estudrio da Lagoa dos Patos
foram coletadas e analisadas quanto a presenca
de V. parahaemolyticus. Trés espécies albergavam
0 micro-organismo pesquisado (Tabela 1),
sendo que os isolados de guelras e de figados
ndo eram dos mesmos peixes.

Apesar do clima com temperaturas mais
amenas no sul do Brasil, V. parahaemolyticus
foi isolado de ndmero  percentualmente
maior de amostras tanto de camardes como
de peixes, quando comparado a estudos
realizados em outras regides do  Brasil

Tabela 1. Pesquisa da presenca de Vibrio parahaemolyticus em pescados capturados no ambiente estuarino da

Lagoa dos Patos
. Fsados g s

Figado Guelras Total (%)
Tainha (Mugil platanus) 10 2 2 4 (40)
Corvina (Micropogonias furnieri) 10 0 0 0 (0)
Linguado (Paralichthys orbignyanus) 20 2 2 4 (20)
Bagre (Genidens barbus) 3 0 0 0 (0)
Camarao (Farfantepenaeus paulensis) 13 - 6 (46,15)
Total 56 14 (25)

*: Numero de amostras
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V. parahaemolyticus foi isolado de quase 50 % das
amostras de camardo, o que vai de encontro
ao trabalho de Melo et al’, que isolou o
micro-organismo de 20 % de 50 amostras de
outra espécie de camarao (Litopenaeus vannamei)
coletadas em supermercados de Natal, RN.
Chen et al', em um estudo com 112 amostras
de atum coletados no comércio varejista
em Sao Paulo/SP, encontraram trés amostras
positivas (2,68 %) para V. parahaemolyticus,
diferentemente do nosso trabalho onde foram

observadas 18,6 % de amostras de peixes
contaminadas com o micro-organismo.
Todos os pescados analisados eram

provenientes da Lagoa dos Patos, que troca
agua com o Oceano Atlantico através de um
canal com 20 km de comprimento e 0,5 a 3 km
de largura", o qual, durante os meses de verao,
permite a entrada de 4gua salgada na lagoa'.
No presente trabalho, V. parahaemolyticus
foi isolado em todas as épocas do ano, sendo o
verao a estagdo em que ocorreu com maior
frequéncia (Figura 1). Este fato possivelmente
possa ser justificado devido a temperatura
ambiental, ja que V. parahaemolyticus ¢é
encontrado mais comumente em climas tropical
e temperado®.

Ramos et al* pesquisaram Vibrio
parahaemolyticus  em 60  amostras  de
ostras (Crassostrea gigas) em Santa Catarina,

B Total de amostras

13
11
6 (46,15) .

Verao

3(27,27)

Outono

encontrando o micro-organismo em 35 %
das mesmas. Apesar de ndo havermos
coletado essa espécie de pescado em nosso
trabalho, esse resultado comprova a presenca
de Vibrio parahaemolyticus no sul do Brasil.

Torres e  Fernandez”  estudaram
57 amostras de frutos do mar (ostras frescas,
peixes e camardes) coletadas durante um ano
em Guadalajara, México, e observaram incidéncia
de V. parahaemolyticus de 45,6 %, sendo
71,4 % em peixes, 44 % em ostras e 27,6 %
em camardo. Os resultados obtidos no nosso
trabalho foram semelhantes em relacio a
quantidade de V. parahaemolyticus isolados
de camardao, mas com relagdio ao isolamento
em peixes o percentual encontrado foi
inferior. Isso possivelmente possa ser explicado
pela diferenca das regides de origem dos pescados.

CONCLUSAO

Os pescados das espécies Mugil platanus,
Paralichthys  orbignyanus e  Farfantepenaeus
paulensis, oriundos no estuario da Lagoa
dos Patos, podem albergar V. parahaemolyticus.
Estes resultados servem de alerta para a necessidade
de maior fiscalizagdo na producido de pescados,
bem como da adogio de medidas higiénico-
sanitarias que previnam o risco de transmissdo
deste patogeno para os consumidores.

Amostras com presenca de V. parahaemolyticus (%)

17

Inverno

15
)

Primavera

4(23,53

1(6,67)

Figura 1. Rela¢ao da estagdo do ano com a presenca de Vibrio parahaemolyticus em pescados capturados no

ambiente estuarino da Lagoa dos Patos
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RESUMO

Lanches prontos sdo produtos altamente consumidos em fun¢do do baixo preco, rapidez e
comodidade. Contudo, as condi¢des inadequadas de preparo e manipulagdo destes alimentos
aumentam os riscos de contamina¢des microbiologicas. Objetivou-se examinar a qualidade
microbioldgica de sanduiches tipo hamburguer quanto as contagens de bactérias aerdbias
mesofilas, coliformes totais, Escherichia coli, Salmonella sp., Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Clostridium sulfito redutor, e bolores e leveduras. Foram avaliados 18 sanduiches de seis
estabelecimentos localizados no municipio de Ouro Preto - MG. Das amostras analisadas,
56 % estavam em desacordo com os padroes estabelecidos para as contagens de aerdbios
mesofilos, 67 % para coliformes totais, 6 % para E. coli, e 61 % apresentaram contagens elevadas
de bolores e leveduras. Ndo foi detectada a presenca de Salmonella sp.; e as contagens dos B. cereus,
Staphylococcus aureus e Clostridium sulfito redutor foram abaixo do limite de detec¢do. Apesar da
auséncia ou baixa prevaléncia dos patdgenos acima citados, as contagens elevadas de mesdfilos
aerdbios, bolores e leveduras, assim como de coliformes totais sugerem que hd necessidade de
efetuar a implantagdo das boas praticas de produgdo nos estabelecimentos avaliados, além de maior
fiscalizagdo por parte da vigilancia sanitaria do municipio.

Palavras-chave. hamburguer, higiene, seguranca alimentar, contaminagdo microbioldgica.

ABSTRACT

Snacks are highly consumed products due to the low price, easy and fast preparation
and convenience. However, the inadequate handling and preparation of these foods increase
the risk for microbiological contamination. This study aimed at examining the microbiological
quality of hamburgers by performing the counts of mesophilic aerobic bacteria, total coliforms,
Escherichia coli, Salmonella sp., Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, sulfite reducer Clostridium,
and molds and yeasts. Eighteen samples were collected from six lunchrooms in the city of
Ouro Preto - MG. Among the analyzed samples, 56 % were classified as unsatisfactory for
mesophilic aerobic counts, 67 % for total coliforms counts, 6 % for E. coli, and 61 % for molds and
yeasts. Salmonella sp. was not detected in any of the analyzed samples, and the CFU/g of B. cereus,
S. aureus and sulfite reducer Clostridium were under the detection limit. Despite the absence or
low prevalence of the above mentioned pathogens, the high counts of mesophilic aerobic bacteria,
yeasts and molds, and total coliforms indicate the need for implementing the good manufacturing
practicesin the evaluated establishments, and an agenda by the government to increase the supervision
from the sanitary surveillance center of the municipality.

Keywords. burger, hygiene, food safety, microbiological contamination.
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INTRODUCAO

Em cidades universitarias o consumo
de fast-food tornou-se habito, devido ao valor
acessivel, bem como a rapidez do preparo e
consumo destes alimentos, aliado ainda ao estilo
de vida dos moradores desses locais, uma vez
que universitdrios se reunem para consumirem
este tipo de lanche, podendo assim ter um momento
de lazer junto ao seu grupo social'.

Fatores como a escassez de tempo para o
preparo e o consumo de alimentos, bem como a
existéncia de alimentos prontos e diversificados
que sdo comercializados em locais de facil acesso,
por um preco acessivel, fazem com que a comida
de rua também seja uma opcdo viavel para uma
boa parte da populagdo?. O surgimento dos servigos
de entrega favorece ainda mais o consumo deste
tipo de alimento.

Devido ao elevado consumo desses
lanches por um grande ndimero de pessoas,
surge a preocupagdo com a seguranca alimentar,
uma vez que os produtos podem ser contaminados
por micro-organismos patogénicos, devido
as condi¢coes inadequadas do local de preparo
e/ou a falta de conhecimento sobre técnicas
de manipulagdo higiénica dos alimentos por parte
dos comerciantes’.

Os micro-organismos podem contaminar
alimentos em qualquer um dos estagios
de produgdo, seja durante o beneficiamento,
manuseio, processamento, acondicionamento,
distribuicdo e/ou preparo para o consumo*.
Entre as causas mais frequentes de contaminagio
dos alimentos destacam-se a manipulagdo
inadequada dos mesmos, além da contaminagio
cruzada entre produtos crus e processados®.

O consumo de alimentos contaminados
por  micro-organismos  patogénicos  pode
levar o individuo a um quadro infeccioso ou a
uma intoxicagdo alimentar’. Os sintomas
mais comuns incluem dores abdominais,
nauseas, voOmitos, diarreia e febre, porém,
o quadro clinico pode ser extremamente
sério, com  desidratagdo  grave,  diarreia
sanguinolenta, insuficiéncia renal aguda e
insuficiéncia respiratoria, podendo levar inclusive a
morte do individuo®.

O aumento da procura por alimentos
prontos para o consumo deve estar associado
a um monitoramento rigoroso das condigdes

higiénico-sanitarias dos estabelecimentos.
O objetivo desta pesquisa foi realizar
andlises microbioldgicas dos sanduiches do
tipo hamburguer comercializados em

estabelecimentos com servico delivery (entrega
domiciliar) na cidade de Ouro Preto/MG,
a fim de avaliar a sua qualidade e inocuidade
para os consumidores. A escolha dos sanduiches
do tipo hamburgueres se deu pelo fato destes
serem comumente pedidos em servigos tipo
delivery na cidade e pela escassez de trabalhos
realizados nesses locais. Na cidade escolhida,
existem sete estabelecimentos, entre lanchonetes
e padarias, que possuem alvara sanitdrio, mas
nao ha uma informacio exclusiva sobre o niumero
de estabelecimentos com servigo do tipo delivery.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do
Departamento de Alimentos da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP-MG). As amostras
coletadas eram provenientes de estabelecimentos
localizados na cidade de Ouro Preto/MG e
foram analisadas de acordo com as caracteristicas
do alimento, conforme a Resolu¢do RDCn° 12/2001
da ANVISA® para a categoria “produtos de
confeitaria, lanchonete, padarias e similares,
doces e salgados - prontos para consumo’;
na classificacdo  “sanduiches quentes” Em
complemento, foram feitas as analises para
determinagdo do  numero de  bactérias
aerobias mesdfilas, coliformes totais e fungos
e leveduras, conforme estudos realizados
por Rodrigues et al’> e Kuhn et al’. As contagens
de cada amostra foram realizadas em duplicata.

Material analisado e coleta das amostras

Foram avaliadas amostras de sanduiche
composto por pao, bife de hamburguer bovino,
tomate e alface. Foi constatado que existem pelo
menos 10 estabelecimentos que comercializam,
entre  outros  produtos,  sanduiches de
hamburguer e oferecem o servigo delivery.
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Desse total, seis estabelecimentos foram
avaliados por meio da anadlise de trés amostras
provenientes de cada um (n = 18). As amostras
foram adquiridas em diferentes dias da semana
para aumentar a possibilidade de detec¢ao de
variagdes. O recebimento das mesmas ocorreu
no periodo de 07 de outubro a 13 de novembro
de 2014, no hordario de funcionamento dos
estabelecimentos. Os atendentes ndo foram
informados de que se tratava de uma pesquisa
para avaliar a contaminacdo microbioldgica
dos sanduiches para assim, aproximar ao
maximo  das  condi¢des  habituais  de
comercializagdo.

As amostras foram recebidas na Escola
de Nutricao (ENUT- UFOP), por meio do
servico de entrega do proprio estabelecimento e,
em seguida, levadas ao laboratério de
Microbiologia de Alimentos, onde foram
refrigeradas a 4 °C em suas embalagens
comerciais  originais, fechadas e intactas
para posterior analise. As andlises foram
realizadas em no maximo 14 horas ap6s a entrega.

Cada amostra foi identificada de
acordo com o estabelecimento, de modo a
manter o sigilo dos resultados, tendo sido
nomeadas de (E) Estabelecimento e numeradas
delaé.

Preparo de amostras

Cada amostra foi dividida em quadrantes, de
modo a permitir a coleta de partes iguais de cada
componente do alimento. Aliquotas de 25 g de
cada sanduiche foram assepticamente pesadas e
acondicionadas em sacos plasticos estéreis e
homogeneizadas em 225 mL de 4gua peptonada
tamponada 0,1 % estéril, durante 60 segundos em
aparelho homogeneizador de amostras (Marconi
MA440°%). Diluigoes seriadas foram feitas em
solucdo salina 0,85 %.

Anélises microbiologicas

As contagens de micro-organismos aerdbios
mesofilos, Bacillus cereus, Clostridium sulfito redutor,
bolores e leveduras e a deteccao de Salmonella sp. foram
realizadas conforme a Instru¢do Normativa (IN) 62'°.

As contagens de coliformes totais de
Escherichia  coli foram realizadas em placas
Petrifilm™ EC, e a enumeragdo de Staphylococcus
aureus em placas de Petriflm™ STX, ambas
conforme instru¢des do fabricante (3M Company,
St. Paul, MN, EUA).

Os resultados foram expressos em Unidades
Formadoras de Colonia por grama de alimento
(UFC/g) ou presenga/auséncia para Salmonella sp.
Os padroes microbiologicos adotados estdo
contidos na Tabela 1.

Tabela 1. Intervalo das contagens de micro-organismos avaliados em sanduiches de hamburguer comparados aos

padroes estabelecidos

Micro-organismos

Limite aceitavel (UFC/g)

Intervalo de contagens encontradas (UFC/g)

Aerdbios meséfilos 10°®
Coliformes totais 10%
E. coli 10%
B. cereus 10*
S.aureus 10%

Salmonella sp. Auséncia em 25 g*
C. sulfito redutor 10%

Bolores e leveduras 103

<10 a 6,4 x10°
<10'a 8 x102
<10'a 1,7 x10?
<10?
<10'
Ausénciaem 25 g
<10’
<10%a 2,5 x10*

*Resolugdo RDC n° 12 de 2001 da ANVISA® para amostra indicativa; ® Rodrigues et al’; © Kuhn et al’; ¢ Mesmo limite adotado para Escherichia

coli, semelhantemente a Rodrigues et al®
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram a ocorréncia
de amostras com contagens altas para
aerobios mesofilos, coliformes totais e bolores
e leveduras, os quais apresentaram valores
acima dos limites adotados. Porém, quanto a
avaliagdo de micro-organismos patogénicos
como B. cereus, Clostridium sulfito redutor
Salmonella, e S. aureus, foram obtidos niveis
satisfatorios, o que permite classificar o
alimento como adequado para o consumo,
de acordo com a legislacao brasileira (Tabela 1).

Foram observadas variagcdes nos niveis
de contaminacdo entre os estabelecimentos
e também para um mesmo estabelecimento,
quando comparados os valores das contagens
em diferentes amostras (Tabela 2).

A contaminagdo por aerobios mesdfilos
apresentou ampla faixa de contagem e
limite maximo de 6,4 x 10° UFC/g (Tabela 2),
resultando em 56 % das amostras em
desacordo com o padrdao estabelecido. Esse
resultado contrasta com os valores de 98 % e
23 % de amostras nao conformes encontradas
por Little et al! e Kuhn et al’, avaliando
bifes de hamburguer e lanches tipo X-salada,
respectivamente. A contagem elevada de
bactérias mesofilicas em alimentos pode
indicar uma situacdo de risco a sadde,
contribuindo para tornar o alimento insalubre.

A contaminagdo do alimento nesses casos pode
decorrer da baixa qualidade das matérias-primas,
condi¢oes de processamento inadequado devido
a fatores como higienizacdo deficiente dos
manipuladores, dos locais de manipulagdo ou de
utensilios utilizados’.

A resolugago RDC n° 12/2001%, que
estabelece os padrdes microbioldgicos sanitarios
para alimentos destinados ao consumo humano,
ndo estipula padrdes para micro-organismos
aerébios mesofilos. Além disso, nao foi
encontrado na literatura padrdes de referéncia
para aerdbios mesofilos especificos para sanduiches
de  hamburguer com  salada.  Portanto,
alimentos com contagem superior a 10° UFC/g
foram considerados improprios para o consumo,
conforme limite adotado por Rodrigues et al’,
ao avaliar amostras de cachorros-quentes.

Um total de 67 % das amostras estava
em desacordo com o padrio adotado para
coliformes totais. Essa frequéncia foi superior a
encontrada por Rodrigues et al’, que analisando
as condi¢des higiénico-sanitarias no comércio
ambulante de Pelotas, RS observaram a
presenga de niveis insatisfatérios em 53 % das
amostras  de  cachorro-quente  analisadas.
Contagens elevadas de coliformes totais podem
sugerir praticas de higieniza¢cdo e de manipulagdo
inadequadas dos alimentos. Vale ressaltar
que nao é estabelecido pela legislacdo brasileira
o padrio para coliformes totais em alimentos.

Tabela 2. Porcentagem de amostras classificadas como insatisfatorias e intervalo das contagens de micro-organismos

avaliados por estabelecimento

Micro-organismos *% E1 (UFC/g) E2(UFC/g) E3 (UFC/g) E4 (UFC/g) E5 (UFC/g) E6 (UFC/g)
Insat

Aerdbios mesofilos 56 9,5x10°a3,4x10* 10°a2,2x10° 1,62x10°a 5,4 x10° 1,6 x10° a 6,4 x10° 1,5x10°a 1,0 x10° <10*a 3,6 x 10*
Coliformes totais 67 5x10'a 3,95 x10? 2x10'a 7,2 x10? 5x10%a 3,7 x10° 2,4x10%a4,6x10° 3,3x10%a1,1x10° <10'a 7,9 x10?
E. coli 6 <10! <10! <10! <10'a 1,65 x 10? <10! <10!

B. cereus 0 <10* <10* <10* <10* <10? <10?

S. aureus 0 <10 <10! <10! <10! <10! <10!
Salmonella sp. 0 Ausénciaem 25g  Ausénciaem25g  Ausénciaem 25g Auséncia em 25 g Ausénciaem 25g  Ausénciaem 25 g
**Clostridium sulf. red. 0 <10 <10! <10’ <10! <10! <10!
Bolores e leveduras 61 5x10'a 1,6 x10° <10?a 2,46 x10* 3,7x10° a 5,8 x10° 3,3x10%°a 2,3 x10* 5x10%*a1,5x10° 1,0 x 10* a 4 x10?

* Porcentagem de insatisfatorias; ** Clostridium sulfito redutor; E= estabelecimento
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Verificou-se a ocorréncia de uma amostra
(55 %) em desacordo quanto a presenga de
E. coli em um dos estabelecimentos (Tabela 2),
o que classifica a mesma como impropria
para consumo, de acordo com a legislagao®
para contagem de coliformes termotolerantes,
grupo do qual a E. coli faz parte. Rodrigues
et al’® relataram que 25 % dos lanches avaliados
apresentaram valores acima do limite aceitavel.
Em  trabalho  semelhante realizado em
Cuiabd/MT, 88,6 % das amostras de sanduiche
de hamburguer avaliadas tiveram niveis de
contamina¢do por coliformes termotolerantes
acima dos considerados seguros pelas leis
brasileiras'”. Porém, na presente investigacdo,
as analises foram feitas especificamente para
E. coli, diferenciagdo esta que ndo foi realizada
em outros trabalhos. A enumeracdo de
E. coli é importante pelo fato desse ser um
micro-organismo de origem exclusivamente fecal.

No que se refere a contagem de bolores
e leveduras, 61 % de amostras apresentaram
contagens em desacordo com o padrao adotado
(Tabela 2). Kuhn et al’ analisaram sanduiches
tipo X-salada e verificaram que 85 % das
amostras  apresentaram-se fora do padrio
higiénico considerado satisfatdrio. Altas contagens
de bolores e leveduras indicam sanitizagdo
pobre no processamento do alimento ou uma
selecdo mal feita da matéria-prima, introduzindo
produtos contaminados®.

Todas as amostras analisadas estavam em
conformidade com os padroes estabelecidos
para Bacillus cereus e Clostridium sulfito redutor
(Tabela 2). Esses resultados sio semelhantes aos
encontrados previamente'%.

A andlise de S. aureus demonstrou que
100 % das amostras encontravam-se de acordo
com o padrao adotado (Tabela 2). A legislacdo
brasileira preconiza a contagem de Staphylococcus
coagulase positiva, cujo limite esta estabelecido
em 10° UFC/g, conforme o adotado na presente
investigagdo. Os resultados encontrados indicam
que esses micro-organismos nao representaram
motivo de preocupagdo, uma vez que todas
as amostras apresentaram contagem abaixo do
limite de deteccdo de 10" UFC/g. Esse resultado
¢ melhor que o encontrado por outros autores™'?,
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amostras
quanto ao

que relataram a ocorréncia de
classificadas como insatisfatorias
numero desses micro-organismos.

Nao foi constatada a presenga de
Salmonella sp. em nenhuma das amostras
analisadas (Tabelas 1 e 2), semelhante ao

relatado para amostras de bife de hamburguer
no Reino Unido'", bem como amostras
provenientes do Rio Grande do Sul®.

Constatou-se que os niveis mais altos
de contaminacdo foram encontrados no
estabelecimento E4, seguido do E3 e E5;
tendo sido mais expressivas as contagens de
aerébios mesoéfilos, coliformes totais e fungos;
contudo foi verificada ainda a presenca de
E. coli ao analisar uma das amostras do
estabelecimento E4 (Tabela 2). O estabelecimento
E6 mostrou melhores resultados, apresentando
todas as amostras em conformidade com os

padrdes adotados. Bons resultados também
foram encontrados nos estabelecimentos E1 e E2
(Tabela 2).

Destaca-se que a adog¢dao das Boas
Praticas de Fabricagdo (BPFs) deve ser enfatizada
e efetivamente cobrada pela fiscalizagaio do
municipio, a fim de garantir a integridade e
inocuidade dos alimentos. As BPFs orientam
os manipuladores de alimentos quanto a
importancia da higiene no processamento,
elaboragdo, manipulagdo, armazenamento e
distribuicdo dos produtos. Além do mais, as
BPFs auxiliam na melhoria da qualidade
dos produtos e do ambiente de trabalho,
na diminui¢do de reclamagdes por parte dos
consumidores e no aumento da motivagio e
produtividade dos funcionarios. Programas de
treinamentos para manipuladores de alimentos

sao meios eficazes para transmissao desses
conhecimentos e promo¢dao de melhorias
nas condigdes higiénico-sanitarias dos

estabelecimentos alimenticios. Os manipuladores
de alimentos devem ser supervisionados e
capacitados periodicamente em higiene pessoal,
manipula¢ao higiénica dos alimentos e doengas
veiculadas por alimentos, a fim de reduzir os riscos
de contaminagdo'. O papel da universidade e
de outros setores publicos na disseminagdo
desses conhecimentos se faz proeminente.



Santana FA, Vieira MC, Pinto UM. Qualidade microbioldgica de sanduiches de estabelecimentos com servigo tipo delivery.

Rev Inst Adolfo Lutz. Sdo Paulo, 2015;74(2):156-61.

CONCLUSAO

Apesar da auséncia dos patdgenos
avaliados, as contagens elevadas de aerdbios
mesofilos, bolores e leveduras, assim como de
coliformes totais sugerem falhas nos processos
de higiene e no controle de qualidade durante
0 processamento, bem como a existéncia de
condi¢des para o desenvolvimento de patégenos.
Esses resultados indicam a necessidade de
implantagdo das boas praticas de produgdo nos
estabelecimentos avaliados, além da adogdo
de programas de treinamento de manipuladores
no municipio.
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RESUMO

O mercado da alimentagao coletiva cresceu nas tltimas décadas, influenciado pelas diversas mudangas
ocorridas na sociedade. Ao mesmo tempo em que houve o crescimento da utilizagdo dos servigos
de alimentagdo coletiva, verificou-se aumento na ocorréncia de doengas de origem alimentar,
influenciado por praticas inadequadas de manipulagdo. Deste modo, o objetivo deste estudo foi
de avaliar as boas praticas de manipulagio relacionadas ao fluxograma operacional de preparagdes
carneas servidas em uma Unidade de Alimentagdo e Nutrigdo. Como instrumento de avaliagdo
foi utilizada uma lista de verificagdo (check-list), baseada na legislacdo vigente. Além disso, foram
aferidas as temperaturas durante a distribuicdo de 12 preparagdes carneas servidas como prato
principal. A média de adequagdes evidenciadas por meio da aplica¢do da lista de verificagdo foi igual
a 46 %, sendo a maior parte das inadequagdes encontradas nas instalagdes da unidade. Em relagdo
a distribuicio, verificou-se que o balcio térmico da unidade nio era capaz de manter os alimentos
em temperatura segura para o consumo. Entretanto, as prepara¢des ndo foram expostas por tempo
prolongado. Percebe-se a necessidade da implantagdo de agdes corretivas a fim de minimizar os
possiveis riscos encontrados na unidade avaliada.

Palavras-chave. alimentacéo coletiva, doencas veiculadas por alimentos, carnes, boas praticas.

ABSTRACT

The collective food market has grown in recent decades, influenced by the various changes occurred
in the society. While the use of collective food service has been expanded, an increase in the
occurrence of food-borne diseases has noticed, derived from the inappropriate handling practices. The
present study aimed at evaluating the good handling practices, in particular on the hygienic sanitary
conditions of the operational flow chart for preparing meat served in a food and nutrition unit.
For evaluating the hygienic sanitary conditions in this unit, a check-list based on the current
legislation was applied for six times. Also, the temperatures were measured during the distribution of
12 meat preparations which were served as main course. By applying the check-list, the adequacy of
this unit was 46 %, and the majority of the inadequacies were found in the restaurant facilities.
Regarding the distribution process, the thermal counter of the unit showed inability in keeping the
foods at a safe temperature to be consumed; nevertheless these foods were not exposed for a long
time. It is important to point out that the corrective actions should be implemented to minimize
the potential hazards found in the evaluated unit.

Keywords. collective food service, food-borne diseases, meat, good practices.
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INTRODUCAO

Atualmente a escolha dos consumidores
por refeicbes mais convenientes influenciou o
mercado da alimentacdo coletiva. Além da
praticidade, a alimentagdo institucional por meio
do autosservico oferece refeicoes variadas e de
baixo custo, permitindo ao consumidor compor
o prato, de acordo com a preferéncia’.

Em contrapartida ao crescimento nos
servicos de alimentagdo, houve também um
aumento na ocorréncia de doengas de origem
alimentar, visto que em grandes estabelecimentos,
o preparo de alimentos com antecedéncia,
em grandes volumes e processamento térmico

insuficiente  favorecem a  ocorréncia  de
toxinfecgoes™.
Registros epidemioldgicos revelam que

a maioria dos surtos de doengas de origem
alimentar diagnosticados é atribuida a patogenos
veiculados por alimentos preparados nesses locais.
Ainda que o numero de surtos registrados seja
subestimado, sua relevancia ¢ reconhecida’.

A carne apresenta composicdo quimica
que a faz ser um excelente meio de cultura para a
proliferagdo microbiana, sendo considerada como
o alimento mais perecivel dentre os grupos
alimentares. As carnes possuem elevado teor de
agua, pH favoravel, assim como aminoacidos,
peptideos, nucleotideo e aglcares que servem
de substratos para a multiplicagdo de intimeros
contaminantes e/ou patdgenos, podendo acarretar
danos a saude’. De acordo com Fernandez et al’,
dos diversos alimentos que, frequentemente
aparecem relacionados a surtos de intoxicagdo
alimentares, destacam-se a carne bovina e a de
frango, pois sdo responsaveis pela veiculagdo,
principalmente, de clostridios, estafilacocos e
enterobactérias.

Considerando que as Boas Praticas de
Manipulagao (BPM) contribuem para a qualidade
e seguranca dos alimentos e, consequentemente,
a saude do consumidor, o presente estudo
teve por objetivo avaliar as boas praticas
na linha de produgdo de preparagdes carneas
de uma Unidade de Alimentagio e Nutri¢do,
bem como a relagdo tempo e temperatura das
preparagdes carneas durante sua distribuicao.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em uma
Unidade de Alimentagio e Nutricao (UAN)
localizada no municipio de Alegre, Espirito
Santo. Foram acompanhadas as etapas de
preparo das preparagdes carneas oferecidas no
horario do jantar, desde o recebimento até
a distribuigdo, de forma a verificar as Boas
Praticas de Manipulagdo, bem como a relagdo
bindmio tempo/temperatura das preparagdes.
Foi acompanhado o preparo de doze amostras,
quatro para cada uma dos trés tipos de
preparagdes a base de carnes ofertadas pela
unidade, sendo estas: carne de boi, de frango
e de porco.

A avaliagdio das Boas Praticas de
Manipulagao no fluxograma operacional das
preparagdes carneas ocorreu por meio da
aplicacao da lista de wverificagdo (check-list),
baseada nas Resolu¢does da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 275 de 21 de outubro de 2002 e
n° 216 de 15 de setembro de 2004%’. Esta
lista foi aplicada por seis vezes durante o més
de marco de 2011. Foram abordados 100 itens,
distribuidos nos seguintes grupos de observagao:
recebimento,  armazenamento, = manipula¢ao
e distribuicdo, incluindo a avaliagio da
temperatura.

As opgoes de resposta da lista de
verificagdo ~ foram:  “SIM”-  quando o
estabelecimento atendeu ao item observado,
“NAO” - quando o mesmo apresentou
ndo-conformidade e “NAO SE APLICA”
quando o item néo foi pertinente a realidade local.

A temperatura das preparagoes foi
aferida utilizando um termdémetro de inser¢do
de ponta aguda (Qualitats-Erzeugnis) com
leitura na faixa entre -50 °C e 300 °C,
higienizado com dlcool 70 % antes e
apos cada medicdo. Este foi inserido
no centro geométrico da preparagdio e a
leitura, realizada em duplicata, feita ap6s 1 min
de contato com o alimento. As temperaturas
foram aferidas em quatro momentos: logo
apos a cocgdo (espera para distribuicdo), no
inicio da distribuicdo, durante a distribuigdo e
ao final da distribuigao.
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O restaurante foi classificado com
base  nos  critérios  estabelecidos  pela
Resolucado RDC n° 275, de 20025 em

trés grupos de andlise, de acordo com o
percentual de adequacao dos itens avaliados:
Grupo I - 76 a 100 % de atendimento dos
itens, Grupo II - 51 a 75 % de
atendimento e Grupo III - 50 % ou menos
de atendimento.

A Unidade de Alimentagdo e Nutri¢ao
contava com 22 funcionarios, sendo dois
destes responsaveis pelo agougue. O cardapio
da unidade era constituido de um tipo de
prato principal e uma op¢ao, além da opgio
de ovos. O horario de funcionamento do
almogo era de 10:30 a 13:00 h, enquanto a
distribuicao do jantar de 17:30 a 18:30 h.
O restaurante servia em torno de 1000
refeicoes por dia sendo que, no jantar eram
servidas aproximadamente 240 refei¢des.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na avaliagdo geral, o percentual
de adequacdo da Unidade de Alimentagao foi

de 46 %, classificando-a no Grupo IIL
Como demonstrado na Figura 1, o
item recebimento apresentou 67 % de
adequagdo, diferindo das demais etapas,
com percentuais de adequagdo inferiores,
entre 25 e 40 %.
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80% - .
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60% -

50% -

0% 3% 300

30% -

20% -

10% -

0% A : :

Recebimento

Durante o recebimento de géneros,
ocorria a verificagdo do veiculo quanto ao
atendimento as normas higiénicossanitarias de
transporte de géneros alimenticios, a presenca
de equipamento para controle de temperatura
e o transporte exclusivo de alimentos. Além disso,
era verificada a uniformizagdo dos funcionarios
e a adequada identificacio da empresa no
crachd e no veiculo. Em todo recebimento eram
avaliadas as caracteristicas sensoriais do produto,
integridade, conferéncia do peso do alimento
solicitado e do peso real recebido, rotulagem,
data de validade e nota fiscal da entrega. Entretanto,
para a realizacdo da entrega do produto, a
unidade ndo apresentava local apropriado,
protegido e isolado da darea de preparo, além
de ndo ocorrer a verificagdo das temperaturas
dos produtos entregues, conforme recomendado
pela legislagao vigente’.

No estudo de Campos et al® em
restaurantes do tipo self-service no municipio
de Alfenas/MG, também foram encontrados
elevados percentuais de ndo conformidades
relacionadas ao recebimento de alimentos.
Para que este processo ocorra de forma adequada,
¢ recomendavel que aconteca em uma area
que possibilite a transferéncia de mercadorias
sem oferecer risco de contaminacio. E necessario
observar as condi¢oes higiénicas do veiculo
do fornecedor e do entregador, bem como

8

75%

60%

Sim

40% W Nio

ENA
25%

Recebimento Armazenamento Manipulacdo

Figura 1. Percentual de adequagio das

condicoes

Distribuicdo

higiénicossanitarias do fluxograma de carnes

servidas na Unidade de Alimentag¢do e Nutri¢do, por item de avaliagao
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analisar a compatibilidade do pedido com a
nota fiscal, verificando principalmente detalhes
como peso e custos. Deve-se verificar
também a integridade do produto e da
embalagem, temperatura, identificacio correta
e caracteristicas sensoriais do produto.

De acordo com Cardoso et al’, na
cadeia produtiva de alimentos, a obtengdo
da matéria-prima de boa qualidade, com a
procedéncia garantida pelos 6rgaos de inspegao,
¢ considerada requisito para a garantia da
qualidade e da inocuidade do produto final
Além disso, estd relacionada a saude dos

comensais, uma vez que alimentos de
procedéncia indeterminada nao passam por
inspecdo  sanitdria ou registro em Orgdos

publicos, procedimento que visa ao controle
dos produtos e tém o intuito de garantir que o
alimento esteja proprio para o consumo.

A aquisigdo de produtos de origem
animal necessita de cuidados, principalmente
no que diz respeito as  condigdes
de transporte e armazenamento, pois estes

podem estar ou serem contaminados por
micro-organismos  patogénicos durante essa
atividade, sendo indispensavel uma rigida

fiscalizacao.

Armazenamento

A unidade possuia uma unica cidmara
frigorifica para armazenar os trés tipos de
carnes oferecidas, a qual ndo se encontrava
em bom estado de conservacio. Ndo foram
evidenciadas planilhas para o controle diario
das temperaturas, sendo que o termostato na
ocasido estava danificado. O espago disponivel
era reduzido de forma a impedir a adequada
organiza¢gdo dos géneros e a devida troca de
embalagens de papeldo por caixas plasticas
limpas. Entretanto, eram respeitadas as ordens
de prazo de validade e de entrada das
matérias-primas. No trabalho de Ferreira et al",
0s itens que apresentaram maior porcentagem
de ndo conformidade foram rotulagem e
armazenamento do produto final (22,2 %) e
controle de qualidade do produto final
(33,3 %) devido a falta de analise do
produto final e falta de laudos laboratoriais.

Nos involucros dos alimentos
pré-preparados ou preparados faltavam algumas
informagdes importantes como a data de
preparo e o prazo de validade. Porém, mesmo
com a falta de organizagdio no interior da
camara, todos os géneros eram dispostos sobre
prateleiras ou paletes.

Logo apos o recebimento, as carnes devem
ser imediatamente armazenadas em cédmaras
proprias e organizadas. As matérias-primas,
os ingredientes e as embalagens devem ser

armazenados sobre paletes, estrados e ou
prateleiras,  respeitando-se o  espacamento
minimo necessario para garantir adequada
ventilagao, limpeza e, quando for o caso,
desinfec¢do do local’.
Manipulagao

As irregularidades evidenciadas nesta
etapa devem-se em parte as condigdes

relacionadas a estrutura e organizagao encontrada
na darea destinada ao pré-preparo das carnes.
Este setor ndo possuia separacdo fisica do
restante da unidade e nem possuia climatizagao,
sendo todas as atividades executadas em
temperatura ambiente. A sala de pré-preparo
deve ser fechada e climatizada de forma a
alcangar a temperatura adequada (entre 16 °C e
20 °C) para o resfriamento e manipula¢ao antes
do preparo final'2. Dada a condi¢do climatica da
regido, a temperatura ambiente na média anual
pode atingir 30 °C. Além disso, as areas de
preparo e de armazenamento ndo possuiam
portas ou qualquer outro sistema que mantivesse
essas areas livres de contaminac¢ao cruzada.

Na unidade em estudo, o descongelamento
era realizado sob temperatura ambiente. O
processo se iniciava com a retirada das pecas de
carne da camara de congelamento dois dias antes
de serem distribuidas aos comensais, e
permaneciam até o dia seguinte para ser
encaminhada ao pré-preparo e levada em seguida
para camara de resfriamento, para finalmente,
no terceiro dia ser preparada e servida. Sabe-se
que a etapa de descongelamento deve ser efetuada
em condi¢oes de refrigeragdio em temperatura
inferior a 5 °C ou em forno micro-ondas, quando
o alimento for submetido imediatamente a coc¢ao’.
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estavam devidamente
uniformizados, com roupas brancas, toucas
descartaveis e sapatos antiderrapantes.
Entretanto, alguns utilizavam adornos e possuiam
uniformes e aventais em condi¢des de limpeza
insatisfatorias. No momento do pré-preparo e
preparo, foram observadas conversas excessivas
entre os funciondrios. Estes executavam a lavagem
das maos antes do contato com os alimentos,
entretanto esta atividade ndo era executada
frequentemente, em especial quando havia troca
de contato com outros alimentos. Nao foi
evidenciada a presenga de cartazes com
informagdes acerca da lavagem correta das
maos e demais habitos de higiene.

Alguns funciondrios que manipulavam as
carnes nao utilizam equipamentos de prote¢do
individual como luvas metdlicas. Durante o
preparo das refeicoes ndo havia controle das
temperaturas das preparagdes carneas, nem das
demais preparagoes servidas.

A manipulagdo é uma etapa que oferece
grande  risco de  contaminagdo, sendo
responsavel por 24 % dos surtos de toxinfec¢do
alimentar’”. Uma das possiveis causas seria a
falta da verificagdo e do controle de tempo
e temperatura no preparo dos alimentos.
Nao ha uma total garantia que todas as carnes
submetidas a coc¢ao atinjam no minimo 70 °C
no centro geométrico’, se ndao houver um
controle adequado e sistematico.

Os funcionarios

Distribuicao e temperatura das preparagoes
carneas

A relagio tempo/temperatura, higiene
dos manipuladores e utensilios sao fatores
importantes que devem ser considerados na
etapa de distribuicado. O balcdo térmico da
unidade encontrava-se em inadequado estado
de conservagio e funcionamento, o que
impossibilitava o controle da temperatura do
mesmo. A temperatura ideal a ser mantida no
balcao é de 80 °C a 90 °C", o que nao foi
observado na unidade, a qual apresentou no
momento da distribui¢ao a temperatura de 74 °C.
Vale ressaltar que o balcdo de distribui¢do nio
oferecia nenhuma barreira fisica, como um vidro
aparador que separa o comensal da preparagio.
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Esses fatos fizeram com que essa etapa obtivesse
apenas 25 % dos itens em adequagao.

O principal objetivo dos balcoes térmicos
durante a distribui¢do dos alimentos é fornecer
as preparagdes em temperatura agradavel,
alélm de manter condigio segura sob o
ponto de vista microbioldgico. Para maior
seguran¢a no tempo de exposi¢do, é necessario
que o equipamento de distribuicdo esteja sob
temperatura controlada, em adequado estado de
conservagao e funcionamento’. De acordo com
a RDC n° 216, de 15 de setembro de 20047, apds
passarem pela coc¢do, os alimentos preparados
devem ser mantidos em condi¢des de tempo e de
temperatura que ndo favoregcam a multiplica¢ao
microbiana. Para conservagdo a quente, o0s
alimentos devem ser submetidos a temperatura
superior a 60 °C por, no maximo, 6 (seis) horas.

Dentre as preparagdes avaliadas, as que
atingiram as temperaturas mais elevadas, durante
o preparo, foram a carne bovina moida (92 °C),
estrogonofe de frango (85,2 °C) e apenas uma
preparagdo (picadinho de carne de porco) nao
atingiu o valor minimo de 70 °C (Figura 2).
A temperatura de cocg¢do é um fator fundamental
no controle das condi¢des sanitdrias do alimento.
De acordo com a Resolugdo RDC n° 216
de 20047, o tratamento térmico deve garantir
que todas as partes dos alimentos atinjam a
temperatura de no minimo 70 °C.

Em relagdio ao tempo e temperatura
das preparagdes carneas, nota-se que poucas
amostras conseguiram manter a temperatura
acima de 60 °C, até o final da distribuicdo.
Mesmo tratando-se de valores reduzidos, nao
se pode afirmar que as  preparagdes
encontravam-se em condi¢des inadequadas, visto
que o tempo de exposicio ndo ultrapassou
uma hora”. Consta na RDC n° 216 de 2004’
que a temperatura do alimento preparado deve
ser reduzida de 60 °C a 10 °C em até duas horas.
Segundo Rodrigues et al', os balcdes térmicos
durante a distribuicdo dos alimentos devem
fornecer as preparagdes em temperatura
agradavel, além de manter condi¢do segura
sob o ponto de vista microbiolégico. Para maior
seguranga no tempo de exposi¢do, é necessario
que o equipamento de distribuicdo esteja sob
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Figura 2. Tempo e temperatura durante a distribuicdo das prepara¢des carneas servidas como prato principal
na Unidade de Alimentagao e Nutri¢ao (A: carne de frango; B: carne suina; C: carne bovina)

temperatura controlada, em adequado estado de
conservagdo e funcionamento. Soares et al®®
analisaram a relacdo tempo/temperatura de
preparagdes quentes de um  Restaurante
Universitario relataram que 66,7 % dos pratos
a base de carnes apresentaram temperatura
superior a 60 °C. Além disso, observaram
que em 10 % dos casos em que a temperatura
da carne esteve insuficiente, a mesma mantinha
essa inadequagdo até o fim do preparo.

CONCLUSAO

Apds o acompanhamento do fluxograma
operacional das preparagdes carneas, poOde-se
verificar que no agougue da unidade, bem
como em todo restante da unidade, foram
evidenciadas condi¢des inadequadas quanto
a estrutura fisica, o que pode colaborar para o
risco de contamina¢do durante a produgdo das
carnes. Observou-se inadequagdes quanto a
recepcdo e armazenamento dos géneros, bem
como praticas inadequadas dos manipuladores

durante a preparacio das carnes. Além disso,
observou-se a falta do controle e registro do
tempo e da temperatura em todas as etapas,
em especial durante a distribuicdo. Sugere-se
assim, a implementa¢io de um monitoramento
mais eficiente com relagio a aplicacio das
boas praticas de manipulagio de alimentos,
contemplando a confecgdo de Procedimentos
Operacionais Padronizados, registros de controle
de temperatura/tempo, assim como da limpeza,
a fim de minimizar pontos criticos durante a
produgdo. Durante a pesquisa, nao foi
observado em momento algum, a realiza¢ao
de treinamentos. Esta pratica se torna bastante
eficaz quando executada de forma frequente
nas unidades. Além disso, sugere-se melhorias
na estrutura fisica, para que o fluxograma
operacional de todas as preparagdes servidas esteja
de acordo com a legislacdo vigente para a unidade
de alimentacdo e nutricao estudada. Desta forma,
destaca-se a importincia do controle operacional
de todas as preparagbes como uma forma de
evitar prejuizos uturos a saude dos comensais.
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O fornecimento de refeicoes saudaveis e
seguras do ponto de vista higiénicossanitario
garante, além da manutengdo, a recuperagao
da satde dos comensais, o desenvolvimento de
habitos alimentares saudaveis, a conveniéncia e o
contato social, sendo de extrema importancia
para a saude e o bem-estar da populagao.
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A Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL), iniciada em 1941, é uma publicagdo trimestral com a missdo de divulgar
resultados de investigagoes cientificas relacionadas as agoes de promogao a satide, prevengao e controle de agravos e doencas
de interesse em saude publica, além de incentivar a produgao de artigos cientificos nas areas de vigildncia epidemioldgica e
sanitaria e de proporcionar a atualizagao e aprimoramento de profissionais da drea em ambito nacional e internacional.

A RIAL ¢ inter e multidisciplinar, arbitrada, aberta a contribui¢des de autores nacionais e estrangeiros. Publica
prioritariamente pesquisas originais com contribui¢des relevantes na drea laboratorial em satde publica, realizadas
com rigor cientifico e que possam ser replicadas e generalizadas.

Politica Editorial

Editadanosformatosimpresso e eletronico,a RIAL tem interesse por trabalhos originais em todas as areaslaboratoriais
em satde pubica. Sao também publicadas outras contribui¢des inéditas, desde que sobre temas atuais e importantes
- revisdes de literatura, comunicagdes breves e notas cientificas — além de resumos de teses e dissertagdes.

Os manuscritos devem destinar-se exclusivamente a RIAL, ndo sendo permitida sua apresenta¢ao simultanea a
outro periddico. As contribuicdes podem ser apresentadas em portugués ou inglés.

Os manuscritos submetidos sdo analisados inicialmente pelos editores quanto ao atendimento aos padroes da RIAL e
as normas para o envio dos originais. Aqueles manuscritos selecionados sdo encaminhados para avalia¢ao por pares
externos de area pertinente, sempre de institui¢des distintas aquela da origem do manuscrito, sendo garantido o
anonimato e a confidencialidade durante todo o processo de avaliagdo. Apos receber os pareceres, o Corpo Editorial,
que detém a decisdo final sobre a publicagido ou nao do texto, avalia a aceita¢ao do texto sem modificagdes, a recusa
ou a devolugao ao autor com as sugestoes apontadas pelos relatores.

Os manuscritos submetidos devem atender a politica editorial da RIAL e as Instrugdes aos Autores, que seguem
os Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedica Journals: Writing and Editing for Biomedical
Publication (http://www.icmje.org) , além dos critérios éticos da pesquisa humana e animal.

Os autores devem explicitar em METODOS que a pesquisa foi conduzida dentro dos padrdes exigidos pela
Resolugdo 466 de 12 de dezembro de 2012 do Ministério da Satide - Conselho Nacional da Saude, em caso de ética
humana, e pela Lei Federal 11.794 de 08 de outubro de 2008, pela Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizagao
de Animais para fins Cientificos e Didéticos - DBCA de 2013 e pelas Resolugoes Normativas N° 12, N° 13 e N° 14 no
caso de experimentagdo animal. A pesquisa devera ser aprovada por comissdo de ética humana (CEP) reconhecida
pela Comissio Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) - vinculada ao Conselho Nacional de Saude (CNS), bem
como registro dos estudos de ensaios clinicos em base de dados, conforme recomendagao aos editores da Lilacs e
Scielo, disponiveis em: http://bvsmodelo.bvsalud.org/site/lilacs/homepage.htm. No caso de experiemntagdo animal
o projeto deveré ser aprovado por Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) reconhecida pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal do Ministério de Ciéncia e Tecnologia e Inovacdao (CONCEA).
O nome da base de dados, sigla e/ou nimero do ensaio clinico, assim como o nimero do processo e 0 nome
da comissdo de ética que aprovou o projeto, deverdo ser colocados ao final do RESUMO. Nos casos de ensaios
envolvendo animais, estes deverdo atender a Lei Federal 9605 contra crimes ambientais, a Lei federal 6638/76 e a Lei
11.794/08, que normatiza a utilizagdo de animais em pesquisa cientifica. Os autores deverao ter em seu poder todos
os documentos referentes a este procedimento, que poderao ser solicitados em qualquer momento pelos editores.

Os autores serdo responsaveis por reconhecer e revelar conflitos financeiros, de interesse comercial e/ou associativo,
relacionados ao material de trabalho ou outros que possam influencia-los, apresentando uma declaragdo sobre a
existéncia ou ndo de tais conflitos. Os relatores também devem revelar aos editores qualquer conflito que possa
influir ou impedir as suas avaliagdes.

Os manuscritos publicados sao de propriedade da RIAL. A transferéncia de direitos autorais sera solicitada apds a
aprovac¢do do manuscrito para publicagio.
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Informacgées Gerais

Os manuscritos submetidos a publicagdo na RIAL devem ser apresentados de acordo com as Instrugdes aos
Autores.

Sao aceitos manuscritos nos idiomas: portugués e inglés.

O manuscrito deve ser encaminhado em formato eletrénico (e-mail) ou impresso, aos cuidados do editor-chefe da
RIAL, no seguinte endereco:

Revista do Instituto Adolfo Lutz (RIAL)

Nucleo de Acervo

Av. Dr. Arnaldo, 355 - Cerqueira César - Sao Paulo - SP - Brasil - CEP: 01246-000
Ou por meio eletronico em rial@saude.sp.gov.br

Pormenores sobre os itens exigidos para apresentacdo do manuscrito estdo descritos a seguir.

1. Categoria De Artigos

1.1 Artigos Originais: Incluem estudos relacionados a prevengao e controle de agravos e a promogao a saide. Devem
ser baseados em novos dados ou perspectivas relevantes para saude publica. Cada artigo deve conter objetivos e
hipoteses claras, desenho e métodos utilizados, resultados, discussao e conclusdes.

Informagdes Complementares:
¢ Devem ter até 20 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

¢ Astabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 05 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

¢ As referéncias bibliograficas, limitadas a 40, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos nao publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros)
devem ser evitadas.

¢ Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicacdo de 3 a 6
palavras-chave (keywords).

A estrutura dos artigos originais de pesquisa ¢ a convencional: Introdugao, Material e Métodos, Resultados,
Discussao e Conclusdo, embora outros formatos possam ser aceitos, mas respeitando a logica da estrutura de artigos
cientificos.

1.2 Artigos de Revisao: Dedicados a apresentagdo e a discussao de temas de interesse cientifico e de relevancia paraa
saude publica. Devem apresentar formulagao clara de um objeto cientifico de interesse, argumentagao logica, critica
tedrico-metodoldgica dos trabalhos consultados e sintese conclusiva. Devem ser elaborados por pesquisadores com
experiéncia no campo em questdo ou por especialistas de reconhecido saber.

170

Ay Sy



<~

INSTRUGOES AOS AUTORES

Informagoes complementares:

L 4

Devem ter até 25 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 03 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

As referéncias bibliograficas, limitadas a 50, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros)
devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras, com a indicagao de 3 a 6 palavras-
chave (keywords).

1.3 Comunicacdes Breves: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos significativos no campo
da pesquisa de interesse em saude publica e que ndo comportam uma analise mais abrangente.

Informagoes complementares:

L 4

L 4

Devem ter até 10 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

As referéncias bibliograficas, limitadas a 15, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros)
devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6
palavras-chave (keywords).

Sua apresentagao deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais.

1.4 Notas Cientificas: Sdo relatos sucintos destinados a rapida divulgagdo de eventos relevantes de uma pesquisa
experimental que justifique a publicagdo de resultados parciais.

Informagoes complementares:

L 4

L 4
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Devem ter até 06 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

As tabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

As referéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros)
devem ser evitadas.

Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6
palavras-chave (keywords).

Sua apresentagdo deve acompanhar as mesmas normas exigidas para artigos originais, porém na forma de
texto unico.
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1.5 Relatos de Caso: Sao textos que contemplam principalmente a drea médica, em que o resultado é anterior ao
interesse de sua divulgagdo ou a ocorréncia dos resultados nao é planejada.

Informagoes complementares:

¢ Devem ter até 03 laudas impressas, excluindo resumos, tabelas, figuras e referéncias.

+ Astabelas, figuras, graficos e fotos, limitadas a 02 no conjunto, devem incluir apenas os dados imprescindiveis.
As figuras ndo devem repetir dados ja descritos em tabelas. Devem ser apresentadas em arquivo separado.

¢ Asreferéncias bibliograficas, limitadas a 10, devem incluir apenas aquelas estritamente pertinentes e relevantes
a problematica abordada. Deve-se evitar a inclusdo de numero excessivo de referéncias numa mesma citagao.
Citagoes de documentos ndo publicados e ndo indexados na literatura cientifica (teses, relatorios e outros)
devem ser evitadas.

¢ Os resumos em portugués e em inglés (abstract) devem ter até 200 palavras e devem ter entre 3 a 6
palavras-chave (keywords).

¢ Devem apresentar Introdugéo, Relato de caso, Discussdo e Conclusio, na forma de texto tnico.

1.6 Resumos de Teses e Dissertacoes: Sdo aceitos resumos de teses e dissertagdes até um ano apds a defesa.
Informagdes complementares:

¢ Devem ter até 400 palavras e devem ter entre 3 a 6 palavras-chave (keywords).

¢ Sua apresentagdo deve conter o nome do autor e do orientador, titulo do trabalho em portugués e em inglés,
nome da institui¢ao em que foi apresentado, area de concentragdo e ano da defesa.

2. Apresentacio do manuscrito: Os textos devem ser redigidos em processador de texto Word for Windows
2003 ou compativel, no formato A4, espaco duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. Devem ser
evitados arquivos compactados. A estrutura do manuscrito deve estar em conformidade com as normas do
Sistema Vancouver - Titulo; Autores e Instituicdes; Resumo e Abstract; Introduc¢do; Material e Métodos;
Resultados; Discussao; Conclusdo; Agradecimentos; Referéncias; Tabelas; Figuras e Fotografias.

2.1 Pagina de Identificagao: Deve constar:

Titulo em portugués e em inglés: O titulo deve ser conciso, completo e conter informacdes. Se 0 manuscrito
for submetido em inglés, deve ser fornecido um titulo em portugués.

Autores: De acordo com o International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE), sdo considerados autores
aqueles que contribuiram substancialmente para a concep¢éo e planejamento, ou andlise e interpretagdo dos dados;
contribuiram significativamente na elabora¢ao do rascunho ou na revisdo critica do contetido e participaram da
aprovagao da versdo final do mesmo. Somente a aquisigdo de financiamento, a coleta de dados ou supervisdo geral
de grupos de pesquisa ndo justificam autoria — maiores esclarecimentos sobre autoria podem ser encontrados na
pagina do ICMJE (http://www.icjme.org). Deve constar o nome completo, sem abreviagdes e com tltimo sobrenome
em caixa alta (exemplo: Ana Maria Camargo da SILVA) e o e-mail do autor responsavel. O autor responsavel para
troca de correspondéncia deve estar assinalado com asterisco (*) e apresentar também o enderego completo.

Afiliacdao: Deveserindicadaainstituicio a qual cadaautor estd afiliado, na seguinte ordem de hierarquias institucionais
de afiliagdo: laboratdrio, setor, se¢do, servico, divisao, departamento, instituto, faculdade e universidade.

Financiamento da pesquisa: Se a pesquisa foi subvencionada, indicar o tipo de auxilio, o nome da agéncia
financiadora e o respectivo numero do processo.

172

~



a4

INSTRUGOES AOS AUTORES

Apresentacdo prévia: Quando baseado em tese ou dissertagdo, indicar o nome do autor, titulo, ano, nome
do programa de pés-graduacgdo e instituigio onde foi apresentada. Quando apresentado em evento cientifico,
indicar o nome do evento, local e ano da realizagio.

2.2 Preparo do manuscrito:

Resumo/Abstract: Todos os textos deverdo ter resumos em portugués e inglés, dimensionados para ter até 200
palavras. Como regra geral, o resumo deve incluir objetivos do estudo, principais procedimentos metodologicos,
principais resultados e conclusoes.

Palavras-chave/keywords: Devem ser indicados entre 3 a 6 descritores do contetdo, extraidos do vocabuldrio
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) da Bireme (disponivel em http://www.bireme.br) nos idiomas
portugués e inglés. Em inglés, com base no Medical Subject Headings (MeSH).

Caso nao sejam encontrados descritores adequados para a temdtica do manuscrito, poderdo ser indicados
termos ndo existentes nos conjuntos citados.

Estrutura do texto:

A) Introdugio: Deve ser breve, relatando o contexto e a justificativa do estudo, apoiados em referéncias
pertinentes ao objetivo do manuscrito, sintetizando a importancia e destacando as lacunas do conhecimento
abordadas. Nao deve incluir dados ou conclusées do estudo em referéncia

B) Material e Métodos: Os procedimentos adotados devem ser descritos claramente, bem como as varidveis
analisadas, com a respectiva defini¢ao, quando necessdria, e a hipotese a ser testada. Devem ser descritas a
populagio e a amostra, instrumentos de medida, com a apresentagio, se possivel, de medidas de validade e conter
informagdes sobre a coleta e processamento de dados. Deve ser incluida a devida referéncia para os métodos
e técnicas empregados, inclusive os métodos estatisticos; métodos novos ou substancialmente modificados devem
ser descritos, justificando as razdes para seu uso e mencionando suas limitagdes.

Os critérios éticos da pesquisa devem ser respeitados; os autores devem explicitar que a pesquisa foi conduzida
dentro de padrdes éticos e foi aprovada por comité de ética, indicando o nome do comité de ética, niimero e
data do registro.

C) Resultados: Devem ser apresentados em uma sequéncia logica, iniciando-se com a descri¢do dos dados
mais importantes. Tabelas e figuras devem ser restritas aquelas necessarias para argumentagdo e a descrigdo
dos dados no texto deve ser restrita aos mais importantes. Os graficos devem ser utilizados para destacar os
resultados mais relevantes e resumir relagdes complexas. Dados em graficos e tabelas nao devem ser
duplicados nem repetidos no texto. Os resultados numéricos devem especificar os métodos estatisticos
utilizados na analise.

D) Discussiao: A partir dos dados obtidos e resultados alcangados, os novos e importantes aspectos
observados devem ser interpretados a luz da literatura cientifica e das teorias existentes no campo.
Argumentos e provas baseadas em comunicagdo de carater pessoal ou divulgadas em documentos restritos nao
podem servir de apoio as argumentacdes do autor. Tanto as limitagdes do trabalho quanto suas implicagdes
para futuras pesquisas devem ser esclarecidas. Incluir somente hipoteses e generalizagdes baseadas nos dados
do trabalho. As conclusdes podem finalizar esta parte, retomando o objetivo do trabalho ou serem apresentadas
em item separado.

E) Agradecimentos: Este item é opcional e pode ser utilizado para mencionar os nomes de pessoas que, embora
ndo preencham os requisitos de autoria, prestaram colaboragdo ao trabalho. Serd preciso explicitar o motivo
do agradecimento, por exemplo, consultoria cientifica, revisao critica do manuscrito, coleta de dados etc.
Deve haver permissdo expressa dos nomeados e o autor responsavel deve anexar a Declaragio de
Responsabilidade pelos Agradecimentos. Também pode constar desta parte apoio logistico de institui¢des.
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2.3 Citagdo no texto: A exatiddo das referéncias ¢ de responsabilidade dos autores. Devem ser indicadas pelo
seu numero na listagem, na forma de expoente, sem uso de parénteses, colchetes e similares. Nos casos em
que ha citacido do nome do autor, o numero da referéncia deve ser colocado a seguir do nome do autor.
Trabalhos com dois autores devem fazer referéncia aos dois autores ligados por “e”. Nos outros casos apresentar
apenas o primeiro autor (seguido de et al, em caso de autoria multipla).

Exemplos: Nos Estados Unidos e Canada, a obrigatoriedade da declaragdo dos nutrientes no roétulo do
alimento é mais antiga e foram desenvolvidos métodos hidroliticos, como o AOAC 996.06', de extragio e
determina¢ao da GT por célculo a partir dos AG obtidos por cromatografia gasosa com detector de ionizagao
em chama (GC/DIC)?3.

Segundo Chang et al*, 0 aumento do tamanho das particulas resulta numa redugao da area de superficie conferindo
uma melhora na retengéo e estabilidade das mesmas.

2.4 Referéncias: Listadas ao final do texto, devem respeitar a quantidade definida para cada categoria de artigos
aceitos pela RIAL. As referéncias devem ser normalizadas de acordo com o estilo Uniform Requirements
for Manuscripts Submitted to Biomedical Journals: Writing and Editing for Biomedical Publication, numeradas
consecutivamente na ordem em que foram mencionadas a primeira vez no texto.

Os titulos de periddicos devem ser referidos de forma abreviada, de acordo com o Medline, disponivel no enderego
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=journals. Para consultar periddicos nacionais e latino-americanos:
http://portal.revistas.bvs.br/main.php?home=true&lang=pt.

No caso de publicagdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis, citam-se os seis primeiros, seguidos
da expressao latina “et al”. Referéncias de um mesmo autor devem ser organizadas em ordem cronoldgica
crescente.

Exemplos:
Artigos de periddicos:

Aued-Pimentel S, Zenebon O. Lipidios totais e dcidos graxos na informag¢ao nutricional do rétulo dos alimentos
embalados: aspectos sobre legislacdo e quantificagdo. Rev Inst Adolfo Lutz. 2009;68(2):121-6.

Weihrauch JL, Posati LP, Anderson BA, Exler J. Lipid conversion factors for calculating fatty acids contents of foods.
J Am Oil Chem Soc. 1977;54:36-40.

Hennington EA. Acolhimento como pratica interdisciplinar num programa de extensdo. Cad Saude Coletiva
[Internet]. 2005;21(1):256-65. Disponivel em:

[http://www.scielo.br/pdf/csp/v21n1/28.pdf].

Livros:

Ringsven MK, Bond D. Gerontology and leadership skills for nurses. 22 ed. Albany (NY):Delmar Publishers;1996.
Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sdo Paulo: James Martim; 2009.

Institute of Medicine (US). Looking at the future of the Medicaid program. Washington (DC): The Institute; 1992.
Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer. Washington: National Academy Press 2001 [acesso
2003 Jul 13]. Disponivel em: [http://www.nap.edu/catalog.php?record_id=10149].

Capitulos de livro:

Wirdh L. Histéria da Epidemiologia. In: Lopez D, organizador. Estudos epidemioldgicos qualitativos. Sao Paulo:

James Martim; 2009.p.64-76.
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Dissertacdes, teses e monografias:

Santos EP. Estabilidade quimica da manteiga da terra [dissertagdo de mestrado]. Bananeiras - PB:
Universidade Federal da Paraiba;1995.

Moreschi ECP. Desenvolvimento e validagio de métodos cromatograficos e avaliagio da estabilidade de
vitaminas hidrossoliveis em alimentos [tese de doutorado]. Sdo Paulo (SP): Universidade de Sao Paulo; 2006.

Trabalhos de congressos, simpdsios, encontros, seminarios e outros:

Barboza et al. Descentralizagio das politicas puablicas em DST/AIDS no Estado de Sido Paulo.
III Encontro do Programa de Pds-Graduagdo em Infec¢bes e Saude Publica; agosto de 2004; Sio Paulo:
Rev Inst Adolfo Lutz. p. 34 [resumo 32-SC].

Dados eletronicos:

Companhia de Saneamento Bésico do Estado de Sdo Paulo - SABESP. O que fazemos/Qualidade da agua.
[acesso 2008 Set 17]. Disponivel em: [http://www.sabesp.com.br/CalandraWeb/CalandraRedirect/?temp=4&proj=
sabesp&pub=T&db=&doci].

Legislacao:

Brasil. Ministério da Satde. Resolugdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001. Aprova o Regulamento Técnico
sobre Padroes Microbioldgicos para Alimentos. Didrio Oficial [da] Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF,
10 jan. 2001. Segao 1, n°7-E. p.45-53.

Autoria institucional:

Instituto Adolfo Lutz (Sao Paulo - Brasil). Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos: normas analiticas
do Instituto Adolfo Lutz. 4* ed. [1* ed. digital]. Sdo Paulo (SP): Instituto Adolfo Lutz; 2008. Disponivel em:
[http://www.ial.sp.gov.br/index.php?option=com_remository&Itemid=7&func=select&orderby=1&Itemid=7].

Organizaciéon Mundial de la Salud - OMS. Como investigar el uso de medicamentos em los servicios de salud.
Indicadores seleccionados del uso de medicamentos. Ginebra; 1993. (DAP. 93.1).

Patente:

Larsen CE, Trip R, Johnson CR, inventors: Novoste Corporation, assignee. Methods for procedures related to
eletrophysiology of the heart. US patent 5,529,067. 1995 Jun 25.

Casos ndo contemplados nesta instru¢dao devem ser citados conforme indicagdo do Committee of Medical
Journals Editors (Grupo Vancouver), disponivel em: http://www.cmje.org. Referéncias a documentos nao
indexados na literatura cientifica mundial, em geral de divulgac¢do circunscrita a uma instituicio ou a um
evento (teses, relatorios de pesquisa, comunicagdes em eventos, dentre outros) e informagdes extraidas de
documentos eletrénicos, ndo mantidas permanentemente em sites, se relevantes, devem figurar no rodapé das
paginas do texto onde foram citadas.

2.5 Ntmeros de figuras e tabelas: A quantidade de figuras e tabelas de cada manuscrito deve respeitar a
quantidade definida para cada categoria de artigos aceitos pela RIAL. Todos os elementos graficos ou
tabulares apresentados serao identificados como figura ou tabela, e numerados sequencialmente a partir de
um, e ndo como quadros, graficos etc.
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A) Tabelas: Devem ser redigidas em processador de texto Word for Windows 2003 ou compativel e serem
apresentadas em arquivos separados, numeradas consecutivamente com algarismos arabicos, na ordem em que
foram citadas no texto. A cada uma deve-se atribuir um titulo breve, ndo se utilizando tragos internos horizontais
ou verticais. As notas explicativas devem ser limitadas ao menor niimero possivel e colocadas no rodapédas tabelas
e ndo no cabegalho ou titulo. Se houver tabela extraida de outro trabalho, previamente publicado, os autores devem
solicitar formalmente autorizagdo da revista que a publicou, para sua reprodugéo.

B) Figuras: As ilustragdes (fotografias, desenhos, graficos etc.) devem ser citadas como Figuras, apresentadas em
arquivos separados e numeradas consecutivamente com algarismos arabicos na ordem em que foram citadas no
texto. Devem conter titulo e legenda apresentados na parte inferior da figura. S6 serdo admitidas para publicagao
figuras suficientemente claras e com qualidade digital que permitam sua impressao, preferencialmente no formato
vetorial. No formato JPEG, a resolu¢do minima deve ser de 300 dpi. Figuras em cores serdo publicadas quando for
necessaria a clareza da informacéo e os custos deverao ser cobertos pelos autores. Se houver figura extraida de outro
trabalho, previamente publicado, os autores devem solicitar autorizagdo, por escrito, para sua reprodugao.

Documento/declaragao Quem assina Quando anexar

Carta de Apresentagao Todos Submissao

Responsabilidade pelos Agradecimentos Autor responsavel Aprovagido
Todos Aprovagao

Transferéncia de Direitos Autorais

3. Declaracoes e documentos solicitados: Em conformidade com as diretrizes do International Committee of
Medical Journal Editors, sdo solicitados alguns documentos e declaragdes do(s) autor(es) para a avaliagdo de seu
manuscrito. Observe a relagdio dos documentos abaixo e, nos casos em que se aplique, anexe o documento ao
processo. O momento em que tais documentos serdo solicitados é variavel.

A carta de Apresenta¢do do manuscrito, assinada por todos os autores, deve conter:

¢ Um paragrafo declarando a responsabilidade de cada autor: ter contribuido substancialmente para a
concepgao e planejamento ou andlise e interpretagdo dos dados; ter contribuido significativamente na elaboragao
do rascunho ou na revisao critica do contetido; e ter participado da aprovagio da versao final do manuscrito.
Para mais informagoes sobre critérios de autoria, consulte a pagina do ICMJE (http://www.icjme.org).

¢ Um paragrafo contendo a declaragao de potenciais conflitos de interesses dos autores.
¢ Um paragrafo contendo a declara¢ao que o trabalho nédo foi publicado, parcial ou integralmente, em outro

periddico. Todos os autores devem ler, assinar e enviar documento transferindo os direitos autorais. O artigo sé
sera liberado para publicacao quando esse documento estiver de posse da RIAL.

'

. Verificacao dos itens exigidos na submissao:
1. Nome e instituicdo de afiliagdo de cada autor, incluindo e-mail e telefone do autor responsavel.

2. Titulo do manuscrito, em portugués e inglés.

(M)

. Texto apresentado em letras Times New Roman, corpo 12, em formato Word ou similar (doc, txt, rtf).
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4. Resumos em dois idiomas, um deles obrigatoriamente em inglés.

5. Carta de Apresentagao assinada por todos os autores.

6. Nome da agéncia financiadora e nimero(s) do processo(s).

7. No caso de artigo baseado em tese/dissertacdo, indicar o nome da institui¢do/Programa, grau e o ano de defesa.

8. Referéncias normalizadas segundo estilo Vancouver, ordenadas pela citagdo no texto e numeradas, e se todas
estdo citadas no texto.

9. Tabelas numeradas sequencialmente, com titulo e notas, e no maximo com 12 colunas, em formato Word ou
similar (doc, txt, rtf).

10. Figura no formato vetorial ou em pdf, ou tif, ou jpeg ou bmp, com resolu¢do minima 300 dpi.

5. Revisao da redacdo cientifica: Para ser publicado, o manuscrito aprovado é submetido a revisao da redagao
cientifica, gramatical e de estilo. A RIAL se reserva o direito de introduzir alteragdes nos originais, visando a
manuten¢do da homogeneidade e qualidade da publicagao, respeitando, porém, o estilo e as opinides dos autores.
Inclusive a versao em inglés do artigo tera esta etapa de revisao.

6. Provas: Apos sua aprovagao pelos editores, o manuscrito sera revisado quanto a redagao cientifica. O autor
responsavel pela correspondéncia recebera as provas graficas para revisao por correio eletronico em formato pdf
(portable document format). O prazo maximo para a revisio da prova é de dois dias. E importante cumprir os
prazos de revisdo para garantir a publicagdo no fasciculo programado. Atrasos nesta fase poderdo resultar em
remanejamento do artigo para fasciculos subsequentes.

7. Publicacdo e distribui¢ao: Os artigos serdo publicados em ordem cronoldgica de aprovagdo. As datas de
recebimento e de aprova¢ao do artigo constarao obrigatoriamente no mesmo.

E permitida a reproducio, no todo ou em parte, de artigos publicados na RIAL, desde que sejam indicados a origem
e o nome do autor, de conformidade com a legislacdo sobre os direitos autorais.

A Revista do Instituto Adolfo Lutz é distribuida gratuitamente a entidades governamentais, culturais ou em permuta
de periddicos nacionais ou estrangeiros.
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