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"Nada no mundo consegue tomar o lugar da
persisténcia. O talento ndo consegue; nada é
mais comum que homens fracassados com
talento. A genialidade ndo consegue; génios
ndo recompensados é quase um proverbio. A
educacdo nao consegue; 0 mundo é cheio de
errantes  educados. A  persisténcia e

determinagéo sozinhas sdo onipotentes."
(Calvin Coolidge)


javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
javascript:AbreJanela('pesquisa.cgi?cmd=txt&ref=1159966421');
http://www.ociocriativo.com.br/frases/pesquisa.cgi?cmd=psq&chk=1&opc=txt&chk_aut=1&key=Calvin%20Coolidge

Dedico a Deus que tornou essa jornada
abencoada e a minha méde Maria de
Lourdes Pujarra, que sempre ofereceu

carinho e apoio em minha vida.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus que me acompanhou, me abencoando e me ajudando a
alcancar meus objetivos.

Agradeco a minha mde Maria de Lourdes Pujarra pelo incentivo e apoio, permitindo a
realizacdo de um sonho, que era cursar uma faculdade.

Obrigada também a minha irma Samaila, melhor amiga e companheira, pela ajuda quando
precisei, por sanar minhas duvidas e também por estar sempre junto de mim.

Também agradeco a Edilene Campos, amiga leal e verdadeira, que esteve comigo desde o
primeiro ano da faculdade. Obrigada pelas conversas, risadas, companheirismo, e por ter me
feito enxergar o mundo com outros olhos.

Obrigada também aos ensinamentos que todos os professores passaram, por meio de aulas e
conversas. Em especial, a professora Roberta Paulert, que desde o primeiro ano do curso
consentiu que eu participasse de seus projetos.

A todos da empresa C. Vale, que me receberam muito bem, compartilhando seus
ensinamentos, permitindo a realizacdo do meu estagio e da entrada no mercado de trabalho.
Agradeco pela compreenséo dos momentos de impaciéncia, estresse e desanimo.

Desculpas aos momentos de auséncia, que foram necessarios para cumprir essa jornada.

Enfim, o meu muito obrigada a todos aqueles que fizeram parte desta caminhada.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt s et naanes 01
2. OBIETIVO GERAL ..ottt 02
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS ...ttt 02
3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS ..ottt 02
3.1 DESCRIGCAO DO LOCAL DE ESTAGIO ..o 02
3.2 ITENS CONSIDERADOS PELA GESTAO DA QUALIDADE NA CADEIA
PRODUTIVA DE AVES ...ttt st 03
3.2.1 Perigos potenciais para a seguranca de alimentos..........cccccvevvivevveresieseese s 03
3.2.2 Programa de controle durante a produgéo de alimentos............cccccooenirineiieiennenn 04
3.2.2.1 Anélise de Perigos e Pontos Criticos (APPCC) ......ccccceeevieeie e, 05
3.2.2.2 Boas Praticas de FabricaGdo (BPF) ......ccccocvvviiieiieieiecese e 07
3.2.2.3 Procedimento Padrdo de Higiene Operacional (PPHO)............ccccceevveivienenn, 08
3.3 Qualidade MiICrobIOIOGICA ......cveveieieiiiieieise e 09
3.4 DESCRICAO DAS ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O ESTAGIO............ 10
3.4.1 Tecnologia do @DATE ..........oiuiiiii e 10
3.4.2 Coleta de materiais para analise microbiol0giCa ..........ccccccevvevvereciieieene e 18
4. DISCUSSAD ...ttt 20
5. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt sssssssens 23
5.1 IMPORTANCIA DO CONTROLE DE QUALIDADE E SEGURANCA ALIMENTAR
.............................................................................................................................................. 23
5.2 PRINCIPAIS PATOGENOS DA INDUSTRIA DE CARNE DE AVES...........c......... 23
5.2.1 ESCRErICRIA COI .ot e 24
5.2.2 SAIMONEIIA SPP ...t 24
5.2.3 LiSteria MONOCYLOGENES .....ecveiueeireeieeieeiteeieetesteestesreesteestessaesreesesseesseenaesnaesreeeeenes 25
5.2.4 CamPYIODACTET SPP ...veuverteietiitisieite ettt 25
5.3 METODOS PARA DETECCAO DE MICRO-ORGANISMOS.........cccovovveerrerieenren. 25
5.4 METODOS CONVENCIONAIS E ALTERNATIVOS .......ovveveeeeeeeeeeereee e, 26
5.5 METODOS MOLECULARES — REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE .......... 30
0.5, 1 WVANTAGENS. ...ttt 30
5.5.2 DESVANTAGENS .. .veieiiiiieiiiie ettt ettt ettt e b e e ssb e e bb e e e bb e e e ba e e be e e nreeeanes 32
6. ANALISE CRITICA SOBRE O ESTAGIO ..ot 33
7. CONSIDERACOES FINAIS ..ottt ses e ses st es s 34

8. REFERENCIAS ..ottt 35



vii

LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1: FLUXOGRAMA DO ABATE DE AVES ..o, 10



viii
LISTA DE QUADROS

QUADRO 1. RELACAO DE ALGUNS PRODUTOS COLETADOS PARA ANALISES
LABORATORIAIS NA EMPRESA ... 20



1. INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de aves do mundo, atras somente dos Estados
Unidos e da China, que ocupam o primeiro e o segundo lugar, respectivamente. E considerado
0 maior exportador de carne de aves e apesar da producdo de carne de frango estar distribuida
em todo o territdrio nacional, sdo os estados do Parana e Rio Grande do Sul os principais
fornecedores (MAPA, 2013).

Com o crescimento do mercado avicola e aumento da competitividade, 0 consumidor
tornou-se mais exigente quanto a qualidade e a seguranca do produto. Isso também se deve a
surtos como a gripe aviaria. Sendo o frigorifico o agente coordenador dessa cadeia, cabe a ele
a responsabilidade quanto a gestdo da qualidade voltada as necessidades do mercado
consumidor. Assim, é imprescindivel maior atencdo a gestdo da qualidade em frigorificos
avicolas associados a seguranca alimentar, aos padrdes microbioldgicos, a sanidade e auséncia
de substancias nocivas, incluindo ainda 0 manejo dos animais e a preocupagdo com 0 meio
ambiente (BUENO et al., 2007).

Dentro desse cenario, destaca-se nas industrias avicolas a Gestdo da Qualidade,
fundamental para o bom funcionamento dos processos, garantindo qualidade ao produto final.
Os grandes riscos de contaminagao existentes e o0 perigo que podem causar aos humanos se
alimentos alterados forem consumidos, tornam essa gestdo extremamente necessaria. Ela atua
para assegurar a qualidade do produto ao consumidor, garantindo que os alimentos
disponiveis sejam in6cuos. Como ferramentas para essa gestdo, sdo utilizados diversos
programas como o Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP),
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e Procedimento Padrdo de Higiene Operacional (PPHO).

Um dos principais indicadores de qualidade se refere ao controle microbioldgico. Mas
devemos considerar que tdo importante quanto controlar é verificar a eficiéncia, ou seja, 0s
resultados desse controle. Para isso s&o realizados os testes microbioldgicos, que representam
muito bem as condicGes higiénico-sanitarias dos processos e do produto final.

Considerando a grande importancia desta area de controle microbioldgico, o presente
trabalho também faz uma breve revisdo quanto a utilizacdo de técnicas convencionais e
moleculares para diagndsticos microbiologicos. Entre esses métodos, um método alternativo
de deteccdo € proposto, a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), para que possiveis

contaminagdes sejam detectadas em tempo real, antes de chegar ao consumidor.



2 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal do estagio supervisionado foi acompanhar as atividades referentes
a gestdo de qualidade de uma industria de alimentos e fazer uma revisdo bibliografica sobre
alguns métodos convencionais e alternativos, que podem ser utilizados no controle de

qualidade de alimentos para a detecgdo de micro-organismos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Conhecer as funcdes do controle de qualidade da Cooperativa Agroindustrial C.Vale;

- Acompanhar as atividades de rotina do setor de gestdo de qualidade do processo de abate de
aves;

- Compreender as variaveis que influenciam na qualidade do processo e do produto final;

- Compreender os métodos de monitoramento, verificacdo e medidas corretivas das variaveis
que influenciam a qualidade do processo em abatedouro de aves;

- Realizar uma breve revisao bibliografica sobre alguns métodos convencionais e modernos
para deteccdo de micro-organismos, evidenciando o principio da técnica e algumas de suas

caracteristicas.

3 ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

3.1 DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A cooperativa C.Vale foi fundada em 1963 com o nome de Cooperativa Agricola
Mista de Palotina Ltda. (Campal) para o armazenamento dos grdos que eram produzidos na
cidade. Com atuacdo expandida por toda a regido oeste, sua razdo social foi alterada para
Cooperativa Agricola Mista Vale do Piquiri Ltda (Coopervale) em 1974. Com o objetivo de
agregar valor a seus produtos, na década de 90 iniciou-se um plano de modernizacdo da
empresa €, em outubro de 1997, o Complexo Avicola foi inaugurado. Em 2003, a Coopervale
teve sua razao social alterada para C.Vale — Cooperativa Agroindustrial e em 2005 ocorreu a
duplicacdo do abatedouro de aves (C. VALE, 2013).

Atualmente o matadouro de aves da C.Vale abate cerca de 340.000 mil aves/dia,
funcionando em dois turnos (A e B). Possui espaco fisico para abater dois lotes de aves

simultaneamente. Esses espacos sdo chamados de Linha 1 e Linha 2, sendo a linha 1 mais



antiga, onde a maioria dos cortes € manual. Ja a linha 2, construida a menos tempo, é
totalmente mecanizada. Portanto, o abate ocorre em dois turnos e a higienizagéo operacional
em um terceiro turno. Cabe ressaltar que a C.Vale é uma das maiores empresas do Brasil do
segmento avicola, atendendo o mercado interno e externo. O complexo avicola também
possui uma estacao de tratamento de agua (ETA), onde é tratada a agua residual resultante do
processo de abate. O Laboratdrio Avicola, responsdvel pela maior parte das anélises de
controle microbioldgico do abatedouro também pertence a empresa.

O presente trabalho refere-se ao estagio curricular obrigatério como requisito parcial
para a conclusdo do Curso Superior de Tecnologia em Biotecnologia. O estégio foi realizado
no abatedouro de aves da Cooperativa Agroindustrial C. Vale, localizado no municipio de
Palotina, regido oeste do Parand, do dia 02 de maio até 09 de julho de 2013, totalizando 397
horas. As atividades desenvolvidas durante o estagio fazem parte do processo de producéo e
do controle de qualidade de todo o processo de abate de aves. Todas as atividades foram
supervisionadas pela equipe da Gestdo de Qualidade.

A escolha pelo estagio na area de controle de qualidade surgiu pelo interesse da
académica pela area de alimentos, tanto ao que se refere a parte microbioldgica quanto a
possibilidade de adquirir conhecimento em toda a questdo organizacional de uma industria
alimenticia. Além disso, a empresa escolhida é de grande porte, apresentando alta capacidade
de producdo, gerando oportunidade de emprego e desenvolvimento da cidade em que esta

situada.

3.2 ITENS CONSIDERADOS PELA GESTAO DA QUALIDADE NA CADEIA
PRODUTIVA DO FRANGO

3.2.1 Perigos potenciais para a seguranca de alimentos

Segundo FORSYTHE (2002), perigo é qualquer agente bioldgico, quimico ou fisico
gue possa colocar em risco a satde do consumidor. O perigo bioldgico refere-se as bactérias,
fungos ou virus que estdo presentes no alimento e que sdo responsaveis pela maioria dos
casos de doencas transmitidas por alimentos. Estes podem ter origem na matéria-prima, nos
manipuladores e no ambiente (ar, &gua e equipamentos) (FORSYTHE, 2002). Também
indicam a qualidade da higienizacdo das instalagdes, sendo que deficiéncias na higienizagdo
remontam & presenga superior ao permitido destes micro-organismos. Ja os perigos quimicos

incluem antibidticos e medicamentos em geral, horménios, pesticidas, desinfetantes e



metabdlitos tdxicos de micro-organismos. Os perigos fisicos se referem a contaminagdo do
alimento por corpos estranhos, como pedagos de metal, cacos de vidro ou fios de cabelo
(FRANCO, 2008).

A eficiéncia dos processos de higienizacdo pode ser prejudicada quando micro-
organismos se aderem as superficies dos equipamentos e crescem como uma comunidade,
formando uma estrutura denominada biofilme. As bactérias ficam envoltas por uma camada
organica, que dificulta a acdo do detergente e posterior remocao dessa massa microbiana.
Portanto, para remocao completa dos biofilmes deve-se utilizar forgca mecanica e tratamentos
quimicos (FORSYTHE, 2002). Essas bactérias na maioria das vezes sdo oriundas de
processos como escaldagem, depenagem e evisceracao, por isso é de fundamental importancia
a adocdo de planos de autocontrole, que monitorem o processo, norteados pelos principios do
HACCP na industria alimenticia.

Os programas de autocontrole utilizam como base os planos de HACCP, BPF e
PPHO, que sdo monitorados e registrados em planilhas. A verificagdo dos mesmos é feita

diariamente pelo controle de qualidade.

3.2.2 Programa de controle durante a producéo de alimentos

A carga microbiologica do produto final pode ser determinada por diversos fatores, e
em varias etapas do processo: o ambiente de cria¢do dos animais, as condicdes de pré-abate, o
momento da sangria, a remocgdo da pele e evisceracdo, lavagem e transporte das carcagas,
refrigeracdo, corte e embalagem do produto final.

O controle de qualidade de carnes pode utilizar parametros de natureza higiénica ou
sanitaria, avaliando a qualidade da matéria-prima, as condi¢fes de assepsia ao longo do
processo e 0 tempo de prateleira do mesmo, assim como investigar a presenca de
contaminantes que possam ser patogénicos (CONTRERAS et al., 2003).

O grande numero de toxiinfecgBes alimentares das Ultimas décadas induziu
produtores, agéncias de saude e instituicdes de ensino a atualizarem seus procedimentos para
avaliar os riscos quanto a inocuidade dos alimentos. O Codex Alimentarius é o 6rgdo
normativo quanto a higiene e seguranca alimentar da Organizacdo Mundial da Satde (OMS),
recomendando o uso do HACCP para garantir a inocuidade de alimentos e como forma
complementar ao Sistema de Garantia de Qualidade (CONTRERAS et al., 2003).

Em territrio nacional, o controle dos estabelecimentos ligados a cadeia produtiva de

alimentos é regulamentado pelas Portarias n° 1428 e 326, de 26 de dezembro de 1993 e 30 de



julho de 1997 do Ministério da Saude e a Portaria 368, de 4 de agosto de 1997, do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA).

3.2.2.1 Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP)

O consumo de alimentos contaminados por patdgenos é considerado uma questdo de
salde publica, desta forma industrias e Orgdos governamentais adotam o controle
convencional de alimentos, que consiste em inspecionar a producdo e o produto final por
meio de analises laboratoriais. No entanto novos sistemas gerenciais estdo sendo
implementados pelas industrias, principalmente devido as falhas no controle convencional e
as exigéncias mercadoldgicas, que anseiam pela producdo de bens mais seguros e de baixo
custo (FRANCO, 2008). O HACCP € um desses novos sistemas.

O programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) também é
conhecido como HACCP (do inglés Hazard Analysis Critical Control Points), sendo
considerado um método sistémico por estabelecer pontos de monitoramento, que pretendem
garantir a seguranca do alimento (FRANCO, 2008). Esse sistema foi criado na década de 50,
sendo adotado pela Comissdo Americana de Energia Atomica e também pelo National
Aeronautics and Space Administration (NASA), para diminuir os riscos de contaminagédo
microbioldgica nos alimentos destinados a voos espaciais. E considerado um plano completo
por reunir principios de microbiologia alimentar, controle de qualidade e avaliacdo de riscos
(FRANCO, 2001). E apontado como o melhor sistema para prevenir a contaminagio dos
alimentos ao longo do processo, justamente por definir quais sdo 0s perigos presentes e
controlar de forma rigida os chamados Pontos Criticos de Controle (PCC) (LEITAO, 1995;
ICMSF, 1988).

O HACCP tem como objetivo prevenir a ocorréncia de problemas, ndo avaliando
somente o produto final. E considerado sistémico, por identificar perigos especificos e
medidas de controle, e interativo, envolvendo todos os funcionérios da industria de alimentos.
Além disso, induz a confiabilidade na seguranca alimentar ao auxiliar a inspecdo dos 6rgaos
reguladores, promovendo assim o comércio internacional (FORSYTHE, 2002).

Os principios do HACCP séo baseados nos seguintes critérios: preparar o fluxograma
do processo, identificar os perigos e determinar suas severidades e riscos; identificar os
PCC’s; estabelecer limites criticos; determinar os requisitos de controle (monitoramento) do
PCC,; especificar as agdes corretivas para o desvio dos limites criticos; estabelecer um sistema

para registro de todos os controles; verificar o funcionamento do sistema (FRANCO, 2008).



Fazem parte do Sistema HACCP os PCC’s. Um PCC é toda operagdo (processo, local,
etapa) onde se procura eliminar, prevenir ou minimizar qualquer tipo de perigo, através da
adocdo de medidas preventivas ou de controle (FRANCO, 2008). Na cadeia produtiva de
frango sdo analisados 4 PCC’s.

No PCC 1 ocorre a analise do perigo quimico. Os monitores da recepgdo das aves
analisam as informag0es de cada um dos lotes de aves, antes do abate, para confirmar se o
periodo de caréncia dos medicamentos administrados nas aves foi cumprido. Se houver
alguma ndo conformidade, o lote ndo ¢ abatido. Caso ocorra o0 abate, amostras sao novamente
coletadas para analises laboratoriais e os produtos deste lote ficam seqlestrados até que
laudos laboratoriais atestem sua sanidade microbioldgica.

Na evisceracdo estad localizado o PCC 2, cujo objetivo € identificar a existéncia de
perigo bioldgico. Por meio da inspecdo visual, 100% das carcacas sdo analisadas para
verificagdo de contaminacdo gastrointestinal-biliar. As carcagas contaminadas s&o retiradas da
noérea (ganchos que servem como suporte para a ave) e colocadas em suportes separados para
esse fim. As partes ndo contaminadas sdo cortadas, colocadas em noreas especificas e passam
novamente pelo PCC 2. Ja as partes contaminadas sdo encaminhadas a graxaria. As carcacas
com contaminagéo interna séo cortadas, retirando-se as partes ndo contaminadas. Estas ao
serem aprovadas pelo monitor do PCC 2 sdo encaminhadas até o chiller de condicionais no
setor de resfriamento, como serd descrito adiante. Se houver deteccdo de contaminagdo
durante a verificacdo do operador de qualidade, é feita reducdo da velocidade do abate, até
que em nova inspec¢éo, as carcagas sejam aprovadas.

O segundo ponto critico de origem bioldgica do processo é identificado no PCC 3 e é
analisado no setor de congelamento. Segundo a legislacdo, a carne deve atingir 4°C em no
méaximo 4 horas, a fim de evitar a proliferacdo de micro-organismos. Este PCC consiste em
monitorar o tempo em que o frango passa por cada uma das etapas do processo, desde a
sangria até o tunel de congelamento. Este monitoramento é realizado por meio de termémetro
e crondmetro, sendo registrado em planilhas especificas pelos monitores e verificadas pelo
controle de qualidade.

Dentro do tanel, as temperaturas variam entre -23°C a -40°C. A temperatura do
produto no tunel de congelamento deve ser no maximo -12°C (x+ 2°C) se o prazo de validade
for de 12 meses e de -18°C (£2°C) para 24 meses de validade. Se o tempo e a temperatura do
produto estiverem acima dos limites, o lote produzido é seqliestrado e encaminhado para novo
congelamento. Amostras sdo enviadas para testes laboratoriais, e estes ao comprovarem a

inocuidade do produto, atestam que a comercializacao seja realizada normalmente.



O Unico ponto critico de controle fisico esta no setor de embalagem secundaria e é
conhecido como PCC 4. As caixas com 0s produtos passam por um detector de metais, a fim
de identificar corpos estranhos metélicos no produto final. Se a presenca de metal for
detectada, a caixa é separada e 0 corpo estranho é retirado se estiver entre as embalagens
primarias, sendo destinado ao reprocesso, onde recebe nova embalagem. A cada trinta
minutos o funcionamento do detector de metais € monitorado pelo operador de maquinas. O
controle de qualidade faz a verificacdo duas vezes por turno.

A implantacdo eficiente de um plano de HACCP na empresa também depende da
adoc¢do de programas de pré-requisitos, um conjunto de atividades e eventos que abrangem
aspectos presentes em todo o processamento do alimento antes do inicio do HACCP, de
acordo com a definicdo de COSTA (2012).

Os principais programas de pré-requisitos estdo descritos abaixo: BPF (Boas Préaticas
de Fabricagdo) e PPHO (Procedimento Padrio de Higiene Operacional) ou POP’s
(Procedimentos Operacionais Padronizados).

3.2.2.2 Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)

As toxiinfeccBes devem ser prevenidas através da aplicacdo de métodos em todas as
etapas de industrializacdo, os quais busquem identificar as causas de problemas e orientar 0s
funcionarios para ado¢do de medidas preventivas e corretivas adequadas. Essas medidas sdo
conhecidas como Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), criada nos Estados Unidos, no final da
década de 60. Abrangem o monitoramento de diversos itens tais como as condi¢des sanitarias
dos equipamentos, as praticas de manipulacdo adotadas durante o processamento e as normas
para padronizacao dos funcionarios, que contribuem para a obtencdo de um alimento seguro
(CONTRERAS et al., 2003). Portanto, as BPF sdo um conjunto de medidas que as industrias
alimenticias devem adotar para garantir a qualidade sanitéaria e a conformidade dos alimentos
com as normas técnicas (BRASIL, 1997a).

As BPF incluem ainda a verificacdo e elaboracdo de um Manual quanto as instalacoes
fisicas, estoque, armazenamento e distribuicdo dos produtos, manipulagcdo e um programa de
monitoramento de pragas (MIP) (CONTRERAS et al., 2003). Para as industrias avicolas
manterem a competitividade tanto no mercado interno quanto externo, a ado¢do de BPF
contribui para um produto com qualidade padrdo. A portaria 368/97 do MAPA estabelece o

“Regulamento Técnico sobre Condigdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de



Fabricagdo para Estabelecimentos Produtores de Alimentos”, devendo ser adotada por todas
as inddstrias alimenticias.

Fazem parte das BPF varios Procedimentos Operacionais Padrao (POP’s) aplicados
durante todo o processo de fabricacdo do produto alimenticio. Fazem parte deste programa a
recepcdo e o armazenamento de matéria-prima, elaboragdo e embalagem de produtos,
estocagem e expedicdo, equipamentos de protecdo individual (E.P.l.s) utilizados, salde e
comportamento dos funcionarios, agua de abastecimento, programa de treinamento pessoal
em BPF, preservacdo dos utensilios, equipamentos e instalacdes, limpeza e sanitizagdo,
controle integrado de pragas, planilhas, anélises laboratoriais e rastreabilidade (ARAUJO &
CARDOSO, 2012).

No dia-a-dia na fabrica, sdo avaliados diversos itens: a adocdo de boas praticas de
higiene, tais como auséncia de barba, maquiagem, perfume, unhas compridas e esmalte;
condicBes do uniforme quanto a limpeza; presenca de sabdo, agua e papel toalha e o total
funcionamento do lavador de botas nas barreiras sanitarias; se 0s vestiérios e sanitarios estdo
limpos e equipados com sabdo, agua e papel; pontos com &gua residual na fabrica;
conformidade das instalagdes e equipamentos quanto a limpeza e funcionamento; situacdo das
lampadas espalhadas no setor; formacéo de condensacéo no teto ou odores no setor; eficiéncia
do controle de pragas, avaliada por meio da verificagcdo do funcionamento das correntes de ar
nas barreiras sanitarias e de lampadas que atraem e matam insetos.

Além disso, o fluxo de processamento do frango deve ser planejado, da area suja para
a area limpa, adotando-se uma sequéncia que facilite a limpeza e evite a contaminacao
cruzada, garantindo a inocuidade do produto (Portaria N° 368/97/MAPA). As BPF sdo téo
eficientes, que ndo devem ser substituidas na producdo e no manuseio de alimentos por
nenhum outro método (FORSYTHE, 2002).

3.2.2.3 Procedimento Padréo de Higiene Operacional (PPHO)

Todos os procedimentos de limpeza e sanitizacdo adotados pela indUstria sdo descritos
pelo PPHO. Diversos fatores podem influenciar a higienizacdo tais como o0 tempo,
concentracédo e pH dos compostos desinfetantes e a temperatura da dgua, que deve ser elevada
(CONTRERAS et al., 2003). Seu objetivo é aplicar medidas que atuem sobre fatores que
possam induzir & contaminagdo, sejam esses fatores os proprios locais ou equipamentos, e em
diversos setores, desde a producdo, manutencdo até a gestdo da qualidade (ARAUJO &
CARDOQSO, 2012).



3.3 QUALIDADE MICROBIOLOGICA

As fontes de contaminacdo microbioldgica sdo diversas, e no caso das carnes essa
contaminacdo pode ocorrer mais frequentemente, pois alimentos pereciveis contém os
nutrientes que favorecem a proliferacdo microbiana. Portanto, 0s equipamentos podem ser
contaminados pelo ambiente, funcionarios ou pelos residuos de alimentos. Os funcionérios
possuem temperatura corporal ideal para proliferacdo microbiana; além disso, a agua quando
ndo tratada e a presenca de insetos e roedores podem causar contaminacao cruzada, ja que
muitos transmitem diversas doencas (CONTRERAS et al., 2003).

Os consumidores desejam alimentos seguros, que possuam precos acessiveis e longa
durabilidade. Para atender essa demanda, a seguranca do produto se tornou prioridade, ndo sé
por se tratar de uma questdo de salude publica, mas também por expor a imagem da empresa
frente a0 mercado consumidor. Vendas podem ser perdidas quando ha quebra da confianca
dos clientes. Portanto, os custos de manutencdo de um Sistema de Garantia e Controle de
Qualidade é muito inferior se comparado aos custos de recuperacdo da imagem da fabrica
(CONTRERAS et al., 2003).

De modo geral, as analises microbiolégicas devem ser realizadas com o objetivo de
avaliar a qualidade microbioldgica do processo produtivo e do alimento, visando diagnosticar
um possivel agente etioldgico causador de surto de toxiinfeccdo alimentar. Para evitar a
ingestdo da carne de frango contaminada, a deteccdo dos micro-organismos antes da chegada
ao consumidor é de extrema importancia. Porém, atualmente o método de detecgdo mais
utilizado é o microbioldgico convencional, demorado e trabalhoso que necessita de mais de
cinco dias para emitir resultados. Esta demora dificulta o monitoramento da contaminacao
bacteriolégica na cadeia produtiva do alimento e desfavorece a adocdo de medidas
emergenciais para conter a liberacdo de lotes que possam estar contaminados (RISSATO et
al., 2011).

A necessidade de métodos rapidos de deteccdo tem levado a avangos significativos no
desenvolvimento de pesquisas nesta area. A biologia molecular encontra aplicacdo nas
agroindustrias de diversas maneiras, entre elas no melhoramento do gerenciamento da

qualidade.



3.4 DESCRICAO DAS ATIVIDADES REALIZADAS DURANTE O ESTAGIO

3.4.1 Tecnologia do abate

As atividades desenvolvidas durante o estagio consistiram no acompanhamento dos
operadores de qualidade durante todo o processo de abate das aves. O fluxograma abaixo

representa 0s processos do abate e seus respectivos PCC’s e Pontos Criticos (PC’s), sendo que

cada etapa € descrita em seguida.

Recepcédo (PCC 1)

Espera dos caminhdes

Descarregamento

Pendura

Atordoamento (PC 01)

Sangria (PC 02)

Gotejamento

Escaldagem (PC 03)

Pés: escaldagem.
classificacédo

Depenagem

€

Transferidor

Rependura
Condicionais | Evisceracdo (PCC 2)
Miudos Lavagem da carcaga (PC 09)

PC 4 (extracdo da cloaca)

PC 5 (corte abdominal)

PC 6 (eventracgdo)

PC 7 (retirada de mitdos e
separacao de visceras)

PC 8 (extracdo de papo, esdfago e
traquéia)

Resfriamento
miudos e pés

Resfriamento (PC 10)

Cortes

A\ 4

CMS
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Embalagem primaria

Embalagem secundaria

Congelamento

Paletizacdo (PCC 3ePCC 4)
(PC 11ePC 12)

Expedicéo (PC 13)

FIGURA 1: Fluxograma do abate de aves.

a)

b)

Recepcdo das aves e inspecdo ante-mortem: Quando os caminhdes chegam ao
patio de recepcao, ¢ feita a verificacdo do Boletim Sanitario (B.S.) pelo Sistema de
Inspecdo Federal (SIF). Este € um documento emitido pelo préprio aviario onde
esta registrado se algum medicamento ou vacina foi administrado e se o tempo de
caréncia foi respeitado. O Guia de Transporte de Aves (GTA) também é analisado,
onde estdo identificados numero do lote, nome do produtor, quantidade de aves,
entre outros. Também ¢ feita a avaliacdo de algumas caracteristicas das aves que
garantem que o tempo de jejum, entre 8 e 12 horas, foi respeitado. Esta etapa é
chamada de inspecdo Ante mortem (PCC 1), e visa detectar, e assim evitar,
possiveis contaminacdes quimicas que podem ocorrer se 0 papo estiver cheio ou se
houver presenca de racdo. Se tudo estiver conforme, as aves comecam a ser
descarregadas, caso contrario, devem esperar até que a situacdo seja regularizada.
Se o lote for abatido normalmente e houver alguma ndo conformidade, seus
produtos serdo sequestrados posteriormente, até que exames laboratoriais

comprovem sua sanidade.

Espera dos caminhdes: A espera para descarregamento € feita em local apropriado,
coberto, com ventilacdo e nebulizacdo. Dependendo da temperatura ambiente,
nebulizadores e ventiladores devem ser ligados para garantir o bem-estar animal,
sendo que o tempo de espera ndo deve ultrapassar 2 horas. Caso isso ocorra o lote

deve ser abatido em carater emergencial.
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Descarregamento: As gaiolas sdo desempilhadas por um elevador e colocadas em
uma esteira, seguindo para a area de pendura. Algumas normas para 0 bem-estar
das aves sdo monitoradas por um auxiliar, como a quantidade de aves por gaiola,
que deve estar entre 7 e 9 aves. As gaiolas de plastico também devem estar
fechadas de modo a impedir que as aves pulem pra fora. As gaiolas vazias séo
lavadas com sanitizante (amonia quaternaria) e agua com clorito de sodio, sendo
posteriormente carregadas em um novo caminhdo, também higienizado com jatos
d’agua e sanitizante. A amonia quaterndria desnatura proteinas e rompe

membranas, agindo contra fungos, bactérias e virus (PELCZAR, 2005).

Pendura: As aves devem ser retiradas das gaiolas, seguradas pelas duas canelas,
mantendo-as presas nas néreas pelos pés. Além disso, a luz ambiente deve ser
reduzida, de coloracdo azulada, para acalmar as aves. O operador responsavel por
essa funcdo ndo deve usar forca excessiva, segurando a ave de modo a impedir
batimentos exagerados, que estressem a ave, induzindo a formacdo de hematomas
e fraturas. O tempo entre a pendura e o atordoamento deve ser de quarenta a

sessenta segundos, dependendo da velocidade do abate.

Atordoamento: Nesta fase, as aves passam por uma cuba de insensibilizacdo, que
usa dgua quente com uma corrente elétrica para provocar a inconsciéncia das aves.
Esse método é chamado de eletronarcose, onde o animal é mergulhado em agua
quente (60°C) da cabeca até o meio das asas, durante 7 segundos, recebendo uma
descarga elétrica em seguida. Neste momento a ave fica inconsciente para a fase
seguinte, mas com seus 6rgdos funcionando normalmente. A ave apresenta como
sinais caracteristicos da insensibilizacdo o encurvamento do pescoco, que fica em
formato de virgula, além da auséncia de reflexo ocular e de cloaca. Estes Gltimos
sdo monitorados diariamente pelo Operador de Qualidade para garantir que a
insensibilizacdo estd sendo eficiente e realizada de forma correta. A eficiéncia do
atordoamento depende da temperatura da agua, da tensdo, da voltagem e da
freqiiéncia da corrente elétrica utilizada. No entanto, quando essas variaveis estao
muito altas podem induzir a formacéo de hematomas e fraturas nas aves, devendo

ser controladas de acordo com o peso médio da ave.
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Sangria: O abate adotado segue os principios do abate Halal, manual e posicionado
em direcdo & Meca, para atender o mercado arabe. O corte retira a traquéia,
esodfago, artérias e jugular de forma répida e Unica, induzindo o sangramento e a
morte do animal. Este procedimento deve ser feito no maximo 12 segundos apds o
atordoamento (BRASIL, 97).

Gotejamento: A ave fica pendurada por no minimo trés minutos para o escoamento

de todo o sangue.

Escaldagem: A ave é mergulhada em agua com temperatura entre 45 a 60 °C,
durante um minuto e meio a dois minutos e meio. Esse processo abre 0s poros da
pele e facilita a remo¢do posterior das penas. A agua também atua como um
importante fator de controle microbiol6égico, pois visa eliminar possiveis
contaminantes, presentes na carcaca do frango. As penas sé@o importantes vetores
de diversos contaminantes como racdo, fezes, insetos e outras sujidades. No
entanto é necessario controlar a duracdo desse processo, pois a escaldagem
excessiva pode comprometer a qualidade da carcaga, gerando cozimento na carne

e aparecimento de hematomas.

Depenagem: As aves passam por trés depenadeiras, que removem as penas
utilizando dedos de borracha. Em seguida a ave passa por um aspersor, que
também visa eliminar possiveis contaminantes e restos de sujeiras presentes no
corpo das aves. Porém ha um grande risco de contaminacdo cruzada nessa fase,
pois 0s dedos de borracha passam por diversas carcacas e diversos micro-
organismos podem ser dispersos no ar. Como medida preventiva monitora-se, por

exemplo, a velocidade do abate.

Transferidor: A carcaga passa por um transferidor automatico antes de chegar a
evisceracao. Os pés sdo cortados e separados da carcaga da ave, que segue por uma
norea diferente. Os pes voltam a area de escaldagem, passando por uma
descuticuladeira, para retirar a pelicula amarela e assim reduzir os riscos de
contaminacdo da carcaca. Caem sobre uma esteira, onde sdo classificados em pés

grade A e grade B, de acordo com suas caracteristicas, sendo destinadas ao
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mercado externo e interno, respectivamente, e seguem para um chiller préprio de

pés.

Rependura: A carcaga sem 0s pés cai em uma calha e é novamente pendurada em

uma norea, em dire¢do a evisceragao.

Evisceracdo: As carcacas sdo levadas pelas néreas logo apds a depenagem para a
area de evisceracdo. As mesmas passam por um jato d’agua para retirar restos de
penas e fezes que podem estar na superficie da carcaca. Nesta fase a carcaca passa
por diversas maquinas, como o corte da cabeca, a extracdo da cloaca e o corte
abdominal. Na evisceracdo a carcaca passa por um aspersor e em seguida pela
maquina eventradora, que retira todas as visceras por meio de um gancho
automatizado. Estas sdo encaminhadas em néreas prdprias, onde coracdo, figado e
moela sdo separados, e 0 resto passa por um sistema a vacuo, sendo encaminhado
a fabrica de subprodutos. Nesta fase a carcaca passa por trés linhas de inspecao,
chamada de Inspecdo Post-Morten:
e Linha A: é feito o exame interno da carcaca, analisando-se alguns érgdos e
possiveis contaminac@es biliares;
e Linha B: avaliacdo da cor, formato e odor das visceras;
e Linha C: exame externo da carcaca, observando-se se ha presenca de
hematomas, fraturas, ou anormalidades.
As ocorréncias sao registradas em um quadro abaco de marcacdes de condenacbes
do Departamento de Inspecdo Federal (DIF) pertencente ao SIF, sendo registradas
e arquivadas em documentos que relatam o estado sanitario das aves abatidas.
As aves condenadas sdo separadas e analisadas pelo SIF. As partes que estdo
apropriadas para o consumo humano (denominada condicionais) sdo separadas das
anormais e encaminhadas para uma nérea a parte. J& as partes contaminadas sao
depositadas em caixas vermelhas e encaminhadas para a graxaria.
Como a evisceracdo e formada por varias etapas, identifica-se alto risco de
contaminagdo cruzada, tanto pela manipulacdo de diversos funcionarios quanto
pela quantidade de produtos, que tem contato uns com o0s outros. Em seguida a
carcaga passa por outra maquina, onde é retirada a pele do pescogo e da traquéia.
Por fim, as carcagas passam pelo PCC 2, onde s&o monitoradas uma a uma, quanto

a rastros de contaminacao biologica por ragdo, fezes ou bile.
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m) Lavagem interna e externa da carcaga: A carcaga passa por um aspersor antes de

cair no pré-chiller para lavagem externa e interna, para eliminar residuos e

contaminantes.

Resfriamento: As aves sdo encaminhadas a sala de resfriamento, com temperatura
controlada de no méximo 12°C, onde caem em resfriadores do tipo continuo por
imersdo em &gua, do tipo rosca sem fim, conhecidos como pré-chiller e chiller
(ISOLAN, 2007). Com esse processo a temperatura da carcaca é reduzida de 35°C
para até 7°C, minimizando os riscos de proliferagdo microbiana. As carcagas caem
no pré-chiller, que possui dgua com gelo, com temperatura entre 12 a 16°C,
permanecendo ali por no maximo trinta minutos. Esta etapa pretende reduzir
lentamente a temperatura da carcaca, evitando um choque térmico na ave, o0 que
poderia provocar endurecimento da carne e surgimento de hematomas, além de
diminuir os riscos de proliferagdo de micro-organismos e aumentar a durabilidade
do produto. Como medidas preventivas em relacdo a micro-organismos, a agua
deste chiller tem uma concentracao de cloro igual a 2 ppm, além de haver troca de
agua continua em sentido contrario a movimentacao das carcacas, com vazao de
2L por carcaga. Em seguida, o chiller opera com dgua & uma temperatura que varia
entre 2 a 4°C, utilizando uma vazdao de 1,5 L por carcaca.

O resfriamento rapido tem como objetivo reduzir 0s micro-organismos existentes e
0s riscos que a presenca destes pode ocasionar. No entanto, deve-se atentar ao fato
de que os resfriadores por imersdo como os chillers, devem possuir 4gua de 6tima
qualidade para evitar a contaminacdo cruzada das carcacas. A vazdo continua da
agua, além da troca parcial nos horarios de almogco e janta e completo
esvaziamento durante a higienizacdo pré-operacional, sdo medidas que pretendem
diminuir os riscos de contaminacdo e garantir uma boa qualidade da agua. A
carcaca deve atingir no maximo 7°C.

Nos dois chillers é utilizado um sistema de borbulhamento, que auxilia no
processo de limpeza das carcagas. Sua freqiiéncia deve ser controlada para evitar
absorcdo de &gua em excesso pela carcaca, o que interfere em sua qualidade e
peso. As carcacas saem do chiller por meio de pas giratorias, caindo em calhas e
sendo rependuradas em néreas seguindo para a sala de cortes. O excesso de agua

cai por gotejamento até os cortes comegarem.
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Resfriamento de Mildos e pés: Moela, figado e coragdo sdo encaminhados por
bombeamento da sala de evisceragdo para chillers individuais na sala de
resfriamento, permanecendo ali por aproximadamente 15 minutos, sendo
resfriados até 4°C, retirados com uma péa giratoria e depositados em uma mesa
para classificagdo, embalagem e pesagem, sendo encaminhados posteriormente
para o congelamento. Os pés também caem em chillers individuais, e seguem o

Mesmo processo que 0s miudos.

Cortes condicionais: Os cortes retirados das carcagas contaminadas na plataforma
do SIF seguem em noreas e caem no chiller de condicionais. Ali séo resfriados em
agua com gelo, a 4°C, e vazdo de 1,5 L/carcaca, devendo sair do tanque de

resfriamento com temperatura inferior a 7°C.

Cortes: A C.Vale possui na linha 1 a sala de corte manual e na linha 2 a sala de
corte automatica. Ambas produzem alimentos para 0 mercado interno e externo.
Os cortes sdo feitos de acordo com o pedido dos clientes: peito, coxa sobrecoxa,
frango a passarinho, coxinha da asa, filezinho (sassami), sambiquira, meio da asa,
ponta da asa, retalho do peito e da coxa sobrecoxa, pele, cartilagem do peito e do
joelho. Todos os cortes atendem as especificagdes dos clientes conforme os POP’s.
As duas salas possuem temperatura de 12°C e os produtos ndo devem ultrapassar
os 7°C, para que mantenham suas caracteristicas fisico-quimicas, microbioldgicas
e sensoriais. A carne que sobra na carcaca é encaminhada para a producdo de CMS

(Carne Mecanicamente Separada).

CMS — Carne Mecanicamente Separada: O MAPA (2000) classifica CMS como
aquela presente em 0ssos ou carcagas, sendo destinada para a produgdo de
embutidos como mortadela, e os restos 6sseos encaminhados para a fabrica de

subprodutos. A sala de separagdo possui temperatura igual ou menor que 10°C.

Embalagem primaria: Logo apés a classificacdo do produto, 0 mesmo é embalado
em embalagem individual, plastica, com a logomarca da empresa, informacoes

nutricionais e data de validade, sendo pesados e selados por seladora mecanica.
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t) Embalagem secundéria: As embalagens individuais sdo armazenadas em caixas de
papeldo, sendo que cada produto possui um padrdo de armazenamento, conforme

POP especifico.

u) Congelamento: O tunel de congelamento possui temperatura entre -23° e -40°C, e
os produtos ficam ali por cerca de 2 horas, para atingir -18°C se for destinado ao
mercado externo e -12°C para 0 mercado interno. O tempo necessario para a ave
ser abatida até sair do tinel com essa temperatura € monitorado, caracterizando o
PCC 3. O congelamento do produto final é feito nos tuneis de resfriamento e seu

armazenamento nas camaras frias.

v) Paletizacdo: As caixas com os produtos sdo pesadas, passando por um detector de
metais (PCC 4) para deteccdo de corpos estranhos metélicos, sdo empilhadas,
envoltas por um tipo de pléstico, de acordo com a especificacdo do produto, e

levadas por carrinhos até as camaras de estocagem.

w) Expedicdo: As caixas contendo os produtos sdo retiradas das camaras frias e
transportadas por carrinhos até a expedicdo. A verificacdo da temperatura é
realizada em cada um dos lotes que sai das camaras de resfriamento e
congelamento, e deve ser no minimo de -18°C para 0 mercado externo e -12°C
para 0 mercado interno. Se ndo estiverem nessas temperaturas, devem ser
encaminhados novamente para as camaras de resfriamento/congelamento até que
atendam as normas. Para evitar perda de temperatura, deve-se evitar acimulo de

produtos na hora do carregamento.

Os caminhdes também sdo avaliados no patio da expedicdo quanto as suas condi¢des
fisicas. O container é avaliado quanto a limpeza (auséncia de objetos, sujeiras), vedacdo de
portas e auséncia de odores, alem da temperatura, que também deve estar entre 0 e -18°C.
Quando todos os itens avaliados forem conformes, o carregamento é feito, caso contrario
espera-se 0 container atingir a temperatura ideal. Com isso, o produto sai da empresa,
chegando até o consumidor final, encerrando o fluxograma de abate.

Um dos objetivos principais do estagio supervisionado foi acompanhar as atividades
referentes a gestdo de qualidade de uma inddstria de alimentos e por isso, a maior parte do

periodo do estdgio foi destinada as atividades relacionadas ao controle de qualidade do
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produto final e do processo, onde foram observados todos os parametros do controle de
qualidade no abatedouro de aves, conforme descrito abaixo.

Diariamente, varios itens sdo analisados na industria, para verificacdo do
funcionamento de estruturas, equipamentos, dos processos. O monitoramente é registrado em
planilhas especificas, sendo que a verificacdo € feita pelo operador de qualidade. Os diversos
itens observados sdo: manutencdo das instalacBes e equipamentos, vestiarios e sanitarios,
iluminacdo, ventilacdo, agua de abastecimento, dguas residuais, controle integrado de pragas,
programa, PPHO, habitos higiénicos e a saude dos operarios, procedimentos sanitarios das
operacOes, controle da matéria-prima, ingredientes e material de embalagens, controle de
temperaturas, calibracdo e afericdo de instrumentos de controle de processo, HACCP, testes
microbiologicos, certificacdo dos produtos exportados, e bem estar animal.

A aplicacdo do PPHO também foi acompanhada. Esta atividade refere-se a
higienizacdo pré-operacional, realizada antes do inicio do abate das aves, e a operacional,
feita nas trocas de turno e nos intervalos de almogo e janta. Para registrar a verificacdo da
higienizacdo, planilhas especificas sdo preenchidas, contendo todos 0s equipamentos e itens
que sao avaliados.

Durante o estagio, também foram verificados os procedimentos da inspecdo de
produtos para 0 mercado interno e externo, quanto ao atendimento da especificagdo técnica.

Como um dos objetivos principais do estagio também era fazer uma revisdo
bibliogréafica sobre os métodos convencionais e modernos, que podem ser utilizados no
controle de qualidade de alimentos para a deteccdo de micro-organismos, seguem abaixo as
informacgdes mais detalhadas sobre a coleta do material para esta andlise.

3.4.2 Coleta de materiais para analise microbiologica

A coleta das amostras é realizada todos os dias seguindo um cronograma mensal, no
qual sdo relacionados os dias e o0s produtos que devem ser enviados para anélise
microbioldgica. Cada uma das linhas de producgdo possui seu préprio cronograma de acordo
com a ordem de producédo. S&o abatidos cerca de cinco lotes por linha em cada turno. De cada
um dos lotes abatidos, coleta-se pelo menos uma amostra. Do primeiro lote abatido, coleta-se
sempre 0 peito, do segundo a coxa e do terceiro a asa. No quarto lote coleta-se novamente
peito, sempre seguindo a ordem peito, coxa e asa. Esses produtos s@o coletados na sala de
cortes, armazenados em sacos plésticos e cada amostra recebe um nimero de identificagéo.

Antes do armazenamento em um saco plastico a temperatura € conferida com um termometro,
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ndo devendo ultrapassar 7°C. Conforme o cronograma de anélises, podem ainda ser feitas
coletas de outros produtos no mesmo dia, como peito salgado, miudos e carcaga de frangos.

Os swabs de pano e arraste sao feitos logo apds a sanitizacao de gaiolas e caminhdes,
e da higienizacdo pré-operacional de equipamentos, respectivamente. Avaliam a eficacia da
limpeza dos mesmos, assegurando que os niveis de bactérias presentes ndo oferecem risco
para o consumidor.

Uma vez por semana é feita a coleta de sangue, sendo realizada no momento da
sangria, diretamente do pescoco da ave. Pelo menos trés vezes por semana também é feita a
coleta de cecos. Cecos sdo estruturas presentes no sistema digestorio das aves, onde ocorre a
decomposi¢do microbiana da celulose (DYCE et al., 1997). Barreiro et al. (2011) através da
analise quantitativa de fibras presentes nestas estruturas, observou em seu trabalho que
qguando o periodo de jejum pré-abate das aves foi respeitado houve reducdo da quantidade de
Enterococcus spp. e de outros micro-organismos no ceco de frangos de corte, cuja presenca
pode exercer influencia direta na saude publica

Uma vez por més, as condicBes higiénico-sanitarias das méos de trés funcionarios sao
avaliadas. Apos lavar as mdos com sabdo, enxaguar e sanitizar, o funcionario toca a superficie
de duas placas de petri contendo meio de cultura. O ar ambiente dentro da industria também é
avaliado. Para isso, em diversos pontos do abate, duas placas contendo meio de cultura ficam
expostas (abertas) durante dez minutos. Tanto na placa de mdos quanto ambiente sdo
analisadas bactérias totais.

Uma vez por més € feita uma seqiiéncia de atividades chamada “vida de prateleira”.
Esta tem como objetivo realizar avaliagdo microbioldgica, fisico-quimica e sensorial de
produtos coletados de seis meses a dois anos atras. Essas analises certificam que o produto
manteve suas caracteristicas durante o prazo de validade. Novas amostras pré-determinadas
também sdo coletadas e estocadas no tdnel de resfriamento para serem analisadas
posteriormente.

Em seguida, todas as coletas sdo armazenadas em caixas térmicas e enviadas ao final
do turno de trabalho para o laboratério de analises. Em um formulério, é feito o
preenchimento de dados como o dia da coleta, produto, hora, temperatura, nimero da
matricula do coletor e tipo de analise. Todos os dados contidos no formulario séo transferidos
para um sistema no computador, onde ficam arquivados. Assim que as analises sdo concluidas
pelo laboratdrio, estes enviam os laudos com os resultados. No quadro 1, sdo relatados alguns
dos produtos coletados no local do estagio e enviados para analises laboratoriais. As coletas e

0 tipo de anélise variam de acordo com o cronograma e com a ordem de produgéo.
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Quadro 1. Relagdo de alguns produtos coletados para andlises laboratoriais na empresa.

N° de amostras Amostras Tipo de anélise*
por turno em
cada linha
02 Frango carcaca MB
01 Figado, moela, pescoco, coracao MB/MBT/RUP
01 Peés, dorso, pele MB/MBT
01 Frango temperado/desossado MB
01 Peito/coxa/asa MB/MBT/ FQ
01 CMS/CMR MB
05 Peito/filezinho/coxa sobrecoxa salgado ClL, S
04 Swab pano caminhéo S
03, 08 Swab equipamentos Pseudomonas spp., S

*Legenda: CMS: carne mecanicamente separada, CMR: carne mecanicamente recuperada;
MB: Microbioldgica; MBT: Microbioldgica Total; FQ: Fisico-Quimica; S: Salmonella; E.

coli: Escherichia coli; M: Mesofilos; Cl: Cloreto; RUP: Rela¢do umidade proteina.

A andlise microbiolégica (MB) verifica um conjunto de micro-organismos
dependendo do tipo de produto. Podem ser analisados Salmonella e Coliformes a 45°C,
Mesofilos, Enterobacteriaceae, Escherichia. coli, Staphylococcus aureus, Clostridio
perfringens. A analise MBT, independentemente do produto a ser analisado, inclui a detec¢do
de Salmonella, Coliformes a 45°C, S. aureus e Mesdfilos. J& quando os produtos sdo
sequestrados, por alta temperatura por exemplo, avalia-se a presenca de Coliformes fecais,
Salmonella spp. e S. aureus, de acordo com o produto especifico.

Uma vez por més em cada turno também sdo coletados agua industrial e gelo, nos
quais sdo analisados Coliformes totais, E. coli e Enterococcus. A coleta de 4gua ocorre em um

dos 12 pontos distribuidos nos diversos setores da industria.
4 DISCUSSAO
Apos a conclusdo do periodo do estagio, foi possivel observar que a Cooperativa

C.Vale adota o sistema de Gestdo de Qualidade, que além do controle e da garantia da

qualidade do produto final, abrange também conceitos gerais de qualidade, preservacdo do
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meio ambiente, seguranca alimentar, salde do consumidor, politicas de educacdo e
desenvolvimento sustentado. A empresa também segue a 1ISO 9001, um modelo para garantia
de qualidade em projeto ou desenvolvimento, producdo, instalacdo e servico (FORSYTHE,
2002). Além disso, também adota os programas de BPF, PPHO e HACCP, como ferramenta
para manter seus sistemas de gestdo de qualidade.

Ainda dentro da aplicacdo destes programas, os operadores de qualidade inspecionam
a propria situacdo e funcionamento de todo o sistema de programas dentro da industria, para
verificar se as normas estdo sendo seguidas de acordo com o proposto pela empresa. Essa
inspecdo baseia-se na analise dos pontos de controle, distribuidos em diversas etapas do
processamento da ave. Segundo Bryan (1991), ponto de controle (PC) é uma operacdo onde
sdo adotadas medidas preventivas e/ou de controle, a fim de atender as BPF, normas e
padrdes, especificacdo do produto, regulamento interno da empresa ou aspectos estéticos. Este
se diferencia do PCC, onde medidas preventivas ou de controle sdo adotadas para eliminar,
prevenir ou reduzir um ou VArios perigos presentes em determinada operacdo, que impliquem
diretamente na inocuidade do alimento. Os pontos de controle analisados na C.Vale sdo
descritos a seguir:
PC 01 (Insensibilizacdo): o choque ndo pode causar a morte da ave, apenas sua inconsciéncia.
PC 02 (Sangria): a sangria deve ser realizada no méaximo 12 segundos apés a insensibilizagéo.
PC 03 (Escaldagem): € feito o controle da vazdo e da temperatura dos tanques de escaldagem,
para diminuir os riscos de proliferacdo de micro-organismos.
PC 04 (Extracdo da cloaca): controla a eficiéncia da maquina extratora de cloaca, uma vez
que a saida de contetdo intestinal pela cloaca pode contribuir para a contaminacdo da carcaca.
PC 05 (Corte abdominal): controle da maquina que realiza este corte para evitar a ruptura do
intestino e posterior liberacdo de contaminantes (micro-organismos e racéo).
PC 06 (Eventracdo): avalia a eficiéncia da maquina eventradora.
PC 07 (Retirada de miltdos e extracdo de visceras): controla a retirada de mitdos nédo
comestiveis, como bile, pulmdes e intestinos.
PC 08 (Extracdo de papo, es6fago e traqueia): controla a eficiéncia da maquina extratora para
evitar contaminacao por racéo.
PC 09 (Lavagem externa e interna da carcaca): monitora a vazdo dos chuveiros de lavagem
final das carcagas.
PC 10 (Resfriamento): renovacdo da agua e o controle da temperatura dos chillers e da
temperatura dos cortes condicionais, carcagas € mitdos.

PC 11 (Paletizagdo): controle da temperatura do tunel e dos produtos na saida deste.
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PC 12 (Estocagem): controle da temperatura da cAmara de estocagem.
PC 13 (Expedicdo): andlise das condi¢cBes de embalagem e temperatura dos produtos na
expedicao.

O PPHO na empresa inclui o monitoramento e a verificacdo da limpeza, baseada na
observagao e inspecdo visual dos equipamentos e estruturas entre os turnos de trabalho e no
final de produgéo dos dois turnos.

A higienizacdo completa do setor é realizada no 3° turno, onde sdo utilizados
detergentes e sanitizantes para remoc¢do completa de residuos de carnes, fezes, penas, ragéo,
gordura, pele, corpos estranhos, entre outros. Para isso é realizada a seguinte sequéncia: pre-
enxague, esfrega com detergente, enxagle, esfrega com outro detergente se necessario, novo
enxagle e aplicacdo do sanitizante. Esta sequéncia de procedimentos para limpeza pode ser
alterada conforme a situacdo de cada equipamento.

O operador é responsavel por verificar se a limpeza foi realizada corretamente. Para
isso maquinas, parede, teto, portas e tudo que faz parte do processo produtivo devem ser
minuciosamente inspecionados, e caso haja deteccdo de qualquer vestigio de gordura e outros
residuos, uma limpeza imediata deve ser solicitada. Todos os locais inspecionados séo
registrados em um check-list, descrevendo o local, o problema encontrado e a acdo adotada.
Esta funcdo tem importancia fundamental para o processo, assegurando que o produto esta
sendo processado em ambiente livre de contaminacGes, aumentando sua qualidade. Trés vezes
por semana sdo realizadas coletas em oito pontos pré-determinados para contagem
microbioldgica padrdo e em dois desses pontos também é feita contagem para Pseudomonas
spp. As coletas sdo feitas com arraste de swab sobre a superficie de interesse e encaminhados
para o laboratério avicola da C.Vale.

Métodos microbioldgicos tradicionais para a deteccdo de bactérias sdo muito
trabalhosos e demandam um longo tempo de execucédo até a obtencdo dos resultados. Varios
métodos répidos de deteccdo vém sendo desenvolvidos nos dltimos anos, incluindo métodos
moleculares utilizando a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). Dentro deste contexto, é
apresentada a seguir uma breve revisdo sobre a utilizacdo de alguns métodos convencionais e
modernos, dando énfase & PCR na deteccdo em patdgenos de alimentos, sua metodologia,

vantagens e desvantagens frente aos métodos convencionais.
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5. REVISAO BIBLIOGRAFICA

5.1 IMPORTANCIA DO CONTROLE DE QUALIDADE E SEGURANCA ALIMENTAR

Os pardmetros que definem as caracteristicas microbiolégicas dos alimentos séo
considerados os mais importantes, pois permitem avaliar o alimento frente a vérias situagdes,
tais como as condi¢des de processo, armazenagem, distribuicdo, vida Util e os riscos & saude
do consumidor.

As andlises laboratoriais permitem quantificar e qualificar os micro-organismos
presentes nos alimentos, determinar as condi¢des de higiene utilizadas na preparagédo do
mesmo, além de comprovar se o alimento tera a vida Util conforme sua especificacéo.
Patdgenos responsaveis por surtos alimentares também podem ser identificados. Visa também
atender as normas da legislacdo nacional e internacional (FRANCO, 2008).

Os métodos utilizados para analises sdo divididos em “convencionais” e métodos
“rapidos” e tem como objetivo detectar a presenga ou auséncia de micro-0rganismos no
produto, além de quantificar, identificar e caracterizar as diferentes espécies patogénicas

presentes.

5.2 PRINCIPAIS PATOGENOS DA INDUSTRIA DE CARNE DE AVES

Apesar dos avangos em diversas &reas do conhecimento, como a medicina e a
tecnologia de alimentos, as doencas causadas por patdgenos alimentares ainda trazem
problemas para a salde e para a economia (FORSYTHE, 2002).

No caso da inddstria avicola, os patdgenos causadores de doencas transmitidas por
alimentos habitam a microbiota superficial, as vias respiratdrias e o tubo gastrintestinal das
aves. Séo divididos em dois grupos de micro-organismos: infecciosos, que se multiplicam no
trato intestinal humano e inclui as bactérias Salmonella, Listeria, Campylobacter, E. coli. ; e
bactérias patogénicas intoxicantes B. cereus, S. aureus e C. botulium que produzem toxinas
nos alimentos e no trato intestinal (FORSYTHE, 2002). Abaixo s&o descritos os principais

micro-organismos que podem ser detectados em carcacas de frango.
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5.2.1 Escherichia coli

E um bacilo, Gram-negativo, anaerébio facultativo, ndo esporulado e habita a flora
intestinal humana. Estas bactérias sdo classificadas em varios tipos de estirpes patogénicas,
sendo que a principal pertence as estirpes enterohemorrégicas, causando diarréia
sanguinolenta severa em humanos. Algumas estirpes produzem mais que uma toxina ao se
aderir as células epiteliais do intestino, sendo que pequenos vasos do intestino, cérebro e
coracdo podem ser destruidos se a corrente sanguinea absorver essas toxinas (PELCZAR,
2005).

5.2.2 Salmonella spp.

Sdo bastonetes curtos e Gram-negativos que pertencem a familia Enterobacteriaceae.
Sua toxina termoestavel é produzida, invadindo facilmente a mucosa do intestino delgado,
gerando uma inflamacdo e um acumulo de fluido no intestino (PASSO, 2009). Apresentam
grande tolerancia ao calor e substancias quimicas, porém ndo sobrevivem a temperatura de
55°C por 1 hora ou 60°C por 15 a 20 minutos (OLIVEIRA, 2009).

Pode causar gastroenterite, induzindo dores abdominais e diarréia, que pode ser fatal
em pessoas imunodeficientes (PELCZAR, 2005). Para evitar a chegada desta e de outras
contaminacgdes ao consumidor, a detec¢cdo de patdgenos deve utilizar um diagndstico rapido e
preciso (RISSATO et al., 2011).

A ocorréncia de Salmonella ainda é considerada preocupante, pois mesmo com o
avango nos métodos de deteccdo, tem ocorrido aumento da resisténcia a antimicrobianos, e de
pessoas com sistema imune debilitado. Além da contaminacdo de ovos e alimentos nos
grandes centros por essa bactéria, contribuindo ainda mais para altos indices de contaminacao
(PASSO, 2009).

5.2.3 Listeria monocytogenes

E um bastonete Gram-positivo, anaerébio facultativo, ndo esporulado, mdvel por
flagelos. Ao invadir diversos tecidos do corpo humano, multiplica-se dentro das células
liberando uma toxina conhecida como listeriolisina (PELCZAR, 2005). Em alguns paises ha
programas de controle nos centros de producdo para reduzir a listeriose de origem alimentar,

visto que alimentos totalmente livres deste patdgeno s@o quase impossiveis, pois estas
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bactérias estdo amplamente distribuidas na natureza e nas fezes dos animais (PASSO, 2009;
OLIVEIRA etal., 2011).

Muitas vezes causa uma infeccdo oportunista e para individuos imunodeficientes,
gravidas e criancas pode ser fatal. Prolifera-se em alimentos que estdo a temperatura de
refrigeracdo, durante seu armazenamento (PASSO, 2009). Pode-se considerar que entre as
varias espécies, L. monocytogenes é o patdgeno de maior importancia para 0s humanos
(OLIVEIRA et al., 2011).

5.2.4 Campylobacter spp.

Sd0 micro-organismos de forma espiral arredondada, Gram-negativos, nao
esporulados e moveis, e que podem causar a gastroenterite humana. Sobrevivem em alimentos
sob refrigeracdo por varios meses. Produzem uma toxina termo-labil que invade e cresce nas
células epiteliais do intestino delgado e grosso, sendo considerada uma bactéria entérica
(PASSO, 2009). E transmitido por fezes de animais e ndo sd por agua e alimentos. As
espeécies C. jejuni e H. pylori sdo freqlientemente encontradas no homem (PELCZAR, 2005).
A manipulacdo e as operagOes de abate mal conduzidas, sem seguir as BPF’s geram a
contaminacgdo de carcacas e das visceras por estes patdgenos (OLIVEIRA et al., 2011).

5.3 METODOS PARA DETECCAO DE MICRO-ORGANISMOS

O avanco da biotecnologia tem proporcionado o melhoramento ou o desenvolvimento
de novas técnicas cada vez mais rapidas, automatizadas e sofisticadas para a deteccdo de
micro-organismos em alimento (ARORA et al.,2006).

Em seu trabalho, Rodrigues (2013) aplicou questionarios a algumas industrias de
alimentos para descobrir os principais fatores que limitavam a utilizacdo de métodos
moleculares. O autor afirma que a adocdo de novas tecnologias deve ser analisada
constantemente, pois contribui para a permanéncia da empresa no mercado, porém deve estar
de acordo com o0s objetivos da mesma, no que se refere a reducdo de custos e
desenvolvimento de novos produtos. A relacdo custo/beneficio é considerada por todas as
empresas na hora de adotar um novo método, sendo que para a maioria delas, o custo de
implantacdo da técnica € um fator que limita a utilizagdo de métodos moleculares pelos

laboratdrios de microbiologia de alimentos.
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5.4 METODOS CONVENCIONAIS E ALTERNATIVOS

Os métodos convencionais sdo considerados métodos oficiais pela maioria dos
laboratdrios nacionais e internacionais (FRANCO, 2008). As  técnicas  microbioldgicas
convencionais sdo consideradas métodos padrdo de deteccdo de patdgenos ao identificar
celulas vidveis por amostragem de alimentos, atraves das etapas de pré-enriquecimento e
enriquecimento seletivo, plagueamento do micro-organismo alvo em meio de cultura e
confirmacdo utilizando testes sorologicos, bioquimicos e morfolégicos para tipagem,
subtipagem e identificacdo de géneros, espécies e subespécies microbioldgicas (FRANCO,
2008).

As principais desvantagens relacionadas a utilizacdo desses métodos sdo o erro de
leitura dos testes bioquimicos, que podem ser alterados pela influéncia de fatores ambientais
sobre a expressdo dos genes, gerando resultados diferentes para uma mesma amostra.
Também apresenta baixa sensibilidade frente a micro-organismos de baixa variabilidade
genética. A demora na emissdo dos resultados € um dos principais motivos que induz ao
desenvolvimento de técnicas mais rapidas.

Freitas (2006) considera que uma das limitacbes da metodologia convencional é a
necessidade de cerca de quatro dias para obter resultados negativos e até quinze dias para a
confirmacdo de resultados positivos, além da necessidade de uma quantidade razoavel de
células vidveis que permita seu isolamento. A probabilidade de erro no diagnostico
microbiolégico também cresce muito, devido as mudancas de morfologia e no perfil
bioquimico das células nos diferentes meios de cultura

A Partir da década de 70 surgiram os métodos rapidos, para diminuir o tempo da
emissdo dos resultados e aumentar a produtividade do laboratério, simplificando o trabalho e
reduzindo custos, tudo isso com alta sensibilidade quando comparado aos métodos
convencionais (FRANCO, 2008). Segue abaixo uma breve descricdo de alguns métodos
desenvolvidos e aplicados para deteccdo de micro-organismos.

a) Contagem por plagueamento: O método convencional consiste no plaqueamento de
aliquotas do alimento apds homogeneizacdo e de suas diluicdes em meio de
cultura sélidos, dependendo do micro-organismo a ser identificado. As placas sdo
incubadas e posteriormente, é feita a contagem das coldnias. E o método mais
utilizado em laboratério, porém é muito trabalhoso quando o nimero de amostras

é grande e sua leitura pode ser dificil e cansativa (FRANCO, 2008)
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Um método alternativo a este € o plagueamento em espiral, um sistema
automatizado de semeadura, que facilita a contagem das coldnias por formar um
gradiente de concentracdo bacteriana na placa. Outro método alternativo € a
técnica de membrana filtrante, onde o produto a ser analisado passa por uma
membrana que retém 0s micro-organismos presentes, e em seguida transfere essa
membrana para a placa de Petri, realizando-se a contagem das colbnias
visualmente ou por meio de contadores eletronicos. As placas Petrifilm também
sdo consideradas um método avancado. Sdo formadas por um cartdo de papel que
contem meio de cultura desidratado, corantes indicadores e agentes gelificantes
hidrossollveis, sendo necessario apenas inocular um mililitro da amostra diluida e

incubar.

b) Determinacdo do nimero mais provavel: também conhecida como Técnica dos
Tubos Mdltiplos avalia micro-organismos tais como coliformes totais e fecais, E.
coli e S. aureus. Apds homogeneizacdo, a amostra passa por no minimo trés
diluicdes decimais seriadas, transferindo-se aliquotas de cada uma dessas dilui¢cGes
para trés ou cinco tubos com meio de cultura especifico e um tubo coletor de gas.
Ap0s incubacdo dos tubos, ha identificacdo dos positivos pela turvacdo e producao
de gas. E um método bastante antigo, que apresenta imprecisdo nos resultados,
pois apenas estima o0 numero de micro-organismos presentes, além de demorar até
cinco dias para estimar o nimero de E. coli. Através da identificacdo deste micro-
organismo podemos avaliar as condi¢des higiénico-sanitarias do produto, por isso
métodos alternativos mais rapidos devem ser adotados. Uma possibilidade é adotar
a técnica fluorogénica, baseada na técnica dos tubos mdultiplos para E. coli
(FRANCO, 2008).

Abaixo estdo relacionados alguns Métodos Indiretos de Contagem, segundo

FORSYTHE, 2002.

a) Tecnicas de Impedancia-Conduténcia: Avalia as altera¢cdes quanto a impedéancia e
conduténcia elétrica de um meio, devido a atividade metabdlica dos micro-
organismos que ali estdo. Um instrumento chamado Bactometer quantifica essas

alteracdes.

b) Técnicas de Bioluminescéncia: Relaciona a quantidade de ATP (adenosina-

trifosfato) presente em um organismo com o numero de células metabolicamente
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ativas. A quantidade de luz emitida pela juncdo do ATP com uma enzima
especifica estd diretamente relacionada com a quantidade de ATP e de micro-
organismos presentes. E um método de monitoramento de higiene, ndo detectando

de fato a bactéria. Portanto, pode ser utilizado em um PCC no sistema HACCP.

c¢) Deteccdo de Proteina: E considerada uma alternativa técnica que quantifica ATP,
também sendo utilizada para monitoramento da higiene. Detecta proteinas
presentes em superficies utilizando swabs acondicionados em certos reagentes.
N&o utiliza nenhum equipamento, por iSSO possui menos custos que a

biolumenescéncia por ATP, além de ser mais rapida que os métodos tradicionais.

d) Microcalorimetria: O calor produzido pela multiplicacdo de micro-organismos é
proporcional a quantidade presente destes seres. Um aparelho relaciona essas duas

variaveis para estimar a quantidade microbiana em uma amostra.

e) Radiometria: Utiliza um meio com componentes radioativos. Ao consumir esse
meio 0 micro-organismo libera CO, radioativo, sendo a quantidade desse gas

proporcional & quantidade de seres microscdpicos presentes na amostra.

Quanto ao isolamento e identificacdo dos patogenos pelos métodos convencionais, 0s
laboratérios utilizam a técnica de semeadura em meio de cultura sélido especifico e testes
complementares, respectivamente. As técnicas tradicionais caracterizam o micro-organismo
de acordo com as reacdes bioguimicas que estes sdo capazes de realizar. Apresentam custo
elevado e sdo bastante trabalhosos, gerando custos significativos. Para melhorar a precisdo
desses resultados, novos métodos surgiram e sdo divididos em trés grupos: técnicas

bioquimicas miniaturizadas, imunoldgicas e genéticas.

a) Técnicas Bioquimicas Miniaturizadas: Sao representados pelos kits, onde os testes
sdo realizados em escala reduzida. Apresentam alta confiabilidade e
reprodutibilidade, por serem avaliados por varios testes de controle de qualidade
quando sdo produzidos. Permitem a obtencdo de resultados mais corretos e
precisos por utilizar um grande nimero de testes bioquimicos para apenas um
micro-organismo. S8o de facil uso, interpretagdo, estocagem e descarte. Sua

utilizacdo é limitada principalmente pelo alto custo de investimento e pela
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legislagdo brasileira, que recomenda como método oficial apenas os métodos
convencionais (FRANCO, 2008).

b) Técnicas Imunoldgicas: Baseiam-se na interacdo antigeno e anticorpo especifico,
sendo por isso altamente sensivel e especifico. Utiliza anticorpos policlonais, cuja
principal funcéo é reagir contra cada epitopo diferente do antigeno e, anticorpos
monoclonais obtidos a partir da secrecdo de células hibridas (hibridomas),
oriundas da fusdo entre células tumorais e células secretoras de anticorpos. Sao
classificadas em cinco grupos: técnica imunoldgica de imunocaptura,

imunoenzimatica, imunoimobilizagdo, co-aglutinacéo e imunofluorescéncia.

c) Técnicas Genéticas: Tanto as técnicas de hibridizacdo de DNA guanto de reacao de
polimerase em cadeia (PCR) sdo as técnicas genéticas mais freqlientemente
empregadas na analise de alimentos.

Os Testes de hibridizacdo, utilizam segmentos de DNA de fita simples (sondas
genéticas), que reconhecem e formam hibridos com fitas complementares de DNA ou RNA.
Séo divididas em calorimétricas e radioativas, sendo realizada de duas formas distintas. O
DNA-alvo fica fixo a um suporte sélido (base sélida) ou disperso em meio liquido (base
liquida). Para apresentar maior produtividade, deve possuir uma quantidade fixa de micro-
organismos (entre 10° a 10°%), o que torna sua sensibilidade limitada. Etapas de pré-
enriquecimento podem ser utilizadas para aumentar essa concentracdo. Além disso, exige
equipamentos e técnicos qualificados. Detecta diversos micro-organismos tais como
Salmonella spp., Listeria spp. e Campylobacter spp.

Ja a Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) (do inglés polimerase chain reaction) é
considerada um dos maiores avancos na area de métodos rapidos em microbiologia,
permitindo a obtencdo de milhdes de cdpias de um Unico fragmento de DNA em poucas
horas. A enzima DNA polimerase constroi uma fita complementar a fita simples que é
utilizada como molde. A cdpia inicia a partir de dois primers (oligonucleotideos iniciadores)
que sdo complementares as extremidades 3’ e 5° da seqiiéncia a ser copiada.

Independentemente do método escolhido, diversos fatores devem ser considerados
antes de tomar a decisdo final tais como o objetivo da analise, custos e tempo necessarios,
qualificacdo do analista e aceitacdo do método pela legislacdo. A seguir, sdo detalhadas as

vantagens e desvantagens do método que utiliza PCR.
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5.5 METODOS MOLECULARES — REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

As técnicas tradicionais sdo falhas em alguns itens, e para suprir essas falhas, estdo
sendo investigadas diversas técnicas, que podem ser utilizadas no controle de qualidade de
indUstrias de abate de frango. Com o surgimento de novas contaminagdes alimentares,
técnicas réapidas e eficazes como essas sdo necessarias e a PCR é promissora em relagdo a
essas variaveis (RODRIGUES, 2013).

A PCR se destacou no inicio da década de 90, e algumas técnicas foram desenvolvidas
a partir dela como a Real Time PCR e Multiplex PCR, sendo que diversos micro-organismos
sdo detectados com sucesso. Esta técnica apresenta alta precisdo, sensibilidade e
especificidade, detectando curtas sequéncias de DNA alvo, e por isso é considerado o mais
avancado método para diagnostico de patdgenos em alimentos (RODRIGUES, 2013).

Apesar de ser considerada uma alternativa vidvel frente as técnicas convencionais, ndo
é¢ muito utilizada nos laboratérios de andlises de alimentos no Brasil. Em paises
desenvolvidos, sua variavel PCR real-time ja é utilizada nas inddstrias e nos Estados Unidos
algumas técnicas moleculares ja foram validadas para a detec¢do de patdgenos por agéncias
reguladoras (RODRIGUES, 2013).

5.5.1 Vantagens

O método tradicional, que é o mais utilizado, pode demorar mais de cinco dias para
emissdo de resultados, além de ser extremamente trabalhoso, dificultando o monitoramento
do patégeno na cadeia produtiva e desfavorecendo a tomada de acdes para impedir que lotes
contaminados cheguem até os clientes. Portanto, o desenvolvimento de pesquisas nesta area
levou ao surgimento de métodos moleculares como a PCR, que vem atender a demanda por
métodos menos laboriosos e mais rapidos (RISSATO et al., 2011). Pode ser utilizada como
ferramenta em laboratérios de Controle de Qualidade, sendo caracterizada como uma técnica
répida, sensivel e especifica para determinacdo de contaminantes, jA que substratos e
antigenos ndo precisam ser expressos evitando varia¢@es fenotipicas em padrbes bioquimicos
e falta de antigenos detectaveis (RISSATO et al., 2011).

A PCR ainda ndo é considerada uma técnica substituta dos métodos tradicionais,
apesar de apresentar muitas vantagens quando comparada a esses Ultimos (PASSO, 2009). Os

reagentes utilizados na PCR também tiveram seus valores reduzidos, tornando-se mais
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reconhecida com método alternativo. Segundo Rodrigues et al. (2011) a deteccdo por PCR
implica em reducéo de custos, tempo de analise, resultados mais confiaveis e especificos.

Entre as técnicas moleculares desenvolvidas recentemente, a PCR é a mais aceita
(SANTANA et al., 2011). Mais uma de suas caracteristicas &€ a robustez, essencial para
replicar sequéncias especificas, alem de possibilitar a deteccéo e identificacdo de organismos
sem cultivar ou isolar em cultura pura, detectando tanto organismos especificos quanto grupos
taxonémicos amplificados (SANTANA et al., 2011). Além disso, somente a sequéncia dos
iniciadores precisa ser conhecida, pois hibridizam apenas com pares de bases especificos.
Esse fato dispensa a necessidade de conhecimento da sequéncia completa do DNA a ser
analisado (MULLIS et al., 1986).

Quando comparada as técnicas convencionais, a PCR apresenta maior especificidade
justamente por detectar uma regido Unica do genoma bacteriano (SANTANA et al., 2011).
Além disso, como o DNA ¢é o alvo principal do diagnostico molecular, é desnecessario um
namero elevado de bactérias para identificacdo do agente (FREITAS, 2008). A PCR também
detecta células viaveis ndo cultivaveis, que também podem causar infeccdes e que passam
despercebidas pelos métodos convencionais (PASSO, 2009).

Cémara et al. (2011) destacam a habilidade da PCR em amplificar DNA por meio de
uma simples reacdo quimica em um tubo de ensaio, visto que assim é possivel clonar
rapidamente sequéncias de tamanhos entre 500 e 2000 pares de base.

Um ponto critico da técnica é a escolha das sequéncias que fragmentam o DNA, pois a
precisdo que esta hibridiza com o DNA alvo, implica diretamente na especificidade da PCR
(SANTANA et al., 2011).

Para evitar resultados falso-positivos, temos como exemplo a detec¢do de Salmonela
spp., onde a regido escolhida é a mesma para a maioria das cepas. As proteinas responsaveis
pela patogenicidade da bactéria sdo codificadas, além de ndo haver homologia com outros
micro-organismos (SANTANA et al., 2011).

Fatores que ajudam na adocdo da técnica de PCR pelos laboratérios é a
disponibilizagdo da técnica da PCR com férmulas abertas, ndo comerciais e ndo patenteadas,
onde informacdes relacionadas aos reagentes e sequéncias dos genes estejam disponiveis, para
adaptar as técnicas devido a falta de padrdes internacionais (FREITAS et al., 2006).

A utilizagdo da PCR aumenta a credibilidade, a velocidade na emisséo de laudos e na
liberacdo de lotes de alimentos, assegurando alimentos in6cuos. Além disso, novas técnicas

em geral trazem um retorno muito positivo para a industria, jA que alta confiabilidade,
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sensibilidade, especificidade, tempo de analise e custo sdo caracteristicas que sé fortalecem a

Imagem da empresa.

5.5.2 Desvantagens

Um dos maiores obstaculos para a adog¢do das técnicas moleculares se encontra na
legislacdo brasileira vigente (BRASIL, 2003), que indica a substituicdo dos métodos
tradicionais pelos moleculares apenas quando o0s convencionais gerarem resultados duvidosos.
No entanto, segundo Rodrigues (2013) um fato que pode impulsionar a utilizacdo de ensaios
de PCR, é uma normativa que aprova o sistema Bax® System, para detectar Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes.

Segundo 0 mesmo autor diversas barreiras econdmicas e técnicas ainda impedem que
laboratdrios de controle de qualidade adotem a PCR em suas andlises, principalmente por
causa dos altos investimentos para aquisicdo de equipamentos. No entanto, ha um retorno dos
investimentos em longo prazo porque o preco das analises € menor quando comparado aos
métodos convencionais.

Quanto aos problemas técnicos destaca-se a falta de protocolos que ainda estdo sendo
investigados e publicados em diversos trabalhos na area, e que devem ser padronizados para
serem implantados de forma consistente nos laboratérios. Soma-se a isso a escassez de méao
de obra qualificada capacitada para realizar as técnicas. Ainda podem ser consideradas as
dificuldades quanto a administracdo das industrias, que precisam adotar inovagdes, investindo
em pesquisas e na recepc¢do de sugestdes de melhorias. A técnica de PCR deve, portanto, ser
validada para garantir resultados totalmente confiaveis, apresentando especificidade,
linearidade, intervalo, precisao, sensibilidade, limite de quantificacdo e limite de deteccédo e
exatidao adequados a analise (FREITAS et al., 2006).

Algumas caracteristicas da PCR como a rapidez, seletividade e bom limite de deteccdo
torna essa técnica uma importante alternativa para os métodos convencionais. No entanto
ainda ha a necessidade de aprovacao final e de regulamentos, além de instrugcdes padrfes para
esta técnica (FREITAS et al., 2006). A aplicacdo da PCR na deteccdo de patdgenos
alimentares, portanto, devera ser acelerada através da padronizacdo (FREITAS et al., 2006),
pois ndo h& nenhuma referencia padrdo quanto a equipamentos, reagentes e normas para
manipulacio das amostras (CAMARA et al., 2011).

Rodrigues (2013) ao propor um protocolo alternativo ressalta a necessidade de tempo

para os ajustes na extracdo de DNA e na padronizagéo da reacdo, como também a necessidade
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da assisténcia de profissional especializado para a adequacdo da técnica e treinamento dos
analistas.

Um dos principais problemas da PCR se refere a falta de trabalhos cientificos que
demonstrem a especificidade e a sensibilidade desta técnica em amostras naturalmente
contaminadas. A capacidade do método em detectar amostras contaminadas artificialmente
também pode ser muito diferente da necesséria para detectar uma carga bacteriana menor em
uma infeccdo natural (CAMARA et al., 2011).

Ao se desenvolver técnicas de identificacdo de micro-organismos deve-se, portanto,
considerar que a deteccdo pode ser prejudicada pela quantidade do micro-organismo na
amostra, pela interacdo com outros competidores e inibidores, além da semelhanca antigénica
com outras bactérias (FREITAS, 2008). fons magnésio, a quantidade e duracdo dos ciclos,
concentracdo de dNTPs e de polimerase também podem induzir a alteragc6es. Inibidores como
sais biliares, hemoglobina e substancias sanguineas podem interferir na sensibilidade da PCR
quando a técnica e feita diretamente em carnes, tecidos, sangue e fezes, por impedirem a
ligacdo do iniciador com a sequéncia alvo (DICKEL et al., 2005; FORTUNA, 2013).

A complexidade do método também dificulta sua utilizacdo em andlises de rotina,
contudo os kits de PCR tém aumentado sua adoc¢éo e utilizacao pelos laboratérios (GANDRA
et al., 2008).

6 ANALISE CRITICA SOBRE O ESTAGIO

A gestdo da qualidade adequada as exigéncias do mercado torna-se relevante para os
frigorificos. A realizacdo de analises microbiologicas visa justamente comprovar se essas
exigéncias estdo sendo atendidas, identificando micro-organismos que representam riscos
para o consumidor.

Como pontos positivos pode-se considerar que a empresa onde foi realizado o estagio,
cumpre de forma adequada as coletas e analises para avaliar a contaminacdo microbioldgica
de seus produtos, verificando cada um dos laudos que retornam do laboratério. No dia-a-dia
dentro da industria, em algumas situaces, encontramos ndo conformidade, porém acoes
corretivas sdo tomadas de acordo com os programas de autocontrole.

A alta produtividade do setor avicola so foi possivel a partir do desenvolvimento de
novas linhagens animais, que se desenvolvem melhor e em menos tempo. Garantir que essa
carne é de alta qualidade, também envolve a utilizacdo de métodos microbiolégicos, e

técnicas moleculares tornam essa identificagdo mais rapida e eficiente.
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Durante a realizagdo das atividades do estdgio, foi possivel observar como o setor da
gestdo da qualidade é complexo, pois exige desde conhecimentos técnicos tanto na area de
tecnologia de alimentos quanto de administracdo, bem como conhecimentos na area de gestédo
de pessoas. Observou-se também que essa é uma area que envolve diversos profissionais,
integrando o conhecimento de médicos veterinarios, nutricionistas, bidlogos, engenheiros de
producdo, contribuindo para uma gestdo mais eficaz e completa.

Como profissional da area da biotecnologia, trabalhos em equipe sdo fundamentais, e
essa habilidade foi testada com sucesso durante o estagio. Além disso, profissionais que
estejam sempre informados sobre desenvolvimentos tecnoldgicos sdo necessarios em todas as
areas. A graduacdo também permite melhor entendimento dos motivos de preocupacdo com
micro-organismos especificos. O estagio proporcionou relacionar os conhecimentos na area
de microbiologia durante a graduacdo com o controle de qualidade da inddstria.

Compreender o funcionamento de industrias € fundamental para qualquer profisséo,
sendo importante que ela ndo se restrinja a somente a sua &rea técnica, mas também
administrativa e de desenvolvimento, estando atenta a possibilidade de inovacGes
tecnoldgicas. Diante disso, apresenta-se como sugestdo a substituicdo de métodos

convencionais pelos modernos, como a PCR.

7 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel observar que a empresa C.Vale prioriza o controle de qualidade, visto que
sua missdo é produzir alimentos com qualidade. Além disso, sua producdo deve atender altos
padrdes de qualidade, pois atende tanto 0 mercado interno quanto externo.

Com o estagio foi possivel acompanhar as diversas atividades, que em conjunto se
mostram eficientes no controle de qualidade, tais como a aplicacdo dos planos HACCP, BPF
e PPHO, além do controle microbioldgico. A oportunidade do estdgio também foi muito
valida, visto que foi possivel compreender o funcionamento de uma grande industria de
alimentos, como diversos fatores influenciam na produtividade e na qualidade, e como o0s
mesmos estdo integrados. Também foi possivel entrar em contato com as dificuldades que
surgem durante a rotina de trabalho e agilidade para resolver esses problemas, além da
habilidade em dialogar e argumentar com todas as pessoas envolvidas no processo, desde 0s
auxiliares de producdo até encarregados e supervisores do processo.

A importancia do trabalho em equipe também ficou muito clara durante o estagio,

visto que um grande resultado s6 € possivel quando cada um faz a sua parte e a0 mesmo
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tempo € cooperativo com 0s outros profissionais. A area de gestdo da qualidade permitiu unir
0s conhecimentos teoricos a pratica, demonstrando que nenhum conhecimento € utilizado de
forma isolada, pelo contrario, hd uma grande integracdo entre as informacdes. A experiéncia
também proporcionou contato com o mercado de trabalho, contribuindo para o

desenvolvimento profissional e pessoal.
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