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RESUMO

O presente Trabalho de Conclusdo de Curso refere-se as atividades técnicas
desenvolvidas do periodo de 05 de agosto a 06 de setembro de 2013 na
Universidade Estadual de Londrina — UEL, e do periodo de 09 de setembro a 19 de
novembro de 2013 na Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho —
UNESP, Campus de Botucatu, como atividades da disciplina de Estagio
Supervisionado Obrigatério da Universidade Federal do Parand - Setor Palotina. As
atividades foram desenvolvidas na area de Inspecdo e Microbiologia de Produto de
Origem Animal sob a orientacdo da Prof. Dra. Vanerli Beloti na UEL e do Prof. Dr.
Germano Francisco Biondi na UNESP, sob a supervisao local da Prof. Dr. Luciano
dos Santos Bersot. Foram contemplados neste Trabalho de Concluséo de Curso os
elementos descritivos constantes do Plano de Atividades do Estagio. Foi
caracterizada a estrutura e o funcionamento do Laboratoério de Inspecdo de Produtos
de Origem Animal - LIPOA da UEL e do Servico de Orientacdo a Alimentacao
Publica - SOAP da FMVZ-UNESP, em especial em relagdo as analises
microbiologicas e fisico-quimicas realizadas na rotina de cada laboratério de
diferentes produtos objetivando verificar se os mesmos atendiam os parametros de

qualidade e identidade, e microbiolégicos.

Palavras-chave: Inspecéo; Analises microbioldgicas; Analises fisico-quimicas.
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1. INTRODUCAO

A producdo de alimentos é um grande desafio devido o rapido crescimento
populacional. Com esse cenario fica evidente que a demanda por alimentos é
enorme e que a tendéncia é produzir de forma cada vez mais intensiva (FAO, 2009).
Porém, tdo importante quanto garantir a oferta de alimentos, € assegurar uma
producdo com qualidade visando a saude do consumidor. A grande preocupacao
gue se tem sobre este fato se deve ao aumento das doencas envolvendo alimentos
contaminados por patégenos e também ao aumento da complexidade da cadeia de

alimentos ocasionada pela globalizacédo (FAO, 2010).

Para que sejam oferecidos a populacdo alimentos em quantidade e
qualidade, faz-se necessario um acompanhamento deste produto desde o inicio de
sua cadeia produtiva até a industrializacédo, envolvendo a transformacdo da matéria-
prima em alimento, seu armazenamento, transporte, comércio e consumo (SANTOS
et al., 2007). Como a seguranca do alimento pode ser comprometida em qualquer
um desses estagios da cadeia, o controle em todo o processo € essencial, assim
como o comprometimento de todos os componentes da cadeia, para proteger o
consumidor de possiveis doencas transmitidas por alimentos (DTA) (CAPIOTTO et
al., 2010).

As DTA constituem um dos mais importantes problemas que colocam em
risco a saude publica (WELKER et al., 2010), que sédo causadas por agentes, 0s
quais penetram o organismo humano através da ingestdo de agua ou alimentos
previamente contaminados (AMSON et al., 2006), de dificil deteccdo por ndo
apresentarem mudancas de cor e sabor, mostrando-se como um alimento normal
(AMSON et al., 2006; FORSYTHE, 2002).

No Brasil, a epidemiologia das DTA ainda é pouco conhecida e carente, onde
apenas alguns estados e municipios dispdem de estatisticas e dados sobre o0s
principais agentes envolvidos, alimentos e fatores contribuintes mais comuns
(AMSON et al., 2006). Isso ocorre porque a maioria dos casos nao € notificada, pois
muitos organismos patogénicos causam sintomas brandos (MARCHI et al., 2011;
FORSYTHE, 2002), fazendo com que as vitimas ndo busquem por tratamento

médico.
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As analises microbiolégicas de alimentos sdo indispensaveis para a deteccao
do micro-organismo mais provavel no caso de um episodio de toxinfeccao alimentar
(RODRIGUES, 2011; SILVA JUNIOR, 2005; FRANCO & LANDGRAF, 1996). Além
disso, é fundamental para se conhecer as condi¢cdes de higiene em que o alimento
foi preparado, os riscos que esse alimento pode oferecer & saude do consumidor e
se o alimento ter& ou ndo a vida util pretendida. A andlise laboratorial é
imprescindivel também para monitorar medidas corretivas em pontos criticos de
controle ou ainda, verificar se os alimentos estdo dentro de seus padrdes de
identidade e qualidade (SILVA JUNIOR, 2005; FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Em razdo dos avancgos tecnoldgicos na ciéncia dos alimentos, tanto nos
aspectos toxicolégico como de identidade e qualidade, tornam-se imperativa a
necessidade da modernizacdo e a continua atualizacdo dos métodos analiticos
(LUTZ, 2008). Métodos classicos também chamados de convencionais, podem levar
a liberacao de lotes de alimentos impréprios para consumo por demandar dias para
conclusao das analises (RODRIGUES et al., 2011).

Este relatério discorre sobre as atividades desenvolvidas durante o estagio
curricular supervisionado, na area de Inspecdo e Microbiologia de Produto de
Origem Animal, em dois laboratérios diferentes, no Laboratério de Inspecdo de
Produtos de Origem Animal — LIPOA — da UEL, de 05 de agosto a 06 de setembro
de 2013 e no Servico de Orientacdo a Alimentacdo Publica — SOAP — da UNESP,
Campus de Botucatu, no periodo de 09 de setembro a 15 de novembro de 2013.

No periodo de estagio foi realizado o acompanhado da preparacdo do
material e meios de cultura utilizados, execucdo de diversas analises
microbioldgicas e fisico-quimicas, realizacdo de visita técnica, discusséo de artigos e

acompanhamento de projetos de pesquisas desenvolvidos no laboratorio.
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PARTE 1 - UEL

2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

No periodo compreendido entre 05 de agosto a 06 de setembro de 2013,
parte do estagio supervisionado foi realizado na Universidade Estadual de Londrina
(UEL), totalizando 200 horas, no Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal (LIPOA) do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP) ,
tendo como orientadora a Professora Doutora Vanerli Beloti. O laboratorio realiza
analises microbiologicas e fisico-quimicas de leite e derivados para toda regido de

Londrina e cidades vizinhas.

A UEL tem como missdo a gestdo democratica, com plena autonomia
didatico-cientifica, comprometida com o desenvolvimento e a transformacao social,
econdmica, politica e cultural do Estado do Parand e do Brasil (UEL, 2013). O
departamento de Medicina Veterinaria tem como estrutura administrativa setores
gue incluem clinicas de pequenos e grandes animais, assim como os de radiologia,
morfologia, patologia clinica, parasitologia, inspecao de produtos de origem animal,
unidade de estudo e sanidade avicola, reproducédo, fisiologia, imunologia,
histopatologia e farmacologia, sendo que o de escolha para a realizacdo do estagio

foi no setor de Medicina Veterinaria Preventiva, como citado anteriormente.

O LIPOA se encontra no Hospital Veterinario, no Centro de Ciéncias Agrarias,
no Campus da UEL. Desde 1990 presta servicos em analises fisico-quimicas e
microbiolégicas de leite e derivados, bem como consultorias a produtores, érgaos
publicos e industrias de laticinios, na area de qualidade do leite (UEL, 2013). Além
da professora e do técnico responsavel, tem como integrantes trés mestrandos, trés
doutorandos, estagiarios de diferentes periodos do curso e alunos de iniciacédo

cientifica e quatro médicos veterinarios residentes que atuam na rotina laboratorial.

Mensalmente séo realizadas analises de aproximadamente 33 amostras de
leite apreendidos pela vigilancia sanitaria e provenientes dos laticinios da regido e 3
amostras de iogurte e queijo. As analises microbiolégicas e fisico-quimicas séo
requeridas com o intuito de garantir a qualidade e seguranca dos produtos frente ao

consumidor.
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2.1AREA FISICA

2.1.1 Sala de permanéncia

A unidade conta com uma sala de estudos sendo a mesma destinada aos
residentes, alunos de iniciacao cientifica e de pos-graduacdo, técnico e professora
(Figura 1).

FIGURA 1. Sala de permanéncia (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.2 Sala de recepc¢ao de amostras

No prédio encontra-se uma sala especifica para o recebimento de amostras e
atendimento ao cliente (Figura 2).

FIGURA 2. Sala de recepcao (Fonte: Arquivo pessoal).
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2.1.3 Sala de preparo de material

O laboratério possui uma sala de preparo de meios e de todo material
utilizados na rotina e na pesquisa microbiologica (Figura 3). E equipada com pia,
duas geladeiras utilizadas para o estoque dos meios, micro-ondas, mesa, armario,
uma estufa para secagem de material autoclavado e uma estufa para prova de
esterilidade dos meios autoclavados. Dentro da sala de preparo de material h4 uma
sala com uma autoclave para esterilizacdo do material utilizado na rotina (Figura 4) e

uma pia, e uma sala especifica para distribuicdo de meios (Figura 5).

FIGURA 4. Autoclave de material FIGURA 5. Sala de distribuicdo de

limpo (Fonte: Angela Toledo Bach). meios (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.4 Sala de descarte e lavagem de material contaminado

Esta sala contém uma autoclave e uma geladeira para material contaminado,

além de pias para lavagem da vidraria, e duas estufas com diferentes temperaturas
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para secagem da vidraria utilizada na rotina (Figura 6). Nessa sala também h& um

destilador de agua.

(b)

FIGURA 6. (a) Sala de lavagem de material. (b) Autoclave e geladeira para material

contaminado (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.5 Sala de analises fisico-quimicas

A sala possui uma bancada, uma mesa, armarios onde se encontra a maioria
dos reagentes e vidrarias utilizadas nas analises de rotina, centrifuga de Gerber,

banho-maria, crioscépio eletrénico, além de uma pia (Figura 7).

FIGURA 7. Sala de analises fisico-quimicas (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.6 Sala de Paramentacédo

Local utilizado para a troca de jaleco e higienizacdo das méaos antes e depois

de qualquer etapa da analise dos produtos (Figura 8).
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FIGURA 8. Sala de paramentacéo (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.7 Capela

Sala onde sdo realizadas as etapas iniciais de todas as analises
microbiolégicas. Possui uma balanga, um homogeneizador tipo “stomacher” e bicos

de Bunsen nas bancadas (Figura 9).

FIGURA 9. Capela (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.8 Sala de Incubacao

Area dotada de 3 estufas bacteriologicas e banho-maria. Esta sala €

destinada a incubagéo dos meios e a leitura dos mesmos (Figura 10).
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FIGURA 10. Sala de incubacao (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.9 Sala de repique

Local utilizado para continuacdo das analises microbiolégicas que envolve a
utilizacdo de meios contaminados. E dotado de bancadas com bicos de Bunsen e

um fluxo laminar (Figura 11).

FIGURA 11. Sala de repique (Fonte: Arquivo pessoal).

2.1.10 Sala de armazenamento de amostra

Sala destinada ao armazenamento das amostras de produtos analisados em

projetos e estoque das culturas isoladas (Figura 12).



24

FIGURA 12. Armazenamento de amostras e culturas isoladas (Fonte: Arquivo
pessoal).

2.1.11 Almoxarifado

Ha um almoxarifado onde sdo estocados 0s materiais necessarios para o

andamento da rotina (Figura 13).

FIGURA 13. Almoxarifado (Fonte: Arquivo pessoal).
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o estagio foram desenvolvidas diversas atividades da rotina
laboratorial, como preparacdo de meios, lavagem e preparacdo de material para as
analises, descarte e lavagem de material contaminado, andlises microbiologicas e
fisico-quimicas, realizacdo de provas para deteccdo de fraudes em leite, além de
acompanhamento das aulas tedricas e praticas da disciplina de inspec¢éo de leite e
derivados.

3.1RECEPCAO E CADASTRO DE AMOSTRAS

Todas as amostras recebidas no laboratorio eram cadastradas em uma ficha
onde constava dados como data de fabricacdo, validade, temperatura de chegada
ao laboratério (sendo rejeitado produtos congelados ou com temperatura maior que
10°C), qual analise seria submetida e recebiam um nimero de identificagdo. Entdo

eram imediatamente armazenadas sob refrigeracao até o inicio das analises.

O LIPOA é um dos laboratérios credenciados para a realizacdo de andlises
das amostras de leite proveniente do programa "Leite das criancas - diminuicdo da
desnutricdo infantil" desenvolvido no ambito do Estado do Parana, na forma do
Decreto Estadual n® 1279, de 14 de maio de 2003 (PARANA, 2003).

Amostras de leite pertencentes ao programa eram apreendidas
periodicamente pela vigilancia de salude nas escolas e encaminhadas sob
refrigeracdo ao laboratério. Na recepcdo deste produto era verificado se a
embalagem da coleta estava lacrado e anotava-se 0 numero de apreensao contida

na mesma. Posteriormente, era realizado o cadastro igualmente ao que foi descrito.

3.2ANALISES MICROBIOLOGICAS REALIZADAS
3.2.1 Preparo da amostra

3.2.1.1 Leite e derivados liquidos

Antes da abertura da embalagem era feito a homogeneizacdo da amostra
através de agitagdo manual, e posteriormente era feita a assepsia da mesma
usando algoddo embebido em 4&lcool 70% iodado. Todo o procedimento era

realizado na capela apds prévia higienizacdo, que era realizada com agua,
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detergente e alcool 70% seguido de desinfecgcdo superficial por radiagdo de luz ultra-
violeta por 15 min.

3.2.1.2 Produtos lacteos soélidos

Na capela, ap0s correta desinfec¢do, era realizado a assepsia da embalagem
usando algodao e alcool 70% iodado. Com auxilio de pincas e facas previamente
flambadas era pesado 25 + 0,2 g da amostra, colhida de varios pontos seguido de
uma homogeneizagdo 60 segundos em "stomacher'. A cada amostra pesada
flambava-se o instrumental, devendo ao final da pesagem este ser destinado ao
setor de lavagem (LIPOA, 2013).

3.2.2 Procedimentos para diluicido de amostras

Diluicdo é o procedimento de adicdo de uma substéncia a outra como o
objetivo de reduzir a concentracdo de uma das substancias (BRASIL, 2003). Em
alimentos, o objetivo de se fazer diluicbes nas analises microbiolégicas € permitir, na
contagem de placas, a obtencéo de placas com numero de colbnias entre 25 e 250
ou 15 e 150 na contagem de bolores e leveduras, e na contagem pelo método do
Numero Mais Provavel (NMP) obter tubos positivos nas menores diluicbes e
negativos nas maiores (SILVA et al., 2007).

Para a obtencédo de resultados corretos de contagem de micro-organismos
em amostras de alimentos, a homogeneiza¢do de todas as diluicdes € um ponto
fundamental. Quando feita inadequadamente podera acarretar diferencas muito
grandes na contagem das colbnias e resultados incoerentes quando o uso de duas
ou mais diluicbes sucessivas. A homogeneizagdo da diluicdo inicial
(amostra/diluente) devera ser realizada em “stomacher” entre 30 segundos a 2
minutos, dependendo do tipo de amostra. A homogeneizacdo das diluicbes
subsequentes devera ser realizada com o auxilio de agitador de tubos, por um

periodo de tempo néo superior a 1 minuto (BRASIL, 2003).

3.2.2.1 Leite e derivados liquidos

A diluicdo de 10 era obtida transferindo-se 1 mL da amostra para um tubo
contendo 9 mL de solucao salina peptonada 0,1% e homogeneizando-se a mistura
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em agitadores de tubos tipo "vortex". A partir 10" preparava-se as diluicdes
necessérias (BRASIL, 2003).

3.2.2.2 Produtos lacteos soélidos

A diluicdo de 10" era obtida transferindo-se 225 mL de solugdo salina
peptonada 0,1% para sacos plasticos para "stomacher" contendo 25 * 0,2 g da
amostra. Apés a homogeneizacédo por 60 segundos em "stomacher”, era preparada
as demais diluigbes, transferindo-se 1 mL da diluicdo para um tubo contendo 9 mL
de solugéo salina peptonada 0,1% (BRASIL, 2003).

3.2.3 Analise de micro-organismos aerdbios mesofilos (AM)

Os mesdfilos incluem um grupo de micro-organismos capazes de se
multiplicar numa faixa de temperatura que varia de 20 a 45°C e, portanto, sdo
encontrando nas temperaturas ambientes de paises tropicais, onde possuem
condicBes 6timas para sua multiplicacdo (FRANCO & LANDGRAF, 2002).

Esses micro-organismos indicam a qualidade com que o alimento foi obtido
ou processado, e sua presenca em altas contagens € indicativa de procedimento
higiénico inadequado na producdo, no beneficiamento ou na conservacéo,
dependendo da origem da amostra (FRANCO; LANGRAF, 1996).

Além disso, as contagens podem ser utilizadas para determinar a
aceitabilidade sensorial, pode ser utilizado como indicador de seguranca
(PONCIANO, 2010), uma vez que se deve considerar que as bactérias patogénicas
de origem alimentar sdo mesofilas, e portanto, uma alta contagem de AM pode
significar que houve condi¢cdes para o0 crescimento de patdogenos (FRANCO &
LANDGRAF, 1996; LIPOA, 2013), e servem para verificacdo dos padrdes de
identidade e qualidade do leite cru refrigerado, leite tipo A e pasteurizado (BRASIL,
2011).

3.2.3.1 Método de analise

Apés o preparo e as diluicdbes da amostra, realizava-se a semeadura em

profundidade (pour plate). Em placa de Petri estéril era semeado 1 mL de cada
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diluicdo selecionada, posteriormente era adicionado cerca de 15 a 20 mL de agar
padrao para contagem (PCA), fundido e mantido em banho-maria a 46-48°C. Em
seguida era feito a homogeneizacao de cada placa com movimentos leves e deixado
em superficie plana até se solidificar. As placas eram incubada invertidas em estufa
bacteriol6gica a 35-37°C/48 h (BRASIL, 2003).

Transcorrido o tempo de incubacado, fazia-se a contagem do numero de
colénias (Figura 14). Para leitura era utilizado mais de uma placa, geralmente uma
duplicata da mesma diluicdo, que continham entre 25 e 250 colbnias (LIPOA, 2013).
Multiplicando o nimero de colbnias contadas pelo inverso da diluicdo, tinham-se os
resultados que eram expressos em UFC/g ou mL (Unidade Formadora de Colonia
por grama ou mililitro) (BRASIL, 2003).

Para a enumeracdo de mesdofilos, pode-se utilizar como alternativa o método
do Petriflm™ AC, método répido de deteccdo e contagem a partir de sistemas
prontos de meio de cultura que contém diferentes tipos de nutrientes, géis
hidrossoluveis a frio, corantes e indicadores adequados a recuperacdo de cada tipo
de micro-organismo pesquisado. A analise microbiologica fica reduzida a trés etapas
simples e rapidas, que fornecem resultados consistentes e de fécil leitura, reduzindo
as chances de erros, comuns nos métodos convencionais de plaqueamento (3M,
2013).

Na contagem de micro-organismos AM no Petriflm™ AC, o indicador de cor
cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) cora todas as colonias, através de sua reducdo,
originando formazano que fica acumulado no interior dos granulos das células
tornando-as vermelhas (SOAP, 2009) (Figura 15).
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<
FIGURA 14. Placa de micro- FIGURA 15. Placa de Petrifim™ AC

organismos mesofilos em PCA (Fonte: (Fonte: Arquivo pessoal).
Cibeli Viana).

3.2.4 Determinacéo do NMP de coliformes a 35°C e a 45°C

Os coliformes sdo  micro-organismos  pertencentes a  familia
Enterobacteriaceae que, quando presentes no alimento em certos niveis, podem
fornecer informacdes sobre a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, provavel
presenca de patdgenos, deterioracdo do alimento, além de poder indicar deficiéncias
higiénicas durante o processamento ou armazenamento do produto (SOAP, 2009).

O grupo dos coliformes a 35°C (ou totais) compreende 0S micro-organismos
bastonetes gram negativos, ndo formadores de esporos, fermentadores de lactose
com producédo de gas quando incubados em temperaturas entre 35 e 37°C por 48 h.
As bactérias predominantemente pertencentes ao grupo sdo dos géneros
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella (FRANCO & LANDGRAF, 2005;
CARVALHO, 2010).

Apenas a E. coli tem como habitat priméario o trato intestinal de humanos e
animais. Os demais podem estar presentes em outros ambientes como vegetais e
solo, além de fezes (contaminacdo ambiental). Assim, a presenca de coliformes
totais em um alimento n&o significa necessariamente contaminacdo fecal ou
ocorréncia de enteropatdogeno (FRANCO & LANDGRAF, 1996), mas é considerado
como um indicador do nivel de contaminacdo ambiental que o alimento agregou
durante sua elaboracédo (TAMANINI et al., 2007).

O grupo dos coliformes a 45°C corresponde aos coliformes a 35°C que

apresentam a capacidade de continuar fermentando a lactose com producéo de gas
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a temperaturas entre 44,5 e 45,5°C (FRANCO & LANDGRAF, 1996). Em principio,
esta definicAo objetivou selecionar apenas os coliformes originarios do trato
gastrointestinal. No entanto, atualmente sabe-se que o grupo de coliformes
termotolerantes inclui pelo menos trés géneros, Escherichia, Enterobacter e
Klebsiella, sendo que os dois ultimos géneros possuem cepas de origem nhao
entéricas (SOAP, 2009).

Por esse motivo, a presenca de coliformes termotolerantes em alimentos é
menos representativa como indicador de contaminacao fecal do que a enumeracéo
direta de E.coli. Entretanto, € muito mais significativa do que a presenca de
coliformes a 35°C, dada a alta porcentagem de E.coli compondo o grupo fecal
(SOAP, 20009).

A pesquisa de coliformes termotolerantes e E.coli nos alimentos fornece com
maior seguranca informacdes sobre as condi¢cdes higiénicas do produto e da
possivel presenca de enteropatdgenos, sendo assim, considerado um indicador
higiénico-sanitario (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

3.2.4.1 Método de andlise

Esta andlise era feita segundo a Instrucdo Normativa (IN) 62 (BRASIL, 2003)
(Figura 16):

(a) (b)
FIGURA 16. (a) Resultado positiva na prova presuntiva. (b) Resultado positivo na

prova confirmativa para coliformes a 35°C e 45°C (Fonte: Arquivo pessoal).

- Prova presuntiva: Baseia-se na inoculagdo da amostra em caldo lauril sulfato
de sédio (LST), em que a presenca de coliformes é evidenciada pela formacdo de
gas nos tubos de Durhan, decorrente da fermentacéo de lactose presente no meio.
O caldo LST apresenta, em sua composi¢cdo, uma mistura de fosfatos que lhe
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confere um poder tamponante, impedindo a sua acidificagédo. A seletividade do meio
se deve a presenca do lauril sulfato de sodio, um agente surfactante aniénico que
atua na membrana citoplasmatica de micro-organismos gram positivos, inibindo o
seu crescimento.

A partir da diluicio 10™, 10?e 107 (alimentos sélidos e pastosos) ou 10°, 10"
e 107 (alimentos liquidos), inoculava-se volumes de 1 mL em séries de 3 tubos
contendo 10 ml de caldo LST, em concentracdo simples, com tubo de Durhan
invertido. A leitura era feita apds 48 horas de incubacédo a 35-37°C. A presenca de
gés nos tubos de Durhan (minimo 1/10 do volume total do tubo) indicava a presenca

presuntiva de coliformes. E, entéo, era feita a prova confirmativa.

- Prova confirmativa para coliformes a 35°C: A confirmac&o era feita por meio
da inoculacdo dos tubos positivos no caldo LST para a fermentacao de lactose em
caldo verde brilhante bile lactose 2% (VBBL) e posterior incubagédo a 36 + 1°C. A
presenca de gas nos tubos de Durhan do caldo VBBL (minimo 1/10 do volume total
do tubo) evidenciava a fermentacdo da lactose presente no meio. O caldo
apresentava, em sua composicdo, bile bovina e um corante derivado do
trifenilmetano (verde brilhante), responsaveis pela inibicdo dos micro-organismos

gram positivos.

- Prova confirmativa para coliformes a 45°C: A confirmacdo da presenca de
coliformes termotolerantes era feita por meio da inoculagdo em caldo EC, com
incubagédo em temperatura seletiva de 45 + 0,2°C a partir dos tubos positivos obtidos
na prova presuntiva. A presenca de gas nos tubos de Durhan evidenciava a
fermentacdo da lactose presente no meio. O caldo EC apresentava em sua
composicdo uma mistura de fosfatos que |he confere um poder tamponante,
impedindo a sua acidificacdo. A seletividade do meio se deve a presenca de sais

biliares, responsaveis pela inibicdo dos micro-organismos gram positivos.

3.2.5 Pesquisa de Salmonella sp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende
bacilos gram negativos ndo produtores de esporos. Sdo anaerébios facultativos e a
maioria € movel devido a presenca de flagelos peritriquios (excecdo feita a S.

pullorum e S. gallinarum) (CARVALHO, 2010). A taxonomia € baseada na
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composicdo de seus antigenos de superficies, que sdo antigenos somaticos (O),
flagelares (H) e os capsulares (Vi) (FRANCO & LANDGRAF, 2005).

Sao quimiorganotroficos com habilidade de metabolizar nutrientes através da
via respiratéria e fermentativa. A temperatura Otima de crescimento é de 37°C.
Catabolizam a glicose e outros carboidratos com producdo de acido e gas, sao
oxidase negativa, catalase positiva, crescem em presenca de citrato como Unica
fonte de carbono, a maioria produz acido sulfidrico (H,S), descarboxila a lisina e a
ornitina. Nao hidrolisam a uréia (SOAP, 2009).

E um micro-organismo amplamente distribuido na natureza, sendo o homem
e 0S animais seus principais reservatorios naturais. Entre os animais as aves
constituem o principal reservatério, mas suinos, bovinos, equinos, outros mamiferos
domésticos e silvestres, bem como répteis, também apresentam Salmonella
(FRANCO & LANDGRAF, 2002).

As bactérias desse género sao importantes agentes causadores de DTA em
humanos, sendo a maioria dos casos associada ao consumo de produtos de origem
animal (SCALLAN et al., 2011), sobretudo produtos avicolas (REITER et al., 2007).
As formas de bacteremias com focos de infeccado extra-intestinal localizados, séo
menos frequentes. Dentre 0os micro-organismos do género Salmonella adaptados ao
homem destaca-se a S. enterica sorotipo Typhi, agente da febre tiféide, doenca
infecciosa aguda e sistémica, e S. enterica sorotipo Paratyphi, agente da febre
entérica (LOUREIRO, 2007).

A febre tiféide € normalmente transmitida por 4gua e alimentos contaminados
com material fecal humano (FRANCO & LANDGRAF, 2002), sendo constantemente
associada a baixos niveis socioecondmicos, relacionando-se, principalmente, com
precarias condicbes de saneamento e de higiene pessoal e ambiental. A
sintomatologia clinica classica consiste em febre alta, cefaléia, mal-estar geral, dor
abdominal, falta de apetite, bradicardia relativa (dissociacdo pulso-temperatura),
esplenomegalia, manchas rosadas no tronco, diarréia e tosse seca (BRASIL, 2008).

Atualmente, o quadro clinico completo € de observacdo rara, sendo mais

frequente um quadro em que a febre é a manifestacdo mais expressiva,

acompanhada por alguns dos demais sinais e sintomas citados (BRASIL, 2008).
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Algumas pessoas podem se tornar portadoras durante muito tempo, mesmo apos o
desaparecimento dos sintomas, tornando-se fontes importantes de contaminacao
(FRANCO & LANDGRAF, 2002).

As febres entéricas causadas pelos sorotipos Salmonella Paratyphi A, B e C
(SOAP, 2009), causam um quadro bastante semelhantes a febre tiféide, mas os
sintomas clinicos sdo mais brandos. Também s6é acometem o0s seres humanos,
sendo igualmente transmitidas pelo consumo de 4gua e alimentos contaminados,
especialmente leite cru, vegetais crus, mariscos e ovos (FRANCO & LANDGRAF,
2002).

A enterocolite, também conhecida como salmonelose, € uma das zoonoses
mais complexas em sua epidemiologia e controle, cuja transmisséo direta de pessoa
a pessoa ndo é comum. Embora todos 0s micro-organismos pertencentes ao género
possam ser reconhecidas como um patdgeno potencial, algumas responsaveis por
infeccdo no homem, estdo presentes no intestino de aves sadias, sem detrimento
para o hdéspede sendo, porém, capazes de contaminar 0 meio ambiente e outras
aves, atraves das fezes (PREBAF, 2008).

A dose infectante varia de 10° a 10°® células, porém em pacientes
imunocomprometidos tém sido observadas doses <10°® células para alguns
sorovares envolvidos em surtos de DTA. A manifestagdo clinica geralmente resultam
em gastroenterites auto-limitadas que incluem sintomas como dores abdominais,
nauseas, vomito, diarréia, febre moderada e dores de cabeca, tratadas apenas nos
casos de pacientes imunodeprimidos, neonatais e idosos, ou pacientes com febre
entérica e septicemia (PREBAF, 2008; TEO & OLIVEIRA, 2005) e ndo sendo

requerida nos casos de diarréias agudas em paciente higidos.

Contudo a utilizacao rotineira e indiscriminada dos antibiéticos tem levado ao
aparecimento de populacdes bacterianas resistentes (PREBAF, 2008). Fato este
agravado devido a utilizagdo dos medicamentos tanto para tratar ou prevenir a
ocorréncia de doencas infecciosas quanto como aditivos, neste caso visando
melhorar o desempenho zootécnico de animais de produgdo (CARDOSO et al.,
2006; RIBEIRO, 2006).
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3.25.1 Método de analise

A técnica tradicional de deteccdo de Salmonella em alimentos foi
desenvolvido com a finalidade de garantir a deteccdo mesmo em situacdes
extremamente desfavoraveis, como é o caso de alimentos com uma microbiota
competidora muito maior do que a populacdo de Salmonella, alimentos em que as
células se encontrem em numero muito reduzido ou injuriadas pelo processo de
conservacao, como a aplicacdo de calor, o congelamento e a secagem, por exemplo
(SOAP, 2009).

Esta analise era realizada com base na IN 62 (BRASIL 2003), a qual segue
basicamente quatro etapas: pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo,

plagueamento seletivo diferencial, confirmacao por triagem bioquimica e sorologia:

- Pré-enriquecimento ndo seletivo: esse procedimento visa minimizar 0s
efeitos do processamento industrial dos alimentos, capaz de promover estresse nas

células de Salmonella, sem inativa-las biologicamente.

Assim, diluia-se 225 mL de agua peptonada tamponada 1% (APT) em 25 ¢
das amostras sélidas ou pastosas e 25 mL das amostras liquidas, incubando a
mesma a 36°C + 1 /16 a 20 horas. A utilizacdo do APT, favorece a manutencao do
pH (Potencial Hidrogenidnico), evitando que as bactérias acompanhantes

acidifiquem o meio, prejudicando a recuperacao das células de Salmonella.

- Enriquecimento em caldo seletivo: objetiva inibir a multiplicacdo da
microbiota acompanhante e promover a elevacao preferencial do numero de células
de Salmonella, a partir da incubac¢do da amostra pré-enriquecida em caldo seletivo,
por 18 a 24 horas. Nesta etapa, recomenda-se a utilizacdo de dois diferentes meios
de enriquecimento, porque a resisténcia de Salmonella aos agentes seletivos varia

de cepa para cepa (SILVA et al., 2007) .

O enriguecimento seletivo era feito obrigatoriamente nos meios liquidos
seletivos, caldo Rappaport Vassiliadis (RV), cuja presenca de verde malaquita e de
cloreto de magnésio, associada a temperatura de incubacdo, atuam como agentes
seletivos da microbiota acompanhante, enquanto a presenca de peptona de farinha
de soja estimula o crescimento de Salmonella, e o caldo selenito-cistina (SC), onde

0 agente inibidor é o selenito de sédio que atua inibindo os coliformes e enterococos.



35

Assim, era transferido uma aliquota 0,1mL do APT inoculando-a em 10 mL de RV e
outra aliquota de 1mL para 10 mL de caldo SC. Os tubos eram incubados em
banho-maria por 24 a 30 horas a 41+ 0,5°C.

- Plagueamento seletivo diferencial: objetiva promover o desenvolvimento
preferencial de colbnias de Salmonella, com caracteristicas tipicas que as distingam
dos competidores, para posterior confirmacdo soroldgica e bioquimica. Assim como
na etapa de enriquecimento seletivo, recomenda-se que o plagueamento diferencial
seja feito em mais de um tipo de meio de cultura (SILVA et al., 2007).

Para essa etapa, de cada meio de enriquecimento seletivo transferia-se uma
pequena aliquota com auxilio de alca bacterioldégica de niquel-cromo ou platina, pela
técnica de esgotamento superficial no agar verde brilhante vermelho de fenol lactose
sacarose (BPLS) e no &gar xilose lisina desoxicolato (XLD) . As placas eram
incubadas a 35-37°C/24 h (Figura 17).

(b)

FIGURA 17. (a) Placa de micro-organismo do género Salmonella em BPLS (b) Placa

de micro-organismo do género Salmonella em XLD ( Fonte: Arquivo pessoal).

O BPLS apresenta em sua composicao bile bovina e um corante derivado do
trifenilmetano (verde brilhante), responsaveis pela inibicdo de micro-organismos
gram positivos e o XLD se baseia na fermentacdo da xilose, descarboxilacdo de
lisina e producdo de H,S para diferenciacdo primaria de Salmonella spp. de
bactérias ndo patogénicas, e como agentes inibidores da flora competitiva 0 meio
apresenta o desoxicolato de sédio.
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- Confirmacao: objetiva verificar se as col6nias tipicas obtidas nas placas séo
realmente colonias de Salmonella, através de provas bioquimicas e soroldgicas.
(SILVA et al., 2007).

Inicialmente as coldnias tipicas no plaqueamento diferencial eram repicadas
com ajuda de agulha de niquel-cromo ou platina, com inoculacdo profunda e
estriamento na superficie do bisel no agar Lisina Ferro (LIA) e no &gar Triplice
Acucar Ferro (TSI). Posteriormente os tubos eram incubados a 35-37°C/24 h.

Durante as primeiras 8-12 horas de incubacdo o TSI se encontrava amarelo
pela utilizacdo de glicose como fonte de energia. Porém como esse nutriente
encontra-se em baixa concentragdo no meio, as colénias de Salmonella comegam a
degradar os aminoéacidos liberando aminas, responsaveis pela alcalinizacdo do
meio (apresentando coloragéo vermelha pela viragem do indicador de vermelho de
fenol), do bisel para a base, pois a degradacdo de aminoacidos é facilitada na
presenca de oxigénio. Juntamente com essas reacdes, ocorre a liberacdo de enxofre
no meio que junto com o hidrogénio ali encontrado forma H,S (escurecimento do

meio).

O meio LIA propicia a verificacdo da descarboxilacdo da lisina pela
alcalinizacdo do meio. Inicialmente, a bactéria fermenta a glicose presente como
fonte de energia para seu desenvolvimento, acidificando o meio que torna-se
amarelo pela viragem do indicador de parpura de bromocresol. Como a Salmonella
produz a enzima lisina-descarboxilase, ativada pela acidificacdo do meio, a lisina
presente € degradada, produzindo cadaverina e CO, (dioxido de carbono),
originando metabdlitos alcalinos. Desta forma o meio passa de amarelo para a cor
violeta. Portanto, esperava-se a cor roxa para o tubo positivo, sendo essa a mesma

cor do meio antes de ser inoculado, com producéo de HS.

Culturas caracteristicas nos meios TSI e LIA, eram submetidos a sorologia,
onde utilizava-se o soro polivalente para confirmacdo do género, aplicando-se para
iSso a técnica recomendada pelo fabricante, e a testes bioquimicos complementares

para confirmacao definitiva da identidade.

Uma alcada das colbnias que apresentaram positividade na sorologia era

transferida a uma bateria de testes em tubos contendo: caldo uréia (teste da
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urease), caldo malonato (teste do malonato), caldo triptose (teste indol), caldo MRVP
- Methyl Red and Voges Proskauer (teste vermelho de metila - fermentacéo glicose
via acida mista, e teste Voges-Proskauer - fermentacdo da glicose via butilino-
glicdlica) e agar Citrato de Simmons (teste da utilizacdo do citrato como fonte Unica
de carbono) (Tabela 1). Apds as colbnias serem repicadas para 0os meios citados,
era feita a incubagé&o a 35-37°C por 24 h.

TABELA 1: Provas bioquimicas e resultados esperados para caracterizacdo de

Salmonella sp.

Teste bioquimico Reacao

Urease -

Malonato -

Indol -

VM +

VP -

Citrato +

Apés a verificagdo da combinacdo de resultados das provas bioquimicas e
soroldgicas indicava-se o resultado como presenca ou auséncia de Salmonella em

25 g ou mL da amostra.

3.3ANALISES FiSICO-QUIMICAS REALIZADAS

3.3.1 Determinacéo do ponto de congelamento (indice crioscopico ou
crioscopia)

O indice crioscopico (IC) € definido como a temperatura em que o leite passa
do estado liquido para o estado solido (TRONCO, 2008; BRASIL, 2003), que é

determinado predominantemente pelas substancias que estdo em solugéo, ou seja,

substancias que se dissolvem perfeitamente na agua (LIPOA, 2013). Tem por
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finalidade a deteccdo de fraudes por adicdo de agua (TRONCO, 2008) e deve estar
entre -0,530 e -0,550° Hortvet (o que corresponde entre -0,512 e -0,531°C) (BRASIL,
2011).

O ponto de congelamento do leite pode apresentar pequenas variacbes de
acordo com: periodo de lactacdo, estacao do ano, clima, latitude, alimentacao, raca,
doencas dos animais e processos de pasteurizacdo, estado de conservacao da
matéria-prima, entre outros (TRONCO, 2008).

O IC do leite fraudado com agua tende a aproximar-se de 0°C, ponto de
congelamento da agua (LUTZ, 2005), fraude esta que tem como objetivo aumentar
o volume da producdo, muitas vezes acompanhado de fraudes por reconstituintes
(solutos) na tentativa de mascarar a adicdo de agua, ou o objetivo de trazer a acidez
para parametros normais bem como o IC, uma vez que a acidez proveniente da

degradacéo de lactose aprofunda o ponto de congelamento (LIPOA, 2013).

A adicdo de agua ao leite ndo sé reduz a qualidade do mesmo, como também
pode ocasionar contaminacdo dependendo da qualidade da agua adicionada,

representando um risco a saude do consumidor (LUTZ, 2005).

3.3.1.1 Meétodo de analise

O IC é aferido através de um aparelho chamado crioscépio, aparelho capaz
de reconhecer a concentracdo das substancias em solucdo em relacédo a quantidade
de agua normal do leite (LIPOA, 2013).

ApoOs a calibracdo do aparelho, pipetava-se, em triplicata, 2,5mL de leite em
tubos especificos. Posteriormente, colocava-se o tubo no crioscopio, o qual super-
resfriava a amostra até -3°C, seguida de imediata cristalizacdo da amostra induzida
por vibracdo mecanica. Isto produz uma elevacao rapida de temperatura da amostra
de leite, com consequente liberacdo de calor de fusdo, até alcancar um "plateau”
que corresponde ao IC (TRONCO, 2008). Apés cada leitura, que entre as triplicatas
devia ser proximo, aceitando uma tolerancia de mais ou menos 2 miligraus (£

0,002°H), calculava-se a média, determinando assim o valor do IC.



39

Internacionalmente, o resultado é expresso em escala de graus Horvert (°H),
ligeiramente diferente da escala de graus Celsius (°C), estando ambas

correlacionadas pelas equacdes:
°H =1,03562 x °C °C =0,9656 x °H

Nas fraudes por aguagem, o célculo da porcentagem de &gua adicionada

pode ser feito pela equacéo:
% agua = (0,550 - L) x 1,82 x 100

L = leitura do ponto de congelamento da amostra

3.3.2 Pesquisa de peroxidase

O leite contém vérias enzimas que atuam como catalisadores bioquimicos,
provocando importantes modificacdbes em baixas concentragbes. As enzimas
chegam ao leite através da glandula mamaria e ainda através de micro-organismos.
Uma das enzimas de maior interesse na pratica rotineira das indastrias € a
peroxidase, amplamente utilizada para verificar o grau de aquecimento que o leite foi
submetido durante o processo de pasteurizagcdo (TRONCO, 2008).

A pasteurizagdo do leite consiste no emprego de calor com a finalidade de
destruir totalmente a microbiota patogénica, sem causar alteracdo sensivel da
constituicao fisica e do equilibrio quimico do leite , sem prejuizo dos seus elementos
bioguimicos, assim como suas propriedades organolépticas normais (LIPOA, 2013).
Os processos de pasteurizagdo permitidos pela legislagdo para o leite s&o:
pasteurizacdo lenta (62-65°C por 30 min) e pasteurizacéo rapida (72-75°C por 15-20
seg) (BRASIL, 2011).

A peroxidase é uma enzima oxidante, capaz de liberar o oxigénio do peroxido
de hidrogénio (H,O, + peroxidase = H,O + O) , sendo inviabilizada somente sob
temperatura superior a 75°C por mais de 20 seg (LUTZ, 2005), possibilitando, assim,

0 Uso para verificacdo se ocorreu 0 superaquecimento durante o tratamento térmico.
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3.3.2.1 Método de analise

Inicialmente era realizada a prova oficial modificada que consistia em
transferir 2 mL de leite da amostra para um tubo de ensaio e adicionar
cuidadosamente 2 mL de solugdo hidroalcodlica de guaiacol a 1%, formando uma
sobrecamada no leite, e a adicdo de 3 gotas da solucao de peréxido de hidrogénio a
3%, seguida da leitura da prova (LIPOA, 2013).

Se a pesquisa revelasse um anel salmao (r6seo) a marrom pouco abaixo da
superficie do leite, o resultado do teste era considerado positivo; em caso contrario,
se o0 leite permanecesse branco, realizava-se a prova oficial, que consistia em
transferir 10 mL da amostra para o tubo e submeter ao aquecimento em banho-
maria a 45°C por 5 min, para a ativacdo da enzima. Posteriormente, acrescentava-se
cuidadosamente 2 mL da solucdo de guaiacol 1% e 3 gotas da solucédo de peréxido
de hidrogénio a 3%. Se a leitura revelasse o anel salméo (réseo) a marrom, o teste
era considerado como positivo. Se o leite permanecesse branco, o resultado do
teste era considerado negativo, considerando, portanto, que o leite foi
superaquecido. Amostras que foram devidamente pasteurizadas devem apresentar-

se positivas para esta prova (LIPOA, 2013).

O método de analise oficial modificada demonstra um bom resultado onde
guase a totalidade das amostras positivas apresentavam reacdo mesmo sem 0
aquecimento. Entdo o aquecimento era realizado como confirmatério, apenas para
amostras com resultado negativo, conferindo maior velocidade as analises (LIPOA,
2013).

A metodologia descrita utiliza como base a capacidade da enzima desdobrar
a agua oxigenada e liberar o oxigénio ativo, o qual pode fixar-se em uma substancia
oxidavel, como o guaiacol, produzindo a oxida¢édo salméo (rosada) (TRONCO, 2008)
(Figura 18).
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FIGURA 18. Tubos com a presenca da enzima peroxidase (Fonte: Arquivo pessoal).

3.3.3 Pesquisa de fosfatase alcalina

Outra enzima de grande interesse na pratica rotineira das industrias € a
fosfatase alcalina, enzima naturalmente encontrada no leite, cuja finalidade é
catalisar a hidrolise de fosfatos organicos em alcool ou fenol e &cido fosférico,
facilmente detectado mediante reacfes colorimétricas. Esta enzima € destruida pelo
calor produzido no processo de pasteurizacdo, sendo portanto, assim como a
peroxidase, utilizada como parametro para avaliacdo da eficiéncia do tratamento
térmico do leite, no chamado “perfil enzimatico do leite”. A destruicdo desta enzima
assegura a destruicdo dos patégenos, garantindo a inocuidade do leite (TRONCO,
2008).

3.3.3.1 Método de analise

A pesquisa de fosfatase alcalina é realizada através de kits, cujo principio do
teste é baseado na alteracdo colorimétrica. No mercado, existe inidmeros kits, sendo

assim a técnica realizada conforme a orientacdo do fabricante.

No laboratorio, utilizava-se o método colorimétrico da fosfatase alcalina —
BIOCLIN. Era adicionado 50 pL do substrato e 500 uyL da solugdo padrao.
Posteriormente pipetava-se 50 yL da amostra do leite e incubava por 10 minutos em
banho-maria a 37 °C. Por fim, adicionava-se 2000 yL do reagente de cor. Se a
pesquisa revelasse uma cor azul, o resultado do teste era considerado positivo; em

caso de ficar amarelo, o resultado do teste era expresso como negativo (BIOCLIN,
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2013). Um leite devidamente pasteurizado deve ter a enzima fosfatase destruida,

mostrando-se negativo para tal prova (Figura 19).

FIGURA 19. Tubo com teste positivo e negativo para presenca de fosfatase (Fonte:

Arquivo pessoal).

3.4PROVAS PARA DETECCAO DE FRAUDES EM LEITE

A adicdo de substancias estranhas a composi¢cao normal do leite esta ligada a
fraudes que podem ocorrer desde a fonte de producéo até a fase de comercializacao
(TRONCO, 2008), geralmente associado a trés finalidades béasicas: aumentar o
volume, mascarar a acidez ou conservar o leite, podendo ocorrer uma associacao de
fraudes (LIPOA, 2013).

A adicdo de agua ou agua e reconstituintes € a fraude mais frequente,
realizada por produtores e também pela industria com o objetivo de aumentar o
volume de leite. No caso de produtores sdo mais facilmente detectaveis pois sédo
realizadas de maneira mais grosseira e dificilmente ndo sédo detectadas por um
equipamento sensivel como o crioscopio. Porém quando cometida pela industria
esta fraude pode ser indetectavel, uma vez que dispondo de equipamentos de
andlises, € possivel produzir facilmente solu¢des dentro do padréo (LIPOA, 2013).

3.4.1 Adicao de reconstituintes

Os reconstituintes sdo substancias acrescentadas ao leite com finalidade de

recompor a densidade e a crioscopia (LIPOA, 2013). Com essas substancias foram
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aperfeicoadas as técnicas de fraudes de aguagem, sendo as mais comumente
empregadas: amido sollvel, sacarose, cloreto de sédio e urina (TRONCO, 2008).

3.4.1.1 Pesquisa de amido

Este composto apresenta capacidade de reconstituir a densidade, mas
praticamente ndo altera o IC, sendo o conflito entre uma analise de densidade
normal ou até acima do normal e uma crioscopia préximo de 0°C tipico de fraude
por adicdo de agua e amido (LIPOA, 2013). Facilmente confirmada com a prova de

deteccdo de amido.

Técnica utilizada: transferia-se 10 mL de leite para o tubo de ensaio que era
submetido ao aquecimento em banho-maria até ebulicdo. Ap6s 5 min em ebulicdo, a
amostra era esfriada em agua corrente. Adicionava-se 2 gotas de solucao de Lugol e
observava a coloracdo produzida. Tubos que apresentava coloracdo azul era

considerado positivo para presenca de amido (LUTZ, 2005) (Figura 20).

FIGURA 20. Tubo negativo e positivo para presenca de amido (Fonte: Arquivo

pessoal).

A deteccdo do amido ocorre pela acdo do iodo sobre a B-amilose, fragéao
solivel do amido que absorve o iodo e forma um composto de cor azul. O
aguecimento é feito com o objetivo de facilitar a abertura da cadeia de amido para
gue o iodo seja absorvido pela cadeia de -amilose (TRONCO, 2008; LUTZ, 2005).
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3.4.1.2 Pesquisa de sacarose

E um reconstituintes de densidade utilizado com grande frequéncia, isso
porque seu sabor € mais aceitavel, e se confunde melhor com o leite. O acucar

influéncia tanto a densidade como a crioscopia (LIPOA, 2013).

Técnica utilizada: transferia-se 10 mL de leite para um tubo de ensaio, 1 mL
de &cido cloridrico concentrado e 0,1g de resorcina. Posteriormente, agitava-se e
submetia o tubo ao aquecimento em banho-maria por 5 min. Na presenca de
sacarose, o leite apresentava-se com coloracdo rosea imediata. Nao era levado em
consideracao se a coloragdo aparecesse somente apds algum tempo, uma vez que
a reacdo também hidrolisa a lactose (LIPOA, 2013) (Figura 21).

FIGURA 21. Amostra negativa e positiva para presenca de sacarose (Fonte:

Ronaldo Tamanini).

A deteccdo de sacarose ocorre devido a capacidade da resorcina condensar
com as aldoses em meio acido, proporcionado pela adicdo de &cido cloridrico,

revelando assim a coloracao résea (TRONCO, 2008).

3.4.1.3 Pesquisa de cloreto de sédio

O cloreto de sodio é outro componente bastante utilizado para normalizar a
densidade e o IC. No entanto, o sal influencia mais fortemente no sabor, sendo mais

desagradéavel do que o agucar (LIPOA, 2013).

Técnica utilizada: Em um tubo de ensaio depositava-se 10 mL de leite,

seguida de adicdo de 0,5 mL de solucdo de cromato de potassio 5% e 4,5 mL de
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solugcéo de nitrato de prata 0,1N. A coloragdo amarela clara resultava em positivo
para a presenca de cloretos em quantidades superiores a faixa de normalidade (0,08
a 0,1%). Tubos com coloracédo amarelo "gema de ovo" eram considerados negativos
(LIPOA, 2013) (Figura 22).

FIGURA 22. Tubo positivo e negativo para presenca de cloreto de sodio acima da

faixa de normalidade (Fonte: Arquivo pessoal).

A reacdo tem como principio a utilizacdo do nitrato de prata pelo cloreto.
Quando o teor de cloretos no leite € normal, a quantidade de nitrato de prata
adicionada € excessiva, reagindo, entdo, com o indicador (cromato de potassio)
obtendo uma coloracdo amarelo "gema de ovo". Se o teor de cloretos estiver
elevado, haverd maior consumo de nitrato de prata, diminuindo a intensidade da
coloracdo amarela (TRONCO, 2008).

3.4.1.4 Pesquisa de alcool etilico

O alcool tem a capacidade de aprofundar o IC tornando-o mais negativo,
sendo 0,05% capaz de aprofundar cerca de 0,020°H. Geralmente, ¢ adicionado com
a finalidade de mascarar a fraude por adicdo de agua (LIPOA, 2013).

Técnica utilizada: Em um kitasato, colocava-se 100 mL da amostra de leite e
10 mL de solucdo antiespumante (solucdo a 3%). Em um tubo de ensaio adicionava-
se 2 mL de solucdo sulfocrébmica e mergulhava nessa solugcdo a extremidade da
pipeta de Pasteur que estava acoplado ao kitassato por um tubo de silicone ou latex,
de modo a formar um sistema fechado. O kitasato era aquecido e mantido sob
fervura por 5 min (Figura 23).
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FIGURA 23. Kitasato acoplado na pipeta de Pasteur (Fonte: Arquivo pessoal).

Esperava-se como resultado positivo a alteracdo da coloracdo da solucgao
sulfocrbmica normal para verde escuro. Em casos de tubos com coloracdo
inalterada da solucdo, era considerado como negativo para presenca de alcool
(Figura 24).

il

FIGURA 24. Resultado negativo e positivo para presenca de alcool etilico (Fonte:

Arquivo pessoal).

3.4.2 Adicao de conservantes

A adicdo de conservantes é realizada de maneira fraudulenta, com o intuito
de aumentar a vida atil do produto (LIPOA, 2013). De acordo com o regulamento da

inspecéo industrial e sanitaria de produtos de origem animal - RIISPOA (1980), ndo
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existe nenhuma situagéo que seja permitida a adicdo de substancias conservadoras
ao leite, isto porque poderia ocorrer falta de interesse pela limpeza, higiene e
refrigeracdo durante a obtencdo e posterior conservacdo do leite, aléem da acéo
prejudicial & saude do consumidor e a certas aplicacfes tecnologicas do leite em

natureza.

Os conservantes atuam como bactericidas ou bacteriostaticos, eliminando ou
controlando o crescimento microbiano no leite. Os mais frequentemente utilizados

sdo o peroxido de hidrogénio, o formol e o hipoclorito (LIPOA, 2013).

3.4.2.1 Pesquisa de peréxido de hidrogénio (H.0,)

E um potente agente oxidante, capaz de comprometer o metabolismo
microbiano a ponto de matar a célula ou impedir sua multiplicacdo. E o conservante
mais proximo ao ideal, uma vez que os metabdlitos resultantes da sua degradacéo,

agua e oxigénio, sdo inodcuos.

Técnica utilizada: Transferia-se 10 mL da amostra de leite para o tubo de
ensaio e submetia ao aguecimento em banho-maria a 65°C. Posteriormente,
adicionava-se 2 mL da solucao hidroalcodlica de guaiacol a 1%. Na presenca de

H.O,, esperava-se o desenvolvimento de coloracédo salméao (Figura 25).

Na auséncia desta coloragdo, adicionava-se 2 mL de leite cru, para
confirmacdo da auséncia de H,O,. Se apdés a adicdo de leite cru ocorresse a
formacdo da coloracdo salméao, concluia-se que o leite possui adicdo de H,O, e que
havia sido superaquecido, ocorrendo a inativacdo da peroxidase (elemento
fundamental para aplicacao da técnica).
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FIGURA 25. Resultado positivo e negativo na anélise de H,O, (Fonte: Arquivo

pessoal).

3.4.2.2 Pesquisa de formaldeido

Quando utilizado como desinfetante, é um excelente bactericida, fungicida e,
elimina também esporos de bactérias. Quando adicionado ao leite, além de matar os
micro-organismos, reage com a caseina e a albumina, formando compostos
insoltveis (LIPOA, 2013).

O consumo de leite com presenca de formol ndo € seguro para a saude
humana (ANVISA, 2013). O formol ou formaldeido é téxico e €& considerado
cancerigeno pela Agéncia Internacional de Pesquisa do Cancer (IARC) desde 2006.
Devido a sua solubilidade em agua, o formol é rapidamente absorvido no trato
respiratorio e gastrointestinal e metabolizado. Embora o formol ou metabdlitos sejam
capazes de penetrar na pele humana, a absorcdo dérmica € mais leve, porém pode
induzir a dermatites de contato (ANVISA, 2013; VIEIRA et al., 2013).

Técnica utilizada: Em um baldo de destilagdo colocava-se 100 mL de leite,
100 mL de agua e 2 mL de acido fosforico. Essa solucdo era submetida a destilacao
até a obtencdo de 50 mL de destilado. Posteriormente, pipetava-se em um tubo de
ensaio 1 mL do destilado, 5 mL de solugdo de acido cromotrépico a 0,5% em
solucdo de acido sulfurico a 72%. Apo6s 15 minutos de aquecimento em banho-

maria, na presenca de formol, observava-se uma coloragao violacea (Figura 26).
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FIGURA 26. Resultado positivo e negativo na prova de deteccdo de formaldeido
(Fonte: Arquivo pessoal).

O formaldeido aquecido com &acido cromotropico em presenca de acido
sulftrico, origina um produto de condensacdo que, oxidado posteriormente,

transforma-se em um composto p-quinoidal de coloragéo violeta (LUTZ, 2005).

3.4.2.3 Pesquisa de cloro e hipoclorito

Tais substancias geralmente aparecem como residuos de sanitizantes dos
equipamentos de ordenha ou da industria ou podem ser colocados propositalmente
devido seu efeito bactericida (TRONCO, 2008). Em contato com matéria organica,

pode gerar substancias carcinogénicas como tri-halometanos (LIPOA, 2013).

Técnica utilizada: em tubo de ensaio, era transferido 5 mL da amostra e
adicionado 0,5 mL de solucdo de iodeto de potassio a 7,5%. O aparecimento da
coloracdo amarela indicava a presenca de cloro livre. Para confirmacdo, era
adicionado 1 mL de solugéo de amido a 1%. Deveria desenvolver coloragéo azul ou
violeta. Nao havendo mudanca de coloracdo, era interpretado como auséncia de
cloro livre (LUTZ, 2005).

Nesse caso, seguia-se para proxima etapa, onde era adicionado 4 mL de
acido cloridrico e submetido ao aquecimento em banho-maria a 80°C por 10 min.
Apos resfriava o tubo em agua corrente e observava-se a coloracdo do coagulado,
que na presenca de hipoclorito deveria ser amarela. Para confirmacdo, era
adicionado 1 mL de solucdo de amido a 1%. Na presenca de hipoclorito, a solu¢éo

deveria desenvolver uma coloracao azul ou violeta (LUTZ, 2005) (Figura 27).
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FIGURA 27. Resultado positivo e negativo para pesquisa de hipoclorito (Fonte:

Arquivo pessoal).

A pesquisa tem como principio a liberacdo do iodo a partir do iodeto de
potassio na presenca de cloro ou hipocloritos, que formam cloreto de potassio e
liberam o iodo, que vao imprimir ao liquido uma coloragdo amarela. A coloragéo azul
ou violeta € obtida quando adicionado a solucao de amido solUvel se da pela reacao
do amido com o iodo liberado (TRONCO, 2008).

3.4.3 Adicao de neutralizantes de acidez

A acidez real do leite é composta pela combinacdo da acidez natural e da
acidez adquirida (SILVA, 2013). O leite fresco é naturalmente acido, apresentando
pH entre 6,6 e 6,8 (TRONCO, 2008). Esta acidez, denominada de acidez natural do
leite provém de sua propria constituicdo, ou seja, se deve a presenca de caseina,
fosfatos, citratos, albumina e diéxido de carbono (LIPOA, 2013).

Entretanto, quando o leite é obtido em condi¢cdes higiénico-sanitarias
deficientes ou é armazenado sob refrigeracdo inadequada ocorre a proliferacdo de
bactérias mesofilas, cujas enzimas quebram a lactose, formando &cido latico e
compostos secundarios, resultando na denominada acidez adquirida do leite
(PANCOTTO, 2011).

A adicdo de neutralizantes de acidez tem a finalidade de mascarar a acidez
adquirida do leite cru, que € a principal causa de instabilidade da caseina implicando
em problemas como sedimentagdo ou coagulagcéo ao aquecimento (LIPOA, 2013),

além de mascarar o estado higiénico-sanitario e sua forma de conservacdo nas
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indUstrias. As substancias mais usadas sao: bicarbonato de sdédio, carbonato de
calcio, cal virgem e soda (TRONCO, 2008).

3.4.3.1 Pesquisa de bicarbonato de sédio

Técnica utilizada: transferia-se 11 mL de leite da amostra para um béquer de
150 mL, com adicéo de 5 gotas de solucao alcodlica de fenolftaleina a 1%. Titulava-
se com solucdo hidroxido de sodio 0,IN até coloracdo rosea persistente.
Posteriormente, acidificava-se com 1 mL de solucdo de acido sulfarico 0,025 N,
seguido de aquecimento até ebulicdo. Apds resfriar rapidamente em banho de gelo,
adicionava-se 2 mL de solucdo alcoodlica de fenolfetaleina a 1% (BRASIL, 2006).
Como resultado positivo esperava-se uma coloracdo résea, indicando a

neutralizacdo com bicarbonato de sodio (Figura 28).

FIGURA 28. Resultado positivo e negativo para prova de neutralizantes de acidez

(Fonte: Arquivo pessoal).
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PARTE 2 - UNESP

4. DESCRICAO DO LOCAL DO ESTAGIO

No periodo compreendido entre 09 de setembro a 19 de novembro de 2013,
com o total de 400 horas, parte do estagio supervisionado foi realizado no Servico
de Orientacdo a Alimentacdo Publica (SOAP) do Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica (DHVSP) da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia (FMVZ) da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Campus de
Botucatu, tendo como orientador o Professor Doutor Germano Francisco Biondi que,
além de ser o responsavel pelo SOAP, € docente da disciplina de inspecédo sanitaria

de produtos de origem animal.

A UNESP, criada em 1976, resultou da incorporacéo dos Institutos isolados
de Ensino Superior do Estado de S&o Paulo, situadas em diferentes pontos do
interior paulista. No centro-sul do Estado de Sdo Paulo, na cidade de Botucatu,
Distrito de Rubido Junior, funciona a Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia.
E uma instituicdo que se preocupa com o individuo e a sociedade, oferecendo
através do ensino superior, oportunidade para formacado intelectual e realizacédo
pessoal, formando profissionais competentes e habilitados para atuarem nas areas
Médica Veterinaria e Zootécnica (UNESP, 2013).

O Curso de Graduacdo em Medicina Veterinaria destacou-se por ter sido o
primeiro curso do pais, implantado com cinco anos de duracdo, caracterizando o
altimo ano como estagio de treinamento profissional, abrangendo as areas de
conhecimento da Medicina Veterindria. O departamento conta como estrutura
administrativa setores que incluem clinicas de pequenos e grandes animais, assim
como os de radiologia, morfologia, patologia clinica, parasitologia, inspecdo de
produtos de origem animal, unidade de estudo e sanidade avicola, reproducéo,
fisiologia, imunologia, histopatologia e farmacologia (UNESP, 2013).

O SOAP desenvolve diversas atividades de ensino e pesquisa embora as
atividades de extensdo tenha aumentado nos ultimos anos em virtude da grande
procura pelas industrias, cozinhas hospitalares, lanchonetes e hipermercados, para
realizacdo de analises para controle fisico-quimico e microbiolégico de alimentos.

Anualmente, sdo realizadas cerca de 29.000 analises dos mais diversos tipos de
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alimentos para 6rgaos publicos e privados de todo o Estado de S&o Paulo (UNESP,
2013).

O SOAP, além dos professores responsaveis, Professor Doutor Germano
Francisco Biondi e Professor Doutor José Paes de Almeida Nogueira Pinto, tem
como integrantes dois técnicos de laboratério, responsaveis pelas analises
microbiolégicas e fisico-quimicas, duas funcionarias que preparam meios de cultura,
reagentes, esterilizam material para as analises, esterilizam e lavam materiais de
descarte dos laboratérios, dois funcionérios responsaveis pelo recebimento das
amostras, emissdo dos laudos, arquivamento e secretariado em geral, quatro
mestrandos, cinco doutorandos e quatro médicos veterinarios residentes que atuam

na rotina laboratorial.

4.1AREA FISICA

4.1.1 Sala de reunides e secretaria

A unidade conta com uma sala de reunides e uma secretaria, dotadas de
materiais essenciais para o funcionamento da rotina. Tal sala suporta a
documentacdo das analises realizadas bem como o0s demais documentos

burocraticos do laboratério (Figura 29).

FIGURA 29. Secretaria e sala de reunides (Fonte: Arquivo pessoal).
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4.1.2 Salas de apoio aos profissionais

No prédio encontram-se salas para cada professor atuante no laboratorio,

uma sala para os residentes e uma sala para os pdés-graduandos (Figura 30).

(b)

FIGURA 30. (a) Sala dos residentes. (b) Sala dos pds-graduandos (Fonte: Arquivo

pessoal).

4.1.3 Laboratorio da pesquisa

Este laboratorio é destinado para realizacdo dos experimentos de alunos de
mestrado e doutorado que estdo vinculados ao Departamento de Higiene Veterinaria
e Saude Publica (Figura 31).

FIGURA 31. Laboratorio da pesquisa (Fonte: Arquivo pessoal).



55

4.1.4 Salas de preparo de meios, lavagem de material e autoclavacao

Sala destinada ao preparo do material utilizado na rotina. E equipada com pia,
micro-ondas, destilador de agua, mesa, armario, duas autoclaves utilizadas para
preparo de meios da rotina e da pesquisa, e varias estufas com diferentes

temperaturas para secagem das vidrarias utilizadas na rotina (Figura 32).

FIGURA 32. Sala de preparo de meios, lavagem de material e autoclavacéo (Fonte:

Arquivo pessoal).

4.1.5 Laborat6rio de microbiologia

Local onde séo realizadas todas as analises microbiolégicas, desde a
pesagem das amostras até a obtencdo dos resultados. E dotado de fluxo laminar,
balanca, varias estufas (com temperaturas variadas), trés banho-maria, bicos de

Bunsen nas bancadas, duas capelas assépticas, pias e mesa central (Figura 33).
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FIGURA 33. (a) Laboratério de microbiologia (b) Estufas com varias temperaturas

para incubacdo das analises microbiolégicas (Fonte: Arquivo pessoal).

4.1.6 Laboratério de analises fisico-quimicas

O laboratorio possui uma bancada central, onde se encontra a maioria dos
reagentes utilizados nas analises de rotina, dois exaustores, destilador de agua,
geladeira, mufla, estufa, centrifuga, banho-maria, refratbmetro, espectofotébmetro,
crioscopio eletronico, refratbmetro de Abbé, dessecadores, balangca analitica,
pHmetro, além de uma pia e um chuveiro de emergéncia (Figura 34).

FIGURA 34. Laboratorio de andlises fisico-quimicas (Fonte: SOAP).

4.1.7 Sala de descarte de materiais contaminados

Esta sala é destinada para uso exclusivo de descarte de material
contaminado utilizado na rotina microbioldgica. Possui uma autoclave prépria para o

descarte, e duas pias para lavagem do material (Figura 35).
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FIGURA 35. Sala de descarte de materiais contaminados (Fonte: Arquivo pessoal).

4.1.8 Almoxarifado

Local onde sdo estocados 0s materiais necessarios para o andamento da

rotina microbioldgica e fisico-quimica (Figura 36).

FIGURA 36. Almoxarifado (Fonte: Arquivo pessoal).

4.1.9 Sala da Unidade Técnica Regional de Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento

No mesmo prédio, encontra-se a Unidade Técnica Regional de Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (UTRA), que tem como finalidade prestar atendimento
técnico a pessoas juridicas, autoridades e entidades publicas em assuntos como a
fiscalizacdo de abatedouros, matadouros frigorificos, empresas produtoras de
alimentos para animais, laboratorios veterinarios, centrais de manipulacao genética,

cooperativas de frutas, laticinios, granjas avicolas e leiteiras, descentralizando,
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assim, as acdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). No
entanto, esta unidade é um espaco cedido ao MAPA e sua administracdo é

independente da estrutura administrativa do SOAP.

5. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante o estagio foram desenvolvidas diversas atividades da rotina
laboratorial, na area microbiolégica e fisico-quimica, e acompanhamento de projetos
de pesquisas que estavam sendo executados pelos alunos de mestrado e
doutorado. Além do acompanhamento de visita técnica ao Matadouro-frigorifico de
Bovinos Frigol, localizado na cidade de Lencdis Paulista, SP. Uma vez por semana

havia reunides para apresentacao e discussao de artigos cientificos.

5.1 RECEPCAO, COLETA DE AMOSTRAS PARA ANALISES
MICROBIOLOGICAS E FiSICO-QUIMICAS E CADASTRAMENTO

Diariamente eram coletadas no Hospital das Clinicas da UNESP amostras de
leite, dietas entéricas e saladas que eram fornecidas aos pacientes internados no
hospital. Uma vez por semana coletava-se agua de dois ou trés pontos diferentes do
hospital para analise. Uma vez por més, um residente era responsavel por realizar a
coleta de swabs de superficies e maos de funcionarios do restaurante do Hospital
Estadual de Bauru (HEB). Além destas amostras, eram recebidas no laboratério
diversas amostras de saladas, cereais, carnes, sucos, agua, leite e dietas entéricas

provenientes de outros locais.

Todas as amostras que chegavam ao laboratério passavam pela recepcéo,
onde eram cadastradas e recebiam um numero de identificacdo. Entdo eram

imediatamente armazenadas sob refrigeracdo até o inicio das analises.

5.1.1 Método de coleta das amostras provenientes do Hospital das Clinicas
da UNESP

O residente responsavel pela rotina microbiolégica seguia até o Servigco
Técnico de Nutricdo e Dietética (STND), e coletava as amostras, que eram
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previamente preparadas e mantidas sob refrigeragdo, pelos funcionarios do
restaurante responsaveis pelo setor. As amostras eram acondicionada em caixa
isotérmica e eram levadas para o laboratério, onde eram registradas e mantidas em

geladeira até o momento da analise.

A coleta da dgua também era realizada pelo residente responsavel pela rotina
microbiolégica. A determinacdo do ponto de coleta se dava através de um
cronograma pré-elaborado, sendo que a cada semana a agua era coletada em uma
ala diferente do hospital. Utilizava-se para coleta, recipientes estéreis contendo 0,1
mL de tiossulfato de sodio 1%, responsavel por neutralizar o cloro residual, proprios

para a coleta de 100 mL de agua tratada.

Antes da obtencdo da amostra, realizava-se a assepsia da torneira. Em
seguida, abria-se e desprezava-se a 4gua que estava estagnada na tubulacdo, para
entdo ser coletada (Figura 37). Posteriormente as amostras eram armazenadas em
caixa isotérmica e levadas até o laboratorio onde eram registradas e mantidas na

geladeira até o inicio da analise.

(b)

FIGURA 37. (a) Higienizacdo e flambagem da torneira. (b) Recipiente contendo a

agua para analise (Fonte: Cibeli Viana).

5.1.2 Método de coleta das amostras provenientes do Hospital Estadual de
Bauru

Uma vez por més, o residente responsavel pela rotina microbioldgica, ia até
Bauru - SP para a realizacdo de swabs e monitoramento microbiol6gico ambiental. O
ponto de coleta era determinado previamente pelos responsaveis pelo restaurante
do HEB.
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Para a realizacdo da coleta em superficies planas (mesas, embalagens,
paredes, etc), a embalagem que continha o swab estéril era aberta no momento da
coleta, assepticamente, pelo lado da haste. A area a ser coletada era delimitada
através de molde estéril, que também era aberto assepticamente, com dimensdes
de 10 cm x 10 cm (100 cm?). O swab era friccionado com pressdo, rodando-o
continuamente, para que toda superficie do algodado entrasse em contato com a
amostra, no espaco delimitado pelo molde. Em seguida, o swab era transferido para
tubo de ensaio contendo 10 mL de solugdo salina peptonada a 0,1%. Para a
realizacdo da coleta em superficies irregulares, a area de coleta era delimitada

utilizando o proprio equipamento (sem medir a &rea com molde).

Para a realizacdo da coleta em méos, a embalagem que continha o swab
estéril era aberta no momento da coleta, assepticamente, pelo lado da haste e
friccionado na regido palmar, entre os dedos e no dorso. Em seguida, o swab
também era transferido para tubo de ensaio contendo 10 mL de solucdo salina

peptonada a 0,1%.

O swab ndo devia ser segurado proximo do algodédo e a parte manuseada da
haste devia ser quebrada na borda do tubo de ensaio, para nao ter contato com o

material amostrado.

Para a realizacdo do monitoramento microbiolégico ambiental, era utilizado a
metodologia de sedimentacdo simples, que consistia na exposicdo de placas de
Petri contendo agar PCA, em locais pré-estabelecidos, por um periodo de tempo
determinado (aproximadamente 15 min). As placas eram abertas e depositadas nos
locais desejados, sem inverter. Apés o periodo de exposicdo, tampava-se a placa,

tomando os cuidados necessarios para evitar contaminacao.

Todas as amostras eram armazenadas em caixa isotérmica e levadas até o

laboratério onde eram registradas e mantidas na geladeira até o inicio da analise.

5.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS REALIZADAS

Durante o estagio, foram realizadas analises microbiologicas de diferentes
amostras: agua, dietas e leites hospitalares, saladas cruas, leites pasteurizados,

carne, leite materno e swabs.
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5.2.1 Procedimento para pesagem

A etapa de pesagem era realizada com produtos soélidos ou pastosos. Era
executada obrigatoriamente em fluxo laminar, apds desinfeccdo superficial por
radiacao de luz ultra-violeta por 15 min. Antes da abertura da amostra era realizada
assepsia da embalagem usando algodao embebido com alcool 70%. Com auxilio de
pincas e facas, era cortado e pesado, assepticamente, 25 + 0,2 g da amostra,
colhida de varios pontos do produto seguido de uma homogeneizacao 120 segundos
em "stomacher". A cada amostra pesada utilizava-se um instrumental exclusivo para

esta, devendo ao final da pesagem estes serem destinados ao setor de lavagem.

5.2.2 Procedimentos para diluicido de amostras

Para produtos liquidos, a diluicdo de 10™ era obtida transferindo-se 1 mL da
amostra para um tubo contendo 9 mL de solugdo salina peptonada 0,1% e
homogeneizando-se a mistura em agitadores de tubos tipo "vortex". A partir 10
preparava-se as diluicbes necessérias (BRASIL, 2003).

Para produtos soélidos ou pastosos, a diluicdo de 10™ era obtida transferindo-
se 225 mL de solucéo salina peptonada 0,1% para sacos plasticos para "stomacher"
contendo 25 + 0,2 g da amostra. Apés a homogeneizacao, era preparada as demais
diluicdes, transferindo-se 1 mL da diluicdo para um tubo contendo 9 mL de solugéo
salina peptonada 0,1% (BRASIL, 2003).

5.2.3 Andlises de rotina

Eram realizadas andlises para quantificacdo de mesdfilos, de Staphylococcus
coagulase positiva, de Clostridium sulfito redutor, de Bacillus cereus,de coliformes a
35°C e 45°C pelo método do NMP e determinacdo de presenca/auséncia de

Salmonella sp.

As analises de coliformes a 35°C e 45°C era idéntica a realizada no LIPOA
(parte 1), entretanto na andlise de Salmonella sp. utilizava-se como meio de
enriquecimento seletivo o RV e o Tetrationato (TT) e para o plaqueamento seletivo

diferencial utilizava-se o XLD e o &gar Bismuto Sulfito (BS) , e a andlise de mesofilos
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era feita utilizando petrifim™ AC, através da inoculacdo de 1 mL de cada diluicdo e
incubacdo a 35-37°C/48h. Transcorrido o tempo de incubacio, fazia-se a contagem
do numero de colbnias. Para leitura era utilizado mais de uma diluicdo, que
continham entre 25 e 250 col6nias (3M, 2013). Multiplicando o nimero de colbnias
contadas pelo inverso da diluicdo, tinham-se os resultados que eram expressos em
UFC/g ou mL (BRASIL, 2003).

5.2.3.1 Pesquisa de Staphylococcus coagulase positiva

Os Staphylococcus sp. sdo cocos gram e catalase positivos, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de didmetro, iméveis, ndo-esporulados e geralmente
nao-encapsulados (SANTOS et al., 2007), pertencentes a familia Staphylococcacea
e por se dividirem em mais de um plano, formam aglomerados de células que
lembram um cacho de uva ( SILVA et al., 2007; FRANCO & LANDGRAF, 2002). E
capaz de sobreviver por longos periodos em objetos secos inanimados (fémites) e
resiste a altas concentracdes salinas e lipidicas (SOAP, 2009).

As espécies de estafilococos sdo hospedeiro-adaptadas, e metade das
espécies conhecidas habitam somente em humanos ou humanos e outros animais.
Um maior niumero tende a ser encontrado proximo as aberturas do corpo e
superficie da pele, como por exemplo, nas narinas, axilas e na area da virilha. As
duas fontes mais importantes de contaminacao para alimentos sao fossas nasais e

maos e bragos de manipuladores de alimentos com feridas (JAY, 2005).

Sao bactérias mesdfilas apresentando temperatura de crescimento na faixa
de 7°C a 47,8°C. A producdo de toxinas ocorre numa faixa mais limitada de
temperatura, entre 10°C e 46°C (FRANCO & LANDGRAF, 2002). O Staphylococcus
sp. ndo é resistente ao calor, sendo facilmente inviabilizado na pasteurizagdo ou na
cocgdo de alimentos. As toxinas, ao contrario, séo altamente resistentes, suportando
tratamentos térmicos tdo severos como a esterilizacdo de alimentos de baixa acidez
(SILVA et al., 2007).

Os sintomas da intoxicacdo estafilococica aparecem geralmente dentro de
quatro horas ap0s a ingestdo dos alimentos contaminados, embora intervalos entre
30 min a 8h tenham sido relatados. Os principais sintomas sao nauseas, vomitos,

céibras abdominais geralmente bem dolorosas, diarréia e sudorese. Pode ocorrer
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ainda dores de cabeca, calafrios, queda de pressdo arterial. O quadro clinico
geralmente tem duracdo de 24 a 48h, e a taxa de mortalidade € bastante baixa,
sendo mais restrita em individuos debilitados (FRANCO & LANDGRAF, 2002; JAY,
2005).

Os alimentos mais relatados em surtos incluem carnes e produtos carneos
(principalmente presuntos), produtos lacteos e derivados (principalmente queijos),
aves, ovos, saladas mistas (com ingredientes como ovo, atum, frango, batata),
macarrao, patés, molhos, tortas de cremes, bombas de chocolate e sanduiches com
recheios. S&o de maior risco os alimentos muito manipulados durante o preparo e 0s
gue permanecem a temperatura ambiente depois do seu preparo (SILVA et al.,
2007).

5.2.3.1.1 Método de analise

A contagem de Staphylococcus sp. em alimentos pode ser feita com trés
objetivos diferentes: confirmar o envolvimento em surtos de intoxicacdo alimentar,
verificar se o alimento é uma fonte potencial de S. aureus, ou indicar a contaminacgao
pos-processo (que geralmente se deve ao contato com manipuladores ou com

superficies inadequadamente sanitizadas) (SILVIA et al., 2007).

A partir das diluicdes escolhidas, utilizava-se a técnica de semeadura
superficial (spread plate) para realizacdo da contagem, aplicando-se, para isso, 0,1
mL do indculo com auxilio de uma alca de Drigalsky em agar Baird-Parker (BP)
previamente preparado em placa de Petri estéril. Apos 48 horas de incubacdo em
temperatura de 35°C, as placas que continham entre 20 e 200 colonias eram
contadas (BRASIL, 2003).

No agar BP sua composicdo evidencia a habilidade desse micro-organismo
crescer na presenca de 0,01 a 0,05% de telurito de potassio em combinacdo com
0,2 a 0,5% de cloreto de litio e 0,12 a 1,26% de glicina. O Staphylococcus aureus
reduz o telurito de potassio, produzindo colénias negras. Quando suplementado com
solucdo de gema de ovo possibilita a verificacdo das atividades proteolitica e
lipolitica por meio do aparecimento de um halo de transparéncia e um de
precipitacdo ao redor da colbnia, respectivamente (BRASIL, 2003).
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Assim, colbnias tipicas apresentavam-se circulares, pretas, convexas com
bordas perfeitas, rodeadas por uma zona opaca e um halo transparente claro. As
colonias atipicas eram negras ou acinzentadas ndo apresentavam halos ou apenas
apresentavam um halo (BRASIL, 2003). Se a placa apresentasse colonias suspeitas
de mais de um tipo, era contado cada tipo separadamente e anotado o resultado
(SILVA et al., 2007).

Apds a enumeracdao, era realizado a prova da coagulase para confirmacao do
resultado. O teste é baseado na comprovacao da capacidade de coagular o plasma

de coelho pela acédo da enzima coagulase produzida pelo micro-organismo.

Para realizacdo do teste, eram selecionadas 3 colbnias tipicas e 3 atipicas e
transferidas para tubos contendo 3mL de caldo brain heart infusion (BHI) para a
confirmacéo do resultado. Decorrida a incubacao a 35-27°C por 24 horas, transferia-
se 0,3 mL do caldo BHI contendo o cultivo jovem em tubos contendo 0,3 mL de
plasma de coelho liofilizado. Estes tubos seguiam para a estufa a 35°C onde
permaneciam 24 horas, sendo que, durante as 6 primeiras horas, a leitura era feita
de meia em meia hora para a observacdo da formagcdo do coagulo (Figura 38). A
contagem final era feita de acordo com o resultado do teste da coagulase e expresso
em UFC/g ou mL (BRASIL, 2003).

FIGURA 38. Prova da coagulase positiva (Fonte: Cibeli Viana).

5.2.3.2 Contagem de Clostridium sulfito redutor e Clostridium perfringens

Sdo cepas gram positivas na forma de bastonetes, anaerdbias estritas e
imoveis. S&8o esporogénicas, sulfito redutoras, fermentam a lactose, reduzem o

nitrato e hidrolisam caseina e gelatina. O pH 6timo de crescimento é 7,2 e atividade
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de agua minima de 0,93. Sdo mesdfilos, crescem ativamente em altas temperaturas,
com maximo de 50°C, porém em baixas temperaturas as células vegetativas sdo
muito sensiveis, morrendo rapidamente entre 0°C e 10°C. Sdo também
relativamente sensiveis ao NaCl (cloreto de sodio), crescendo bem em

concentracdes de até 2% mas ndao em 6,5% (SILVA et al., 2007).

Existem cinco tipos de C. perfringens, os quais séo divididos de acordo com a
presenca de exotoxinas. Os tipos A, C e D sdo patdégenos humanos, enquanto os
animais sao susceptiveis aos tipos B e E e, possivelmente, ao tipo A. A diarréia
aguda causada por essa bactéria deve-se a producdo de a-toxina (FORSYTHE,
2002), formada a partir da passagem do micro-organismo pelo ambiente acido do
estdbmago, o qual atua como um fator de “stress” desencadeando a esporulagao
(SOAP, 2009).

C. perfringens € responsavel por dois tipos diferentes de toxinfecéo alimentar.
Cepas do tipo A causam a intoxicacdo na forma classica (caracterizada por dores
abdominais agudas, diarréia com nauseas e febre, sendo vomitos raros, a partir 8 a
12h apés ingestdo de alimentos contendo niimero elevado de células - 10° a 10'/g
de alimento), e cepas do tipo C, causam a toxinfecdo necrGtica, que é rara
(caracterizada por dores abdominais agudas muito intensas, diarréia sanguinolenta,
algumas vezes vOmitos, e inflamagcdo necrética do intestino delgado, sendo
frequentemente fatal) (FRANCO & LANDGRAF, 2002; CARVALHO, 2010).

As linhagens enterotoxigénica de C. perfringens encontram-se no solo, na
agua, em alimentos, na poeira, em especiarias e no trato intestinal do homem e de
outros animais. S&o transmitidos para as carnes diretamente pelo abate ou pela
contaminacdo posterior por utensilios, manipuladores ou poeira. Os alimentos
envolvidos nos surtos sao frequentemente pratos a base de carne, preparados em
um dia e consumidos no dia seguinte, podendo dever-se, em parte, a lenta taxa de
resfriamento desses alimentos e a alta incidéncia dessas linhagens em carnes (JAY,
2005).
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5.2.3.2.1 Método de analise

E realizado a contagem de Clostridium sulfito redutor através da inoculag&o
da amostra ou diluicho da mesma em meios de cultura seletivos contendo
cicloserina ou polimixina B ou kanamicina e bisulfito de sédio. Sua aplicagdo na
andlise de alimentos € oferecer uma indicacdo simples e rapida da potencial
presenca de C. perfringens, que também é sulfito redutor ( SILVA et al., 2007).

A partir das diluicbes escolhidas, semeava-se aliquotas de 1 mL, em placas
estéreis e adicionava-se cerca de 15 mL de agar SFP (Shahidi-Ferguson
Perfringens)resfriado a 46 - 48°C. Deixava-se solidificar em superficie plana, para
posteriormente adicionar uma segunda camada de cerca de 10 mL do mesmo meio.
Imediatamente apds a solidificacdo do agar, incubava-se as placas em jarra de

anaerobiose a 36°C + 1°C, por 18 a 24 horas.

As colbnias tipicas de clostridios sulfito redutores sao negras (consequentes a
reducdo de sulfito a sulfeto, que reage com citrato de amoénia e ferro Ill, formando
um precipitado negro) e de tamanho variavel de 1 a 3 mm no SFP. Apos incubacéao,
realizava-se a contagem e multiplicando o nimero de colénias contadas pelo inverso
da diluicdo, tinham-se os resultados que eram expressos em UFC/g ou mL
(BRASIL, 2003).

5.2.3.3 Contagem de Bacillus cereus

Sao bacilos gram positivos, aerdbios, mesdfilos, com flagelos peritriquios e
produtor de esporos. Sao capazes de utilizar varios carboidratos, todas as cepas sao
produtoras de hemolisinas, multiplicam-se bem entre 19°C e 48°C (com 6timo
crescimento entre 28°C e 35°C), apresentam atividade de agua minima de 0,95,
crescimento reduzido a 7,5% de NaCl e pH ideal entre 4,9 a 9,3 (CARVALHO,
2010). S&o produtores de varias enterotoxina, produzida na fase logaritmica com

dose minima infectante de 10" a 10° UFC/g.

E amplamente distribuido na natureza, tendo o solo como seu reservatorio
natural. Dentre os vegetais, o arroz tem sido o alimento mais envolvido em surtos
causados por Bacillus cereus. E também encontrado em superficies de carnes

-

bovina, suina e de frangos, certamente devido a contaminacdo com o solo. E um
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problema sério também em laticinios sendo que seus esporos sdo comumente
encontrados em leite em po (FRANCO & LANDGRAF, 2002). A presenca de B.
cereus em alimentos ndo representa risco a salude, a menos que possa se
multiplicar e atingir populacées maiores do que 10° células viaveis por grama. O
cozimento ativa 0s esporos e, se a refrigeracdo ndo for adequada, esses esporos
podem germinar e produzir as toxinas (SILVA et al., 2007).

Sao conhecidas dois tipos de doencas provocadas por B. cereus resultantes
da ingestdo de toxinas formadas no alimento. Uma € a sindrome diarréica,
caracterizada por dores abdominais e diarréia, com periodo de incubacdo de 8 a 16h
e sintomas entre 12 e 24h. E provocada pela toxina diarréica, uma proteina
termossensivel, inativada por aquecimento a 56°C/5min. A outra é a sindrome
emética caracterizada por nausea e vomito, entre 1 e 5 h depois do consumo do
alimento contaminado. A diarréia ndo é o sintoma predominante nesse caso, mas
pode ocorrer. E provocada pela toxina emética, um pequeno peptideo altamente
resistente ao calor, que pode suportar o cozimento e, também, tratamentos térmicos
muito mais severos, como 126°C por 90 min ou 120°C por mais de uma hora. A
temperatura 6tima para a producdo da toxina emética em arroz é de 25-30°C

(SILVIA et al., 2007).

5.2.3.3.1 Método de analises

A partir das diluicbes desejadas, inoculava-se 0,1 mL da amostra, pelo
método do plaqueamento em superficie, em placa de Petri estéril contendo agar B.
cereus que era incubado a uma temperatura de 30°C/48 h, procedendo a leitura
através das caracteristicas morfolégicas das colonias. N&o foi possivel observar as
caracteristicas morfolégicas das colbnias, pois nenhuma das amostras analisadas

durante o periodo de estagio foi positiva.

5.2.3.4 Andlise de agua

A agua coletada no Hospital das Clinicas era submetida a analise de mesdfilo,
através do método com Petrifim™ AC, e & andlise de coliformes a 35°C e 45°C pelo

método do NMP com algumas alteracbes no teste presuntivo, onde fazia-se
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inoculag&o de 10 mL da agua em uma série de 3 tubos com 10 mL de caldo LST em
dupla concentracdo, 1 mL da &gua na segunda série de 3 tubos de LST
concentracdo simples e 1 mL da diluicdo 10 na terceira série de 3 tubos de LST
concentracdo simples. Apos a incubacéo por 48 h em 35°C era realizada a leitura e
os tubos com formacgéo de gés, eram considerados positivos indicando a presenca
presuntiva de coliformes. E, entdo, era feita a prova confirmativa igualmente ao
descrito na Parte 1 (BRASIL, 2003).

5.3ANALISES FiSICO-QUIMICAS REALIZADAS

Durante o estagio, foram realizadas analises fisico-quimicas de diferentes
amostras: carnes, agua, gelo, mel, leites hospitalares, leite materno, cereais e

farinha de viceras.

5.3.1 Analises fisico-quimicas de produtos carneos

5.3.1.1 Caracteristicas sensoriais

O exame sensorial da aparéncia, textura e odor € de grande importancia, pois
Sdo essas caracteristicas as que mais se alteram no inicio da deterioracdo das

carnes.

Aparéncia: Propria de cada espécie, uniforme, sem acumulo sanguineo, sem
corpos estranhos e sem presenca de limo na superficie. A gordura deve ser de uma
tonalidade que varia de branca a amarela e ndo deve apresentar pontos
hemorragicos. A cor das carnes deve ser uniforme, sem manchas escuras ou claras,
variando na espécie bovina do vermelho-escuro ou pardacento ao vermelho-cereja
ou claro; na espécie suina, a superficie de corte devera apresentar-se com uma
aparéncia marmoérea, sem flacidez e ndo exsudativa. Nas aves o tom varia de

amarelo-avermelhado ao amarelo-esbranquicado (LUTZ, 2005).

Textura: A textura da carne normalmente é firme, compacta, elastica e
ligeiramente Umida. A gordura deve mostrar-se firme ao tato. No inicio da
putrefacdo, a superficie torna-se viscosa ou limosa e a carne perde firmeza (LUTZ,
2005).
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Odor: As carnes frescas devem apresentar um odor suave, agradavel e
caracteristico de cada espécie, tornando-se amoniacal, sulfidrico e depois putrido,
gquando em estado de deterioracdo. A gordura também deve ter odor suave e
caracteristico, sendo indicativos de alteracdo os odores modificados ou o odor de
ranco (LUTZ, 2005).

5.3.1.2 Afericao do pH

O pH da carne € um importante parametro de qualidade ja que pode
influenciar a cor, a capacidade de retencdo de &gua, a maciez, suculéncia e
estabilidade microbiologica (STEPHENS, 2006).

O pH muscular logo ap6s o abate é de aproximadamente 7,0. Com a sangria,
cessa 0 suprimento de oxigénio no musculo, que passa utilizar como fonte de
energia o glicogénio através da via glicolitica anaerdbica, tendo como produto final
ATP (adenosina trifosfato) e acido latico. Na auséncia de circulacdo, o acido latico
ndo pode ser levado até o figado para ser metabolizado e se acumula no tecido
muscular provocando a queda do pH. O valor do pH, apés 24 horas do abate (pH
final), deve estar em torno de 5,8 a 5,5. Quando o pH atinge esses valores ocorre a
inibicdo enzimética e a glicolise anaerdbica paralisa (STEPHENS, 2006; CAROLINO,
2009).

Técnica utilizada: O pH era aferido utilizando o pHmetro especifico para
andlise de carne, através da introdugéo do eletrodo no seu interior (Figura 39).

FIGURA 39. Afericdo do pH da carne através do pHmetro (Fonte:Arquivo pessoal).
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Carnes bovinas, suinas e de aves com pH entre 5,8 a 6,2 era consideradas
carne boa para consumo. Quando o pH encontrava-se com 6,4 era indicado apenas
para consumo imediato (limite critico para consumo). As carnes com pH acima de
6,4 (inicio de decomposicdo - impropria para consumo) era imediatamente
submetido a testes complementares (Prova de H,S e Prova de Eber). Para pescado
o limite aceitdvel do pH era de 6,0 a 6,8.

5.3.1.3 Prova de H,S - Reacgéao para gés sulfidrico

O estudo da conservacao de produtos carneos pode ser avaliado por meio
dessa reacao, onde se constata a presenca de H,S, proveniente da decomposicéo
bacteriana dos aminoacidos sulfurados da carne liberando enxofre (normalmente
liberados em estagios de decomposicdo mais avancados), o qual em meio &cido
transforma-se em H,S (LUTZ, 2005).

Técnica utilizada: transferia-se 10g da amostra homogeneizada e 20 mL de
agua destilada para um erlenmeyer de 250 mL. Cobria-se o erlenmeyer com um
papel filtro, onde pingava-se 1-2 gotas de solugcédo de acetato de chumbo 5%. Com
outro papel filtro, tampava-se novamente o erlenmeyer com fita. Posteriormente,
colocava-se o frasco dentro de um béquer com agua e aquecia em bico de bunsen
por 10 minutos, ap0s o inicio da fervura. Na presenca de H,S notava-se o
aparecimento de uma mancha enegrecida tipo grafite (Figura 40).

FIGURA 40. Resultado positivo e negativo para prova H,S (Fonte: Arquivo pessoal).
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A prova fundamenta-se na combinacdo do H,S com a solucdo de acetato de
chumbo, produzindo sulfeto de chumbo, revelado através do enegrecimento do

papel filtro previamente tratado com a referida solucéo-reagente (LUTZ, 2005).

5.3.1.4 Prova de Eber - Reacdo para aménia

O estado de conservacao de alimentos protéicos também é avaliado por meio
da reacdo de Eber. A liberacdo de aménia indica o inicio da degradacdo das

proteinas.

Técnica utilizada: Preparava-se o reagente de Eber no momento do uso, em
um baldo volumétrico de 250 mL, misturando 50 mL de acido cloridrico e 150 mL de
alcool. Posteriormente, completava o volume com éter. Pipetava-se 5 mL desse
reagente em um tubo de ensaio de 25 mL. Fixava-se um peda¢go da amostra na
extremidade de um gancho de arame e introduzia no tubo de modo que nao tocasse
nem nas paredes do tubo nem na superficie do reagente (Figura 41). O
aparecimento de fumacgas brancas e espessas indicava que o produto estava em
inicio de decomposicao.

FIGURA 41. Realizac&o da prova de Eber (Fonte: Arquivo pessoal).

Esta prova pesquisa gas amodnio (NHs) decorrente da putrefacdo da carne,

gue na decomposi¢ao 0s grupamentos aminas sao quebrados e formam NH3 gasoso



72

7

que se combina com o cloro (carreado pelo éter que € volatil), formando assim

NH4CI (cloreto de aménio) que € a fumaca esbranquicada (SOAP, 2009).

5.3.1.5 Quantificacéo de lipidios pela técnica do Butirdmetro

Técnica utilizada: Pesava-se 0,5 g da amostra homogeneizada (anotava-se o
peso para aplicacdo na formula) em um béquer de 50 mL, adicionava-se 10 mL de
acido sulfurico. Homogeneizava a mistura com bastao de vidro de tal forma que nao
sobrasse residuos de carne. Passava-se cuidadosamente para butirometro de leite
com auxilio de bastao de vidro, sem perda da amostra. Posteriormente, lavava-se 3
vezes 0 béquer com 3 mL de &cido sulfarico. Adicionava-se 1 mL de alcool
isoamilico. Colocava-se o butirdmetro no banho-maria a 65 °C por 10-15 minutos. E
entdo era centrifugado durante 5 minutos na centrifuga de Gerber. Fazia-se a leitura

e calculava-se a porcentagem de gordura através da seguinte férmula:.

% lipidios =leitura no butirbmetro x 11,33

Peso

Onde: peso = massa da amostra em gramas; 11,33 = massa em gramas do leite, se
utilizarmos o método de Rose Gottlieb: d = m/v; densidade média do leite = 1,030; V
=volume da amostra (11 mL); m=dxV =1,030x 11 =11,33 g.

5.3.2 Analises fisico-quimicas do leite materno

O banco de leite materno do Hospital das clinicas do Campus da
Universidade Estadual Paulista enviava semanalmente amostras de leite materno

ordenhado de doadoras.

O banco de leite segue o programa regulamentado pela RDC n° 171, de 04 de
setembro de 2006 (ANVISA, 2006), que tem por objetivo estabelecer os requisitos
para instalacéo e funcionamento de banco de leite humano e posto de coleta de leite
humano em todo territério nacional, visando garantir a seguranca sanitéria do leite

humano ordenhado.
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5.3.2.1 Prova da acidez

A acidez do leite determina se podera ou ndo ser utilizado para amamentacao
de neonatos. Acidez progressiva desestabiliza as micelas de caseina, liberando
fésforo e calcio que unem as fragBes das micelas levando a uma indisponibilidade
do caélcio, causando assim possiveis prejuizos nutricionais, além de promover a
coagulacdo, aumentar a osmolaridade, alterar o flavor (sabor e odor) e reduzir as
propriedades imunobioldgicas do leite. Algumas bactérias utilizam os carboidratos do
leite como fonte de energia produzindo, assim, &cido latico (SILVA, 2008).

Técnica utilizada: Em copo plastico de 50 mL colocava-se 8 mL de H,O
destilada, 2 mL do leite materno e 3 gotas de fenolftaleina. Titulava-se com solucéo
Dornic (NaOH N/9) com auxilio da bureta. Cada gota de dornic corresponde a 2,5

°D, valores superiores a 8 °D desqualificava o produto para consumo (Figura 42).

FIGURA 42. Andlise de acidez do leite materno (Fonte: Arquivo pessoal).

5.3.2.2 Crematdcrito do leite materno

Consiste em centrifugar amostras de leite, para aferir a quantidade de gordura
existente e, por meio de calculos matematicos especificos, determinar o contetudo
energético (ANVISA, 2006).

Técnica utilizada: o leite era aquecido em banho-maria 40°C por 10 minutos,
para posteriormente ser colocado em capilares, seguido de centrifugacdo por 15
minutos e leitura em milimetro (com régua) da porcao total e da porcdo de creme
(Figura 43). Entéo utilizava-se uma tabela para interpretacédo dos resultados. A RDC
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determina como dentro do aceitavel leites com no minimo 250Kcal/L (ANVISA,
2006).

(b)

FIGURA 43. Analise do crematdcrito do leite materno. (a) O capilar era fechado em
uma das pontas utilizando o fogo. (b) Centrifuga utilizada na prova (Fonte: Arquivo

pessoal).

5.3.3 Analise fisico-quimica dos leites hospitalares

Além das andlises microbiologicas, os leites, coletados no STND pelo

residente responsavel, também era submetidos a analise de acidez.

5.3.3.1 Determinacao da acidez pelo método Dornic (prova quantitativa)

A solucdo Dornic é um élcali (Hidroxido de Sédio N/9) que, adicionado a uma
amostra de leite, provoca a neutralizagdo de sua porcdo acida (SOAP, 2009). Para
visualizagdo do ponto onde esta neutralizacdo acontece, utiliza-se um indicador, a
solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1 % (TRONCO, 2008).

Sendo assim, a titulagcdo com a solucdo de Dornic mede a capacidade
tamponante da amostra de leite, sendo que o ponto de viragem do indicador da-se
em pH 8,3. Cabe ressaltar que este ponto de viragem, e consequentemente o valor
da acidez da amostra, vai depender, em ultima analise, da concentracdo de sélidos
totais do produto, especialmente de proteina e sais minerais, bem como do teor de

CO; dissolvido; a quantidade de indicador adicionado a amostra também influencia,
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ndo devendo ser superior ao indicado na técnica analitica. Tendo ocorrido
fermentacao do produto, a acidez serd mais alta (BRASIL, 2003; LUTZ, 2005).

Técnica utilizada: Colocava-se com pipeta volumétrica 10 mL de leite
previamente homogeneizados em um béquer onde adicionava-se 3 a 5 gotas de
fenolftaleina para entdo gotejar, com o auxilio de um acidimétro a solucdo Dornic,
sempre em constante agitacdo da amostra, até o ponto de viragem que € levemente

réseo. Anotava-se o volume de solucdo gasto.
0,1 mL de solugéo Dornic (1°D) = 0,01 g de acido latico / 100 ml de leite

Segundo a legislacao brasileira, a acidez do leite fresco pode variar de 0,14 a
0,18 g de &cido latico / 100 mL de leite (correspondente a 14 a 18 °D). Porém, os
leites hospitalares séo leites com formulacfes distintas, preparados com finalidade
de suprir as necessidades dos pacientes internados no hospital, havendo, assim,

uma padrao de acidez diferente para cada formulagé&o.

5.3.4 Analises fisico-quimicas do mel

Cada amostra era submetida as analises fisico-quimicas de acidez, “Fiehe”,
determinacao quantitativa de HMF (hidroximetilfurfural), “Lund”, determinagdo da
atividade diastasica, umidade e determinacdo de pH, de acordo as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (2005).

5.3.4.1 Determinacao de Acidez

A origem da acidez no mel deve-se a variagdo dos acidos organicos, causada
pelas diferentes fontes de néctar; pela acdo da enzima glicose-oxidase sobre a
glicose que origina o acido glucénico (MENDES, 2009); pela acdo das bactérias
durante a maturacdo do mel; e ainda pela quantidade de minerais presentes no mel.
Desta forma, a acidez do mel € um componente de extrema relevancia, pois além de
conferir caracteristicas quimicas e sensoriais, contribui para a sua estabilidade frente

ao desenvolvimento de micro-organismos (FINCO, 2010).

Técnica utilizada: pesava-se em um béquer de 250 mL, 10 gramas de mel e

adicionar 100 mL de agua destilada. Posicionava o béguer em cima do agitador
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com um imé dentro. O eletrodo do pHmetro também devia estar inserido na solucao.
Com uma bureta de 10mL com NaOH 0,1N, pingava-se vagarosamente até que o0 a
solucdo de mel atinja pH de 8,3. O resultado era obtido através do ajuste com a

formula:
Acidez = Vbase X Fcbase X peso da amostra (Meg/Kg)

Onde: Vbase= Volume de NaOH utilizado para atingir o pH de 8,3; Fcbase= Fator de

correcdo do NaOH.

Segundo a IN 11, determina-se o maximo permitido de 50 mil equivalentes
por quilograma (meqg/kg) (BRASIL, 2000).

5.3.4.2 Reacdao de Fiehe (Analise qualitativa de HMF)

O HMF é um composto naturalmente presente no mel que surge em
consequéncia da degradacédo das hexoses. Quando presente em grande quantidade
pode significar um produto armazenado por um longo periodo, ou um produto que
sofreu um superaquecimento durante sua manipulacdo ou ainda pode se tratar de

um produto fraudado por adi¢cdo de xarope de glicose ou acucar (SOAP, 2009).

Técnica utilizada: Dentro de uma capela de exaustéo, dissolvia-se 5 g do mel
com 5 ml de éter etilico com o auxilio de um bastdo de vidro. Vertia-se a parte
etérea em uma capsula de porcelana e esperava-se até que o éter evaporasse
completamente. Posteriormente, adicionava-se 0,5 mL de solucdo de resorcina a

1%, preparada no dia da realizacdo da prova.

Segundo BRASIL (1981), o HMF que é, primeiramente, extraido pela acdo do
éter no mel, é revelado pela reacdo com a resorcina em meio acido, dando um
composto de condensacdo de coloracdo vermelho cereja imediata, onde a
intensidade da coloracao relaciona-se proporcionalmente com a concentracao deste

composto (Figura 44).
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FIGURA 44. Reacdo de Fiehe. (a) Alta concentracdo de HMF. (b) Resultado
esperado na reacgédo (Fonte: Arquivo pessoal).

5.3.4.3 Determinacao de HMF

Prova que permite quantificar o HMF presente no mel, aplicada
principalmente em casos de positividade na reacdo de Fiehe para classificar se o
produto esta fora do limite maximo permitido, estabelecido pela IN 11, que € de 60
mg/kg (BRASIL, 2000).

Técnica utilizada: transferia-se para um baldo volumétrico de 50 mL, com
auxilio de um bastdo de vidro, 5 g do mel previamente pesado em um béquer e
diluido com, no maximo, 25 mL de agua destilada. Posteriormente, adicionava-se
0,5 mL de solucéo de Carrez | (Ferrocianeto de Potassio a 15%) seguido de ligeira
homogeneizagéo, e entdo adicionava-se 0,5 mL de solugédo de Carrez Il (Acetato de
Zinco 30%), e completava o volume do baldo com agua destilada.

A solucgéo obtida era submetido a etapa de filtracdo, descartando os primeiros
10 mL do filtrado. Ap6s filtracdo, pipetava-se 5 mL do filtrado para 2 tubos de ensaio,
e adicionava 5 mL de agua destilada em um dos tubos e no outro 5 mL de bissulfito
de sodio 0,2% (solugéo preparada no dia da realizagdo da prova), sendo esta a
solucéao de referéncia para o espectrofotometro. Homogeneizava-se os tubos com
vortex e determinava-se a absorbancia da amostra em 284 e 336 nm em cubeta de
quartzo de 1cm. Se absorbancia fosse maior de 0,6, fazia-se necessério a diluicdo
da solugcdo com agua destilada e a outra com bissulfito de sodio a 0,10% na mesma

proporcao. Anotava-se os valores e obtia o resultado através da formula:
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HMFmg/Kg= (A284-A336) X 149,7 X 5
Peso da amostra

5.3.4.4 Provade Lund

A prova de Lund se fundamenta pela capacidade do acido tanico precipitar as
substancias albumindides que sdo componentes normais do mel. Na presenca de
mel natural formar-se-a um deposito de 0,6 a 3mL. Em mel artificial ndo se forma
depdsito e em mel adulterado a volume formado serd menor (BRASIL, 2000).

Técnica utilizada: pesava-se em um béquer 2 g de mel, o qual era dissolvido
com 20 mL de &agua destilada. Transferia-se a solucdo para um tubo cbnico
graduado, onde era adicionado 5 mL de &cido tanico (preparado no dia da realizacao
do teste) e 4gua destilada até completar 40 mL. Tampava-se o tubo e aguardava 24
horas para efetuar a leitura, onde na presenca de mel natural esperava-se a

formacéo de um depdsito de 0,6 a 3 mL.

5.3.4.5 Determinacao da atividade diastasica

A enzima diastase (a-amilase) do mel digere a molécula de amido e esta
possivelmente envolvida na digestdo do podlen. A enzima € sensivel a altas
temperaturas, sofre degradacdo quando o mel é aquecido e, por isso, sua auséncia
no mel passou a ser, em conjunto com a formacgcao do HMF, um parametro indicativo
de sobreaquecimento do produto (SILVA, 2013; MELO et al., 2003)

Técnica utilizada: Uma aliquota de 10 g da amostra a ser analisada era
diluida em 20 mL de agua destilada. Desta solucdo, 10 mL eram transferidos para
dois tubos de ensaio (tubo A e B). A cada um dos dois tubos era adicionado 1 mL de
solugcéo de amido (preparado no dia da realizagédo da prova). Um tubo era incubado
em banho-maria (42-45°C) por 1h, para ativar a enzima, e 0 outro permanecia a
temperatura ambiente por 1h (tubo controle). Apés o periodo de incubacgdo, 1 mL de
solugéo de iodo era adicionado em cada tubo.

A solucdo que apresentava coloracdo esverdeada era considerada positiva
(presenca de diastase) e a solugcdo que apresentava coloracdo azulada, era

considerada negativa (auséncia de diastase).
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5.3.4.6 Determinacao de umidade

A umidade do mel € uma das caracteristicas mais importantes por influenciar
na sua viscosidade, peso especifico, maturidade, cristalizacdo e sabor. A umidade
pode ser alterada ap0s a retirada do mel da colméia, em funcdo das condicbes de
armazenamento depois da extragcdo (CARVALHO et al., 2005), podendo implicar em
um favorecimento da microbiota osmofilicas. De acordo com a legislacao brasileira o
teor de umidade néo deve ser superior a 20% (BRASIL, 2000)

Técnica utilizada: iniciava-se a analise pela calibracdo do refratbmetro de
Abbé (Figura 45) utilizando uma gota de agua destilada. Em seguida pingava-se
uma gota de mel e procedia a leitura, anotando a temperatura da sala e do indice de
refracdo. Para cada grau acima de 20°C adicionava-se 0,00023 e para cada grau
abaixo de 20°C subtraia-se 0,00023 no indice de refracdo. Sendo o método
universalmente recomendado para a determinacdo da umidade do mel, o método

por refratometria a 20°C e a interpretacao era feita através da tabela de Chataway.

FIGURA 45. Refratdmetro de Abbé (Fonte: Arquivo pessoal).

5.3.5 Analises fisico-quimicas da agua

As substancias presentes na agua determinam seu conceito de qualidade
estando relacionados com seu uso e caracteristicas por ela apresentadas. Um
conjunto de parametros compde o padrédo de potabilidade, que tornam a agua
propria para o consumo humano (BRASIL, 2006). Esses parametros séao
estabelecidos pela Portaria n® 518/04, do Ministério da Saude (BRASIL, 2004).
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Cada amostra de agua tratada era submetida as analises sensoriais (cor, odor
e aspecto), pH, dureza total, nitrogénio amoniacal (NA) e cloro residual livre (CRL), e
guando a amostra de agua nao era tratada além das analises citadas, com excecao

da prova CRL, era realizado a prova de matéria organica (MO).

5.3.5.1 Andlises Sensoriais

Para avaliacdo sensorial transferia-se uma amostra de agua para um béquer
de vidro e avaliava a cor, o odor e 0 aspecto, onde deveria resultar em incolor,

inodoro e limpida respectivamente.

5.3.5.2 pH

O pH representa a intensidade das condicfes acidas ou alcalinas do meio
liquido por meio da medi¢do da presenca de ions hidrogénio (H"), abrangendo a
faixa de 0 a 14, onde apresenta condi¢cdes &cidas quando inferior a 7 e condi¢cdes
alcalinas quando superior a esse mesmo valor. A dissolucdo de rochas, a
fotossintese e despejos domésticos e industriais sao fontes que alteram o pH.
Quando encontrado em valores baixos na agua de abastecimento, contribuem para
sua corrosividade e agressividade, enquanto incrustacdes sao possibilidades pelo
pH em valores elevados (BRASIL, 2006).

Técnica utilizada: transferia-se uma amostra de agua, para um béquer de
vidro de 50 mL ou de 100 mL. Fazia-se a leitura utilizando o pHmetro previamente
calibrado. Onde esperava-se como resultado dentro do padréo, valores entre 6,0 a
9,5 (BRASIL, 2004).

5.3.5.3 Nitrogénio amoniacal (NA)

A presenca de ambnia na agua pode ser resultante da desaminacao de
compostos organicos que contém nitrogénio por atividade microbiana ou pela
hidrolise da uréia. Pode também ter origem durante tratamento da agua, devido a
combinacdo com o cloro (cloroaminas) (SOAP, 2009). Portanto, para garantir a

potabilidade da agua, o resultado esperado é a auséncia do NA.
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Técnica utilizada: transferia-se 50 mL da amostra previamente
homogeneizada para uma proveta com tampa. Adicionava-se 1 mL de tartarato
duplo de sddio e potassio e 2 mL do reagente de Nessler, seguido de agitacdo. Nos
casos positivos e negativos verificava-se uma coloracdo amarelo intenso e branco

ou ligeiramente amarelo, respectivamente.

O tartarato duplo de soédio e potassio é muito alcalino e tenta romper as
ligagcdes com carbono (C). O reagente de Nessler (iodeto de mercurio), quando
adicionado a uma solucao diluida de amonia, forma um composto de cor amarelada,

o qual pode flocular apés certo tempo (LUTZ, 2005).

5.3.5.4 Dureza

A dureza total é calculada como sendo a soma das concentracdes de ions
calcio (Ca) e magnésio (Mg) na agua, expressos como carbonato de célcio (CaCOs).
A dureza de uma agua pode ser temporaria ou permanente. A dureza temporaria,
também chamada de dureza de carbonatos, é causada pela presenca de
bicarbonatos de Ca e Mg. Esse tipo de dureza resiste a acdo dos sabdes e provoca
incrustacées. E denominada de temporaria porque os bicarbonatos, pela acdo do
calor, se decompdem em gas carbbnico, dgua e carbonatos insollveis que se

precipitam (FUNASA, 2006).

A dureza permanente, também chamada de dureza de n&o carbonatos, se da
decorrente a presenca de sulfatos, cloretos e nitratos de Ca e Mg, que também
resiste a acdo dos sabfes, mas ndo produz incrustacfes devido seus sais serem

muito solluveis na agua. Nao se decompde pela acdo do calor (FUNASA, 2006).

A portaria n°® 518/2004 do Ministério da Saude estabelece para dureza o teor
de 500 mg/L em termos de CaCOjz; como o valor maximo permitido para agua
potavel (BRASIL, 2004).

Técnica utilizada: em um erlenmeyer de 250 mL, pipetava-se 100 mL da
amostra homogeneizada, com pipeta volumétrica. Adicionava-se 2 mL de solucdo
tampéao para dureza e um pouco de Negro de Eriocromo T (p0), fazendo com que a

solucdo se tornasse roxa. Posteriormente, titulava-se com EDTA (&cido
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etilenodiamino tetra-acético) 0,01 até a solugdo virar de roxo para azul (Figura 46).
Ajustava o resultado através da férmula:

mg CaCOg3/L = V x fc (EDTA) x 1000
Volume amostra

Onde V = volume do EDTA utilizado para viragem da cor da solucéo; fc = fator de
corregdo da solucao de EDTA.

FIGURA 46. Prova da dureza da 4gua, sendo o erlenmeyer "A" depois da titulacdo e
o erlenmeyer "B" antes da tilulagéo (Fonte: Arquivo pessoal).

Classificando a 4gua como mole, quando a titulacdo resultava em <50mg
CaCOg/L; com dureza moderada, quando resultava em 50 — 150 mg CaCOs/L;
como dura quando resultava em 150 — 200 mg CaCOg/L; e muito dura quando o

resultava em > 300 mg CaCOsl/L.

Se ao colocar o indicador, a solucdo apresentasse a coloracdo azul, era

assumido como auséncia de carbonato de calcio na amostra.

A reacdo tem como principio o complexo que o EDTA faz com o ions. A
solucdo tampao € um sal diluido em hidroxido de amdnio, utilizado para eliminar o
Mg. O Mg(OH), precipita, possibilitando expressar o resultado em mg CaCO3. O
negro de ericromo T tem em sua composi¢do, sal que também neutraliza o Mg
(LUTZ, 2005).
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5.3.5.5 Cloro residual livre (CLR)

O cloro é um produto quimico utilizado na desinfec¢cdo da agua. Sua medida &
importante e serve para controlar a dosagem que esta sendo aplicada e também
para acompanhar sua evolugéo durante o tratamento (FUNASA, 2006).

A portaria n° 518/2004 do Ministério da Saude determina a obrigatoriedade de
se manter em qualquer ponto na rede de distribuicdo a concentracdo minima de
cloro residual livre de 0,2 mg/l. Recomenda, ainda, que o teor maximo seja de 2,0
mg/l de cloro residual livre em qualquer ponto do sistema de abastecimento
(BRASIL, 2004).

Os principais produtos utilizados séo: hipoclorito de calcio, cal clorada,
hipoclorito de sddio e cloro gasoso (FUNASA, 2006).

Técnica utilizada: transferia-se 100 mL da amostra em proveta. E entdo
adicionava-se 5 mL de solucdo de orto-toluidina e realizava-se a leitura em
espectrofotometro (previamente ligado por 10 min e realizado a leitura da

absorbancia no comprimento de onda de 465 nm).
CRL = 3,6470 . (A + 0,0027)

A orto-toluidina em meio acido é oxidada pelo cloro residual livre e combinado
produzindo um composto amarelo proporcional a quantidade de cloro presente
(BRASIL, 1981), portanto, quanto mais amarela a amostra ficar apos a adi¢do de
orto-toluidina, maior a quantidade de cloro contida na amostra (LUTZ, 2008).

5.3.5.6 Matéria organica

Esta andlise verifica a quantidade de O, presente na amostra. A 4gua possui
normalmente 10% de O, (LUTZ, 2005).

Técnica utilizada: adicionava-se 100 mL da amostra com pipeta volumétrica
em um erlenmeyer de 500 mL. Colocava-se 10 mL de H,SO, 25% também com
pipeta volumétrica. A amostra era aquecida e quando comecgava sair vapor (T > 65°
C), adicionava-se 10 mL de permanganato de potassio a 0,0125N. Cronometrava-se
mais 10 min no fogo e adicionava-se 10 mL de solugédo de &cido oxalico 0,0125N.
Por fim homogeneizava-se a amostra. Caso ficasse transparente ou levemente

amarelado, havia a necessidade de titular com permanganato de potassio 0,0125N
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até ficar levemente rosa. Se a solucdo ficasse résea quando adicionava-se o &cido

oxalico, aceitava-se como negativo para presenca de matéria organica.

O &cido Oxalico faz reacéo de oxirreducdo com o permanganato. Este se liga
ao O, da H,0 e isso depende de meio acido e temperatura, tornando assim 0 meio
réseo na agua sem quantidade de O, superior aos 10% normais da agua (LUTZ,
2008).

Padréo: < 2 mg/L (RIISPOA, 1968).
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6. CONCLUSAO

Os micro-organismos estao intimamente associados com a disponibilidade, a
abundéancia e a qualidade do alimento para consumo humano. Os alimentos séo
facilmente contaminados na natureza, durante manipulacdo e processamento. Apos
ter sido contaminado, este serve como meio para multiplicagdo de micro-
organismos, podendo mudar as caracteristicas fisicas e quimicas do alimento,
causar sua deterioracdo, além do potencial envolvimento em casos e surtos de
intoxicacoes e infecgbes transmitidas por alimentos.

Assim, se torna de extrema importancia as andalises microbioldgicas e fisico-
guimicas de alimentos, pois é responsavel por certificar a inocuidade, identidade e
qualidade de um género alimenticio que sera comercializado ou identifica-lo como
fonte de risco potencial contribuindo vastamente para a saude publica.

Com as contribuicbes que a microbiologia e analises fisico-quimicas de
alimentos fornecem para a producdo, comercializacdo de produtos e a saude
publica, esta area tende a crescer juntamente com as exigéncias do mercado
consumidor, que a cada dia mais exige seu abastecimento com alimentos atestados.

O estagio curricular proporcionou a consolidacdo do contetado tedrico
aprendido durante o periodo académico através do conhecimento pratico
acompanhado na rotina laboratorial, permitindo também o relacionamento social
com outros profissionais que atuam na area, possibilitando a troca de informacdes e
aquisicao de experiéncias vividas por eles, aprimorando meus conhecimentos e
demonstrando a importancia da busca constante de aprendizado.

Nos dias atuais é crescente o numero de Médicos Veterinarios que atuam
junto & andlise de alimentos de origem animal, visto que a classe profissional é
altamente capacitada a este fim, sendo um profissional que além de estar presente
nas fases da producdo, pode atuar junto a industria alimenticia, no final da cadeia

produtiva, tendo grande importancia a saude publica.
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