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Resumo

Avaliacdo e categorizacdo do risco presente nas frutas minimamente processadas prontas

para consumo.

Atualmente encontramo-nos rodeados de uma imensa quantidade de informacéo sobre o que
€ e porque devemos escolher uma alimentacdo saudavel e segura. A origem dos alimentos,
o transporte, o modo como séo preparados e preservados sdo etapas cada vez mais
importantes na indastria alimentar e que o consumidor também quer conhecer. As exigéncias
impostas as organiza¢des tornaram-se mais rigorosas e a preocupacado na area de higiene e
seguranca dos alimentos aumentou. Nesta conjuntura, a presente dissertacdo visa apontar
guestbes relativas ao risco associado ao consumo de frutas minimamente processadas,
prontas para consumo, tomando como exemplo trés bactérias importantes para a saude
publica, Salmonela, E.coli e Listeria monocytogenes. Utilizou-se como referéncia o
Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comissao de 15 de novembro de 2005, relativo a critérios
microbiologicos aplicaveis aos géneros alimenticios, na aplicagdo dos procedimentos tendo
por base os principios da analise dos perigos e de pontos de controlo criticos (HACCP) e a

implementacao de boas praticas de higiene (BPH).

Foram abordados os fatores intrinsecos e extrinsecos dos alimentos, 0s critérios
microbiol6gicos das bactérias em estudo e as alterac6es que podem ocorrer na fruta devido
aos fatores de conservacao utilizados. A recolha de informacao levou a compilacao de dados
que pretendem demonstrar o risco presente nas frutas minimamente processadas, prontas

para consumo, e a sua relagdo com as referidas bactérias.

Pretende-se mostrar quais as medidas que sera necessario implementar para que a higiene

e seguranca destes alimentos seja garantida e assim, 0 seu consumo seguro.

Palavras-chave: seguranca alimentar; HACCP; pH; atividade de agua; fruta.



Abstract

Evaluation and categorization of the risk present in minimally processed fruits ready for

consumption.

Currently, we are surrounded by information about a healthier and safer diet. In this way, the
consumer himself became more responsible and concerned with his food and the way it is
prepared. The demands placed on organizations have become more stringent and concerns
in food hygiene and food safety have increased. At this juncture, the present dissertation aims
to study the degree of risk present in the fruit ready to eat, concerning three important bacteria
for public health, Salmonela spp., E.coli and Listeria monocytogenes. To this end, it was
necessary to use the Commission Regulation (EC) No. 2073/2005 of 15 November 2005 on
microbiological criteria for food as a reference. In order to validate these criteria, it was
essential to guarantee the application of procedures based on the principles of hazard analysis
and critical control points (HACCP) and the implementation of good hygiene practices (GHP).

The intrinsic and extrinsic factors of foods, the microbiological criteria of the bacteria under
study and the changes that can occur in the fruit due to the conservation factors used, were
addressed. Data collection led to the elaboration of tables that intend to demonstrate the risk
present in minimally processed ready-to-eat fruits and their relationship with the mentioned

bacteria.

It is intended to show what are the necessary measures to establish so that the hygiene and

food safety of these foods is guaranteed and their consumption safe.

Keywords: food security; HACCP; pH; water activity; fresh fruits.
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Descricao das atividades desenvolvidas durante o estagio curricular

A escolha do meu estagio curricular na area de seguranca e higiene alimentar teve o
intuito de consolidar os meus conhecimentos e aprofundar a minha formacdo nesta area,
tendo concluido com a elaboracdo da presente dissertacdo de mestrado. O estagio realizou-
se numa empresa que produz e comercializa frutas descascadas, prontas a comer (fruta IV
gama), sumos de fruta, purés de fruta, sobremesas e sanduiches, e esta sediada no Mercado
Abastecedor da Regido de Lisboa (MARL).

Durante o estagio as atividades realizadas consistiram na integracdo da equipa de
seguranca alimentar, com intervencao ao nivel da higiene e boas préticas fabris, apoio no
controlo da producdo e verificagdo do cumprimento dos procedimentos de seguranca
alimentar. Foram realizados controlos pelos varios pontos da linha de producéo, desde a
rececdo da mercadoria, a lavagem e desinfecéo, preparacao, descasque e corte, preparacao
da rotulagem, embalamento e expedicdo, garantido os padrbes de seguranga e higiene
estabelecidos. Acompanhei uma auditoria higio-sanitaria, que incluiu a avaliacdo dos
equipamentos de protecao individual (EPI) nas varias etapas de producdo, a verificacdo das
condigbes das instalagbes, equipamentos e utensilios em toda a linha de producdo e
identificacdo das ndo conformidades e oportunidades de melhoria dentro da fabrica.
Supervisionei a formagao de colaboradores nas respetivas etapas de fabrico e participei em
visitas técnicas a outros estabelecimentos. Também tive a oportunidade de aceder a
relatérios, onde se identificavam as ndo conformidades e as medidas corretivas a seguir.
Acompanhei procedimentos e instrugdes de trabalho (registos e confirmacéo de listas das
matérias-primas) e a execuc¢do da correcdo do plano de controlo sanitario, que integrava os
aspetos relativos ao controlo de pragas (incluido no plano de controlo de pragas). A
diversificacdo das atividades realizadas durante o estagio constituiu uma mais-valia no meu
percurso académico, constituindo, assim, uma enriquecedora experiéncia pedagogica,
permitindo a ligacdo entre o conteddo teorico lecionado durante o curso com a pratica

associada a profisséo.

O estagio culminou com a concretizacdo e execucdo desta dissertacdo, fortemente
incentivado pelo Dr. Luis Garcia, através de conversas em que partilhava conhecimentos e
discutiamos os dados disponiveis. Para a realizacdo da dissertacao, foi importante pesquisar
a regulamentagéo necesséria para a produgéo de alimentos minimamente processados. Com
base no Regulamento (CE) n.° 2073/2005 da Comisséo de 15 de novembro de 2005, definiu-
se gquais seriam 0s microrganismos relevantes para o estudo e que fatores poderiam

influenciar o crescimento ou o desenvolvimento dos mesmos. Discutiu-se o plano que se
1



pretendia e as areas de interesse em que a dissertacao iria assentar e seguidamente foram

estabelecidas as necessidades associadas.

O foco do estégio incidiu no cumprimento das medidas de seguranca e higiene que
impactam diretamente nos alimentos e acautelando as eventuais causas de incumprimento
das mesmas, de forma a agir preventivamente no controlo dos desvios, que poderiam vir a

permitir a manifestacao de perigos para a saude publica.

Por fim, esta dissertacdo quer clarificar a relacdo que existe entre o crescimento
bacteriano e as propriedades intrinsecas das matérias-primas, ou seja, estudar o risco
presente na fruta fresca minimamente processada para consumo tendo em conta as bactérias
em estudo. Pretende-se que, com os resultados obtidos, a presente dissertacao se constitua
num instrumento capaz de levantar questfes, para posterior estudo, promovendo também

desta forma a saude publica e a higiene e seguranca dos alimentos.



1. Introducéo

O consumo diario de frutas e legumes faz parte de uma dieta saudavel e equilibrada.
As frutas e legumes sdo importantes para uma boa alimentacdo devido ao seu valor
nutricional, e ao facto de contribuirem para a prevencdo de doencas cronicas, como por
exemplo, a obesidade, diabetes, doengas cardiovasculares e cancro (World Health
Organization/Food and Agriculture Organization (WHO/FAO, 2005)).

Neste sentido, o consumo de frutas, vegetais, nozes e gréos, e a reducao de sal,
acucar e gorduras sdo passos importantes para a prevencao de tais doengas. Segundo a

WHO/FAO (2005), o consumo diario recomendado de frutas e vegetais é de 400 gramas.

O gabinete de estatisticas da Unido Europeia (UE), o Eurostat, registou em 2017 que
Portugal foi o segundo pais da UE onde a populacdo comeu mais fruta diariamente (gréafico
1) e ficou em quarto lugar (gréafico 2) no que toca ao consumo diario de legumes, situando-se

acima da média comunitéria (Eurostat, 2019)
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Grafico 1 — Consumo diario de fruta na UE, 2017 (% de populacdo). Fonte Eurostat (2019). Nota:
Os resultados da pesquisa para este indicador para a Republica Checa, Estonia e Reino Unido
sao pouco fiaveis e foram excluidos. Unido Europeia (UE-28): Estimativa do Eurostat.
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Grafico 2 — Consumo diério de vegetais na UE, 2017 (% de populagdo). Fonte Eurostat (2019).
Nota: Os resultados da pesquisa para este indicador para a Republica Checa, Estdnia e Reino

Unido séo pouco fiaveis e foram excluidos. Uni&o Europeia (UE-28): Estimativa do Eurostat.

Em 2019, de acordo com os ultimos dados disponibilizados pelo Eurostat, Portugal
aumentou a sua area dedicada ao cultivo de arvores de fruto em 2.500 hectares,

correspondendo a um aumento de 7% do que havia sido registado em 2012.

O aumento do consumo de frutas minimamente processadas aponta para problemas
na sua qualidade e na seguranca dos consumidores. As frutas sdo provenientes do campo e,

até ao seu consumo, enfrentam varias etapas de producéo (Bastos 2006).

Um dos principais problemas prende-se com a dificuldade em manter a estabilidade
dos produtos desde a producgdo, passando pelo embalamento, transporte e até a sua
disponibilizacdo para o consumidor final. Assim, a preocupagdo com os aspetos de qualidade
e seguranca, deve ser condicdo fundamental no processamento destes produtos
caracterizados por um rapido processo de degradacdo, tanto a nivel fisioldgico, como
microbioldgico e bioquimico (Allende et al. 2006; Ragaert et al. 2007).

A necessidade de contrariar a perda de qualidade nutricional e, por outro lado, de
promover o aumento do periodo de vida Util dos produtos sdo duas variaveis dificeis de
controlar e que, naturalmente, irdo alterar o produto. O controlo destas variaveis implica a
necessidade de compreender os mecanismos de degradacdo da cor, textura e sabor. Os
mecanismos de degradacao bioquimica e fisiologica iniciam-se na linha de producéo, apos a
libertacdo das enzimas, por efeito de acdo mecénica durante o descasque, corte,

transferéncia de zona de manipula¢éo. Porventura a degradacgéo mais visivel, resulta do efeito
4



da enzima polifenol oxidase, que provoca o escurecimento, e da enzima lipoxidase, que
catalisa as reacdes de peroxidacdo, provocando um cheiro desagradavel devido aos aldeidos
e cetonas produzidos. Também se deteta o aumento da producao de etileno, gas que intervém
na maturacao da fruta, e, concomitantemente, o mecanismo de degradacao devido a atividade
microbiana aumenta e vai progredindo ao longo do tempo. Durante o processamento ha
exposicao do produto ao ar, criando assim 6timas condi¢ges de acesso para a contaminagao

por bactérias, leveduras e bolores (Francis and O’Beirne 2001; Ragaert et al. 2007).

Uma forma de prevenir o desenvolvimento destes microrganismos e, por sua vez,
aumentar o tempo de vida util do produto, é através do recurso a embalamento em atmosfera
protetora (MAP - modified atmosphere packaging). Contudo, esta solu¢cdo pode levar, por
outro lado, ao desenvolvimento de agentes microbioldgicos patogénicos de crescimento lento
(Rosnes et al. 2003; Chua et al. 2008).

Na linha de producdo, quer durante a preparacdo do produto, quer durante o
armazenamento, podem ocorrer quebras na cadeia de frio, ndo atingindo temperaturas de
refrigeracdo, o que podera favorecer o desenvolvimento de microrganismos patogénicos
psicotroficos, tais como a Listeria monocytogenes, a Aeromonas hydrophila ou algum tipo de
Clostridium. Outras espécies como Escherichia coli, Salmonella spp., Yersinia enterolitica,
Campylobacter jejuni, alguns virus e protozoarios sao responsaveis por levantarem
preocupacdes aos produtores devido as doencas de origem alimentar que provocam. O
aparecimento destes microrganismos nos alimentos deve-se, essencialmente, a problemas
de contaminagédo do solo e da 4gua, bem como a praticas inadequadas de higiene (Chua et
al. 2008).

O processamento do produto deve realizar-se hum ambiente limpo e apropriado, e
apoiar-se num sistema de autocontrolo baseado no HACCP; devem estar implementadas
Boas Praticas de Fabrico (BPF) e de Higiene (BPH) de modo a prevenir, ndo s6 0s riscos

microbioldgicos, como outros possiveis riscos capazes de se desenvolverem.

A presenga reduzida de microrganismos patogénicos nos produtos confecionados
pelos operadores de cadeias alimentares é uma obrigatoriedade, sendo regulada através da
implementacdo de sistemas de autocontrolo, com base nos principios do HACCP tomando
em consideracdo o Codex Alimentarius. Estes sistemas tém como principal objetivo a defesa
dos consumidores contra possiveis doencas de origem alimentar assegurando a presenca de
elevados padrbBes de higiene e, logo, a seguranca no consumo dos alimentos produzidos
(Novais 2006).



O objetivo principal desta dissertacdo foi avaliar e categorizar o risco presente nas
frutas minimamente processadas prontas para consumo. Este estudo € realizado com base
no sistema HACCP, nas BPF e nas BPH, nas caracteristicas dos microrganismos, nos fatores
intrinsecos e extrinsecos dos alimentos e na regulamentacgéo atual. A produgdo das amostras
foi feita em conformidade com as préticas e medidas atuais, exceto uma porcao das amostras
que ndo foram expostas ao banho alimentar. Procedeu-se a escolha da fruta e sua separagéo.
Posteriormente, foram feitas andlises as amostras de modo a obter-se os valores do pH e da
temperatura. Os valores da atividade de agua, foram obtidos de estudos anteriores. A seguir
foram definidas as bactérias a incluir neste estudo e cruzou-se a informacao entre os
parametros das amostras e as caracteristicas das bactérias. Neste sentido, originaram-se trés
categorias representativas do risco de contaminagao bacteriana para a fruta e delinearam-se
medidas corretivas e recomendacdes de forma a evitar o desenvolvimento bacteriano

indesejado.

Com o intuito de reduzir os perigos emergentes durante a producdo dos alimentos,
tendo em conta os aspetos mencionados, encontra-se um sistema que procura identificar e
avaliar os riscos durante os processos de producao e identificar os pontos onde pode ocorrer

maior risco de contaminacao. Este é o sistema HACCP.

2. Sistema HACCP

Apesar dos avancos verificados em termos de seguranca dos alimentos, nos ultimos
anos continuam a existir falhas de higiene e seguranca no setor alimentar. Na China, em
setembro de 2008, a presenca de melamina no leite em p6. Nos Estados Unidos da América
(EUA), entre 2008 e 2009, a presenca de Salmonella ha manteiga de amendoim. No Reino
Unido, em janeiro de 2006, na marca Cadbury, e no ano de 2017, na marca Mars, a presenca
de Salmonella. Na Alemanha, em 2011, a presenca da E.coli em sementes germinadas. Estes
sdo apenas alguns exemplos de falhas que tém ocorrido a nivel mundial, tal como muitas

outras, e por vezes tragicas.

O que falhou nestes casos? Como foi implementado o sistema HACCP? (Wallace and
Mortimore, 2013)

2.1 Génese

O sistema HACCP tem por base a identificacdo, a avaliagdo e o controlo de perigos
para a seguranca dos alimentos a consumir e que podem surgir ao longo da cadeia de

producéo e transformacéo dos produtos alimentares (CAC 2003a; Baptista et al. 2003).
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A implementacdo do sistema HACCP teve inicio nos anos 60 do século XX, através
da empresa americana Pillsbury em parceira com os laboratérios do Exército dos EUA e com
a National Aeronautics and Space Administration (NASA). Esta parceria teve como objetivo a
producdo de refeicbes 100% seguras para consumo dos astronautas durante as viagens
espaciais (Goodrich-Schneider et al. 2005). A partir desse momento desenvolveu-se o
sistema HACCP, tendo como base os principios da microbiologia dos alimentos em
combinacdo com os principios de controlo de qualidade e de avaliagdo dos perigos durante a
producdo de um alimento (Vaz et al. 2000). O sistema de engenharia inicial consistia na
analise de falhas, seu modo e efeito (Failure, Mode and Effect Analysis - FMEA) e pretendia
analisar o que poderia correr mal em cada etapa da operacao, juntamente com as possiveis
causas e efeitos. Simultaneamente, era prevista a coloca¢do em pratica, de mecanismos de
controlo que visam impedir ou corrigir potenciais falhas durante o processo. Tal como este
sistema inicial FMEA, o HACCP procura e previne o erro, mas no sentido de seguranca do
produto. De forma a garantir que o produto € seguro e que ndo pode ser nocivo ao consumidor,

sao implementadas medidas de controlo preventivo (Wallace and Mortimore, 2013).

No ano de 1980, a OMS, o ICMSF e a FAO, reconheceram a importancia e
recomendaram a aplicacdo do Sistema HACCP nas empresas da industria alimentar (Vaz et
al. 2000).

Em 1993, a Comissao do Codex Alimentarius formalizou um guia com as Normas de
Aplicagéo do Sistema HACCP, tendo sido integrado no Codigo Internacional de Boas Praticas
— Principios Gerais de Higiene Alimentar. Os principios estabelecidos continuam atuais e sédo
reconhecidos internacionalmente. O sistema HACCP foi adotado pelas industrias alimentares
em geral (Corlett, 1998). O Conselho Europeu publicou a Diretiva 93/43/CEE a 14 de junho
de 1993, relativa a higiene dos géneros alimenticios, e implementava a imposicao da respetiva
utilizacao, de um modo geral, a todas as empresas do setor (Vaz et al. 2000). A nivel nacional,
a diretiva foi adotada e transposta para a lei nacional através do Decreto-Lei n.° 67/98, que
imp0s a aplicagéo de um sistema de autocontrolo, em todas as empresas do setor alimentar,
com base nos principios HACCP. Mais tarde, esta diretiva foi revogada pelos Regulamentos
(CE) n.° 852/2004 e 853/2004. No entanto, foi mantida nestes regulamentos, a necessidade

de aplicagéo do sistema HACCP pelos operadores do setor alimentar.

2.2 Fundamento

O sistema HACCP tem como objetivo a prevencao de perigos que ameacem a saude

e bem-estar dos consumidores, através da andlise de perigos e de medidas de controlo
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estabelecidas (Marques, 2014). Para uso do sistema HACCP, existe a necessidade de
identificar pré-requisitos, de forma que a sua aplicacdo seja efetiva (Bolton and Maunsell,
2006) e que 0s mesmos ja estejam em execucao nas industrias alimentares como base para
boas condi¢des de funcionamento. Estes pré-requisitos compreendem pessoal com formagéo
apropriada, servicos, instalacdes e equipamentos, localizacdo da unidade industrial e suas
infraestruturas. Nao obstante, o sistema HACCP tem e deve controlar os perigos associados
diretamente nas etapas de producéo do produto que possam representar um risco elevado de
contaminacdo (Edwards 2004; Bolton and Maunsell, 2006). O sistema HACCP pode néo
eliminar eficazmente todos os perigos presentes nas diversas etapas de producdo, mas é o
melhor método para reduzir possiveis perigos que tenham transposto certas etapas
(Schothorst, 2004).

2.3 Principios do HACCP

O sistema HACCP é fundamentalmente constituido por 12 passos sequenciais, sendo

0s Ultimos 7 passos idénticos aos 7 principios HACCP (Baptista et al. 2003):

Constituicdo da equipa HACCP;
Descricdo do produto;

Identificacdo do uso pretendido;
Construcgéo do fluxograma de fabrico;

Confirmagéo do fluxograma no terreno;

I T o A

Identificacdo e analise de perigos e identificacdo de medidas preventivas para o

controlo dos perigos identificados (Principio 1);

N

Determinacéo de PCC (Principio 2);

Estabelecimento dos limites criticos de controlo para cada PCC (Principio 3);
Estabelecimento do sistema de monitorizacdo para cada PCC (Principio 4);
10. Estabelecimento de a¢des corretivas (Principio 5);

11. Estabelecimento de procedimentos de verificagéo (Principio 6);

12. Estabelecimento de controlo de documentos e dados (Principio 7).

A implementacéo de um sistema HACCP deve ter como suporte a documentacao e os
registos das operacdes que decorrem na producédo de um produto. A documentacdo deve ser
desenvolvida por forma a orientar o estabelecimento na aplicacdo do HACCP e servir como
suporte no desenvolvimento de registos que exibam as operacdes efetuadas e ser validados

por um responsavel.



Os registos devem ser precisos, eficazes e reveladores de que o plano de HACCP
esté controlado e se mantém atualizado. O sistema de registos deve ser simples, de forma a

ser facilmente aprendido pelos colaboradores (Baptista and Venancio, 2003).

Apesar das principais razdes para a implementacéo de um sistema HACCP serem o
cumprimento legal e a seguranca do consumidor, ha outros beneficios que a implementacao
deste sistema acarreta (Vaz et al. 2000):

e Incorpora formalmente os principios de seguranca dos alimentos como passos
fundamentais da producéo;

e Aumenta a responsabilidade dos trabalhadores no desenvolvimento de alimentos
seguros;

e Aumenta a confianca dos consumidores;

e Mantém e aumenta a presen¢a no mercado;

¢ Reduz o desperdicio;

¢ Permite a industria alimentar mudar de uma filosofia de controlo do produto final para
uma atitude de prevencéo;

e Foi aprovado por organizagfes internacionais como a CAC, que o considera um dos
meios mais efetivos de controlar problemas na producéo de alimentos seguros;

e O HACCP pode ser usado como prova de defesa em acdes legais.

O sistema HACCP é largamente utilizado em ambiente industrial, mas pode perceber-
se que é também utilizado em ambiente doméstico. As lavagens dos utensilios, a cozedura
dos alimentos, a refrigeragédo ou congelacéo dos alimentos, acabam por ser medidas que se
usam para eliminar e evitar a contaminagéo dos alimentos e doencas de carécter alimentar.
O préprio produto tornou-se um objeto de estudo. E, assim, evidente o qudo importante é

estudar o produto em si, como também o que leva a sua deterioragao.



3. Microbiologia

Os microrganismos podem estar presentes em qualquer alimento, uma vez que estes
sdo um meio ideal para o seu desenvolvimento. A presenca de microrganismos nos alimentos,
seja qual for o seu nivel de patogenicidade, deve ser analisada de forma a ser possivel a
qualificacdo e quantificacdo dos microrganismos, do risco que o alimento podera oferecer ao

consumidor e de estabelecer a vida til do alimento (Franco and Landgraf, 2005).

Os microrganismos presentes nos alimentos tém varias origens, incluindo a forma
como séo cultivados e manipulados. Sabendo que a entrada de microrganismos nos alimentos
pode surgir de varias fontes, existe a necessidade de combater e impedir tal entrada, através
do uso de vérios fatores disponiveis. Sera o caso de fatores ambientais que usados
corretamente podem retardar ou mesmo eliminar oS microrganismos presentes, ou 0 recurso
a manipulagdo de algumas caracteristicas presentes nos alimentos. A possibilidade de usar
ambos os métodos concomitantemente, cria uma grande margem de seguranga ao produto e
seu consumo. Assim, as caracteristicas especificas do alimento, aliadas as condi¢des do meio
ambiente envolvente, desencadeiam mudancas no metabolismo dos microrganismos e,
naturalmente, promovem ou retardam a sua multiplicagédo. Tendo em conta que os alimentos
tém mecanismos de defesa proprios, a necessidade de conhecé-los e utiliza-los para retardar
a multiplicagdo microbiana séo opcdes validas para prevenir a alteracdo e deterioragdo dos
alimentos. Torna-se evidente a necessidade de usar estes mecanismos em nOsso proveito na
producdo de alimentos. Os fatores intrinsecos e extrinsecos dos alimentos, sdo uma
ferramenta usada e bem conhecida no mundo da industria e da producé&o alimentar (Tondo,
2020).

3.1. Fatores que afetam a multiplicagcdo microbiana: fatores intrinsecos e

extrinsecos dos alimentos

s

O que condiciona a qualidade microbiol6gica dos alimentos é, antes de mais, a
quantidade e o tipo de microrganismos que se encontram inicialmente presentes
(contaminacdo inicial), logo seguida da capacidade de multiplicacdo destes microrganismos
no alimento. A contaminagao inicial dos alimentos é decorrente da qualidade sanitaria das
matérias-primas e das condicdes de higiene a que séo sujeitas (dos ambientes, superficies e
manipuladores). O microrganismo, as caracteristicas dos alimentos e as condigdes ambientais

regulam a multiplicacao e/ou a producéo de toxinas.

10



Os fatores extrinsecos sao conhecidos como as condi¢cdes ambientais capazes de
permitir a conservacao ou a alteragdo dos alimentos. Entdo, a temperatura de conservagao,
a presenca e concentracdo de gases e a humidade relativa sdo constituintes do ambiente
externo do alimento. O controlo destas caracteristicas ambientais pode inibir ou anular os
microrganismos, sendo este o objetivo ao controlar os fatores extrinsecos. Os fatores
intrinsecos sao conhecidos como as caracteristicas dos proprios alimentos, também capazes

de afetar a multiplicacdo dos microrganismos. Estes fatores sdo: o pH, a ay, 0 potencial de

oxidacao-reducao, os constituintes antimicrobianos e as estruturas biologicas (Tondo, 2020).

O controlo e a manipulagdo adequada destes fatores vao permitir obter um alimento
com uma maior longevidade no tempo de vida de prateleira. No entanto, com o passar do
tempo, os alimentos acabam por ser sujeitos a alteragcbes decorrentes da atividade

microbiana, o que impde uma limitacao na duracdo da sua vida util (data limite de consumo).

As alteracdes quimicas mais relevantes sdo o escurecimento ndo enzimatico, as
reacbes enzimaticas e a oxidacdo, mais especificamente a oxidacéo lipidica. Quanto as
alteracdes fisicas, estas podem ser evitadas através de uma correta manipulacdo dos
alimentos, no uso de embalagens e no controlo adequado das temperaturas de
armazenamento (Singh and Cadwallader, 2004). Souza et al. (2019), reforcam a necessidade
de implementar formacgfes periddicas aos manipuladores sobre as praticas de higiene e
seguranca dos alimentos, com o propésito que os alimentos sejam manipulados e preparados

de forma adequada, garantindo, assim a sua qualidade.

Os estudos destas alteragfes sdo conseguidos através de analises fisico-quimicas
laboratoriais. Alguns exemplos de andlises utilizadas s&o: a medicao de pH, de a,, da cor, da
textura e a determinacdo do azoto basico volatil. Neste sentido, é possivel determinar a

validade dos produtos alimentares através destas mesmas analises (NZFSA, 2005).

3.1.1. Temperatura

O fator ambiental que mais impacto causa no crescimento dos microrganismos é a
temperatura. O desenvolvimento dos microrganismos em diferentes temperaturas determina
a sua capacidade de tolerar essa temperatura. Sendo assim, € possivel conhecer uma
temperatura minima, uma temperatura 6tima e uma temperatura maxima de desenvolvimento.
A temperatura minima € definida como aquela abaixo da qual o crescimento ndo é
mensuravel; a temperatura 6tima € obtida quando a taxa de crescimento € méxima e a

temperatura maxima define-se como aquela acima da qual o crescimento ndo é mensuravel.
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No espetro da temperatura étima, € possivel dividir os microrganismos em quatro grupos, 0s
psicrofilos, os mesdfilos, os termofilos e os hipertermofilos. As respetivas temperaturas

encontram-se descritas na Tabela 1 (Ferreira et al. 2010).

Tabela 1 - Classificacdo dos microrganismos em fungdo da temperatura 6tima de

desenvolvimento (Fonte: Ferreira et al. 2010).

Microrganismos Temperatura minima Temperatura 6tima  Temperatura maxima
Psicroéfilos 0°C 15°C 20°C
Mesdfilos 15-20 °C 20-45°C 45°C
Termdfilos 45°C 55-65 °C 80 °C

Hipertermofilos 55°C 80-113°C

3.1.2. Disponibilidade de oxigénio

A necessidade de oxigénio (O2) dos microrganismos varia consoante o metabolismo
dos mesmos. Desta forma, é possivel dividir os microrganismos em varios grupos tendo como
base a sua relagdo com o O,. Na tabela 2 verifica-se a relagdo dos microrganismos com o

oxigénio e 0 seu metabolismo (Ferreira et al. 2010).

Tabela 2 — Relagdo dos microrganismos com 0 oxigénio e 0 seu metabolismo (Fonte: Ferreira et
al. 2010).

Grupos Relacdo com o O Tipo de metabolismo
Aerdébios
Estritos Crescimento requer Oz Respiracédo aerdbia

Crescimento ndo requer Oz, L o L
) . Respiracéo aerbbia, respiragao
Facultativos mas é favorecido na sua . .
anaerobia, fermentacéo
presenca

Crescimento requer Oz, mas
Microaerdfilos a niveis inferiores ao Respiracdo aerdbia

presente na atmosfera

Anaerébios

_ A presenca de O2 é tdxica ou Fermentacé&o ou respiracédo
Estritos .
letal anaeroébia

3.1.3. Potencial hidrogenidnico

A acidez ou a alcalinidade dos alimentos € mensuravel através do parametro potencial

hidrogeniodnico (pH), o qual € descrito como o inverso do logaritmo da concentracdo de protdes
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livres (H+) numa solucdo. O pH é um fator importante na industria alimentar devido a facilidade
com que pode ser modificado e a sua capacidade de inibir a multiplicagdo microbiana. O
crescimento de microrganismos ocorre em intervalos de pH étimos, exceto quando se

moadifica o pH, diminuindo ou inibindo, assim, o crescimento (Kalia and Rajinder, 2006).

De uma forma geral, os alimentos sao incluidos em quatro categorias consoante 0 seu
nivel de acidez (Fellows, 2006). Os frutos encontram-se no grupo mais acido dos produtos

agricolas, apresentando um caracteristico pH inferior a 4,0 (Hui et al. 2006).

A tabela 3 apresenta as quatro categorias de alimentos em funcéo da acidez, referindo

alguns exemplos.

Tabela 3 — Classificacdo de alguns alimentos conforme o pH e microrganismos passiveis de

multiplicacdo (Fonte: Fellows, 2006).

Classificacéo Microrganismos
pH do alimento  de acordo com Alimento capazes de se
o pH multiplicar

Ovos, leite e alguns queijos,
carnes refrigeradas, produtos
carneos embutidos, Bactérias patogénicas,
Alimentos de reestruturados, emulsionados, bactérias deteriorantes,
baixa acidez alimentos de origem marinha, fungos filamentosos e
certos vegetais, como milho, leveduras.
palmito, cenoura e batata,
cereais, paes, etc.
Misturas de carnes e vegetais,
vegetais fermentados, certas
Alimentos de frutas (banana, abacate) e
média acidez vegetais (vagem, cebola),
sopas desidratadas, molhos,
queijo cottage, etc.

54-79

53-4,4

Bactérias patogénicas
(geralmente até pH 4,0),
bactérias deteriorantes
(inclusive laticas e
acéticas), fungos
filamentosos e leveduras.

Tomate, pera, figo, abacaxi e
3,8e45 Acidos outras frutas citricas,
maionese, etc.

Bactérias deteriorantes
(inclusive laticas e
acéticas), fungos

filamentosos e leveduras.

Picles, sumos citricos,
<37 Muito &cidos refrigerantes, bebidas
fermentadas, maca, etc.
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Especificamente, a tabela 4 exibe alguns valores aproximados de pH de certas frutas
(adaptado de Jay, 1992).

Tabela 4 — Valores aproximados de pH de algumas frutas (Fonte: Adaptado de Jay,1992).

Frutas Valor de pH Frutas Valor de pH

Macas 2.9-3.3 Laranjas 3.6-4.3
Bananas 4.5-4.7 Limas 1.8-2.0

Uvas 3.4-45 Meldes 6.3-6.7
Melancias 5.2-5.6 Figos 4.6
Ameixas 2.8-4.6

3.1.4. Atividade da agua

No fim dos anos 50, a atividade da &gua (a,) foi descrita como um indicador util da
estabilidade microbiolégica dos alimentos e sistemas relacionados a alimentos, € hdo como
uma simples medicdo do teor de agua (Scott, 1957). Ndo s6 € um indicador de estabilidade
microbioldgica como também tem um papel importante nas propriedades sensoriais dos
alimentos, destacando-se o sabor, 0 aroma e a textura. Influencia os mecanismos quimicos e
bioquimicas dos alimentos, como por exemplo, a oxidagdo lipidica e a atividade
nao/enzimética (Labuza and Rahman, 2007). A a,, foi entdo definida como a 4gua que se
encontra disponivel para as rea¢des quimicas e para o crescimento microbiano nos alimentos.
Este pardmetro torna-se essencial para a industria alimentar, ficando conhecido como um
indicador de estabilidade microbioldgica dos alimentos (Alonzo, 2008; Maneffa et al. 2017). O
crescimento bacteriano ocorre devido a presenca de agua, uma vez que esta facilita o
transporte de moléculas entre o meio envolvente e a membrana citoplasmatica da bactéria

devido a gradientes de pressao osmotica (Coles and Kirwan, 2011).

A a,, estabelece valores que podem variar entre 0 e 1. Num determinado alimento, a

inibicdo do desenvolvimento de microrganismos, é tanto maior quanto menor for o valor da

ay. Consequentemente, a disponibilidade de dgua encontra-se limitada e os mecanismos de

regulagdo osmotica das células perturbados; os limites inibitérios da grande maioria dos
microrganismos sdo conhecidos (Christian, 1980; Krist et al. 2000; Leistner and Gould, 2002).

Portanto, a multiplicacdo bacteriana nos alimentos é menor com valores de ay, baixos e é
maior com valores de ay, altos. Quando se observa valores de a,, inferiores ao minimo, néo

significa que haja morte total das bactérias. As bactérias que sobreviverem poderdo

permanecer inativas, porém, mantém a sua infecciosidade.
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A ay é um fator importante para a industria alimentar, devendo ser considerado téao

importante como outros, nomeadamente o pH e a temperatura (Forsythe, 2013).

3.2. Teoria dos obstaculos de Leistner: combinacdo entre fatores

intrinsecos e os extrinsecos.

E possivel conservar alimentos recorrendo a processos de inibicdo da multiplicacio
microbiana ao invés da inativacdo microbiana por tratamento térmico. Para tal, os processos
como a diminuicdo de temperatura (refrigeragdo, congelacdo), reducdo da a, (produtos
desidratados) e acidificacdo dos alimentos sdo possiveis de empregar. Estes processos
podem ser combinados em forma de obstaculos ou barreiras de modo a impedir o
desenvolvimento de microrganismos que causam deterioragdo dos alimentos ou provocam
toxinfecdes alimentares. Entdo, o conceito de barreiras combina fatores fisicos e quimicos

com o objetivo de promover a conservagao dos alimentos (Forsythe, 2013).

Leistner and Gould (2002) estudaram as interacdes entre os fatores fisicos e quimicos
gue afetam a capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo dos microrganismos nos alimentos.
Deste estudo surgiu a origem da Teoria dos Obstaculos de Leistner (Hurdle Theory). Também
conhecida como barreira tecnoldgica, esta teoria dos obstaculos apresenta vantagens na sua
utilizacado ao economizar energia, reduzir a quantidade de aditivos quimicos e levar a menores

perdas de alimentos (Leistner and Gorris 1995; Leistner e Gould 2002).

Segundo Leistner and Gorris (1995), para os alimentos se manterem seguros, estaveis
e com a populacdo natural de microrganismos sob controlo, é necessario que atravessem
determinado tipo de obstaculo (seja fisico, fisico-quimico, microbiolégico e variados) com
gualidade e intensidade diferentes. Na tabela 5, verificam-se alguns exemplos de obstaculos

usados nas linhas de produgéo.
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Tabela 5 - Classificacdo de alguns obstaculos e seus exemplos (Fonte: Leistner and Gorris,
1995).

Tipo de obstaculos Exemplos

Alta temperatura (esterilizacdo e pasteurizacao),
Obstaculos fisicos baixa temperatura (refrigeracdo e congelacao),

radiacdo ionizante e altas pressfes

. _ Baixa ayy, baixo pH, baixo potencial redox, sais,
Obstéaculos fisico-quimicos
nitritos e nitratos

Obstéaculos microbiolégicos Microbiota competitiva e antibiéticos

Obstéaculos variados Acidos gordos livres e cloro

Na Figura 1, encontram-se, em destaque, trés modelos de aplicacdo da Teoria dos
obstaculos. Para o exemplo “(a)”, € possivel verificar seis barreiras com a mesma intensidade,
gue 0s microrganismos irdo atravessar. a barreira F € a de alta temperatura durante o
processamento, a barreira t € de baixa temperatura durante o tempo de vida de prateleira
(armazenamento), depois a barreira de a, a barreira de acidez (pH), a Eh para baixo potencial
redox e a Ultima barreira de conservantes (pres.). Tendo em conta o exemplo (a), o produto
torna-se estavel e seguro, uma vez gue 0s microrganismos nao conseguem ultrapassar todos
0s obstaculos apresentados durante o processo. O exemplo (b) € uma simulacdo mais realista
de produgéo de alimentos devido ao facto de as barreiras possuirem diferentes intensidades
e, principalmente, o controlo dos fatores de crescimento de microrganismos, a ay € 0S
conservantes (pres.). Por dltimo, o modelo (c), que representa inicialmente um alimento com
alto teor de nutrientes (N) e vitaminas (V), e desta forma favorecendo o desenvolvimento dos
microrganismos, obriga a um uso mais intenso das outras barreiras com o objetivo de tornar

o alimento estavel e seguro.
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Figural- Exemplos daaplicacdo da Teoriados Obstéculos. Trés modelos de aplicacdo da Teoria
de obstaculos. Modelo (a) com barreiras de intensidade igual. Modelo (b) com barreiras de
intensidade diferentes. Modelo (c) com alimento inicial de alto teor em vitaminas e nutrientes e

barreiras com intensidade diferentes.

As barreiras com mais relevancia na conservacdo dos alimentos sdo a temperatura
(alta ou baixa), a ay, 0 pH, o potencial redox (Eh), os conservantes e a microbiota competitiva.
Contudo, estao disponiveis para uso mais de sessenta barreiras que melhoram a estabilidade
e/ou a qualidade dos produtos e, por conseguinte, a sua conservagao (Leistner and Gould
2002).

Em forma de conclusao, os fatores intrinsecos e extrinsecos podem ser considerados
separadamente no estabelecimento do processamento dos alimentos, porém, a sua utilizacéo
em conjunto traz beneficios na confecao de produtos e no seu consumo. Esta combinacao de
fatores originou a teoria dos obstaculos que procura combater eficazmente os microrganismos
e aumentar a data limite de consumo. O ponto-chave desta teoria passa por impedir o
desenvolvimento dos microrganismos quando estes conseguem ultrapassar uma barreira,
com a aplicacéo de outra barreira. Quantas mais barreiras, mais eficaz sera o processo. E
preciso mencionar que, por outro lado, quanto mais barreiras se colocar maior sera o desafio
em manter o produto sem alterag6es indesejaveis. Esta questdo € um desafio para a industria,
uma vez que ndo € possivel conseguir tirar o melhor dos “dois mundos”. No entanto, com o
acompanhamento apertado e controlo das barreiras, com o conhecimento do produto e com

a constante formacao dos técnicos, é possivel obter produtos seguros.
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3.3. Determinacdes microbioldgicas

A detecdo de microrganismos potencialmente patogénicos ou a avaliagcdo da carga
microbiana, sdo dois exames possiveis de efetuar. Tém como principal intuito diminuir o risco
de toxinfecbes alimentares e, por sua vez, defender a saude do consumidor.
Secundariamente, permitem descobrir falhas e minimiza-las de forma a aumentar o tempo de
vida de prateleira dos alimentos, bem como, alteracbes que conduzam a deterioracdo e
correspondente perda dos alimentos. Estes exames podem ser realizados através de métodos
convencionais, que exigem a homogeneizacdo da amostra e posterior inoculacdo em meios
especificos de crescimento, ou entdo, por métodos rapidos, que tém o intuito de produzir

resultados num curto espaco de tempo (Forsythe, 2000).

A determinacdo do periodo de vida util de um produto € obtida com o produto
armazenado em condi¢gBes normais de utilizacdo, medindo, em intervalos preestabelecidos, a
carga microbiana até que sejam alcancados os valores estipulados como limite (Kilcast and
Subramaniam, 2000). Estes limites estdo, usualmente, fundamentados em critérios
microbiologicos que sdo criados por autoridades alimentares reconhecidas com valores limite
definidos ou estabelecidos em regulamentos de cumprimento obrigatério (Forsythe, 2000).
Estes limites servem de orientagdo para as empresas produtoras, no que toca a qualidade
dos alimentos, bem como a higiene ao nivel da produgéo, ou seja, revelam a qualidade
sanitaria da empresa. No Regulamento (CE) N.° 2073/2005 da Comissao de 15 de novembro
de 2005 encontra-se a definicdo de critério microbioldgico como um critério que define a
aceitabilidade de um produto, de um lote de géneros alimenticios ou de um processo, baseado
na auséncia ou presenc¢a de microrganismos, ou no seu niamero, e/ou na quantidade das suas

toxinas/metabolitos, por unidade(s) de massa, volume, area ou lote.

O Departamento de Alimentacédo e Nutricdo (DAN), do Instituto Nacional de Saude
Doutor Ricardo Jorge, tem o intuito de promover a saude, prevenir doencas de origem
alimentar e, acompanhar e cooperar com as demais instituicdes de forma a assegurar a saude
dos consumidores. Neste ambito, o DAN elaborou um documento com os valores-guia para a
interpretac@o de resultados de ensaios microbiol6gicos em alimentos prontos para consumo
e em superficies do ambiente de producdo e distribuicdo alimentar, abreviadamente
designado por “Valores-guia INSA” (INSA, 2019). Os "Valores-guia INSA" apresentam 4

Grupos de alimentos prontos para consumo:

e Grupo 1 — Alimentos que sofreram tratamento térmico;
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o Grupo 2 — Alimentos compostos de alimentos totalmente cozinhados/pasteurizados,

adicionados de componentes crus, ou carne ou peixe crus, prontos para consumo;

e Grupo 3 - Frutos e produtos horticolas crus;

o Grupo 4 — Alimentos ou seus componentes contendo flora especifica prépria.

Na tabela 6 esta indicado o Grupo e 0 Subgrupo de alimentos prontos para consumo

tendo em consideragéo o tema da dissertacdo em estudo.

Tabela 6 - Grupo 3 — Frutos e produtos horticolas crus (Fonte: INSA, 2019).

Subgrupo Categoria de alimentos Exemplos
. Fruta ao natural descascada, morangos e outros
Frutos e produtos horticolas
frutos vermelhos, saladas de frutas, saladas de
crus cortados, ou preparados
o produtos horticolas crus (ex. alface, agrido, cebola,
para consumo no proéprio dia,
cenoura, rucula, tomate), com ou sem molhos (ex.
com ou sem molhos, podendo
) . maionese, vinagrete) e com ou sem
incluir um pequeno
. beterraba/milho cozidos.
3A apontamento de alimentos

totalmente cozinhados

Sumos de frutos e/ou de
produtos horticolas frescos,

para consumo no préprio dia

Bebidas e Sumos de
anands/beterraba/cenoura/espinafres/frutos

vermelhos/laranja/liméo/tomate.

Frutos e produtos horticolas
crus minimamente processados
(IV gama), incluindo Baby Leaf e

rebentos

Fruta ao natural descascada, morangos e outros
frutos vermelhos, saladas de frutas, saladas de
produtos horticolas crus (ex. alface, agrido, cebola,
cenoura, rdcula, tomate), com ou sem molhos (ex.

vinagrete, maionese).

Na preparacdo, producdo e distribuicdo destes alimentos (dos Grupos 1 ao 4),

considera-se a existéncia de zonas com caracteristicas distintas de controlo de higiene, que

estdo interligadas e nas quais é necessario que sejam verificadas e avaliadas as BPH (tabela

7).
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Tabela 7 - Zonas no ambiente de preparacao/distribuicdo alimentar (Fonte: INSA, 2019).

Zonas Superficies

Superficies em contacto direto com os alimentos
1 durante os processos de preparacgdo, confecédo
ou distribuicédo

Superficies adjacentes a zona 1 - contactam
com o material que contém, acondiciona ou
contacta com alimentos (ex. vitrinas, painéis de
protecdo, suportes de equipamentos, camaras
de refrigeragéo/congelacéo ou células de

arrefecimento rapido, panos, aventais/fardas)

Superficies adjacentes a zona 2 - ndo
contactam diretamente com os alimentos, nem
3 com 0s materiais que os acondicionam (ex.
pavimentos e ralos de escoamento, tetos,

paredes, portas, material de limpeza)

Superficies adjacentes as zonas de
preparacao/distribuicédo (ex. instalacdes
sanitérias e vestiarios, areas de recec¢éo de

matérias-primas e areas de armazenamento)

Desde as fases iniciais de preparacdo dos alimentos até ao término nas fases de
distribuicdo, os alimentos derivam destas Zonas, de forma continua ou néo, pelo que podera
ocorrer a transferéncia de microrganismos (contaminagfes cruzadas) caso ndo sejam

cumpridas as BPH.

Assim sendo, no ambiente de preparacao e distribuicdo alimentar as superficies sobre
as quais pode ser efetuada a amostragem sao muito diversas, incluindo ou nao, superficies

de qualquer uma destas 4 Zonas.

Os principais fatores a ter em conta num plano de controlo sdo a selecdo e a

localizag&o das superficies a amostrar, bem como, o método de colheita das amostras.

Estas Zonas foram introduzidas no revisto e atualizado “Valores-guia INSA”. Uma vez
gue esta matéria sai do ambito da dissertacdo, mais informacfes sobre as superficies e
assuntos relacionados estédo presentes nos “Valores-guia INSA”. A preocupacéo de partilhar
esta informacdo serve de apelo e incentivo as novas empresas a adotar medidas mais

rigorosas e abrangentes.
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Na tabela 8 encontra-se, de forma categorizada, a interpretacdo da qualidade
microbioldgica. Isto é, um indicador de desempenho do processo e/ou um sistema de controlo

da seguranca alimentar.

Tabela 8 - “Valores-guia INSA” - interpretacdo da qualidade microbiolégica (Fonte: INSA, 2019).

Nivel da qualidade microbiolégica

Satisfatério

Todos os resultados de todos os paradmetros sao satisfatérios
Questionavel

Um ou mais do que um parametro com resultado questionavel
N&o satisfatério

Um ou mais do que um parametro com resultado ndo satisfatorio

N&o satisfatorio / potencialmente perigoso

Alimentos prontos para
consumo

Um ou mais do que um parametro com resultado ndo satisfatorio/potencialmente
perigoso

A interpretacdo do nivel da qualidade microbiolégica, depende do numero de unidades
formadoras de coldnias (ufc) por grama ou mililitro na amostra analisada e/ou da detecdo ou
ndo detecdo de microrganismos patogénicos e/ou toxina(s) e classifica as amostras em 3

niveis:

e Satisfatério — o resultado analitico encontra-se dentro dos valores previstos, ou seja,
inferior ou igual ao Valor Maximo de Referéncia (VMR);

e Questionavel — o resultado analitico é superior ao VMR e inferior ou igual ao Valor
Maximo Admissivel (VMA) e indica que ha probabilidade de existirem falhas nos
processos. Recomenda-se que seja efetuada uma andlise de causas, de forma a
esclarecer a causa provavel;

o NA&o satisfatério e Ndo satisfatério/potencialmente perigoso — o resultado analitico é
superior ao VMA e indica que ha falhas nos processos. Deve ser efetuada uma analise

de causas, de forma a esclarecer a causa provavel.

Em seguida, na tabela 9 estédo listados os limites estabelecidos nos “Valores-guia
INSA” para alguns microrganismos patogénicos e toxinas, enquanto na tabela 10 estdo
listados os limites estabelecidos nos “Valores-guia INSA” para microrganismos indicadores de
higiene e de alteracdo nos Grupos e Subgrupos de alimentos prontos para consumo definidos,

colhidos na area de preparacao/distribuicdo alimentar
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Tabela 9 - “Valores-guia INSA” - microrganismos patogénicos e toxinas em alimentos prontos

para consumo (Fonte: INSA, 2019).

Microrganismos
patogénicos e toxinas

Resultado

Contagem (ufc/g ou ufc/ml) ou Pesquisa (em 25 g) Nota!?

Satisfatério

Nao
satisfatério

Nao satisfatorio/
potencialmentep
erigoso

Testes de
referéncia

Bacillus cereus Nota2

<103

103 - <10°

Confirmar a
capacidade de
>10° produzir toxina,
tipificacéo
molecular

Outros Bacillus spp.
patogénicos

<104

104 — <106

Tipificacdo

>106
molecular

Clostridium perfringens

<102

102 -<10*

Tipificag&o
molecular,
detecdo do gene
codificador da
toxina na estirpe
isolada

>104

Estafilococos coagulase
positiva

<10

102 -<10*

Tipificagcéo
molecular,
detecéo da
patogenicidade
(detecdo do gene
codificador da
toxina na estirpe
isolada ou
verificar se a
estirpe é
produtora de
toxina),
resisténcia aos
antimicrobianos

>104

Listeria monocytogenes

Nao detetado

Detetado

Tipificag&o
molecular e
serotipagem das
estirpes isoladas

>10?

Campylobacter spp

Nao detetado

NA

Tipificacéo
molecular,
resisténcia aos
antimicrobianos

Detetado

Cronobacter spp

Nao detetado

NA

Detetado

Enterotoxina
estafilococica

Nao detetado

NA

Identificacéo do

Detetado .
grupo da toxina

Escherichia coli
verotoxigénico

(VTEC)

Nao detetado

NA

Tipificagédo
molecular,
resisténcia aos
antimicrobianos

Detetado
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Escherichia coli

- Tipificacdo
patogenicos molecular
Nao detetado NA Detetado resisténcia a;os
(EPEC, ETEC, EIEC, antimicrobianos
EAEC, DAEC)
Norovirus N&o detetado NA Detetado
Serotipagem,
tipificacéo
Salmonella spp N&o detetado NA Detetado molecular,
resisténcia aos
antimicrobianos
Shigella spp N&o detetado NA Detetado Tipificagao
molecular
Serotipagem,
Vibrio cholerae N&o detetado NA Detetado tipificacéo
molecular
Vibrio parahaemolyticus  N&o detetado NA Detetado Tipificagao
molecular
Serotipagem,
Yersinia enterocolitica N&o detetado NA Detetado tipificacéo
molecular

NA — Néo Aplicavel

ufc/g —unidades formadoras de col6nias por grama

ufc/ml — unidades formadoras de col6nias por mililitro

Nota 1 — Usualmente, o ensaio é realizado em 25 g ou em 25 ml de alimento por teste analitico; uma porcéo
diferente pode ser requerida para algumas situagc8es (ex. amostra insuficiente, preconizado em normas,
investigacdo de surtos de toxinfecdo alimentar).

Nota 2 — FDL reconstituidas (Subgrupo 1D) — os limites a considerar sdo: Satisfatério <5x10'; N&o

satisfatério 5x10-10%; N&o satisfatério/potencialmente perigoso >103.

Tabela 10 - “Valores-guia INSA” - microrganismos indicadores de higiene e de alteracdo em

alimentos prontos para consumo (Fonte: INSA, 2019).

Microrganismos Resultado
indicadores de
higiene e de Grupo e Contagens (ufc/g ou ufc/ml)
alteracdo Subgrupos N
. - L ao
Satisfatério Questionavel . ..
satisfatorio
1A, 1D Notal <103 103- <104 >104
1B
<104 104- <105 >10°

Microrganismos a 30

°C /Contagem de 2A
aerébios mesofilos 1C < 10°
105- <106 >106
g razio CAM/BAL 0°-<10 0

<100 Nota 2
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< 106

2D 106 - <107 >107
razdo CAM/BAL
S1 00 Nota 2
< 6
2C 10
106- <108 >108
razao CAM/BAL 0 0 0
3A’ 3B 5100 Nota 2
< 106 >108
4 Nota 1 106 _ 5108
razdo CAM/BAL razdo CAM/BAL
<100 Nota2 >100
1A, 1B, 1D
<103 103- <104 >104
2A
1C
Leveduras <104 104-<10° >10°
2B, 2D
2C, 3 <10° 105- <1068 >106
4 Nota 1 NA NA NA
1,2,3 <5x102 5x102- €103 >108
Bolores
4 Nota 1 NA NA NA
1A, 1B <102 102- <108 >103
Detetado em 10
Nao detetado em ml ou
1D 10mlouem10g >102
Nota 3
em 10 g e <102
Enterobacteriaceae a 2A <103 103- <104 >104
37 °C
1C
2B, 2C, 2D <10% 104- <105 >10°
3A
3B < 10° 105- <1068 >106
<10
1 NA >10
_— . (Nao detetado)
Escherichia col
chia cot 2 <10
10 — 102 >102
3 (Nao detetado)
. . T
Listeria spp. odos o0s <10 10 - <102 >10?
grupos

NA — Nao Aplicavel

ufc/g —unidades formadoras de coldnias por grama

ufc/ml — unidades formadoras de colonias por mililitro

CAM - Microrganismos aerdbios mesofilos

BAL — Bactérias acido-laticas
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Nota 1 — Aplicavel quando a flora especifica interfere neste ensaio.

Nota 2 — Sempre que o resultado dos "Microrganismos a 30 °C" for superior ao VMR e inferior ou igual ao
VMA, devera ser tida em conta a razdo CAM/BAL na interpretagdo do resultado em amostras que
contenham componentes pasteurizados e/ou incluam componentes com flora especifica prépria.

Nota 3 — Sempre que se detetem Enterobacteriaceae a amostra deve ser submetida a testes para detegcao

de Cronobacter spp..
4. Regulamentacao

Tem vindo a ser observado um crescimento constante na procura de frutas
minimamente processadas, individualizadas e/ou combinadas, talvez porque o consumidor
reconhece e se sente atraido pelos beneficios provenientes das mesmas. Assim sendo, existe
a necessidade de rever, implementar métodos e melhorar as BPH na industria. Torna-se,
assim, essencial garantir a diminuigdo do potencial de contaminagdo (CAC 2003b). O
aumento da producéo, distribuicdo e consumo global de produtos frescos em conjunto com
métodos de producdo mais intensivos e aplicacdo irregular de boas préticas agricolas (BPA)
explicam a alta incidéncia de doencas transmitidas por estes alimentos (Olaimat and Holley
2012).

Os padrbes de seguranga e qualidade nos produtos de fruta fresca comercializados
sdo definidos, atualmente, em parte pelos critérios microbiol6gicos aplicAveis aos géneros
alimenticios descritos no Regulamento n°® 2073/2005 da Comissdo de 15 de novembro de

2005 autorizado pela Comissao Europeia (CE).

4.1. Critérios microbiolégicos constantes do Regulamento (CE) n.°
2073/2005

Na presente dissertacdo serdo abordadas trés bactérias presentes nos critérios
microbiol6gicos de seguranca alimentar do Regulamento (CE) n.° 2073/2005 de 15 de
novembro. As bactérias que serdo colocadas em andlise sdo: a E.coli, a Listeria
monocytogenes e a Salmonella. Para além destas trés bactérias, sdo mencionadas no
Regulamento, a Cronobacter sakazakii, as Enterotoxinas estafilocdcicas e a Histamina, que

nao serdo estudadas.
4.1.1. Escherichia coli

Na familia das Enterobacteriaceae destaca-se 0 género Escherichia, sendo a
Escherichia coli (E. coli) a mais comum e importante (International Commission on
Microbiological Specifications for Foods, 1996). O pediatra alem&o Theodor Escherich

25



descreveu a mesma pela primeira vez em 1885. Theodor descobriu que esta bactéria estava
naturalmente presente no trato gastrointestinal de criangas, atribuindo-lhe o nome de
Bacterium coli commune (Escherich, 1988). Posteriormente, foi referida como habitante
comensal do trato gastrointestinal de humanos e animais (Moriel et al. 2012). Existem varias
estirpes de E. coli, algumas séo inofensivas para o hospedeiro mas outras tém a capacidade
de provocar doengas. A sua classificagdo tem como base a sintomatologia, 0s mecanismos

de patogenicidade, os seus fatores de viruléncia e serologia (Kaper et al. 2004).

A E. coli é uma bactéria catalase-positiva e oxidase-positiva que pode crescer em
temperaturas de 4°C a 45°C, com temperatura étima de crescimento de 37° (ICMSF, 1996).
E Gram-negativa, ndo forma esporos, fermenta a glicose e outros agtcares e tem forma de
bacilo, podendo ser imével ou mével por flagelos (Moxley 2013). E anaerdbia facultativa, no
entanto, o seu desenvolvimento é mais favoravel em condigbes aerdbias (Meng and
Schroeder 2007). Para além da temperatura, o pH, a atividade de agua (a,) e a composicao
do alimento séo fatores que limitam a multiplicagéo da E. coli. Em relagédo ao pH, é possivel
verificar crescimento entre 4,4 e 10 sendo que é 6timo entre 6 e 7. Quanto a a,, 0 valor minimo
para ocorrer crescimento € de 0,95 verificando-se que no valor de 0,995 a E. coli cresce

favoravelmente (ICMSF 1996; Desmarchelier and Fegan 2003).

A principal fonte de contaminacdo de E. coli provém do trato intestinal dos seres
humanos e de outros animais de sangue quente. Contudo, determinadas estirpes de E. coli
patogénicas para o Homem e para outros animais ndo fazem parte da flora intestinal normal.
As principais vias de transmisséo das infe¢cdes causadas por E. coli sdo o contacto direto com
humanos, animais e/ou o consumo de alimentos contaminados. Os principais alimentos
associados a contaminacdo por E. coli sdo as carnes mal cozinhadas, especialmente de
origem bovina (hamburgueres), enchidos curados, sumos de fruta ndo pasteurizados,

sementes de alfafa, alface, queijo curado e leite cru (ESBUC 2016).

A E. coli é considerada um microrganismo indicador. Os microrganismos indicadores
sao grupos passiveis de serem identificados nos alimentos com o propdsito de indicar uma
possivel contaminacéo fecal e/ou uma provavel presenca de bactérias patogénicas e/ou a
deterioracdo do alimento. As Enterobacteriaceae constituem um grupo de microrganismos
indicadores. Englobam bastantes géneros bacterianos, indicando condi¢cdes sanitarias
inadequadas durante o processo e armazenamento do alimento, ou a qualidade

microbioldgica das superficies.
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4.1.2. Salmonella

Um dos principais agentes bacterianos que provocam infe¢cdes transmitidas por
alimentos em humanos em todo o0 mundo é a Salmonella spp. (Herikstad et al. 2002). A
ingestdo de serotipos patogénicos de Salmonella spp. provocam a salmonelose, uma
conhecida intoxicacao alimentar. Descobertas pelo Dr. Daniel Salmon, a Salmonella spp. tem

estado presente nas intoxicagdes alimentares desde ha 100 anos (Yan et al. 2003).

As bactérias deste género sdo Gram-negativas, anaerObias facultativas (Leedom
Larson and Spickler, 2013), ttm 2 a 5 ym de comprimento e 0,8 a 1,5 um de largura, n&o
formam esporos e exibem forma de bacilos (Annous and Gurtler, 2012). O crescimento e
sobrevivéncia deste género é determinado por vérios fatores como a temperatura, o pH e a
ay- O intervalo de temperatura favoravel ao desenvolvimento da Salmonella spp., varia entre
0s 5,2 a 46,2°C (ICMSF 1996), no entanto, verifica-se que a temperatura ideal para o
crescimento é cerca de 38°C. Sendo nado formadora de esporos, a Salmonella spp. torna-se
relativamente termossensivel e, por conseguinte, pode ser destruida a 60°C durante 15 a 20
minutos (Forsythe, 2005). Apesar de as baixas temperaturas ambientes, por exemplo,
temperaturas de congelacao, impedirem o crescimento e desenvolvimento da Salmonella spp,
estas ndo garantem que o organismo seja totalmente destruido. Verifica-se que existe uma
rapida diminuicdo do numero inicial de organismos vivos a temperaturas proximas da
congelacédo, no entanto, este género tem a capacidade de sobreviver a um longo periodo de
armazenamento a baixas temperaturas (Jay et al. 2003). Verifica-se, também, o crescimento
em ambientes com valores de pH entre 4,5 e 9,3, sendo que entre 6,5 e 7,5 é mais favoravel
ao crescimento. O valor minimo de a,, onde se observa crescimento é de 0,93. O crescimento
é inibido em meios onde a concentracdo de NaCl encontra-se entre os 3 e 4% (m/v) e em

ambientes secos, sdo extremamente resistentes (ESBUCP, 2016).

Em suma, a Salmonella spp. tolera meios &acidos e baixas e altas temperaturas,
tornando, assim, a sua desinfecao dificil (Yeni et al. 2016). Os tratamentos térmicos tornam-

se menos eficazes quando sdo usados teores elevados de gordura e baixos valores de ay,

(ESBUCP, 2016).

Os animais vertebrados de sangue quente estdo principalmente associados a
Salmonella enterica subespécie enterica, cuja transmissao ocorre pela ingestdo de alimentos
ou agua contaminados por fezes (Uzzau et al. 2000; Bell and Kyriakides 2001; Crum-Cianflone
2008).
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A febre entérica, a bacteriémia, a colite e as infe¢des focais sdo algumas das doencas
provocadas pela bactéria. Particularmente a Salmonella enterica causa febre entérica e
gastroenterite em humanos e animais (Didelot et al. 2011). As infecdes em humanos
decorrentes da ingestdo da bactéria estdo, geralmente, associadas ao contato com animais e
com o consumo de produtos contaminados, tais como os ovos de aves, carne e produtos
derivados do leite (William et al. 2003). O processamento de alimentos, seja em ambientes
industriais ou domésticos, as superficies, 0s equipamentos ou outros materiais utilizados,
guando desinfetados inadequadamente, podem constituir uma fonte de contaminagdo da
bactéria (Food and Drug Administration, 2012).

Sendo uma Enterobactereaceae, a Salmonella spp. € um indicador de qualidade

microbioldgica geral dos alimentos.
4.1.3. Listeria monocytogenes

As espécies de Listeria estdo amplamente disseminadas na natureza, contudo, a L.
monocytogenes e L. ivanovii sdo consideradas agentes patogénicos, ou seja, Sdo agentes
que causam listeriose (Orsi et al. 2011; Lakicevic et al. 2015). Destes 2 agentes causadores
de listeriose, a Listeria monocytogenes € o agente patogénico principal em humanos e animais
(Brito, 2003).

A L. monocytogenes tem um didmetro de cerca de 0,5 a 1-2 um de comprimento (Bell
and Kyriakides 2009; Weller et al. 2015), é Gram-positiva, anaerdbia facultativa, catalase-
positiva e oxidase-negativa. Tem forma de bastonete, ndo forma esporos e possui mobilidade
através de flagelos (a 25°C verifica-se uma mobilidade do tipo “cambalhota” e a 35°C é imdvel)
(Bell and Kyriakides 2009). Desenvolve-se a temperaturas entre os 0 e 0s 45°C, rondando a
temperatura 6tima de crescimento entre 0s 30 e os 37°C. Quanto ao pH, verifica-se que ocorre
crescimento entre pH de 4,3 a 9,4, sendo que o crescimento maximo se encontra entre o pH
de 6 a 8 (George et al. 1988; Yousef and Lado, 2007). Nas condi¢cfes de temperatura e pH
ideais, o crescimento da L. monocytogenes inicia-se no limite de a, de 0,92. Tem a
capacidade de tolerar concentracfes de NaCl até 10 % e é inibida em concentracdes de CO;
superiores a 80 % (ESBUC, 2016).

A listeriose, provocada pela L. monocytogenes, € transmitida por alimentos e
apresenta uma alta taxa de mortalidade (Murray et al. 1926). Este agente patogénico tem a
aptiddo de sobreviver e multiplicar-se em condicbes extremas, nomeadamente, em

temperaturas de refrigeracédo, em alta salinidade e em ambientes acidos tornando-o numa
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ameaca importante para a industria alimentar (Likotrafiti et al. 2013). E possivel encontra-lo
em diversos meios na natureza, tais como na agua, nas plantas, no solo, na silagem, em
animais e em esgotos. Sao considerados fontes de infecdo os alimentos como vegetais,
laticinios, carne vermelha, aves e frutos do mar (Harrigan 2008; Marshall and Levy 2011). Nos
dias de hoje e no ritmo moderno acelerado que se vive, a populag¢do esta a consumir cada
vez mais produtos prontos a consumir (RTE — Ready-to-eat) e produtos alimentares prontos
para cozinhar, que requerem um processamento minimo (Davis and Stewart 2002). Este tipo
de alimentos contribui para que exista um alto risco de contaminacgédo a nivel alimentar que

pode provocar graves consequéncias a saude.

Pessoas saudaveis que consomem alimentos contaminados com L. monocytogenes
aparentam ser assintomaticas, no entanto, pessoas suscetiveis, ao consumirem 10 a 100
ufc/g, apresentam potencial para desenvolver uma intoxicagcdo alimentar (Hof and Hefner
1988; Buchanan et al. 2017). Existem duas formas de apresentacao clinica da listeriose, a
invasiva e a nao invasiva. A listeriose invasiva € definida pela capacidade de infecdo de
orgaos/regides estéreis do corpo, ou seja, invade 6rgdos como o figado (Wing and Gregory
2002), o liquido cefalorraquidiano (Cone et al. 2003), o baco (Aoshi et al. 2009) e o sangue
(Bhat et al. 2013). Em adultos os sintomas apresentados séo diarreia e febre, nas mulheres
gravidas a diarreia, a febre, e o possivel aborto ou natimorto (Pérez-Trallero et al. 2014) e no
recém-nascido sao a sépsis, a pneumonia e a meningite (Brouwer et al. 2006; Gaschignard
et al. 2011; Khoury et al. 2012; Camacho-Gonzalez et al. 2013; Okike et al. 2013) A forma nao
invasiva esta associada a gastroenterite febril ou a gastroenterite nédo invasiva a qual resulta
da ingestao de alimentos contaminados, tais como o milho (Aureli et al. 2000), o queijo, o leite
com chocolate (Proctor et al. 1995), o peixe defumado e carne (Gottlieb et al. 2006; Lin et al.

2006), entre outros.

A prevengéo passa por implementar medidas fundamentais em toda a cadeia de
producao de forma a evitar uma possivel contaminagéo. Apresentar um plano de higienizacao
onde se procure o cumprimento de boas praticas de higiene (BPH) e de fabrico (BPF) que
seja capaz de eliminar a contaminacdo cruzada, de superficies, de equipamentos e de
matérias-primas. Implementar um sistema de autocontrolo, o HACCP (Hazard Analysis and
Critical Control Points), que tem como fundamento a prevencao e eliminacdo de possiveis
fontes de contaminacédo (ESBUC, 2016).
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A tabela 11 mostra o resumo das caracteristicas das 3 bactérias mencionadas.

Tabela 11 — Caracteristicas das 3 bactérias em estudo.

Formagéo i Produz
. Temperatura  Periodo de .
Bacteria Gram de . Toxinas no
Ideal (°C) Incubagéo i
Esporos Alimento?
Poucas
E. coli Negativa Néo 35a37 horas a 4 N&o
dias
Listeria "
Positiva Nao 30a 37 Até 2 meses Nao
monocytogenes
Salmonella Negativa Nao 38 8 a 36 horas N&ao

4.1.4. Outros perigos microbioldgicos

O Regulamento (CE) n.° 2073/2005, enumera outros perigos, tais como as bactérias
Campylobacter spp., Shigella spp., Yersinia enterocolitica, Clostridium perfringens,
Clostridium botulinum, Bacillus cereus, Vibrio parahemolyticus, Vibrio vulnificus, virus como o
Norwalk, Hepatite A, Hepatite E e Rotavirus) e parasitas Cyclospora cayetanensis e

Cryptosporidum parvum (Forsythe, 2005).

A bactéria Campylobacter spp. tem estado na origem de alguns surtos devido a falhas
nos sistemas de desinfe¢cdo de aguas contaminadas. A doenca Shigelose, provocada pela
bactéria Shigella spp., € despoletada, maioritariamente, pela ingestdo de alimentos ou agua
contaminados com fezes. No caso dos alimentos, o principal fator de contaminagéo é,
geralmente, a falta de higiene pessoal entre os manipuladores de alimentos. No caso da
bactéria Yersinia enterocolitica, a contaminagdo pode advir da falta de saneamento e de
técnicas de esterilizacdo inadequadas pelos manipuladores de alimentos, incluindo o
armazenamento inadequado. Tanto o Clostridium perfringens como o Clostridium botulinum,
podem contaminar alimentos crus, como vegetais ou frutas. Uma das medidas de higienizacéo
destes perigos alimentares passa por lavar os produtos frescos em agua corrente limpa. A
bactéria Bacillus cereus, € inibida através da implementacdo de medidas de boa higiene,
como lavar as méos, alimentos, utensilios e ambiente de cozinha. Outra medida importante a
realizar passa pela separacéo de alimentos crus dos cozinhados. O Vibrio parahemolyticus e
o Vibrio vulnificus sdo controlados através da lavagem de alimentos crus, da lavagem das
maos, de equipamentos e de superficies para cozinhar com agua salubre. Apés a lavagem

das superficies da cozinha, ha que higienizar as mesmas com um desinfetante comercial. Os
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virus (virus Norwalk, Hepatite A, Hepatite E e Rotavirus) estdo associados a infecBes
transmitidas de pessoas para pessoas através de contato pessoal ou por objetos. As medidas
de prevencéao para diminuir a propagacédo destes virus sdo a lavagem frequente das maos, a
lavagem dos alimentos, cozinhar corretamente os alimentos e evitar o contacto com pessoas,
alimentos ou objetos contaminados. Os parasitas também podem surgir nos alimentos, como
por exemplo o Cyclospora cayetanensis, Cryptosporidum parvum e Anisakis simplex. Estes
podem ser eliminados ou reduzir o risco de contaminacao através de uma lavagem cuidadosa
das frutas e vegetais e de uma boa higiene pessoal, respetivamente para o Cyclospora

cayetanensis e Cryptosporidum parvum (Food and Drug Administration, 2012).

A mencao destes exemplos pretende mostrar como é essencial tomar as devidas

precaucdes em ambiente industrial e ndo s, como é essencial usa-las no nosso dia a dia.

5. Aditivos alimentares

A definicdo de aditivo alimentar segundo o Regulamento (CE) N° 1333/2008 do
Parlamento Europeu e do Conselho de 16 de dezembro de 2008 é

“Aditivo alimentar € qualquer substancia ndo consumida habitualmente como género
alimenticio em si mesma e habitualmente nao utilizada como ingrediente caracteristico dos
géneros alimenticios, com ou sem valor nutritivo, e cuja adicdo intencional aos géneros
alimenticios, com um objetivo tecnol6gico na fase de fabrico, transformacéo, preparacéo,
tratamento, embalagem, transporte ou armazenagem, tenha por efeito, ou possa
legitimamente considerar-se como tendo por efeito, que ela prépria ou os seus derivados se
tornem direta ou indiretamente um componente desses géneros alimenticios. O termo ndo
inclui contaminantes ou substancias adicionadas aos alimentos para manter ou melhorar as

qualidades nutricionais.”

Os consumidores encontram-se cada vez mais atentos aos processos de seguranga
dos alimentos e ao uso de produtos auxiliares, sendo ainda hoje controverso o uso de aditivos
alimentares. A sua utilizacdo é um tépico que desperta a preocupacao dos consumidores
(Varela and Fiszman, 2013). O uso de aditivos alimentares encontra-se regido pelo
Regulamento (UE) n.° 1129/2011 da Comisséo de 11 de novembro de 2011, que designa o
nome do aditivo alimentar e o seu numero E, os géneros alimenticios a que o aditivo alimentar
pode ser adicionado e as condi¢bes em que o aditivo alimentar pode ser usado, e as restricoes

a venda direta ao consumidor final.
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Os aditivos mais comuns presentes nos rotulos dos alimentos sdo os antioxidantes, 0os
corantes, 0os emulsionantes, 0s estabilizadores, agentes gelificantes e espessantes, 0s
conservantes e os edulcorantes. Neste estudo, o aditivo alimentar abordado sera o &acido
ascorbico que pertence ao grupo dos antioxidantes. E muito utilizado neste tipo de alimento

uma vez que previne as altera¢des de cor e alteracbes no sabor.
5.1 Antioxidantes

A definicdo de antioxidante, descrita por Halliwell and Gutteridge (2015), é de
substancias que se encontram em concentracdes baixas, em relacdo as concentracdes de
substrato oxidante, e que previnem significativamente ou atrasam a oxidagéo de substratos

suscetiveis.

As frutas e os vegetais, conhecidos como alimentos nutritivos, tém na sua constituicao
moléculas como os compostos fendlicos, os B-caroteno, os a-tocoferol e as vitaminas E e C.
S&o poderosos antioxidantes naturais que devem fazer parte da dieta e ajudam a prevenir o

aparecimento de varias doencas (Gaulejac et al. 1999).
5.1.1 Acido Ascorbico (Vitamina C)

O acido ascérbico, ou vitamina C, € um antioxidante presente em muitos seres vivos e
alimentos. Os citrinos, a groselha preta, os tomates, 0os pimentos verde e vermelho, os

vegetais folhosos e outros alimentos séo fontes ricas em vitamina C.

O acido ascorbico esta envolvido em varios mecanismos, nomeadamente na ativacao
do sistema imunitario, na absor¢ao de ferro e na sintese de colagénio; participa na cicatrizacéo
de feridas e na osteogénese e ajuda na manutencédo de capilares, 0ossos e dentes (Fox and
Cameron, 1989; Cathcart, 1991; Sies et al. 1992; Bhagavan, 2001; Padayatty et al. 2003;
Erdurak-Kili¢ et al. 2006). Por outro lado, deficiéncias graves em &cido ascorbico despoletam
varias doencas, sendo uma delas o escorbuto. O escorbuto resulta da caréncia do acido
ascorbico como cofator da enzima prolil hidroxilase na etapa de hidroxilacdo. Desta forma, a
formacdo de compostos de hidroxiprolina fica comprometida, originando a ma formagéo de

colagénio (Smirnoff and Pallanca, 1996).

As plantas e a maioria dos animais sintetizam o acido ascoérbico a partir da glucose.
Nos animais como o0s peixes primitivos, répteis e anfibios esta sintese ocorre no rim, enquanto
nos mamiferos ocorre no figado, onde a glucose é convertida pela enzima L-gulonolactona
oxidase em acido ascorbico (Stone, 1972; Du et al. 2012). Porém, devido a uma mutacdo
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genética, os humanos, alguns primatas e os porquinhos-da-india tém uma deficiéncia na
enzima L-gulonolactona oxidase, 0 que os torna incapazes de sintetizar o acido ascorbico.

Assim, é essencial a presenca desta vitamina na dieta (Valpuesta and Botella, 2004).

7

O acido ascorbico é estavel no estado sélido, no entanto, em solu¢cdo aquosa,
rapidamente oxida a acido L-dehidroascérbico. Isto ocorre devido a presenca de um redutor
forte na sua estrutura, o grupo redutona. Este grupo encontra-se em varios seres vivos e atua
como antioxidante (Ribeiro and Seravalli, 2007). O acido ascorbico ¢é utilizado
maioritariamente como antioxidante, no entanto, pode atuar como pré-oxidante (Buettner,
1986). Tem como papel principal conferir protecdo as células das espécies reativas de
oxigénio (ROS), cujos produtos do metabolismo celular normal tém efeitos nocivos nas
células. Desempenha também um papel protetor importante em condi¢des de stress, uma vez
que os danos provocados as células aumentam a producgéo de ROS (Foyer and Noctor, 2011;
Gest et al. 2013). Sendo um agente redutor, tem a capacidade de reduzir ou neutralizar uma

ROS, como por exemplo, o peréxido de hidrogénio (Padayatty et al. 2003).

O acido ascorbico, € um cofator para varias enzimas e apresenta-se sob a forma
reduzida ou sob a forma oxidada, ou seja, como acido L-ascérbico ou como &cido
dehidroascorbico, respectivamente (Rizzolo and Polesello, 1992). E mantido nas células na
sua forma reduzida através da reagdo com a glutationa e, por conseguinte, esta é catalisada

pela proteina-dissulfeto isomerase e glutaredoxinas (Meister, 1994).

O acido ascoérbico é facilmente degradado por enzimas e pelo oxigénio atmosférico,
tornando-se numa substancia labil. A sua oxidacado é acelerada pelo calor excessivo, pelos
metais leves e pesados (Bhagavan, 2001). Quanto mais acido e compacto é o alimento e

guanto mais frio e himido é o ambiente, menores sao as perdas de vitamina (Léger, 2008).

O é&cido ascorbico é muito utilizado como antioxidante na inddstria alimentar para
prevenir mudancgas indesejadas de cor e/ou sabor. Uma vez que é um doador de eletres,
atua como um dos mais importantes antioxidantes, de baixo peso molecular, que contribui
para a capacidade antioxidante total - um importante indicador de qualidade de alimentos e
bebidas (Pisoschi et al. 2009; Popa et al. 2010; Popa et al. 2012). O papel crucial do &cido
ascorbico tanto em bioguimica como na utilizag&o por parte da inddstria alimentar, torna a sua

determinagdo, um tema interessante ainda com territério por explorar (Hsu et al. 2008).
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6. Objetivos e Hipodtese de Investigacao

Os objetivos podem ser divididos em objetivo geral e objetivos especificos. De acordo
com Fortin (2009), o objetivo geral é o fio orientador de toda a investigacdo, ou seja, € ele que
apresenta a ideia central do trabalho a realizar. Deste modo, e tendo em conta a revisdo da
literatura realizada, o presente trabalho tem como objetivo avaliar e categorizar o risco
presente nas frutas frescas prontas para consumo. Foi tido em conta o sistema Hazards
Analysis and Critical Control Points (HACCP) definido pela Codex Alimentarius Commission,
CAC/RCP 1-1969, Rev. 4 (2003), e 0 Regulamento (CE) N.° 2073/2005 da Comissao de 15
de novembro, durante as etapas do estudo. Os objetivos especificos relacionam-se com 0s
resultados que se pretende obter com uma pesquisa e um trabalho de investigacdo mais
profundo e detalhado (Fortin, 2009). Assim, no presente trabalho os objetivos fundamentais

sao 0s seguintes:

a) Posicionar a fruta em trés categorias consoante o risco de contaminacao bacteriana;
b) Desenvolver um plano de medidas corretivas e recomendagdes para prevenir a

contaminacéao bacteriana na preparacao da fruta.

A formulacao de hipéteses € um processo essencial na elaboracdo de um trabalho de
investigagdo, uma vez que todos os resultados obtidos véo depender diretamente da forma
como estas foram elaboradas. Segundo o Regulamento (CE) N.° 2073/2005 de 15 de
Novembro relativo a critérios microbiolégicos aplicaveis aos géneros alimenticios, os produtos
com um pH < 4,4 ou com ay < 0,92, os produtos com um pH < 5,0 e com ay < 0,94 e os
produtos com um periodo de vida util inferior a 5 dias sdo automaticamente considerados
como pertencentes a categoria de alimentos prontos para consumo nao suscetiveis de
permitir o crescimento de L. monocytogenes, exceto os destinados a latentes e a fins

medicinais especificos. Assim, tragcou-se a seguinte hipotese:

¢ As frutas minimamente processadas apresentam valores de pH que Ihes permitem ser
englobadas na categoria referida, ou devem ser avaliadas separadamente, e a
medicao de pH no decurso do processo, deve ser considerado um ponto critico de

controlo?
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7. Material e Métodos

O estudo foi realizado numa empresa de producdo e comercializacdo de frutas
descascadas, prontas a consumir (FRUTA IV GAMA), de Sumos de Fruta, Purés de Fruta,
Sobremesas e Sanduiches. A escolha do produto para estudo recaiu nas frutas prontas a
consumir. Na figura 2 pode-se observar o fluxograma referente a preparacédo de fruta para
consumo minimamente processada, onde se pode observar as principais etapas de todo o
processo desde a rececdo da matéria-prima até ao envio para as superficies comerciais para

venda:

Receqao da
miatéria-prima

Armazenamento

L 2

Lavagem

¥

i~ '

Corte da casca/pele

N o

¥

Corte em cubos

[ . J
=
[ J
| |
| |

¥

Embalamento

¥

Refrigeragao

2 2

Enwio

Figura 2 - Etapas da preparacéo de fruta para consumo, minimamente processada.

Foi designado o tipo de fruta a usar e, posteriormente, definiu-se o rumo a seguir. A
fruta escolhida foi abacaxi e meldo (em maior proporgéo) e meloa, manga e uvas (em menor
propor¢ao), e o estudo foi conduzido dentro do seu periodo de vida Util de 5 dias. A realizacéo
das amostras cumpriu o fluxograma mencionado, exceto no passo do banho em filme

alimentar, onde metade das amostras foi mergulhada num filme alimentar com &cido
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ascorbico, e a outra metade ndo. Apds o banho, o produto € embalado em caixas de plastico

e seladas a quente, sem alteracdo alguma da atmosfera.

Paralelamente, estudaram-se igualmente algumas amostras que estavam mantidas
em refrigeracdo, as quais também tinham sido higienizadas com &cido ascorbico, e cujo
periodo de vida (til estava ja ultrapassado ou perto do fim da validade. E importante mencionar
que, para além do acido ascoérbico, estas amostras foram expostas a outro aditivo alimentar,

o cloreto de célcio (E509), e que, podera influenciar os valores do pH em estudo.
7.1 Processo de producéao
7.1.1. Amostras

Procedeu-se a obtencdo de 18 amostras de fruta fresca pronta a consumir: seis
amostras de 50g cada, compostas por Abacaxi; seis amostras de 50g cada, compostas por
Meldo e seis amostras de 50g cada, compostas por uma mistura de frutas - Abacaxi, Meloa,

Manga e Uvas.

Todo o processo foi feito em separado. As frutas foram retiradas da camara frigorifica
e lavadas com a casca/pele. De seguida, removeu-se a casca e procedeu-se ao corte da
fruta em cubos. De um total de 900gr de fruta, separaram-se cento e cinquenta gramas de
Abacaxi, cento e cinquenta gramas de Meldo e cento e cinquenta gramas de Abacaxi, Meloa,
Manga e Uvas, as quais foram lavadas num filme alimentar com acido ascorbico. As restantes

amostras (450gr), permaneceram separadas e sem filme alimentar.

No final, obtiveram-se 6 recipientes para cada fruta e mistura de frutas - 3 recipientes
de cada fruta e mistura de frutas tratados em filme alimentar e os restantes 3 de cada, ndo

foram tratados em filme alimentar.

Para uma correta leitura do pH e da temperatura, o conteldo de cada um dos
recipientes foi isoladamente triturado e homogeneizado. Posteriormente, efetuou-se a leitura

e registo do pH e temperatura.

As 18 amostras foram produzidas e avaliadas no mesmo dia de producado. Ja as
amostras com prazo de validade expirado tinham sido produzidas anteriormente e mantidas
em refrigeragdo. As frutas utilizadas nas preparagbes produzidas antecipadamente foram
higienizadas em filme alimentar, antes do corte (frutas inteiras, ainda com casca) e depois do

corte.
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7.1.2 Amostras simples de fruta fresca e de mistura de frutas prontas a

consumir, utilizando filme alimentar

A fruta utilizada nas amostras simples foi o Abacaxi e o Meldo. As frutas das 6
amostras foram mergulhadas, separadamente, num filme alimentar de &cido ascorbico e

encontram-se representadas na fotografia da figura 3:

Figura 3 - Amostra de Mel&o, em baixo e ao centro (A) e amostra de Abacaxi, por tras, a direita

(B), obtidas de fruta mergulhada num filme alimentar de acido ascOrbico, triturada e

homogeneizada.

A fruta utilizada nas amostras de mistura foi o Abacaxi, a Meloa, a Manga e as Uvas.
Também neste caso, as frutas das 3 amostras foram mergulhadas num filme alimentar de

acido ascorbico e encontram-se representadas na figura 4:

Figura 4 - Amostra de mistura de frutas (C), obtidas de frutas mergulhadas num filme alimentar
de acido ascorbico, trituradas e homogeneizadas.
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7.1.3 Amostras simples de fruta fresca e de mistura de frutas prontas a

consumir, sem utilizar filme alimentar

Na obtengédo das amostras representadas na figura 5 seguiu-se 0 mesmo processo,

mas as frutas usadas néo passaram pelo filme alimentar em &cido ascérbico.

Figura 5 - Amostras de Melédo a esquerda (D), amostras de Abacaxi por tras (E) e amostras de

mistura de frutas a direita (F), trituradas e homogeneizadas, sem uso de filme alimentar.

7.1.4 Amostras simples de fruta fresca e mistura de frutas prontas a

consumir, banhadas em filme alimentar, com periodo de vida Gtil ultrapassado

Em dias anteriores agueles em que decorreu o presente estudo, tinham sido obtidas
amostras de frutas simples e de misturas de frutas, nas mesmas condi¢des, ou seja, com
passagem das frutas por filme alimentar com acido ascoérbico, as quais foram mantidas em
refrigeracdo (entre 4°C e 6°C), até atingirem ou ultrapassarem o prazo de validade. Estas

amostras estdo identificadas nas figuras 6, 7, 8, 9, 10 e 11.
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Figura 6 - Amostra de Mel&o (N) produzida a 31/07/2018 e aberta para avaliacdo no dia 07/08/18,
portanto, encontra-se com dois dias em periodo de vida til ultrapassado; amostra de Abacaxi
(Al) produzida a 31/07/2018 e aberta no dia 07/08/18, também com dois dias em periodo de vida
atil ultrapassado; amostra de Abacaxi (A2) produzida a 02/08/2018 e aberta no altimo dia do
periodo de vida util, 07/08/18.

. Mistura de Frutas A

Ingrediantes: Mistura de frutas (em proporgo
variavael): Abacaxl (Costa Rica), Meloa (Espanha), .
Manga (Brasll), Uva (Espanha), antioxidante: E300,

agente de endurecimento: E508,
Conservar entre 1°C o ertura, consumir no
praz 0 l‘n. : :t as condigdes

Figura 7 - Amostra de mistura de frutas (M1) — constituida por Abacaxi, Meloa, Meldo e Uva,
produzida a 31/07/2018 e aberta no dia 07/08/18, portanto, dois dias com periodo de vida dutil
ultrapassado. Amostra de misturade frutas (M2) — constituida por Abacaxi, Meloa, Manga e Uva,
produzida a 02/08/2018 e aberta no ultimo dia do periodo de vida util, 07/08/18. Amostra de
mistura de frutas (M3) — constituida por Abacaxi, Meloa, Manga e Uva, produzida a 02/08/2018 e
aberta no dltimo dia do periodo de vida util, 07/08/18.

Estas amostras foram retiradas da refrigeracao, trituradas e transportadas até ao local
de analise. Neste periodo em que estavam fora da refrigeracdo, a temperatura ambiente,
tentou-se simular um cenario real do ponto de vista do consumidor. Assim, depois de abertas,
as amostras foram mantidas, sem qualquer controlo, a temperatura ambiente até terminar a
medicao do pH e da temperatura.
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7.2. Equipamento de pH e temperatura

Para as medi¢gbes de pH e da temperatura utilizou-se um medidor de bancada da
marca HANNA instruments, modelo pH 2110 representado nas figuras 12 e 13. Entre cada

medicao, a limpeza da sonda era efetuada com agua desmineralizada (mantida a temperatura

ambiente) e limpa com papel.

Q000

Medidor
pH2110

Figura 8 — Medidor de bancada HANNA instruments, modelo pH2110 com os dois sensores,

um de pH e um de temperatura.

Valores: pH

- — Teql perat
| 90990 QG

Figura 9 - Mostrador do medidor de bancada da marca HANNA instruments do modelo pH2110

com valores exemplo de pH e de temperatura.

O equipamento é calibrado semanalmente e de acordo com as recomendacdes do
fabricante, usando duas solu¢des padrdo, uma solugcdo com pH 4 e outra de pH 7. Desta

forma, o equipamento mantém os seus padrdes de pH precisos.
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8. Apresentacao dos Resultados

Os resultados do pH e da temperatura a seguir apresentados, exceto os valores de
ay, das amostras em estudo, como também das amostras em periodo de vida util
ultrapassado, foram obtidos noutro local de andlise. As amostras até chegarem a esse local,
foram removidas da arca de refrigeragcéo, abertas da sua embalagem, trituradas para facilitar

a sua andlise e transportadas, em temperatura ambiente, até ao local de analise.
8.1. Estudo das propriedades organoléticas

O inicio do estudo decorreu com a andlise das propriedades organoléticas das
amostras. Visualmente, todas as amostras se mantiveram inalteradas, ou seja, a cor nao
sofreu alteracdes, mesmo nas amostras produzidas antecipadamente. De igual modo, todas
as amostras mantiveram o seu cheiro caracteristico, fresco e aroméatico. Ao nivel da textura,
antes da trituracdo, todas as frutas apresentavam a sua consisténcia natural. Quanto ao
sabor, também néo foram registadas alterag6es nas amostras produzidas no momento; por
precaucdo, a fruta produzida antecipadamente ndo foi objeto de estudo. Foi concluido que,
independentemente do uso do filme alimentar, as frutas ndo sofreram alteracdes indesejaveis

e gue possam impedir o seu consumo pelo consumidor.
8.2. pH das amostras

O grafico 3 mostra os registos do pH das amostras com e sem filme alimentar. Como
€ possivel verificar, o pH das amostras de abacaxi, de meldo e mistura de frutas com filme
alimentar, oscila entre 3,16 e 3,20, entre 6,10 e 6,19 e entre 3,42 e 3,43, respetivamente.
Entre amostras do mesmo fruto, o pH teve uma ligeira oscilagdo nas casas decimais. No
entanto, observa-se uma diferenca entre as amostras das varias frutas em estudo. A mistura
de frutas tem um valor de pH ligeiramente superior ao valor do abacaxi, ainda que se ambos
se encontrem no intervalo de 3 a 4. JA o pH do melao registado é de 3 valores acima,

encontrando-se perto do pH neutro.

Os registos do pH das amostras sem filme alimentar para o abacaxi, meldo e mistura
de frutas, variaram de 3,13 a 3,16, de 6,28 a 6,30 e de 3,44 a 3,46, respetivamente. Tal como
nas amostras anteriores, verifica-se que, entre amostras do mesmo fruto, o pH quase néo
oscila. Contudo, observa-se a mesma diferenca entre frutas. De novo, a mistura de frutas

revelou valores de pH ligeiramente superiores aos do abacaxi, mantendo-se no intervalo de 3
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a 4. Em relacdo ao meldo, observa-se que o pH manteve os 3 valores a mais que 0s outros

frutos, e o risco associado.

Valores de pH

6,3 6,29 6,28

6,1 6,1 6,
3,13 3,16 3,14 3,46 3,46 3,44
31‘?31' 314'3,4'?

Abacaxi Abacaxi Abacaxi Meldo Meldo Meldo  Mistura Mistura Mistura
de Frutas de Frutas de Frutas

pH
o N b O

B Com Acido Ascérbico B Sem Acido Ascorbico

Grafico 3 - Valores de pH para cada amostra de fruta com e sem filme alimentar.

Como é possivel verificar no grafico 3, o pH das amostras mostrou diferengcas muito
ligeiras, independentemente, do uso ou ndo do acido ascoérbico. Dai pode-se concluir que,
neste caso de estudo, o 4cido ascorbico ndo mostrou ter influéncia no pH natural da fruta. No
entanto, o seu uso é de extrema importancia devido as alteracdes decorrentes na fruta, das

quais se destacam a alteracéo da cor, textura do fruto e cheiro.

A tabela 12 mostra o pH das amostras com acido ascoérbico, ja com o periodo de vida

atil ultrapassado.

Tabela 12 - Valores de pH das amostras com acido ascoérbico, com periodo de vida util

ultrapassado.

Amostras Periodo de vida atil pH
Abacaxi Aberto no 'ultlmo dia de 311
validade

Abacaxi +2 dias 3,05
Meléo +2 dias 5,75
Meldo em calda Aberto no penultimo dia 5,83
Mistura de frutas (Abacaxi, Aberto no ultimo dia de 423

meloa, manga e uva) validade '
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Mistura de frutas (Abacaxi,

+ 2 dias 4,21
meloa, manga e uva)

Na tabela 12 verificam-se alguns valores de pH. O abacaxi em periodo de vida util
ultrapassado apresenta um pH inferior ao pH das amostras dentro da validade. O mesmo se
verifica no meldo e no meldo em calda, que mostram valores de pH inferiores aos valores
encontrados nas amostras dentro da validade. No caso das amostras de mistura de frutas

verifica-se um valor superior em comparagcdo com as amostras dentro da validade.
8.3. Temperatura das amostras

No gréafico 4 observa-se o registo das temperaturas das trés amostras de cada fruta

com (CF) e sem filme (SF) alimentar.

Valores de temperatura

27
26,3
25,8 25,8
26256 25,5 25,5
25,3
25,1 25

25 4,7 24,8 4,8
© (- 24,1 4,2 4,2
o 23,9 !
224
e
3
€ 23 2,7
o)
'_

22

21

20

Abacaxi CF Abacaxi SF Meldo CF Meldo SF Mistura de Mistura de
frutas CF frutas SF

Grafico 4 - Registo das temperaturas das trés amostras de cada fruta com (CF) e sem filme (SF)
alimentar.
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A tabela 13 mostra os registos de temperatura efetuados nas amostras de frutas com periodo

de vida util ultrapassado.

Tabela 13 - Registos de temperatura efetuados as amostras de frutas com periodo de vida util
ultrapassado.

Amostras Periodo de vida til Temperatura
Abacaxi Aberto no yltlmo dia de 25,1 C
validade
Abacaxi +2 dias 25°C
Melédo +2 dias 25,3°C
Meldo em calda Aberto no penultimo dia 23,1°C
Mistura de frutas (Abacaxi, Aberto no ultimo dia de
. 26,1 °C
meloa, manga e uva) validade
Mistura de frutas (Abacaxi, + 2 dias 24,8 °C
meloa, manga e uva)

Na tabela 13 observam-se as véarias medi¢cbes de temperatura. O abacaxi, esteve
sempre & mesma temperatura, mostrando uma ligeirissima diferenca de 0,1°C. Ja o melédo
mostra uma diferenca de 2,2°C de temperatura entre a amostra aberta no limite da validade e
dois dias depois. No que concerne a mistura de fruta, observa-se uma diferenca de 1,3°C.
Apesar de se verificarem estas diferencas, ndo é possivel associa-las ao tipo de fruta em uso,
uma vez que, depois de retiradas do frio, ndo houve qualquer controlo de tempo e temperatura

até a realizacdo da medigc&o de temperatura.
8.4. Classificacéo

Segundo as diretrizes do Regulamento (CE) n® 2073/2005, cada microrganismo deve
cumprir determinados requisitos de forma a que os alimentos se apresentem com qualidade
e seguranca para o consumidor. De acordo com o referido Regulamento, os resultados
obtidos nas andlises das amostras de fruta deverao revelar auséncia de Salmonella em 25 g,
100 ufc/g a 1000 ufc/g de E.coli, e < 100 ufc/g de Listeria monocytogenes. Estéo incluidas as
frutas que ndo sejam suscetiveis a Listeria monocytogenes, que tenham um periodo de vida

atil inferior a 5 dias, compH<4,4e a,<0,920upH<5,0e ay<0,94.

Neste trabalho ndo se realizaram andlises microbiol6gicas, antes pretendeu-se

estabelecer o nivel de risco da presenga ou potencial desenvolvimento de Listeria
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monocytogenes, E.coli e Salmonella, em fun¢éo dos valores de pH e a,, das frutas em estudo,

bem como da temperatura a que estavam expostas. E de salientar que obteve-se estes

resultados dentro do periodo de vida til de 5 dias.

Comparando as necessidades de cada microrganismo com as caracteristicas de cada
fruta, percebe-se que existem defesas naturais na fruta capazes de impedir o crescimento de

microrganismos.

Na tabela 14 a fruta ira ser classificada perante o possivel risco que apresenta em
relacdo ao seu pH e ao pH de crescimento 6timo do microrganismo. O valor de pH

apresentado, € o resultado da média dos valores obtidos nas amostras.

Tabela 14 - Classificagéo de risco de desenvolvimento microbiol6égico segundo o pH.

. . Hi | - -
Microrganismo P |d.ea de Fruta pH da fruta Classificagéo
crescimento
Abacaxi 3,18 Risco minimo
monocytogenes
Mistura de Frutas 3,43 Risco minimo
Abacaxi 3,18 Risco minimo
e col 24210 Veizo 514 Rscockevado
Mistura de Frutas 3,43 Risco minimo
Abacaxi 3,18 Risco minimo
Salmonella 45a9,3 Melao 6,14 _
Mistura de Frutas 3,43 Risco minimo

O intervalo de pH para ocorrer desenvolvimento de microrganismos é amplo. Contudo,
o desenvolvimento dos mesmos ndo ocorre da mesma forma nos extremos do intervalo em
relacdo ao valor médio. Neste caso, os microrganismos tém um crescimento 6timo ou ideal
perto do valor neutro (7). De forma a obter-se uma répida e fécil leitura do risco que a fruta
em estudo apresenta, optou-se por criar uma tabela e inserir 3 categorias que visam identificar
0 risco perante 0os microrganismos: Risco minimo para amostras com pH igual ou inferior a 4
(=4) apresentado na cor verde; Risco médio para amostras com pH igual ou superior a 4 (24)
e igual ou inferior a 6 (<6) apresentado na cor laranja; Risco elevado para amostras com pH
igual ou superior a 6 (=6) apresentado na cor encarnado. E possivel constatar que o abacaxi

e a mistura de frutas apresentam um risco minimo para o crescimento de microrganismos,
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enquanto o meldao apresenta um risco elevado para um possivel crescimento dos

microrganismos.

Na tabela 15 a fruta estd classificada perante o possivel risco que apresenta em

relacdo a sua ay, € a a, de crescimento do microrganismo.

Tabela 15 - Classificagéo de risco de crescimento microbiolégico segundo o ay.

ayw minima
Microrganismo para ocorrer Fruta ay da fruta™ Classificacéo
crescimento

Listeria Abacaxi 0,988
monocytogenes 0,92 Melio 0,989
Mistura de Frutas 0,98

Abacaxi 0,988

E.coli 0,95 Mel&o 0,989
Mistura de Frutas 0,98

Abacaxi 0,988

Salmonella 0,93 Mel&o 0,989
Mistura de Frutas 0,98

*1 - Fonte: Chirife J, Fontan C. F. 1982.

Pela tabela 15 constata-se que pelos valores de aw as frutas se encontram em risco
elevado de desenvolvimento microbiano. Ou seja, as frutas que apresentarem um valor de aw
superior ao valor de aw minimo para ocorrer crescimento de microrganismos s&o
consideradas de risco elevado, pois o desenvolvimento de microrganismos ira potencialmente

acontecer.
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Na tabela 16, a fruta sera classificada tendo em conta o risco que apresenta

relativamente a sua temperatura e a temperatura 6tima de crescimento dos microrganismos.

Tabela 16 - Classificacdo de risco de crescimento microbiolégico segundo a temperatura.

Temperatura Temperatura
Microrganismo 6timade Fruta P Classificacao
. da fruta
crescimento
Abacaxi 24,9
Listeria 30 2 37°C Melso 236
monocytogenes
Mistura de Frutas 24,8
Abacaxi 24,9
E.coli 35a37°C Mel&o 23,6
Mistura de Frutas 24,8
Abacaxi 24,9
Salmonella 38°C Melao 23,6
Mistura de Frutas 24,8

A temperatura apresentada € o resultado da média da temperatura das amostras.

Apesar de se verificar que as temperaturas das amostras se encontram cerca de 10°C abaixo

da temperatura 6tima de crescimento, € importante mencionar que todos 0s microrganismos

em questdo tém a capacidade de se multiplicar num grande espetro de temperatura.

Por ultimo, as amostras em estudo estdo inseridas na categoria de produtos frescos

prontos para consumo e apresentam um periodo de vida util de 5 dias. Com a devida

refrigeracéo e este periodo de vida util estabelecido, € possivel controlar de forma adequada

a qualidade microbioldgica das amostras.
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9. Discussao dos Resultados

Nas ultimas décadas as frutas minimamente processadas tornaram-se cada vez mais
populares, tendo vindo a ganhar espaco como importantes componentes de uma dieta mais
saudavel. Este aumento do consumo despertou, naturalmente, o interesse na qualidade
nutricional, sensorial e microbioldgica destes alimentos (Alarcon-Flores et al. 2014; Sdo José
et al. 2014).

Atualmente, o processamento minimo que é aplicado a frutas, na escala industrial,
envolve processos que incluem a lavagem inicial, o descasque, o corte das frutas, nova
lavagem, embalagem e armazenamento (Laurila and Ahvenainen, 2000). No entanto, todas
estas fases, se ndo forem realizadas seguindo corretamente as regras de higiene e
seguranca, sao passiveis de potenciar o aparecimento de microrganismos. As frutas frescas,
em especial, sdo bastante suscetiveis a uma variedade de microrganismos que tanto podem
causar degradagcdo como problemas de salude ao consumidor. Para minimizar o risco de se
comercializar produtos contendo populagbes eventualmente consideraveis de
microrganismos potencialmente prejudiciais para o0s seres humanos, devem ser

implementadas medidas preventivas (Abadias et al. 2008).

De um modo geral, a sobrevivéncia, o crescimento e multiplicacdo de microrganismos
nas frutas frescas depende de varios fatores, que podem ser intrinsecos, se estiverem
associados ao proprio alimento (como o pH e o ay) ou extrinsecos quando associados ao
ambiente que o rodeia (como a temperatura) € aos processos utilizados desde a sua

germinacédo até chegar ao local de preparacao (European Commission, 2002).

Posto isto, o0 objetivo principal deste trabalho foi avaliar e categorizar o risco presente
nas frutas frescas prontas para consumo. Para tal fez-se a medi¢éo de dois parametros, o pH
e a temperatura, na fruta ja nos ultimos dias de validade e quando esta esta ja ultrapassada

pelo menos dois dias. Comparou-se a a, da fruta com a capacidade de crescimento das

bactérias consoante essa ay,.

O abacaxi com o periodo de vida util ultrapassado apresenta um pH inferior ao pH das
amostras dentro da validade. O mesmo se verifica no meldo e no meldo em calda, uma
diminuicdo do pH em relacdo as amostras dentro da validade. O uso de cloreto de calcio
(E509) pode ter influenciado os valores, tornando as frutas mais acidas. Contudo, a diferenca
é relativamente baixa e, concomitantemente, o periodo de vida til encontra-se ultrapassado

ou no limite, que pode influenciar igualmente nos valores de pH. No caso das amostras de
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mistura de frutas verifica-se um aumento de um valor em comparac&do com as amostras dentro
da validade. Este aumento de pH n&o pode ser comparado diretamente com as amostras de
mistura de frutas dentro da validade, uma vez que as amostras sdo compostas por frutas
diferentes e por quantidades de frutas diferentes. Logo, estes valores mostram a importancia
da escolha da fruta a usar no nosso produto como também a importancia de escolher a fruta
a usar em maior quantidade, no caso de mistura de frutas. Estes dois pontos, interferem na
higiene e seguranca do alimento. Ou seja, ao escolher o uso de determinada fruta, pode-se

inibir ou controlar o crescimento de alguns microrganismos.

Estes resultados vdo ao encontro do que foi referido por Jay (2005) que destaca a
importancia que o pH tem em muitas frutas, funcionando como uma protecao, nomeadamente,
nas frutas acidas como o abacaxi, com valores abaixo do pH de crescimento de varios
microrganismos, sendo uma grande influéncia no que concerne a microbiologia destes
produtos. Ha que referir que as frutas, por possuirem maiores quantidades de agucar e pH
mais acidos (geralmente 4,6 ou menos) vao desfavorecer o crescimento de bactérias que néo
sejam bactérias lacticas, prevalecendo, nestes alimentos, o crescimento de fungos (Porte and
Maia, 2001). Assim, sempre que possivel, recomenda-se a reducado do pH nos alimentos, de
forma a melhorar a sua conservagéo do ponto de vista microbiano. Na tentativa de aumentar
a estabilidade dos alimentos, é importante manter a agua/pH com ou ligeiramente abaixo da

neutralidade (pH 6,5-7,0) (Barth et al. 2009).

No que concerne a a,, 0s valores mostraram que as frutas em questao se encontram
em risco elevado de desenvolvimento microbiano uma vez que apresentam um valor de ay,
superior ao valor de a,, minimo para ocorrer crescimento de microrganismos. O ay, diz respeito

a quantidade e agua disponivel no fruto para que o crescimento microbiano ocorra.

A ay, das frutas vai ser um fator determinante, entdo, no seu potencial de deterioracéo,
sendo que, a desidratacéo € usada desde sempre como forma de aumentar a validade util de
diversos alimentos. A fruta € uma classe de alimentos com ay, altos, apresentando uma maior
tendéncia para se deteriorarem mais rapidamente do que aqueles que apresentam baixo
contetdo de agua disponivel. A diminuicdo da a, na fruta é, portanto, importante, uma vez
gue diminui a velocidade de multiplicacdo microbiana, assim como afeta de forma negativa o
teor final da populacdo. Tal acontece porque, uma vez que as atividades metabdlicas
dependem da presenca de agua, estas vao ficar irremediavelmente afetadas (Pinto, Landgraf
and Franco, 2018).
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A reducao da ay, dos produtos alimenticios pode ser obtida por diversos mecanismos

como a desidratacao pelo calor (secagem), desidratacéo a frio e a vacuo pelo processo de

liofilizac&o, adigdo de solutos como sal ou aglcar, entre outros.

Por fim, a temperatura também aparece como um fator de risco elevado relativamente
as amostras analisadas, sendo este um fator extrinseco aos alimentos. Apesar dos resultados
mostrarem que as amostras se encontram 10°C abaixo da temperatura 6tima de crescimento,
deve-se referir que 0s microrganismos em estudo se multiplicam num amplo espetro de
temperaturas. No entanto, quanto mais altas as temperaturas, mais propensao existe para o
desenvolvimento de microrganismos na fruta. Assim, devem ser selecionados métodos de
refrigeracdo adequados para impedir o crescimento microbiano (Barth et al. 2009). A
temperatura de armazenamento representa, assim, um importante fator extrinseco para a
seguranca de produtos alimentares, nomeadamente, de frutas, evitando o crescimento de
microrganismos. Tendo em conta que estes microrganismos se reproduzem a uma velocidade

consideravel a temperatura ambiente, o ideal é conservar as frutas, durante o

armazenamento, abaixo dos 5°C.

O controlo na medicao da temperatura das amostras foi minimo. Nao houve o
acompanhamento rigoroso da temperatura desde o inicio do processamento da fruta até ao
momento da realizacdo do estudo da temperatura, nem a contabilizacdo do tempo que
demorou todo esse processo. O controlo minimo realizado passou por minimizar o impacto
da temperatura ambiente alta evitando o contacto direto com o sol e a reducdo do tempo de
exposicao da fruta & temperatura ambiente. O estudo da temperatura vem reafirmar a sua

importancia mas nao foi, de todo, o fator em destaque.
9.1. Recomendacbes

A discussdo dos resultados obtidos leva ao desenvolvimento das presentes
recomendacdes, tendo como base o plano HACCP, para a preparacdo das frutas a ser
comercializadas, de modo que o risco de desenvolvimento de microrganismos seja prevenido,

apostando assim na qualidade e na seguranca para 0s consumidores.
1) Rececao das Frutas
Na rececao de fruta fresca devem ser verificadas as seguintes caracteristicas:

e A fruta deve estar inteira;
e Deve ter um aspeto saudavel;
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e Textura firme;

e O calibre da fruta;

e A sujidade;

o Existéncia de ataques de parasitas;

o Presenca de humidade por condensacao;

e Odor e/ou sabor;

o Verificar a temperatura: nos produtos refrigerados de 1 a 5°C; nos produtos nao

refrigerados de 6 a 10°C.

A fruta deve ser rejeitada sempre que se observe sinais de podriddo, estado de

maturacao excessiva, sinais de perda de agua, danos mecanicos e danos pelo frio.
2) Armazenamento

A armazenamento da fruta fresca deve ser feito com recurso a refrigeracdo, com
temperaturas entre os 7° e os 10°. Devem ser registados todos os produtos que entram e
saem do armazém, respeitando o principio FIFO: First In, First Out - primeiro a entrar é o

primeiro a sair.
3) Preparacdo e Embalamento

Muitas intoxicacdes alimentares tém a sua génese em procedimentos incorretos de
higienizacéo na fase da preparacado e manipulagéo dos alimentos. Deste modo, ha preparacéo

da fruta, recomendam-se alguns cuidados:

1. Rejeitar as partes velhas e pisadas;

2. Lavar com 4gua corrente a casca/pele da fruta, de forma a remover todas as poeiras
e outros possiveis contaminantes presentes;

3. Mergulhar os frutos numa solucéo desinfetante de cloro ativo: em primeiro lugar deve-
se diluir o produto em agua, numa concentracdo entre 0,5-1%. Deve-se deixar a
solucdo atuar entre 5 a 10 minutos, lavando depois, novamente, os frutos, com agua
abundante;

4. Remover a casca;

Cortar os frutos em cubos;
Mergulhar os frutos numa solugdo alimentar (aditivo alimentar). Deve-se deixar a
solucdo atuar entre 5 a 10 minutos.

7. As varias frutas sdo pesadas nas quantidades apropriadas para a embalagem/tipo de

mistura pretendida;
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8. Encher as embalagens com o produto final e colocar as tampas para o fecho das
embalagens;

9. Colocar o rotulo e a respetiva codificacdo. A rotulagem compreende a descricdo do
lote, designacdo do produto, condicGes de conservacdo e transporte, informacgéo do

produtor, peso, validade e ingredientes.

4) Armazenamento Final e Envio

A fruta embalada deve ser armazenada apropriadamente, em camara de refrigeracao,
até ser expedida. O produto final deve ser enviado num veiculo refrigerado, sendo que, deve

ser acondicionado logo que possivel no frigorifico para posterior venda.

Por fim, vao ser ainda apresentadas as caracteristicas desejaveis para o local onde é
feita a preparacéo da fruta, desde a sua manutencéo geral, superficies de trabalho, utensilios

e equipamentos, entre outros:

e Estabelecimento em geral: as instalacdes devem ser mantidas limpas e em boas
condicdes, e devem permitir uma manutencao e limpeza adequada. Deve-se fazer um
regular controlo parasitario. Devem ser mantidas as boas condicbes de
armazenamento e manuseamento, a temperaturas controladas e registadas;

e As superficies de trabalho: que entram em contacto direto com os alimentos deveréo
ser solidas, duraveis e faceis de limpar. Deverao ser feitas de um material liso, ndo
absorvente e ser inertes aos alimentos, detergentes e desinfetantes nas condi¢fes
normais de trabalho;

o Utensilios e equipamentos: que entrem em contato com 0s alimentos devem estar
limpos, desinfetados, em boas condicbes de arrumagdo e em bom estado de
conservacao;

o Residuos alimentares: devem ser depositados em contentores préprios para o efeito
e fechados, para serem recolhidos posteriormente por empresas certificadas,
respeitando o ambiente;

e Paredes: todas as paredes e divisorias deverao ser de material impermeavel, nao
téxico, deverdo ser lisas até uma altura apropriada para as atividades que ai se
realizam, devendo sempre ser mantidas em boas condi¢cdes de conservacao;

e Pavimentos: os soalhos deverao ser construidos de material impermeavel e de modo

a permitir uma limpeza e escoamento adequados;
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o Tetos: 0s tetos e estruturas suspensas deverao ser construidos e ter acabamentos de
forma a reduzir ao minimo a acumulacdo de sujidade, bolores e condensacgédo de
vapores, bem como o desprendimento de particulas nos géneros alimenticios;

e Ventilagcdo: deve ser natural sempre que possivel, ou entdo mecanica (ar
condicionado) com uma limpeza frequente de filtros ou a sua substituic&o;

e Janelas: as janelas deverdo ser construidas de modo a serem facilmente limpas, a
que se reduza ao minimo a acumulagéo de sujidade, estando equipadas com redes
contra insetos lavaveis e removiveis. Quando necessario as janelas deverao ser fixas;

o Portas: deverdo ser de um material liso e ndo absorvente e, quando necessario, de
facil desinfecao;

e Lampadas: a iluminacdo deve ser adequada e suficiente para um ambiente de
trabalho seguro; as lampadas devem ser protegidas com armaduras de forma a evitar
a sua queda em caso de rebentamento e essa protecao deve ser facilmente amovivel
para efetuar a sua higienizacéo;

e Torneiras: devem estar em boas condic¢des de utilizac&o, ter &gua potavel quente e/ou
fria, devem estar sempre limpas e desinfetadas para serem ser adequadas ao fim que

se destinam.

No processamento minimo de fruta ha ainda que ter em consideragdo os seguintes

pontos criticos:

Tabela 17 - Pontos criticos no processamento minimo de fruta.

Passo critico Perigos Pontos criticos de Medidas preventivas
operacional controlo e de controlo
Usar sempre 4gua
Agua potavel e fazer
andlises rotineiras
Controlo da
contaminagéao através
do uso de solucbes
Contaminagéo pela antimicrobianas

agua Praticas de lavagem

Lavagem

N&o encher demais os
tanques de lavagem/
mudar a agua
periodicamente
Remover todo o
excesso de agua
Empregar
Contaminacéo controladores com
Controladores N
cruzada experiéncia na
inspecédo do produto

Enxaguamento

Controlo
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Providenciar
iluminacdo adequada
Transportador de luz
Limpar e desinfetar
periodicamente
Escolher corretamente
a permeabilidade do
filme

Analisar a composicao

Filme alimentar
dos gases

Utilizacdo de filmes
Crescimento impregnados de
microbiano fungicida

Utilizacao de filmes
com propriedades anti
embaciamento

Embalagem

Humidade relativa e
controlo de

temperatura Vigiar a temperatura

do produto e do
armazém
regularmente

Manter a temperatura
entre os 0 e os 5°C
Crescimento e

Armazenamento/ Controlo de

disseminacéo de Prevenir condensagéo

Distribuig&o ! * temperatura .
microrganismos através de um controlo
de temperatura
apropriado
Ter em consideracao o
lluminagéo efeito da luz

(composicéo gasosa)
Providenciar
rotulagem com
Pratica de consumo instrucdes para as
condicBes de
armazenamento

Fonte: Laurila and Ahvenainen, 2000.

Assim, durante o processo, considerando estes pontos criticos, existe a reducdo dos
efeitos que os fatores intrinsecos e extrinsecos da fruta podem ter na facilitacdo do

crescimento de microrganismos.
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10. Conclusao

Sdo véarias as estratégias existentes para aumentar a estabilidade dos produtos
alimentares, onde se incluem a manutencéo das suas propriedades sensoriais e nutricionais,
assim como a sua durabilidade, diretamente relacionada com o prazo de validade. Nestas
estratégias encontram-se diversos métodos de conservacao, tendo como finalidade principal

mitigar as alteracfes indesejaveis, sejam elas de que natureza for.

Assim, e tendo em conta a tecnologia escolhida, o objetivo € a conservacdo dos
alimentos pelo maior tempo possivel, evitando assim perdas associadas quer a sazonalidade
guer a um processo de manipulacdo, preparacdo e abastecimento deficiente. Uma das
principais razdes para a deterioracdo dos alimentos prende-se com a presenca de

microrganismos.

Estes microrganismos dependem de condi¢des favoraveis para a sua multiplicacéo,

nomeadamente, de pH e de ay, (fatores intrinsecos dos alimentos) e a temperatura (fator

extrinseco), que foram os parametros avaliados no presente trabalho.

Este trabalho teve como objetivo principal avaliar e categorizar o risco presente nas
frutas frescas prontas para consumo. Para tal fez-se a medig&o de trés parametros, o pH, a

ay, € a temperatura, na fruta ja nos ultimos dias de validade e quando esta esta j4 ultrapassada

pelo menos dois dias.

No estudo do pH foi possivel verificar qual era a acidez presente nas frutas e que
diferencas existem utilizando ou ndo o acido ascorbico. Conclui-se que a escolha das frutas
a usar para estes fins deve-se basear no seu pH, pois tem um papel importante na protecéao
para o consumidor. Quanto mais baixo for o pH mais seguro é para o consumidor, uma vez
que o desenvolvimento de microrganismos € menor ou nulo. O uso do acido ascorbico
encontra-se reservado para manter as qualidades organoléticas dos frutos. O seu uso nao &
capaz de alterar o pH da fruta pois esta definido o limite de consumo diario. Em excesso, pode

alterar o sabor e cheiro das frutas ou, mais importante, provocar doenga ao consumidor.

A medicdo do pH no decurso do processo deve ser considerada um ponto critico de
controlo quando existe mistura de frutas, uma vez que se verifica que a quantidade de cada

fruto interfere no pH da mistura.

z

A a, das frutas é uma caracteristica importante para o desenvolvimento de

microrganismos. Como foi observado, todas as frutas apresentam um valor de ay alto, o que
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poderia tornar-se um risco para o seu consumo. Os microrganismos em estudo apresentam

desenvolvimento nos valores a,, apresentados. Esta caracteristica ndo pode ser alterada pois

o produto final depende dela. Desta forma, € uma caracteristica que se tem de manter.

Apés o estudo destas duas categorias, pH e ay, conclui-se que a fruta deve ser
criteriosamente escolhida. Ao nivel da ay, todas as frutas mostraram ter um valor alto,
eliminando assim as categorias presentes na hipotese. O mesmo se observa no pH, existem
frutas que sdo adequadas para determinada categoria, mas outras ndo. Desta forma, as frutas

minimamente processadas devem ser avaliadas separadamente.

Constata-se que a temperatura em analise ndo alterou o pH ou o acido ascorbico,
tendo em conta o periodo do estudo. E importante referir que as amostras se apresentam a
temperatura ambiente, tendo sido produzidas durante o Verdo. O controlo deste fator foi
minimo, apenas o essencial para simular um ambiente comum ao publico-alvo. Podera ser
interessante aprofundar o estudo dos efeitos da temperatura e avaliar, concomitantemente,

os critérios microbiolégicos referentes aos microrganismos estudados nesta dissertacao.

Observaram-se também mudancas interessantes nas amostras com prazo de validade
ultrapassado, mudancas essas que podem promovem o crescimento microbiano. Ao consumir
alimentos com a data de validade ultrapassada, o consumidor pode expor-se a
microrganismos potencialmente nocivos e que podem ter consequéncias graves na sua

salde.

Na classificacdo de risco das amostras perante os microrganismos determinados, foi
possivel observar os riscos presentes nas frutas em estudo e o desenhar de um cenario
possivelmente desastroso, caso ndo haja cuidados prévios. Séo varias as recomendacdes
existentes para 0 manuseamento e preparacdo de produtos alimentares minimamente

processados, de modo a manter a sua qualidade e seguranga para o consumidor.
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