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RESTA, Mario Sergio Azevedo. Avaliacdo do padrao estafilococos coagulase
positiva estabelecido pela legislacéo brasileira para massas alimenticias. 2013.
54f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

O Brasil é o terceiro produtor e consumidor em volume de massas alimenticias. Em
2011, cerca de 1,3 milhdo de toneladas foram produzidas e mais de 8 mil toneladas
exportadas. A RDC n.° 12 de 2001 da ANVISA agrupa todos os tipos de massas
alimenticias em uma mesma categoria e estabelece o mesmo limite para
estafilococos coagulase positiva (ECP), independente das caracteristicas intrinsecas
diferentes que as massas podem apresentar. A intoxicacdo estafilococica ocorre
devido a ingestdo de alimentos contaminados com enterotoxinas termoestaveis
produzidas durante a multiplicacdo de Staphylococus spp. enterotoxigénicos, que é
influenciada por varios fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento. O objetivo do
presente trabalho foi discutir o padrdo ECP estabelecido pela legislacdo brasileira
para massas alimenticias com base nos resultados de atividade de agua (ay), de
potencial hidrogenidnico (pH) e andlises microbioldgicas. Cinquenta amostras de 25
tipos de massas de treze marcas diferentes foram analisadas. Todas as amostras
apresentaram contagem de ECP menor que 10 UFC/g, abaixo do limite de 5,0 x 103
UFC/g estabelecido pela legislacdo. O pH das massas alimenticias variou de 5,69 a
6,12. A média de a,, para massas frescas foi de 0,96. As médias de a,, obtidas para
massas secas com e sem recheio foram menores do que 0,70 e 0,61,
respectivamente. A necessidade de se investigar a ocorréncia de ECP em massas
secas torna-se questionavel, j& que, com esta aw a multiplicagdo de ECP e a
producao de toxina estafilocécica ndo ocorre. A legislacéo brasileira poderia utilizar,
portanto, a a,, como parametro para estabelecer em quais tipos de massa o padréo
ECP deveria ser pesquisado. A auséncia de células viaveis de Staphylococcus spp.
nao assegura que o produto esteja livre de enterotoxinas. Assim sendo, a
implantacdo de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e do Sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) na cadeia de producdo de massas
alimenticias é essencial para a obtencdo de produtos in6cuos, uma vez que a
deteccdo de enterotoxinas nos alimentos € invidvel de ser realizada na rotina
laboratorial, devido ao alto custo.

Palavras-chave: Regulamentacdo. Atividade de &agua. pH. Staphylococcus spp.
Enterotoxina.



RESTA, Mario Sergio Azevedo. Evaluation of the Coagulase Positive
Staphylococci standard established by the Brazilian legislation for pasta. 2013.
54p. Dissertation (Master's Degree in Food Science) - Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Brazil is the third largest producer and consumer in volume of pasta. In 2011, about
1.3 million tons were produced and more than 8 thousand tons were exported. RDC
n° 12/2001, ANVISA includes all types of pasta in the same category and sets the
same limit for coagulase-positive staphylococci count (ECP), independent of the
different intrinsic factors that the types of pasta have. Staphylococcal intoxication
occurs due to the ingestion of food contaminated with thermostable enterotoxins
produced during the growth of enterotoxigenic Staphylococcus spp., which is
influenced by several intrinsic and extrinsic factors in food. The aim of this study was
to discuss the ECP count limit established by the Brazilian legislation for pasta,
based on the results of water activity (aw), hydrogen potential (pH) and
microbiological analysis. Fifty samples of 25 pasta types from 13 different brands
were analyzed. The ECP counts for all samples were lower than 10 CFU/g, below the
limit of 5.0 x 10° CFU/g established by the Brazilian legislation. The pasta pH ranged
from 5.69 to 6.12. The a,, average of fresh pasta was 0.96. The a,, average of dried
pasta with and without stuffing were lower than 0.70 and 0.61, respectively.
Investigating ECP in dry pasta becomes questionable as the ECP growth and the
toxin production do not occur when ay, is so low. Brazilian legislation could use ay, as
a parameter to determine in which kinds of pasta the ECP count should be done.
Absence of viable Staphylococcus spp. cells does not ensure that the product is not
contaminated with staphylococcal enterotoxin. The implementation of Good
Manufacturing Practices (GMP) and the System of Hazard Analysis and Critical
Control Points (HACCP) in the pasta production is essential for obtaining safe
products, since the detection of enterotoxins in foods is unfeasible due to the high
cost.

Keywords: Food regulations. Water activity. pH. Staphylococcus spp. Enterotoxin.
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1 INTRODUCAO

Mais de treze milh6es de toneladas de massas alimenticias sdo
produzidas anualmente por mais de quarenta e cinco paises (IPO, 2012). O Brasil
ocupa um papel de destaque no cenario mundial do segmento de massas
alimenticias, ocupando a terceira posi¢cdo de maior produtor e consumidor, atras
apenas da lItalia e dos Estados Unidos. Um volume de cerca de 1,3 milhdo de
toneladas é produzido anualmente, e em 2011 mais de 8 mil toneladas foram
exportadas (ABIMA, 2012a). O consumo interno € de cerca de 1,2 milhdes de
toneladas, porém o Brasil ocupa o vigésimo segundo lugar no consumo per capita
de massas alimenticias, com cerca de 6,2 Kg por ano (IPO, 2012).

Apesar da exigéncia da legislacdo e do expressivo desempenho
brasileiro no mercado mundial de massas alimenticias, poucos estudos tem sido
realizados com este tipo de produto antes do seu preparo, principalmente no que diz
respeito aos seus padrées microbiolégicos. A RDC n.° 12/2001 - ANVISA estabelece
padrdes microbioldgicos para massas alimenticias que incluem limites para Bacillus
cereus (5 x 10° UFC/g), Coliformes a 45 °C (10> UFC/g) Salmonella sp. (Auséncia
em 25 g) e Estafilococos Coagulase Positiva (5 x 103 UFC/g) (BRASIL, 2001).

Dentre os padrdes estabelecidos pela RDC n.° 12/2001 - ANVISA
para massas alimenticias destaca-se o de Estafilococos Coagulase Positiva (ECP)
pelo limite adotado (M = 5 x 103 UFC/g) e também pela forma com que foram
agrupados os produtos. Todos os tipos de massa foram incluidos em uma mesma
categoria, independente de suas caracteristicas distintas (secas, frescas,
conservadas sob refrigeragdo, com ou sem recheio, entre outras).

Sabe-se que a intoxicacao estafilocdcica ocorre devido a ingestéao de
alimentos contaminados com enterotoxinas termoestaveis geralmente produzidas
por Staphylococcus aureus, cuja producdo é influenciada por varios fatores
intrinsecos do alimento, tais como tamanho do in6culo inicial, competicdo da
microbiota, pH, concentracédo de cloreto de sédio e atividade de agua, assim como
pela temperatura de armazenamento (JAY, 2005).

A contagem de ECP é reconhecida internacionalmente como um
padrdo microbiolégico de seguranca de alimentos e importante indicador das
condicbes higiénico-sanitarias da producédo e conservacdo. A sua relacdo com as

condicBes higiénico-sanitarias dos alimentos esta ligada ao fato de que o principal
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reservatorio natural de S. aureus € o ser humano, seja na pele, mucosas, e
principalmente no trato naso-faringeo de portadores assintomaticos (TONDO;
BARTZ, 2012). Entretanto, a presenca de ECP nao é suficiente para assegurar que
0 alimento est4 contaminado com suas enterotoxinas, assim como a auséncia de
ECP no momento da analise também nédo assegura que o alimento ndo tenha sido
previamente contaminado com enterotoxinas estafilococicas (LANCETTE; BENNET,
2001).

Sabendo-se que as caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos
(atividade de agua, pH e temperatura de conservacdo ou armazenamento) tém
impacto no desenvolvimento do género Staphylococcus (JAY, 2005), questionou-se
se 0s parametros relacionados ao padrao ECP para massas alimenticias atualmente
definidos na legislagéo brasileira (RDC n.° 12/2001 - ANVISA), sao pertinentes e
coerentes com a realidade atual dos produtos industrializados encontrados no
mercado. A obrigatoriedade da avaliagdo periddica destes grupos de alimentos por
parte dos produtores gera custos para a industria e pode comprometer a agilidade
na liberacdo de lotes para o consumo.

Tendo em vista 0 exposto, o propésito do presente trabalho foi
discutir o padrdo ECP estabelecido pela RDC n° 12/2001 - ANVISA para massas
alimenticias com base nos resultados da anélise de amostras de marcas variadas,
coletadas em diversos pontos de venda. Valores de atividade de agua (a,) e de
potencial hidrogenionico (pH), foram determinados com a finalidade de se obter
subsidios para justificar ou contestar o referido padrdo microbiolégico. Padrdes

estabelecidos para ECP na legislagédo de outros paises também foram pesquisados.
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2 OBJETIVO GERAL

Obter subsidios que permitam justificar ou contestar os limites
adotados para o padrédo estafilococos coagulase positiva estabelecidos na RDC
012/2001 (ANVISA) para massas alimenticias, pertencentes ao Grupo 10 - Farinhas,
Massas Alimenticias, Produtos para Panificacdo, (industrializados e embalados) e

Similares.
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3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Pesquisar a ocorréncia de estafilococos coagulase positiva em
massas alimenticias, que estéo incluidas entre outros tipos de produtos no Grupo 10
da RDC 012/2001 da ANVISA;

Verificar a variacdo de pH e Atividade de Agua (a.) entre os
produtos estudados e sua correlagcdo com a ocorréncia de Estafilococos Coagulase
Positiva;

Pesquisar padrdoes estabelecidos para estafilococos coagulase
positiva na legislacdo de outros paises;

Discutir a pertinéncia dos limites adotados para o padréao
estabelecido para estafilococos coagulase positiva pela RDC 012/2001 da ANVISA

para massas alimenticias.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1  STAPHYLOCOCCUS SPP E INTOXICACAO ESTAFILOCOCICA

Staphylococcus spp. sdo cocos Gram-positivos, anaerobios
facultativos que podem apresentar agrupamentos na forma de "cachos de uvas"
(SIQUEIRA, 1995). Sao divididos em dois grupos: coagulase positiva e coagulase
negativa, de acordo com a sua capacidade de produzir coagulase (BRASIL, 2004).
Atualmente, o género Staphylococcus inclui 45 espécies e 27 subespécies,
apresentadas na Tabela 1. Cinco espécies sdo coagulase positiva: S. aureus
(subespécie aureus), S. hyicus, S. intermedius, S. delphini e S. schleifen
(subespécie coagulans) (JAY, 2005; SILVA; GANDRA, 2004).

Tabela 1 — Espécies e subespécies de estafilococos.

S. aureus subsp. anaerobius e subsp. aureus; S. arlettae;

S. auricularis; S. capitis subsp. capitis e subsp. urealyticus;
S. caprae; S. carnosus subsp. carnosus;

S. chromogenes; S. cohnii subsp. cohnii e subsp. urealyticus;
S. delphini; S. epidermidis;

S. equorum subsp. equorum e subsp. linens; S. felis;

S. fleurettii; S. gallinarum;

S. haemolyticus; S. warneri;

S. hyicus; S. intermedius;

S. kloosii; S. lentus;

S. lugdunensis; S. lutrae;

S. muscae; S. pasteuri;

S. pettenkoferi; S. piscifermentans;

S. pseudintermedius; S. saccharolyticus;

S. simulans; S. schleiferi subsp. schleiferieri e subsp. coagulans;
S. vitulinus; S. simiae;

S. xylosus. S. succinus subsp. casei e subsp. succinus;
S. sciuri subsp. carnaticus, subsp. rodentium e subsp. sciuri;

S. saprophyticus subsp. bovis e subsp. saprophyticus;

S. hominis subsp. hominis e subsp.

novohiosepticus;

Fonte: Bergeron et al. (2011)

S. aureus é um patégeno versatil, capaz de provocar uma grande
variedade de infeccbes, secretando varias substancias toxicas, entre elas as
enterotoxinas estafilocécicas (PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010). A intoxicacao
estafilococica é causada pela ingestdo de alimentos contaminados pela toxina pré-
formada. A doenca inicia com quadro emético apés curto periodo de incubacéo, que
varia de 2 a 4 horas apés a ingestdo do alimento. Os principais sintomas sao
nauseas, vomito, caimbras abdominais e diarreia, podendo ocorrer dor de cabeca,

dor muscular e prostracdo (SANTANA et al., 2010). Embora seja a terceira causa
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mais comum de doenca de origem alimentar (ACCO et al., 2005), a subnotificacéo é
comum porgue a intoxicacao € autolimitada, dificilmente levando a um quadro grave
de doenca (PINTO; CHENOLL; AZNAR, 2005).

0s seres humanos sdo 0s principais reservatorios de estafilococos.
cerca de 30 a 40% dos seres humanos sdo portadores assintomaticos de S. aureus,
presente principalmente nas mucosas nasal e oral (nasofaringe), e com menor
frequéncia em outros locais como ouvidos, méos e pele (TONDO; BARTZ, 2012). A
presenca de S. aureus em alimentos é interpretada, geralmente, como indicacao de
contaminacdo causada por manipuladores, mas também de condi¢cfes inadequadas
de limpeza e sanificacdo de materiais e equipamentos utilizados no processo de
producao.

Altas contagens de S. aureus indicam perigo potencial a saude
publica devido a possivel presenca de enterotoxina estafilococica no alimento
(PIETROWSKI et al., 2008). S. aureus € a espécie mais prevalente em surtos de
intoxicacdo alimentar estafilococica, porém S. intermedius e S. hyicus podem
produzir enterotoxinas, e também ja foram envolvidos em surtos (SILVA; GANDRA,
2004).

Os alimentos frequentemente envolvidos em intoxicacdes
alimentares causadas por S. aureus sao: carnes e produtos derivados, produtos de
ovos, peixe, batata e massas (preparadas e prontas para o consumo), laticinios,
produtos de confeitaria, como o bolo de creme e creme. 0s surtos estao
normalmente associados a produtos que exigem grande manipulacdo durante a
preparacdo, e que muitas vezes sd0 mantidos em temperatura ambiente
(SIQUEIRA, 1995; JAY, 2005; TONDO; BARTZ, 2012). E incomum a ocorréncia de
surtos de intoxicacao estafilocécica nos quais massas alimenticias cruas (antes do
preparo) sejam o veiculo para tais toxinas (WOOLAWAY; BARTLETT; WIENEKE,
1986).

As enterotoxinas produzidas por S. aureus sao sintetizadas durante
a fase de crescimento exponencial (log) ou na transicdo entre as fases de
crescimento exponencial e a fase estacionaria (DERZELLE et al., 2009). As
enterotoxinas estafilococicas sao caracterizadas como sendo proteinas que
apresentam resisténcia a acdo de enzimas proteoliticas, como tripsina, renina,
papaina, pepsina e quimiotripsina. Atuam como superantigenos, envolvendo a

estimulacao sistémica de um grande numero de células T (NASCIMENTO et al.,
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2009). Sao conhecidos mais de 20 tipos diferentes de enterotoxinas estafilocdcicas
(PINCHUK; BESWICK; REYES, 2010), com massas moleculares que variam de 24,8
a 28,1 kDa (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO, 2010). A enterotoxina do tipo A é a
causa mais comum de intoxicacdo estafilococica, embora o envolvimento de outras
enterotoxinas classicas tenha sido relatado (ARGUDIN; MENDOZA; RODICIO,
2010). Um estudo revelou grande variedade de cepas de S. aureus que sao
portadores de genes codificadores de toxinas diferentes daquelas identificaveis por
métodos tradicionais. Entretanto, a relevancia da presenga dessas toxinas em
alimentos e seu possivel impacto como causa na intoxicagado alimentar causada por
S. aureus em humanos ainda € desconhecida e estudos complementares sao
necessarios, utilizando tanto métodos tradicionais como moleculares (GIANNATALE
et al., 2011).

O International Nomenclature Committee for Staphylococcal
Superantigen recomendou que apenas 0S superantigenos estafilococicos que
induzem vomito apdés administragdo oral experimental em macacos deveriam ser
designados como enterotoxinas estafilocécicas. Aqueles que ndo promovem emese
no modelo experimental designado, ou que nao tenham sido testados devem
receber a denominacédo de "staphylococcal enterotoxin-like" (SEI). Desta forma, as
enterotoxinas dos tipos SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN, SEO, SEP, SEQ e SEU
deveriam ser renomeadas para SEU, SEIK, SEIL, SEIM, SEIN, SEIO, SEIP, SEIQ e
SEIU, respectivamente (OMOE et al., 2005). Para Franco e Landgraf (2008), as
toxinas estafilococicas deveriam ser consideradas neurotoxinas, devido a sua forma
de acdo, que envolve estimulos ao sistema nervoso central (centro do vomito)
atraves dos nervos vago e simpético.

Ha divergéncias quanto a dose de enterotoxina necessaria para
causar sintomas em seres humanos. Estima-se que quantidades entre 0,015 e 0,375
ug de enterotoxina por quilo de peso corpoéreo sejam suficientes, considerando-se as
caracteristicas individuais (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Segundo Santana et al.
(2010) a dose minima para causar intoxicacao € 100 ng.

As enterotoxinas estafilocécicas sdo detectaveis nos alimentos que
apresentam populaces de S. aureus acima de 10° UFC/g de alimento. Segundo
Franco e Landgraf (2008), contagens entre 10°> e 10° UFC/g de alimento s&o
necessarias para que haja formacdo de toxina em niveis capazes de provocar

intoxicacdo. Entretanto, a presenca de um grande namero de estafilococos em um
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alimento ndo é suficiente para incriminar o alimento como o responsavel pela
intoxicacdo, assim como, a auséncia desse patdgeno ndo o exclui como causador
da doenca. A estabilidade térmica das enterotoxinas estafilococicas (Tabela 2) exige
gue o potencial enterotoxigénico dos estafilococos e ou a presenca da enterotoxina
no alimento seja determinado (BENNET; LANCETTE, 2001).

Tabela 2 — Termorresisténcia de Enterotoxina B de S. aureus.

Temperatura (°C) Valor D* (Minutos) Meios
98,9 68,5 Leite
104.,4 46,2 Leite
110,0 26,1 Leite
115,6 16,6 Leite
1211 9,4 Leite
126,7 6,2 Leite

Fonte: Price (1997). *O valor D (valor de reducdo decimal) é o tempo exigido para destruir 90% da
toxina a uma temperatura especifica em um meio especifico.

Tibana et al. (1986), estudando a estabilidade térmica das toxinas
estafilocdcicas A, B e C em um sistema tamponado, mostrou que tempos e temperaturas
normalmente empregados no preparo de alimentos ndo sdo capazes de inativar estas

toxinas. A Tabela 3 apresenta a perda de atividade das toxinas encontrada neste estudo.

Tabela 3 —Taxa de perda de atividade por minuto das toxinas estafilococicas A, B e C.

Enteroxina Taxa de perda de atividade (% por minuto)
Estafilococica 80 °C 100 °C 120 °C
A 0,54 7,74 27,84
B 0,63 5,78 21,48
C 0,50 5,12 17,59

Fonte: Tibana et al. (1986)

Poucos dados epidemioldgicos a respeito das doencas veiculadas
por alimentos estdo disponiveis no Brasil, mas estima-se que as intoxicacdes
estafilocOcicas sejam muito comuns no pais. A maioria dos casos, no entanto, nao
sao investigados e ou notificados. As falhas no diagnostico clinico e laboratorial séo
muitas vezes o principal motivo para as subnotificaces (SANTANA et al., 2006).

Dos 8.663 surtos de DTAs registrados no Brasil entre 2000 e 2011
(Figura 1), aproximadamente 54,7% (4.736/8.663) foram encerrados sem
confirmacdo do agente etioldgico. Dos 3.927 casos em que houve a confirmacéo do

agente etiolégico, aproximadamente 42,3% (1.660/3.927) foram causados por
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Salmonella spp. e em torno de 20,3% (799/3.927) por S. aureus. Outros agentes
etiologicos identificados totalizaram 37,3% dos casos (1.468/3.927) (BRASIL, 2011).

Figura 1 — Surtos de DTA por agente etioldgico no Brasil entre 2000 e 2011.
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Fonte: BRASIL (2011).

A Agéncia de Saude de Minas Gerais investigou, entre fevereiro e
maio de 1999, dois surtos de intoxicacdo alimentar, envolvendo 378 individuos. No
primeiro surto, 50 pessoas ficaram doentes apds ingestdo de queijo minas frescal.
Os sintomas de intoxicacdo alimentar (diarréia, vomitos, tonturas, calafrios e dores
de cabeca) apareceram em até 2 horas ap0s a ingestdo. O segundo surto envolveu
328 individuos, que apresentaram sintomas de diarréia e vémito apds consumir leite
cru. A analise das amostras desses alimentos mostrou contaminagdo por
enterotoxinas dos tipos A, B e C, e contagens de S. aureus de 2,4 x 10° UFC/g
(queijo) e 2,0 x 10® UFC/m (leite ndo pasteurizado)(CARMO et al., 1995).

Nos Estados Unidos, segundo o CDC (2000), entre 1993 e 1997,
foram registrados 42 surtos de intoxicacdo alimentar por S. aureus, totalizando 1.413
casos, com 1 oObito. No reino unido, de 1992 a 2006 foram registrados 37 surtos,
envolvendo 505 casos (HPA, 2013).

Na Italia, um estudo para avaliar a contaminacao de varios alimentos
de origem animal por S. aureus com 350 amostras analisadas, mostrou que 49
(14%) estavam contaminadas com S. aureus em niveis aceitaveis (abaixo de 10°
UFC/g), com destaque para queijos frescos e produtos carneos (13,3% e 19,3%,

respectivamente). Entretanto, apenas 2,3% das cepas isoladas eram
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enterotoxigénicas. As toxinas detectadas eram dos tipos C (7/8) e A (1/8)
(GIANNATALE, et al., 2011).

Fatores intrinsecos e  extrinsecos podem controlar o0
desenvolvimento se S. aureus e limitam a producdo de enterotoxina estafilocécica

nos alimentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Parametros que controlam o desenvolvimento de S. aureus em
alimentos e que limitam a producao de enterotoxina estafilocécica.

. Valores
Parametros Desenvolvimento Producdo de Enterotoxina
Temperatura minima L6"C io0+C
Temperatura maxima 50 °C 48 *C
pH minimo 43 476
pH maximo 10 5,02
3y minima 0,83 0,87
% maxima de NaCl 20 12

Fontes:Price (1997); ICMSF (1996).

A minimizacdo de abusos de tempo e temperatura, especialmente depois
da coccao, e a exigéncia de que os manipuladores de alimentos sigam as Boas Praticas de
Higiene (higiene pessoal) para evitar a contaminacdo do alimento ja pronto para consumo,

sdo algumas das medidas recomendadas para se evitar intoxicaces por S. aureus.

4.2 PHE AW NA MULTIPLICAGAO DE STAPHYLOCOCCUSSPP.

Valores de pH adversos afetam pelo menos dois aspectos de uma
célula viva: as suas func¢des enzimaticas e o transporte de nutrientes para o
ambiente intracelular. Em funcéo disto, o crescimento de microrganismos em faixas
de pH diferentes daquela considerada o6tima acaba resultando em uma fase de
adaptacao (lag) mais longa, podendo causar a sua inativacao (JAY, 2005; TONDO,;
BARTZ, 2012).

A maioria dos microrganismos cresce melhor com valores de pH
entre 6,5 e 7,5, apesar de alguns mais resistentes conseguirem se desenvolver em
pH abaixo de 4,0. Normalmente, as bactérias patogénicas sdo muito exigentes em
termos de pH (TONDO; BARTZ, 2012). Entretanto, o S. aureus pode ser
considerado um dos mais resistentes, pois é capaz de se multiplicar em pH préximo
a 4,0 (JAY, 2005; SIQUEIRA, 1995).
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Os alimentos, na sua maioria, possuem valores de pH abaixo de 7,0
(JAY, 2005), e sao divididos em trés grupos: alimentos de baixa acidez (pH > 4,5),
alimentos acidos (4,5 > pH > 4,0), e alimentos muito acidos (pH < 4,0). Alimentos
que apresentam valores de pH > 4,0 estdo mais sujeitos ao desenvolvimento
microbiano (FRANCO; LANDGRAF, 2008), inclusive de Staphylococcus spp.

S. aureus é capaz de se desenvolver em ampla faixa de temperatura
e pH, o que o torna capaz de se multiplicar em diferentes alimentos. Alimentos
contaminados com cepas de S. aureus enterotoxigénicos, quando deixados em
temperaturas favoraveis ao desenvolvimento, como por exemplo refrigeracéo
inadequada, séo fontes comuns de intoxicacao estafilococica (PINCHUK; BESWICK;
REYES, 2010). Banwart (1989) afirma que S. aureus requer valores minimos de pH
entre 4,0 e 4,7 para sua multiplicacdo, sendo que a faixa considerada 6tima esta
entre 6,0 e 7,0. Na Tabela 5 estdo apresentados alguns valores de temperatura,
atividade de agua e pH relacionados a multiplicacédo de S. aureus, segundo Siqueira
(1995).

Tabela 5 — Valores de temperatura, a, € pH maximos, minimos e 6timos para o
desenvolvimento de S. aureus em alimentos.

PARAMETROS VALORES REPORTADOS
Minima 6,5

Temperatura (°C) Otima 30-37
Maxima 45

Atividade de dgua (a.) Minima 0,86
Minimao 4,2

Potencial hidrogenidnico (pH) Otimo 7,0-7,5
Maximo 9,3

Fonte: Siqueira (1995), p. 119.

O controle da umidade € um dos métodos conhecidos mais antigos
para conservagédo de alimentos, e os microbiologistas de alimentos descrevem as
necessidades de agua dos microrganismos em termos de a, do alimento (JAY,
2000). Microrganismos precisam de &agua em forma disponivel para se
desenvolverem em matrizes alimentares, pois a diminuicdo da a, pode aumentar a
fase de adaptacao (lag) dos microrganismos (JAY, 2005). O crescimento microbiano,

e em alguns casos a producdo de seus metabdlitos podem ser particularmente
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sensiveis as alteracdes de a,, 0 que gera a possibilidade de muitos patégenos
bacterianos serem controlados em valores de aw inferiores a 0,86, equivalente a
uma solucado de 22% de NaCl. S. aureus é a Unica bactéria patogénica que pode se
desenvolver e produzir toxinas com a,, abaixo de 0,90 (JAY, 2005; FDA, 2013).

Jay (2005) classifica os alimentos quanto a sua umidade e a,, com
base nos seguintes parametros: alimentos secos ou com umidade baixa (UB), que
apresentam até 25% de umidade e a,, entre 0,00 e 0,60; e alimentos com umidade
intermediaria (Ul), os quais possuem entre 15 e 50% de umidade, e aw entre 0,60 e
0,85. Devido ao fato de a maioria das bactérias necessitar de aw superior a 0,9 para
gue possa se desenvolver, elas praticamente ndo causam deterioracdo de alimentos
secos, pois com uma aw de 0,65 pouquissimos microrganismos sdo capazes de
crescer.

O desenvolvimento e a producédo de enterotoxina estafilocécica do
tipo A em presunto cru seco e curado (dry-cured raw ham) foram estudadas por
Untermann e Miller (1992). Esses autores verificaram que em valores de aw abaixo
de 0,92 ndo houve producdo de enterotoxina em niveis detectaveis quando o
produto foi mantido a temperatura de 20 °C por até 7 dias. A producédo de
enterotoxina ocorreu , em temperaturas superiores a 20 °C. Em valores de aw em
torno de 0,89, a enterotoxina foi formada apenas quando o produto foi mantido por 7
dias em temperatura de 35 °C.

O processo de secagem convencional das massas secas utiliza
temperaturas entre 40 e 55 °C, passando por uma pré-secagem em ar guente e
amido, iniciando-se com temperatura de 40°C e 55% de umidade relativa, e
terminando com temperatura de 75°C e umidade relativa de 99%. Nessas
condicbes, a umidade do produto é reduzida de 30% para atée 18% em
aproximadamente 45 a 90 minutos, fazendo com que a aw estabilize-se entre 0,5 e
0,8, atribuindo-lhe certa estabilidade (GUERREIRO, 2006). A Tabela 6 apresenta
valores de atividade de agua (aw) para alguns alimentos.
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Tabela 6 — Valor aproximado de atividade de agua (aw) para alguns alimentos

Alimentos Valores de Aa
P3o branco 0,94 - 0,97
Bolo assado 0,90-0,94
Farinha 0,67 — 0,87
Crackers 0,10

Fonte: Extraido e adaptado de FDA (2013)

4.3 MASSAS ALIMENTICIAS

Segundo a Resolucdo RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005 -
ANVISA, massas alimenticias sdo os produtos obtidos da farinha de trigo (Triticum
aestivum L.) e ou de outras espécies do género Triticum e ou derivados de trigo
durum (Triticum durum L.) e ou derivados de outros cereais, leguminosas, raizes ou
tubérculos, resultantes do processo de empasto e amassamento mecanico, sem
fermentacdo. Podem ser adicionadas de outros ingredientes, acompanhadas de
complementos isolados ou misturados a massa, desde que ndo descaracterizem o
produto, e apresentadas secas, frescas, pré-cozidas, instantaneas ou prontas para o
consumo, em diferentes formatos e recheios (BRASIL, 2005).

A Resolucdo RDC n° 93, de 31 de outubro de 2000 - ANVISA, que
estabelecia o regulamento técnico para fixacdo de identidade e qualidade deste
produto (BRASIL, 2000), incluindo diferenciacdo entre massa alimenticia seca
(umidade maxima 13%) e fresca (umidade maxima 35%), foi revogada pela
Resolucdo RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005 - ANVISA, que esta vigente.
Muito mais abrangente, a RDC n°® 263/2005 estabelece o regulamento técnico para
produtos de cereais, amidos, farinhas e farelos, no qual ndo ha referéncia a tais
diferencas (BRASIL, 2005). Quanto as caracteristicas microbiolégicas dos produtos,
ambas as resolucdes referenciam-se a legislagdo especifica, que atualmente é a
Resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 - ANVISA.

A qualidade e a conveniéncia de massas frescas embaladas em
atmosfera modificada provocou certa alteracdo no perfil de comercializacdo deste
tipo de produto no Brasil, fazendo com que atualmente massas frescas de boa
qualidade possam ser facilmente encontradas em grandes redes de supermercados,
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uma vez que sua vida util gira em torno de 30 a 45 dias quando embalagens com
atmosfera modificada séo conservadas sob refrigeracdo (GUERREIRO, 2006).

As massas alimenticias sdo compostas principalmente por
carboidratos (Tabela 7), apresentando, normalmente, baixas concentracdes de
gordura e minerais como ferro, calcio e zinco (DENDY; DOBRASZCZYK, 2001). Os
cereais, assim como as massas alimenticias tém grande proporcdo de caboidratos
complexos, que sao metabolizados lentamente, ndo gerando picos hiperglicémicos.
Por este motivo, tornam-se muito valiosos para diabéticos e pessoas que praticam
exercicios fisicos por longos periodos (DENDY; DOBRASZCZYK, 2001).
Adicionalmente, os carboidratos complexos exercem também importante papel como
veiculos de vitaminas e fibras dietéticas (FRANK; SOARES, 2005).

Tabela 7 — Tabela brasileira de composicao de alimentos por 100 gramas de parte

comestivel.
Umidade Proteina Lipidios Carboidratos Fibra Cinzas Ca Fe Z
Alimento ) @) @) @) Alimentar () (mg) (mg) (mg)
()]

Lasanha, massa 59,6 5,8 1,2 32,5 1,6 0,9 10 1.2 0,4
fresca, cozida
Lasanha, massa 45 7,0 1,3 45,1 1,6 1,6 17 1,9 0,8
fresca,
crua
Macarrao 6,0 8,8 17,2 62,4 5,6 5,6 18 0,8 0,5
instantaneo
Macarréo, trigo, cru 10,2 10,0 1,3 77,9 29 0,5 17 0,9 0,8
Macarrdo, trigo, cru, 10,6 10,3 2,0 76,6 2,3 0,5 19 0,9 0,8

CcOom 0ovVOos

Fonte: Nucleo de Estudos e pesquisa em Alimentacao - UNICAMP (2011).

O Brasil tem um papel de destaque no cenario mundial, ocupando a
posicdo de terceiro maior produtor de massas alimenticias, atras apenas da lItalia e
dos Estados Unidos, com um volume anual de mais de 1 milhdo de toneladas
(ABIMA, 2012a), como mostra a Figura 2.

O processo de abertura econémica vivenciado pelo pais, a partir dos
anos 90, introduziu novos desafios no mercado brasileiro e resultou em mudancas
estruturais na industria em geral, sendo que no setor de massas alimenticias
estabeleceu contornos decisivos em termos de consolidagdo mercadologica e
impulsionou as empresas a investirem em tecnologia, equipamentos de ultima
geracao e capacitacdo de seus profissionais. O resultado destes investimentos é um

parque industrial dos mais modernos do mundo, com capacidade instalada de 1,4



26

milhdo de toneladas e perfeitamente apto a fornecer produtos de qualidade (ABIMA,
2012a).

No Brasil, somente em 2011, foram comercializadas mais de um
milhdo de toneladas de massas alimenticias, entre massas secas, instantaneas e
frescas, gerando um faturamento estimado em mais de 6 bilhdes de reais, com
consumo per capita destes produtos girando em torno de 6,2 Kg/hab/ano (ABIMA,
2012b).

Figura 2 — Producdo mundial de massas alimenticias em 2011.
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Fonte: ABIMA (2012b)

As massas alimenticias secas, no Brasil, sdo produzidas, em quase
sua totalidade, a partir de trigo soft e estdo segmentadas em: massa de sémola com
ovos, massa de sémola, massa comum e massa tipo caseira. Ha producao também
de massas de grano duro, a partir de matéria prima totalmente importada, que
representa apenas 3,0% do volume total comercializado (ABIMA, 2012b).

Existem fabricas de massas alimenticias em todas as regides do
pais. Sdo mais de 80 empresas de pequeno, medio e grande porte, além de mais de
uma centena de micro empresas que trabalham na producdo de massa artesanal,
totalizando mais de 20.000 empregos diretos. Muitas empresas do setor possuem
processo integrado com moinho de trigo e, em geral, possuem um amplo portfolio
com outros produtos derivados do trigo, como farinha, mistura para bolo, biscoitos,
bolo pronto, entre outros (ABIMA, 2012c).
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4.4 METODOS PARA CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA EM ALIMENTOS

As principais caracteristicas utilizadas para o isolamento de ECP sé&o
algumas de suas habilidades seletivas, como a capacidade de desenvolvimento em
concentracdes de 10% de NaCl, a capacidade de reduzir o telurito de potassio, a
habilidade para hidrolizar gema de ovo por acdo de lipases e lecitinases, a
capacidade de fermentar o manitol e a atividade de termonuclease e coagulase,
além de outras (SILVA et al., 2010). Meios de cultura sélidos com 7,5% de NacCl
inibem a maioria das bactérias, exceto Staphylococcus spp. (CHAPMAN, 1945), com
a vantagem de posibilitar o isolamento seletivo deste género.

Véarios métodos estao disponiveis para a contagem de ECP, cujos
niveis de sensibilidade variam em funcao das caracteristicas seletivas e diferenciais.
O meio mais empregado é o agar Baird-Parker (BP), considerado mais apropriado
para a reparacao de células injuriadas, e por apresentar caracteristicas seletivas e
diferenciais que facilitam a identificacdo das colonias (SILVA, 1997).

O &gar Vogel-Johnson € um meio de cultura seletivo-diferencial
utilizado alternativamente para isolamento de S. aureus, que se baseia na
fermentacdo do manitol e reducdo do telurito, contendo como indicador de pH o
vermelho de fenol. Embora seja recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil
(BRASIL, 1990), € um meio considerado restritivo para células injuriadas, néo
devendo ser utilizado para alimentos em que se espera a presenca com células
nestas condi¢des (SILVA, 1997). Outros meios de cultivo estdo disponiveis para a
contagem direta em placas, como por exemplo, o agar manitol salgado e o agar
azida gema de ovo, que também s&o considerados restritivos quanto a reparacao de
células injuriadas.

O método internacionalmente empregado, recomendado pela norma
EN ISO 6888-1:1999 - Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal
method for the enumeration of coagulase-positive staphylococci (Staphylococcus
aureus and other species) — Part 1: Technique using Baird-Parker agar medium
preconiza 0 uso de Aagar Baird-Parker, utilizado também para isolamento e
identificacdo de estafilococos coagulase positiva, assim como a Instrugdo Normativa
62, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2003).

Resumidamente, o método consiste em inocular aliquotas de 0,1 mL das diluicdes



28

das amostras de alimentos em agar Baird-Parker, adicionado de telurito de potassio
a 0,01% (p/v) e emulsdo de gema de ovo a 5 % (v/v) e incubacéo das placas a 35-37

°C por 48 horas. ApOs a incubacdo, é realizada a contagem do
namero de colbnias tipicas sugestivas de S. aureus (com coloracao negra brilhante,
zona de precipitacdo branca ao seu redor e circundada por um halo transparente) e
atipicas (sugestivas de outras espécies), obtendo-se assim o valor da contagem
presuntiva de unidades formadoras de col6nias de Staphylococcus spp. por grama.
O mesmo procedimento é também recomendado pelos governos do Canada
(CANADA, 2005), dos Estados Unidos da América, através do FDA (BENNET;
LANCETTE, 2001).

A identificacdo de ECP isolado no agar BP ou no &gar VJ deve ser
confirmada com a prova da coagulase, que pode ser realizada em tubo ou lamina.
Em lamina, o teste baseia-se no fato de que a maioria das cepas de S. aureus
possui a coagulase ligada (ou fator aglutinante - "clumping factor") na superficie da
parede celular, que reage com o fibrinogénio do plasma causando a coagulacao do
mesmo. Quando realizado em tubos, o teste baseia-se na presenca da coagulase
livre, que reage com um fator plasmatico, formando um complexo que atua sobre o
fibrinogénio formando a fibrina (BRASIL, 2004).

Resultados de pesquisas indicam que a fraca atividade de coagulase
(reacbes dos tipos 1+, 2+ e 3+) raramente corresponde com outros critérios
associados com S. aureus, e por isto convencionou-se que uma reacdo de
coagulase 4+ € necessaria para a identificacdo inquestionavel de S. aureus. Como
consequéncia, as colbonias suspeitas de serem S. aureus com base em fraca
atividade de coagulase devem ser confirmadas por outros ensaios, tais como a
fermentacdo anaerObica da glicose, sensibilidade a lisostafina, e producdo de
termonuclease (BENNET; LANCETTE, 2001).

Estudos da morfologia das colénias em agar Baird-Parker,
sensibilidade a lisostafina, producédo de coagulase e termonuclease, e fermentacdo
de glicose e manitol foram realizados em 100 cepas enterotoxigénicas e 51 cepas
ndo enterotoxigénicas de S. aureus. Os resultados das provas bioquimicas das
cepas enterotoxigénicas e nao enterotoxigénicas variaram em 12% ou menos. Esta
pesquisa indicou que nenhum desses testes pode ser considerado totalmente
confiavel para diferenciar estafilococos toxigénicos e ndo toxigénicos (BENNET et
al., 1986).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 GRUPO DE ALIMENTOS ESTUDADO

O grupo de alimentos estudado, denominado pela RDC 012/2001

(ANVISA) como Grupo 10 - Farinhas, Massas Alimenticias, Produtos para e de

Panificacdo, (industrializados e embalados) e similares, abrange as seguintes
categorias (BRAsIL, 2001):

a)
b)

f)

g)

h)

amidos, farinhas, féculas e fuba, em pé ou flocados;

massas alimenticias secas, com ou sem 0ov0os, com ou sem recheio; massas
alimenticias frescas, cruas e ndo fermentadas, com ou sem ovos, COm Ou sem
recheio e cobertura, e similares, refrigeradas.

produtos semielaborados, com ou sem recheio, com ou sem cobertura (pdo de
gueijo, de batata e similares, pizza, pastéis), refrigerados e similares.

pao sem recheio e sem cobertura e produtos de panificacdo (roscas, farinha de
rosca, torradas e pao tipo sueco, com ou sem sabores) e similares;

panetones, paes de Pascoa, bolos, massa pronta para tortas e similares, prontos
para uso ou consumo, estaveis a temperatura ambiente

bolachas e biscoitos, sem recheio, com ou sem cobertura, incluindo pao de mel,
cookies e similares.

bolachas e biscoitos, com recheio, com ou sem cobertura, incluindo pdo de mel,
cookies, alfajores e similares.

mistura em pé com ou sem ovos para bolos, paes, tortas, empadas, pizzas e
similares;

cereais matinais, extrudados

produtos a base de amidos, farinhas, féculas e fub4, semi elaborados, estaveis a
temperatura ambiente;

farelo e fibras de cereais, com ou sem mistura de farinhas, de outros produtos
de cereais, com ou sem adi¢des de outros ingredientes e similares

cereais compactados, em barra ou outras formas, com ou sem adicdes

granola e mistura de cereais ndo compactados, com ou sem adi¢cdes, e

similares.
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Os limites estabelecidos para o padrdo estafilococos coagulase
positiva (ECP) estabelecidos na referida RDC para o grupo 10 estdo expressos na
Tabela 8.

Tabela 8 — Padrdes microbiologicos de estafilococos coagulase-positiva para o
grupo 10 estabelecidos na RDC 012/2001 da ANVISA

Tolerancia na Tolerancia na amostra representativa
Categorias de alimentos* amostra
indicativa N C m M

GRUPD 10 - FARINHAS, MASSAS hIJMEH'I'iCIhS, PRODUTOS PARAE DE PhNIFIC.ﬁJ;iD, {INDUSTRIALIZADOS E
EMBALADDS) E SIMILARES.

b} massas alimenticias secas, COm oU S8M OVOS,
com ou sem recheio; massas alimenticias
frescas, cruas e ndo fermentadas, com ou 5 x10° [ 2 10 Sx10
s2M 0Ves, Com ou 5em recheio e cobertura,
e similares, refrigerada.

¢} produtos semizlaborados, com ou sem
recheio, com ou sem cobertura (pao de
queijo, de batata e similares, pizza, pastéis),
refrigerados e similares.

5 x 10° 5 2 10 5 x 107

f) balachas e biscoitos, sem recheio, com ou
sem cobertura, incluindo pae de mal, 5 x10° 5 2 10 5 x 10°
cookies e similares.

g] bolachas e biscoitos, com recheio, com ou
sem cobertura, incluindo pac de mel, 10 5 2 5 x10° 10
cookies, alfajores e similares.

n) granola e mistura de cereais n3o
compactados, com ou sem adigbes, e 10 5 2 5 x 10° 10
similares.

Fonte: BRASIL, 2001 (RDC ANVISA 012/2001). *As categorias do grupo 10 ausentes na tabela ndo
possuem especificacdes para estafilococos coagulase-positiva.

Dentre as categorias do grupo 10 apresentadas na Tabela 8, o alvo
do estudo foi a categoria "b", que inclui massas alimenticias secas, com ou sem
ovos, com ou sem recheio; massas frescas, cruas e nao fermentadas, com ou sem
ovos, com ou sem recheio e cobertura, e similares, refrigeradas. As amostras foram
classificadas com base nesta definicdo (Tabela 9).

A selecéo desta categoria foi motivada pela possivel diversidade dos
parametros fisico-quimicos que sdo reconhecidamente interferentes na multiplicagéo
do género Staphylococcus (pH e a,) e, consequentemente, na producdo de

enterotoxinas, apesar de possuirem padrdo microbiolégico idéntico (M = 5 x 10°).
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Tabela 9 — Tipos de produtos estudados e classificacdo das amostras por tipo de

produto.
Produtos do item "b" da categoria 10 Classificacdo das amostras
(RDC n2 12/2001 - ANVISA) Tipo Descri¢éo
Massas alimenticias secas, com ou sem ovos, sem recheio. 1 Massa seca sem recheio (MSSR)
Massas alimenticias secas, com ou sem ovos, com recheio. 2 Massa seca com recheio (MSCR)
Massas alimenticias frescas cruas, ndo fermentadas, com ou 3 Massa fresca sem recheio (MFSR)
sem ovos, sem recheio, sem cobertura, refrigeradas.
Massas alimenticias frescas cruas, ndo fermentadas, com ou 4 Massa fresca com recheio (MFCR)
sem ovos, com recheio, sem cobertura, refrigeradas.

Fonte: Do autor (2013); extraido e adaptado da RDC ANVISA n° 012/2001.

As amostras perfizeram um total de 13 marcas diferentes,
comercializadas em nivel nacional, envolvendo 25 variedades, entre formatos e

especificacdes, os quais estao apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 — Marcas e variedades de produtos estudados.

MARCAS VARIEDADES
A macarrdo seco - ave maria (n=1); alfabeto (n=1)
B macarréo seco - espaguete (n=1); ave maria (n=1)
C macarrdo seco - padre nosso (n=1); concha (n=1); letrinhas (n=1); ave maria (n=1)
D capeletti fresco c/ recheio de frango (n=1); ravioli fresco c/ recheio de carne (n=1);

macarréo fresco - talharim (n=1)
E macarréo fresco - talharim (n=1); nhoque fresco de batata s/ recheio (n = 6);
ravioli fresco ¢/ recheio de carne (n = 2); capeletti fresco c/ recheio de frango (n=1);
capeletti fresco ¢/ recheio 4 queijos (n = 2); capeletti fresco ¢/ recheio de carne (n=1);
macarréo fresco - talharim (n=1); ravioli fresco c/ recheio de frango (n=1);
ravioli fresco ¢/ recheio de carne (n=1); ravioli fresco c/ recheio de queijo (n=1);
massa fresca p/ pastel (n=1)
macarréo seco - spirali (n=1)
macarrdo seco - espaguete (n=1); caramujinho (n=1); argolinha (n=1)
macarréo seco - concha (n=1); tipo caseiro - talharim c/ ovos (n=1);
capeletti seco c/ recheio de ricota e espinafre (n = 2); ¢/ recheio de carne (n = 4);
¢/ recheio de queijo (n = 2)
massa fresca p/ pastel (n=1)
massa fresca p/ pastel (n = 2)
macarrdo seco - argola lisa (n=1)
macarréo seco - talharim c/ ovos (n=1)
massa fresca p/ pastel (n = 2); nhoque fresco de batata s/ recheio (n=1).

IO

Erxa-—

Fonte: Do autor, 2013

5.2 COLETA E PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA CULTIVO

As 50 amostras de massas alimenticias utilizadas no estudo foram
processadas no mesmo dia em que foram coletadas nos pontos de venda. As

coletas ocorreram no periodo de junho a dezembro de 2012, em 4 pontos de vendas
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distintos, pertencentes a redes de supermercados existentes na cidade de Londrina,
PR. Em cada coleta foram adquiridos diferentes tipos e marcas, procurando-se evitar
repeticdes. Todas as amostras estudadas encontravam-se dentro do prazo de
validade informado pelo fabricante.

Aliqguotas de 25g de cada amostra de alimento foram pesadas
assepticamente e homogeneizadas com 225,0 mL de agua peptonada 0,1% (SILVA
et al., 2010). Ap6s um periodo de 30 a 60 minutos sob refrigeracdo, as amostras
foram submetidas a homogeneizacdo em stomacher (Seward 400), em intensidade
baixa por 60 segundos. Este intervalo mostrou-se necessario para evitar que
massas secas pudessem perfurar a embalagem plastica estéril utilizada. A agua
peptonada foi mantida em temperatura de refrigeracdo até o momento do preparo
das amostras. Diluicées decimais, a partir da diluicdo 10™, foram preparadas em

tubos contendo 9,0 mL de agua peptonada 0,1%.

5.3 CONTAGEM DE ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA (ecp)

A contagem de ECP foi realizada segundo Siqueira (1995) e Silva et
al. (2010). Aliguotas de 0,1 mL das dilui¢cdes, preparadas conforme descrito no item
5.2, foram semeadas em agar Baird-Parker e 4gar Vogel e Johnson, em duplicata.
As placas foram incubadas a 35 - 37 °C, e ap0s 48 horas realizada a identificacao e
a contagem das colbnias que apresentavam as caracteristicas tipicas e atipicas de
Staphylococcus spp. Em meio de cultivo Agar Baird-Parker essas col6nias
apresentam-se negras, lustrosas, convexas, rodeadas por halo claro, e em meio de
cultivo Agar Vogel e Johnson também mostravam-se negras, pequenas e com halo

amarelo.

5.4 Provas DE CONFIRMACAO BloQuimicA

Trés coldnias caracteristicas obtidas em cada uma das placas,
conforme descrito por Siqueira (1995), foram semeadas em placas contendo agar
Manitol Salgado

(7,5% de NaCl), e incubadas a 35 - 37 °C por pelo menos 24 horas.
Quando o numero de colbnias caracteristicas era inferior a 3 (trés), todas as colonias

foram semeadas neste meio.
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Paralelamente, as col6nias foram transferidas para um tubo com 3 a
5 mL de Caldo Infusdo Cérebro Coracédo (BHI), incubado a 35 - 37 °C por 18 - 24
horas para a prova de coagulase. Ap6s o periodo de incubacgéo, uma aliquota de 0,5
mL da suspenséo obtida foi transferida para um tubo, ao qual foram adicionados 0,5
mL de plasma de coelho liofilizado (Laborclin) reconstituido de acordo com as
instrucdes do fabricante. os tubos foram incubados a 35-37 °C, e observados de
hora em hora, por até 4 horas, mantendo-os por até 24 horas em incubacdo. Apenas
as reagoes de nivel 3 ou 4 foram consideradas confirmativas da presenca de ECP.
os resultados obtidos foram tabulados e comparados com os padrdes estabelecidos
na legislacdo brasileira para massas alimenticias (M = 5 x 10 UFC/g). As unidades
formadoras de colénias de ECP por grama de alimento (UFC/g) foram resultantes do
namero de colénias fermentadoras de manitol e produtoras de coagulase,

considerando-se a diluicdo correspondente.

5.5 DETERMINACAO DO PH

As amostras foram fragmentadas para proporcionar melhor
homogeneizagéo. Pesou-se 10 g da amostra em um béquer e diluiu-se em 100 mL de agua.
o conteudo foi agitado até que as particulas, ficassem uniformemente suspensas, e o pH foi
medido com o aparelho previamente calibrado (Hanna Instruments HI 3221), operando-o de
acordo com as instrugdes do manual do fabricante (ZANEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).
Os resultados apresentados correspondem as médias das medi¢cBes realizadas em duas

aliquotas derivadas de cada amostra.

5.6 DETERMINAGAO DA ATIVIDADE DE AGUA (Aw)

As amostras foram fragmentadas para que fosse possivel preencher
completamente o fundo do recipiente do equipamento. A atividade de agua (a,) de
cada amostra foi determinada individualmente, utilizando medidor de atividade de
dgua (Aqua Lab Dew Point 4TEV). os resultados apresentados correspondem a

média das medic¢des realizadas em duas aliquotas derivadas de cada amostra.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores médios de pH e a, obtidos para cada tipo de produto
estudado (Massa seca sem recheio, Massa seca com recheio, Massa fresca sem
recheio e Massa fresca com recheio) foram comparados, utilizando analise de
varidncia e o teste de médias (teste de Tukey, P <0,05). As andlises foram
realizadas utilizando o software Statistica 7.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e a
planilha eletronica Microsoft® Excel® 2010, versdo 14.0.6112.5000 (32 bits)
(Microsoft Corporation, Pasadena, CA, USA).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, a discussdo e as conclusdes deste trabalho sé&o
apresentados na forma de artigo cientifico, o qual devera ser submetido & avaliagdo de

perioddico para a sua publicacao.
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6.1 ARTIGO CIENTIFICO

AVALIACAO DO PADRAO ESTAFILOCOCOS COAGULASE POSITIVA
ESTABELECIDO PELA LEGISLACAO BRASILEIRA PARA MASSAS ALIMENTICIAS.

RESTA, M. S. A,; OLIVEIRA, T. C. R. M. de. Avaliacdo do padrao estafilococos
coagulase positiva estabelecido pela legislacdo brasileira para massas
alimenticias. Londrina, PR, Brasil, 2013.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi discutir o padrdo estafilococos coagulase
positiva (ECP) para massas alimenticias, estabelecido pela RDC n.° 12 de 2001 da
ANVISA, baseando-se nos resultados de atividade de &gua (a.), potencial
hidrogenibnico (pH) e contagem de ECP. Cinquenta amostras de 25 tipos de massas de
treze marcas diferentes foram analisadas. A contagem de ECP de todas as amostras foi
menor que 10 UFC/g, inferior a 5,0 x 10° UFC/g, estabelecido pela legislacdo. A média
de a,, das massas frescas foi de 0,96. As médias de a, das massas secas com e sem
recheio variaram entre 0,70 e 0,61, respectivamente, o que impossibilita a multiplicacéo
de ECP e producdo de toxina. A legislacdo brasileira poderia utilizar a aw como
parametro para determinar em quais tipos de massas o padrdo ECP deveria ser
pesquisado. A auséncia de células viaveis de Staphylococcus spp. ndo assegura que 0
produto esteja livre de enterotoxinas. A implantacdo de Boas Praticas de Fabricacéo
(BPF) e do Sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) na
cadeia de producdo de massas alimenticias € essencial para obtencdo de produtos
indcuos, uma vez que a deteccdo de enterotoxinas nos alimentos € inviavel, devido ao
alto custo.

Palavras-chave: Regulamentagdo. Atividade de agua. pH. Staphylococcus spp. Enterotoxina.

ABSTRACT: The aim of this study was to discuss the coagulase-positive staphylococci
(ECP) count limit for pasta, established by RDC no 12, 2001, ANVISA, based on the
results of water activity (a,), hydrogenionic potential (pH) and ECP count. Fifty samples
of 25 types of pasta from 13 different brands were analyzed. The ECP count of all
analyzed samples was less than 10 CFU/g, bellow the limit of 5.0 x 10° CFU/g,
established by the Brazilian Legislation. The a,, average for fresh pasta was 0.96. The a,
average for dry pasta with and without stuffing varied between 0.70 and 0.61,
respectively, which prevents the growth of ECP and toxin production. Brazilian legislation
could use a, as a parameter to determine in which kinds of pasta ECP count should be
done. The absence of viable cells of Staphylococcus spp. does not ensure that the
product is not contaminated with enterotoxin. The implementation of Good Manufacturing
Practices (GMP) and the System of Hazard Analysis and Critical Control Points
(HACCP) in the pasta production line is essential for obtaining safe products, since the
detection of enterotoxins in food is unfeasible due to the high cost.

Key words:  Food regulations. Water activity. pH. Staphylococcus spp. Enterotoxin.
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6.1.1Introducao

Mais de treze milhBes de toneladas de massas alimenticias sdo
produzidas anualmente por mais de quarenta e cinco paises (IPO, 2012). O Brasil
ocupa a terceira posi¢cdo de maior produtor e consumidor em volume, atras apenas
da itdlia e dos Estados Unidos. Em 2011, cerca de 1,3 milhdo de toneladas foi
produzido internamente, e mais de 8 mil toneladas foram exportadas (ABIMA, 2012).
Em 2012, o consumo interno de massas alimenticias no Brasil foi de
aproximadamente 1,2 milhdes de toneladas, o que colocou o Brasil apenas em
vigésimo segundo lugar no consumo per capita desse produto (cerca de 6,2 Kg/ano)
(IPO, 2012).

A RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005, da ANVISA, atualmente
em vigor no Brasil, ndo estabelece o padréo de identidade e qualidade das massas
alimenticias, que anteriormente era regulamentado pela Resolucdo RDC n° 93, de
31 de outubro de 2000, da ANVISA (BRASIL, 2005). Essa resolugao trazia, entre
outras, caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas e fisico-quimicas para esta
categoria de produtos (BRASIL, 2000). A RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, da
ANVISA estabelece os padr6es microbiolégicos para os alimentos em geral, e € a
Unica referéncia nacional para a avaliacdo das condigcBes microbiolégicas de
alimentos no Brasil (BRASIL, 2001). A Os padrbes microbioldégicos para massas
alimenticias incluem limites para Bacillus cereus (5 x 10° UFC/g), Coliformes a 45 °C
(10% UFC/g), Salmonella sp. (Auséncia em 25 g) e Estafilococos Coagulase Positiva
(5 x 103 UFC/g) (BRASIL, 2001). Dentre os padrdes estabelecidos destaca-se o de
Estafilococos Coagulase Positiva (ECP) pelo limite maximo de contagem adotado (M
= 5 x 103 UFC/g). A forma como foram agrupados os produtos também chama a
atencdo porgue todos os tipos de massa foram incluidos em uma mesma categoria,
independente de suas caracteristicas distintas (secas, frescas, conservadas sob
refrigeragcdo, com ou sem recheio, entre outras).

A contagem de ECP é reconhecida internacionalmente como um
padrdo microbiolégico de seguranca de alimentos e importante indicador das
condi¢des higiénico-sanitarias da sua producdo e conservagdo. A sua relagdo com
as condig¢fes higiénico-sanitérias dos alimentos esta ligada ao fato de que o principal

reservatorio natural de Staphylococcus aureus € o ser humano, seja na pele,
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mucosas, e principalmente no trato naso-faringeo de portadores assintomaticos
(TONDO; BARTZ, 2012).

A intoxicagdo estafilococica ocorre devido a ingestdo de
alimentos contaminados com  enterotoxinas termoestaveis  produzidas,
principalmente por S. aureus. A producao das enterotoxinas € influenciada por varios
fatores intrinsecos do alimento, tais como tamanho do indculo inicial, competicdo da
microbiota, pH, concentracdo de cloreto de sédio e atividade de 4gua, assim como
pela temperatura de armazenamento (JAY, 2005).

Apesar da exigéncia da legislacdo e do expressivo desempenho
brasileiro no mercado mundial de massas alimenticias, pouco tem se estudado
sobre este tipo de produto antes do seu preparo, principalmente no que diz respeito
aos seus padrbes microbiologicos. O objetivo do presente trabalho foi discutir o
padrdo ECP estabelecido pela RDC n° 12/2001 - ANVISA para massas alimenticias
com base nos resultados da analise de amostras de marcas variadas, coletadas em
diversos pontos de venda. Valores de atividade de agua (a,) e de potencial
hidrogenidnico (pH) foram determinados com a finalidade de se obter subsidios para

justificar ou contestar o referido padrao microbiolégico.

6.1.2 Material e Métodos

6.1.2.1 Amostragem

O grupo 10 de alimentos descrito na RDC n° 12/2001 da ANVISA é
subdividido em 13 categorias diferentes, enumerados de "a" a "n". As amostras
analisadas neste trabalho foram da categoria "b", a qual inclui massas alimenticias
secas, COm Ou sem 0vos, com ou sem recheio; massas frescas, cruas e nao
fermentadas, com ou sem ovos, com ou sem recheio e cobertura, e similares,
refrigeradas.

As 50 amostras de massas alimenticias analisadas foram
processadas no mesmo dia em que foram coletadas nos pontos de venda. As
coletas ocorreram no periodo de junho a dezembro de 2012, em 4 pontos de vendas
distintos, pertencentes a redes de supermercados existentes na cidade de Londrina,

PR. Em cada coleta foram adquiridos diferentes tipos e marcas, procurando-se evitar
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repeticbes. Treze marcas diferentes, envolvendo 25 variedades de massas

alimenticias entre formatos e especificacdes foram analisadas (Tabela 11).

Tabela 11 — Marcas e variedades de produtos estudados.

MARCAS VARIEDADES
A macarrédo seco - ave maria (n=1); alfabeto (n=1)
B macarrédo seco - espaguete (n=1); ave maria (n=1)
C macarrdo seco - padre nosso (n=1); concha (n=1); letrinhas (n=1); ave maria (n=1)
D capeletti fresco c/ recheio de frango (n=1); ravioli fresco c/ recheio de carne (h=1); macarrdo

fresco - talharim (n=1)

macarréo fresco - talharim (n=1); nhoque fresco de batata s/ recheio (n = 6); ravioli fresco c/
recheio de carne (n = 2); capeletti fresco ¢/ recheio de frango (n=1); capeletti fresco c/ recheio
4 queijos (n = 2); capeletti fresco c/ recheio de carne (n=1); macarrao fresco - talharim (n=1);
ravioli fresco ¢/ recheio de frango (n=1); ravioli fresco c/ recheio de carne (n=1); ravioli fresco
¢/ recheio de queijo (n=1); massa fresca p/ pastel (n=1)

macarréo seco - spirali (n=1)

macarréo seco - espaguete (n=1); caramujinho (n=1); argolinha (n=1)

m

IT|O|TM

macarrédo seco - concha (n=1); tipo caseiro - talharim c/ ovos (n=1);
capeletti seco c/ recheio de ricota e espinafre (n = 2); c/ recheio de carne (n = 4);
¢/ recheio de queijo (n = 2)
massa fresca p/ pastel (n=1)
massa fresca p/ pastel (n = 2)
macarrdo seco - argola lisa (n=1)
macarrdo seco - talharim c/ ovos (n=1)
massa fresca p/ pastel (n = 2); nhoque fresco de batata s/ recheio (n=1).

Fonte: Do autor, 2013

Z|r|x|e|—

6.1.2.2 Preparo das amostras para cultivo

Aliquotas de 25 g de cada amostra de alimento foram pesadas
assepticamente e homogeneizadas com 225,0 mL de agua peptonada 0,1% (SILVA
et al., 2007). Ap6s um periodo de 30 a 60 minutos sob refrigeracdo, as amostras
foram submetidas a homogeneizacdo em stomacher (Seward 400), em intensidade
baixa por 60 segundos. Diluices decimais, a partir da diluicdo 10", foram

preparadas em tubos contendo 9,0 mL de agua peptonada 0,1% estéril.

6.1.2.3 Contagem de estafilococos coagulase positiva

Aliquotas de 0,1 mL das diluicbes foram semeadas em agar Baird-
Parker e agar Vogel e Johnson, em duplicata. As placas foram incubadas a 35 - 37
°C, e apOs 48 horas realizada a identificacdo e a contagem das colb6nias que

apresentavam as caracteristicas tipicas e atipicas de Staphylococcus spp. Em meio
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de cultivo Agar Baird-Parker essas colbnias apresentam-se negras, lustrosas,
convexas, rodeadas por halo claro, e em meio de cultivo Agar Vogel-Johnson
também mostravam-se negras, pequenas e com halo amarelo (SIQUEIRA, 1995;
SILVA et al., 2007; BENNET; LANCETTE, 2001).

Trés coldnias caracteristicas obtidas em cada uma das placas,
conforme descrito por Siqueira (1995), foram semeadas em placas contendo agar
Manitol Salgado (7,5% de NaCl), e incubadas a 35 - 37 °C por pelo menos 24 horas.
Quando o numero de colbnias caracteristicas era inferior a 3 (trés), todas as col6nias
foram semeadas neste meio. Paralelamente, as col6nias foram transferidas para um
tubo com 3 a 5 mL de Caldo Infusdo Cérebro Coracéo (BHI), incubado a 35 - 37 °C
por 18 - 24 horas para a prova de coagulase. Apds o periodo de incubag&do, uma
aliquota de 0,5 mL da suspenséao obtida foi transferida para um tubo, ao qual foram
adicionados 0,5 mL de plasma de coelho liofilizado (Laborclin) reconstituido de
acordo com as instrucdes do fabricante. A leitura da prova foi realizada apés 4 a 24
horas de incubacdo a 35 - 37 °C (SILVA et al., 2007). As unidades formadoras de
colénias de ECP por grama de alimento (UFC/g) foram resultantes do namero de
colonias fermentadoras de manitol e produtoras de coagulase, considerando-se a

diluicdo correspondente.

6.1.2.4 Determinacéo do pH

As amostras foram trituradas e um total 10 g da amostra pesado em
um béquer. Apds a adicdo de 100 mL de &gua, o conteudo foi agitado até que as
particulas, ficassem uniformemente suspensas, e o pH foi medido com o aparelho
previamente calibrado (Hanna Instruments HI 3221), operando-o de acordo com as
instrucdes do manual do fabricante (ZANEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008). Os
resultados apresentados foram correspondentes as médias das medic6es realizadas
em duas aliquotas derivadas de cada amostra.

6.1.2.5 Determinacédo da atividade de agua (aw)
As amostras foram fragmentadas para permitir que o fundo do

recipiente apropriado ao equipamento pudesse ser completamente preenchido. A

atividade de agua (aw) de cada amostra foi determinada individualmente, utilizando
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medidor de atividade de agua (Aqua Lab Dew Point 4TEV). Os resultados
apresentados foram correspondentes a média das medi¢cdes realizadas em duas

aliquotas derivadas de cada amostra.
6.1.2.6 Analise estatistica

Os valores médios de pH e a,, obtidos para cada tipo de produto estudado
(Massa seca sem recheio, Massa seca com recheio, Massa fresca sem recheio e Massa
fresca com recheio) foram comparados, utilizando analise de varidncia e o teste de médias
(teste de Tukey, p < 0,05). As andlises foram realizadas utilizando o software Statistica 7.0
(Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA) e a planilha eletrbnica Microsoft® Excel® 2010, versao
14.0.6112.5000 (32 bits) (Microsoft Corporation, Pasadena, CA, USA).

6.1.3 Resultados

Todas as 50 amostras de massas alimenticias analisadas
apresentaram contagem de ECP menor do que 10 UFC/g, portanto abaixo do limite
estabelecido pela Resolugdo RDC n° 12/2001, da ANVISA, que é de 5,0 x 10°
UFC/g (BRASIL, 2001).

As médias de aw das amostras analisadas neste trabalho s&o
apresentadas na Tabela 12. Os valores de aw encontrados n&o apresentaram
diferenca significativa (Tukey, p<0,05) entre as meédias calculadas para as massas
frescas, independente da presenca de recheio (0,96 + 0,02). As massas secas com
e sem recheio apresentaram médias de a,, significativamente diferentes entre si e

entre as massas secas sem recheio (0,61 = 0,02) e com recheio (0,70 £ 0,02).

Tabela 12 — Médias de aw das amostras analisadas por tipo de produto.

NUMERC DE AMOSTRAS

TIPO DE PRODUTO ANALISADAS MEDIAS DE a,,
Massa seca SEM recheio 16 0,61+ 0,07
Massa seca COM recheio 8 [:-,I-’[Zlb + 0,03
Massa fresca SEM recheio 14 0,96% + 0,02
Massa fresca COM recheio 12 0,96+ 0,01

Fonte: Do autor (2013). Médias assinaladas com letras diferentes na mesma coluna sao
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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As médias de pH das amostras estdo apresentadas na Tabela 13.
Os valores de pH encontrados variaram entre 5,69 + 0,43 e 6,12 + 0,23. As massas
frescas sem recheio apresentaram média significativamente menor do que as
massas com recheio (5,69 + 0,43), tanto as secas quanto as frescas, mas

semelhante a média das massas secas sem recheio (5,79 + 0,23) (Tukey, p < 0,05).

Tabela 13 — Médias de pH das amostras analisadas por tipo de produto.

TIPO DE PRODUTO NUMERO DE AMOSTRAS MEDIAS DE pH
ANALISADAS
Massa seca SEM recheio 16 5,79% + 0,23
Massa seca COM recheio 8 6,12% + 0,23
Massa fresca SEM recheio 14 5,69° + 0,43
Massa fresca COM recheio 12 6,03 + 0,15

Fonte: Do autor (2012). Médias assinaladas com letras diferentes na mesma coluna séo
significativamente diferentes pelo teste de Tukey (p < 0,05).

As legislagbes internacionais pertinentes que foram pesquisadas
(Argentina, Australia, Canadéa, Quénia, Nova Zelandia, Europa e EUA) mostraram-se
divergentes, tornando a comparacdo entre elas e a legislacdo brasileira pouco
significativa. Um claro exemplo desta divergéncia foi observado ao se comparar a
legislagdo europeia, que ndo estabelece limite de ECP para massas alimenticias, e a
legislacdo do Quénia, que determina como critério a auséncia de ECP para este tipo

de produto.

6.1.4 Discussao

A contagem de ECP das 50 amostras analisadas neste trabalho foi
menor que 10 UFC/g. Swartzentruber et al. (1982) também encontraram baixa
contaminacgdo por ECP (<3 NMP), ap0s analise de 1607 amostras de macarrao seco
e 1477 amostras de "noodles" seco. Outros autores, que avaliaram massas frescas
recheadas ou nédo, comercializadas no Brasil, encontraram diferentes niveis de
contaminacgéo por ECP. Comelli et al. (2011) analisaram um total de 40 amostras de
massas alimenticias refrigeradas industrializadas (24 amostras) e caseiras (16
amostras) e encontraram 3 amostras (2 industrializadas e 1 caseira) com contagens
acima de 10% UFC/g. Por outro lado, em um estudo realizado com massas frescas

produzidas e comercializadas em Londrina, pR, Brasil, todas as amostras analisadas
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estavam contaminadas com ECP, algumas com contagens superiores a 5,0 x 10°
UFC/g (FERRARI; WINKLER; OLIVEIRA, 2007).

A atividade de agua (ay) e o pH séo caracteristicas intrinsecas dos
alimentos que interferem no desenvolvimento microbiano (JAY, 2005;
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010) e, por conseguinte, na producdo de seus
metabolitos, como as enterotoxinas produzidas por isolados enterotoxigénicos de
Staphylococcus spp. Contagens acima de 10° UFC de ECP indicam condicbes
higiénico sanitarias inadequadas de processamento. Contagens acima de 10° UFC
de Staphylococcus spp. enterotoxigénicos por grama de alimento sdo necessarias
para haver producdo de enterotoxina em quantidade suficiente para causar
intoxicag&o alimentar.

O pH das massas alimenticias estudadas no presente trabalho
variou de 5,69 a 6,12. Embora ECP possa se multiplicar em pH igual ou superior a
4,2 (ZINK; BOHM, 2005; JAY, 2005), outras caracteristicas intrinsecas relevantes,
como por exemplo a aw, devem ser consideradas. Valores de aw abaixo de 0,86 sao
limitantes ao desenvolvimento de Staphylococcus spp. (GAVA, 1984; SIQUEIRA,
1995; JAY, 2005; FRANCO; LANDGRAF, 2008). No presente trabalho, as médias de
a, obtidas para massas secas com e sem recheio foram abaixo desse limite (0,70 e
0,61, respectivamente). A necessidade de se investigar a ocorréncia de ECP nesse
produto torna-se questionavel, ja que nestas condicfes, a multiplicacdo de ECP fica
comprometida e a producdo de toxina estafiloccica pouco provavel. Por outro lado,
a média de a, para massas frescas com e sem recheio foi de 0,96. A legislacao
brasileira, portanto, poderia utilizar a umidade ou a, como parametro para
determinar em quais tipos de massas o padrao ECP deveria ser pesquisado, ou
seja, aplicavel apenas para massas alimenticias cruas que apresentassem
condicBes favoraveis a multiplicacdo de Staphylococcus spp. e a producdo de suas
enterotoxinas (ay > 0,86).

Embora a média de aw das massas frescas com e sem recheio,
obtida neste trabalho, possibilite a multiplicacdo de Staphylococcus spp., todas as
amostras analisadas, apresentaram contagens de ECP menores que 10 UFC/g, o
que indicou condi¢des adequadas de processamento e armazenamento das massas
alimenticias analizadas. A industria de massas brasileira nos uUltimos anos investiu
em tecnologia, equipamentos de Ultima geracdo e capacitacdo dos profissionais,

resultando em um parque industrial entre os mais modernos do mundo
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(ABIMA,2012). Os controles estabelecidos na cadeia de producdo diminuem o risco
de contaminacao e a posterior multiplicacdo de ECP, o que leva, consequentemente,
a diminuicdo do risco da presenca de enterotoxinas estafilocécicas neste tipo de
produto. Além disso, outros fatores intrinsecos e extrinsecos sdo considerados para
0 armazenamento desses produtos, de forma a constituir barreiras a contaminacéao e
multiplicacdo de ECP. As massas frescas possuem conservantes e aditivos em suas
formulacbes, algumas possuem embalagens com atmosfera modificada, sé&o
comercializadas sob refrigeracdo (4 a 10 °C) e, em geral, apresentam curto prazo de
validade (30 a 120 dias).

E muito importante ressaltar que a auséncia de células viaveis de
Staphylococcus spp. no momento da andlise do produto final ndo assegura que o
produto esteja livre de enterotoxinas estafilocécicas, devido a sua termoestabilidade
(LANCETTE; BENNET, 2001). Somente a deteccdo de enterotoxinas no produto
final poderia contestar a sua inocuidade definitivamente. A deteccdo de
enterotoxinas diretamente nos alimentos é inviavel de ser utilizada na rotina
laboratorial devido ao seu alto custo. E essencial, portanto, o controle de toda a
cadeia de producéo na producdo de massas alimenticias através da implantacéo de
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e do Sistema de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle (APPCC).

A legislagdo europeia (Regulamento CE N° 2073/2005) né&o
estabelece critérios para o padrdo ECP em massas alimenticias, e ndo foram
encontradas informacfes sobre este tipo de critério para o referido produto nos
websites de 6rgaos oficiais dos Estados Unidos (FDA, USDA). O padréo para ECP
estabelecido na Austrdlia, Argentina, Canada e Nova Zelandia varia de 10° a 10*
UFC/g. Embora a legislacdo desses paises também estabeleca um uUnico limite
maximo, independente das diferencas de a,, existente entre os tipos de produtos,
ndo € possivel afirmar que nesses paises tenha sido realizada uma avaliacdo de
risco que possibilitasse saber se massas alimenticias cruas sdo associadas com
frequéncia a casos ou surtos de intoxicacdo estafilococica. No Brasil, ndo ha
informacdes disponiveis sobre a implicacdo de massas alimenticias cruas como
responsaveis por veiculacdo de enterotoxinas estafilococicas.

Um padrdo microbiolégico deveria ser estabelecido e aplicado
quando ha evidéncias de que o alimento poderia representar um risco a saude

publica ou apdés uma avaliacdo de risco. Além disso, esses padrdes deveriam ser
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revisados periodicamente a fim de manterem-se atualizados quanto a patégenos
emergentes, tecnologias em desenvolvimento e novos conhecimentos cientificos
(CODEX ALIMENTARIUS, 1997).

O avanco tecnoldgico da industria de massas alimenticias, que
reduziu o contato do manipulador com o produto, da aplicacdo de embalagens com
atmosfera modificada e uso de conservantes associados a conservacao refrigerada,
assim como, a baixa contaminacgéo por ECP nas massas industrializadas encontrada
neste trabalho, permitem conjecturar sobre a necessidade do estabelecimento desse
padrdo microbioldgico, principalmente, para massas secas.

A partir dos resultados do presente trabalho pode-se inferir que é
necessario a realizacdo de analises laboratoriais sisteméticas dos produtos
alimenticios produzidos no mercado interno para estabelecer padrbes
microbioldgicos coerentes com as condi¢cdes higiénico-sanitarias de processamento

desses produtos.

6.1.5 Conclusao

Todas as amostras de massas alimenticias secas e frescas
analisadas apresentaram contagens de ECP menor que 10 UFC/g.

A média de a, das massas secas com e sem recheio foi menor do
que 0,70 e 0,61, respectivamente, o que impossibilita a multiplicacdo de ECP e a
producdo de toxina. A a, poderia ser utilizada como parametro para determinar em
guais tipos de massas o padrdo ECP deveria ser pesquisado, uma vez que a média
de aw das massas frescas foi de 0,96.

A auséncia de Staphylococcus spp. ndo assegura que a massa
alimenticia ndo esteja contaminada com enterotoxina estafilococica. Assim sendo, a
implantacdo de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e do Sistema de Analise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC) na cadeia de producdo de massas
alimenticias torna-se essencial para obtencdo de produtos inGcuos, uma vez que a

deteccado de enterotoxinas nos alimentos € inviavel, devido ao alto custo.
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