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RESUMO

A implementacdo de Sistemas de Gestdo da Seguranga Alimentar na “restauracdo de
eventos” ¢ complexa pelas proprias caracteristicas da atividade, pelo que estabelecer e
validar um tempo méaximo de exposi¢ao a temperatura nao controlada dos alimentos na
restauracdo de eventos, simplificaria em muito a mesma. Este foi o objetivo principal
deste estudo.

Apos selegao das preparagdes culinarias de risco, foram recolhidas amostras das
mesmas durante a realizagdo de eventos, em diferentes tempos de exposi¢do. De
seguida, no laboratorio, a qualidade microbiolégica destas amostras foi avaliada
relativamente aos seguintes critérios: contagem de mesoéfilos a 30°C (CAM), contagem
de Enterobacteriaceae e contagem de E. coli.

De um modo geral, encontrdmos uma elevada percentagem de unidades amostrais nao
satisfatorias para as contagens de mesofilos (77,7%) e para as contagens de
Enterobacteriaceae (43,6%). Para o parametro contagem de E. coli ¢ que encontramos
uma elevada percentagem (94,3%) de unidades amostrais satisfatorias.

Ao longo do tempo de exposicao, no geral, ndo se observaram progressoes quantitativas
bacterianas estatisticamente significativas, contudo, podemos concluir que o que afeta
mais a qualidade microbioldgica das preparagdes culinarias na “restauragdo de eventos”
¢ a sua qualidade inicial.

De fato, os resultados obtidos para as contagens microbioldgicas neste estudo indicam a
necessidade de analisar o Sistema de Gestdo da Seguranca Alimentar implementado na
cozinha central da empresa de “catering”, de modo a detetar e corrigir as suas falhas,
pois obtivemos um elevado nimero de unidades amostrais ndo satisfatorias no inicio da
exposicao a temperatura nao controlada (Ty) para as contagens de mesofilos e de

Enterobacteriaceae.

Palavras-chave: “restauragdo de eventos”, seguranga alimentar, qualidade

microbiologica, CAM, Enterobacteriaceae, E. coli




ABSTRACT

Implementation of Food Safety Management Systems (HACCP) in the "catering
industry” is complex by its own activity characteristics, so establish and validate a
maximum time of exposure to uncontrolled temperature of food in the events, simplify
much the same . This was the main objective of this study.

After selection of culinary risk preparations, samples were collected during the course
of events at different exposure times. Then, at the laboratory, the microbiological
quality of these samples was evaluated on the following criteria: total viable count
(TVC), Enterobacteriaceae count and E. coli count.

In general, we have found a high percentage of unsatisfactory samples for TVC (77,7
%) and for Enterobacteriaceae count (43,6 %). For the E. coli count parameter is that
we found a high percentage (94.3%) of satisfactory sample units.

During the exposure time, in general, there were no statistically significant quantitative
bacterial progressions; however, we can conclude that what most affects the
microbiological quality of the culinary preparations in the catering is its initial quality.
In fact, the results obtained for microbiological counts in this study indicate the need to
analyze the Food Safety Management System implemented in the central kitchen of the
catering company in order to detect and correct its faults, as we have obtained a large
number of sample units not satisfactory at the beginning of exposure to uncontrolled

temperature (T¢) for TVC and Enterobacteriaceae counts.

Keywords: catering, food safety, microbiological quality, TVC, Enterobacteriaceae, E.

coli
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Introducdo

I. INTRODUCAO

I.1. Enquadramento

O setor da hotelaria e do “Catering”, que engloba hotéis, restaurantes, estabelecimentos
de “fast-food”, empresas de “Catering”, cafés e bares ¢ uma importante fonte de
emprego no setor dos servigos e contribui para o crescimento da economia portuguesa
(OSHA, 2008). A importancia do mesmo setor na Europa ¢ confirmada por um volume
anual de negdcios de 24 mil milhdes de euros e a garantia de 600.000 postos de
trabalho, mais do que uma refei¢do ingerida fora de casa por cada quatro refeicdes
consumidas e 67 milhdes de consumidores servidos todos os dias (FERCO, 2014).

Os problemas de saude e seguranca sempre ocuparam um lugar de destaque nas
preocupacoes dos seres humanos, como se pode ver olhando para a escala de
necessidades humanas de Maslow (Matias, Fonseca, Barata e Brojo, 2013). No sector
alimentar estes problemas assumem um papel de destaque uma vez que a alimentagao
humana esté4 diretamente relacionada com a sua satide e o seu bem-estar.

A seguranca alimentar ¢ fundamental no “Catering” devido ao elevado numero de
refei¢des servidas todos os dias (Rosset, Cornu, Noél, Morelli e Poumeyrol, 2004). Por
outro lado, nas recentes décadas a sociedade tem aumentado a vigilancia em tudo o que
diz respeito a seguranca alimentar ¢ ao controlo da saude pelas autoridades, o que
ajudou a aumentar a consciéncia da importancia das condi¢cdes de producdo dos
alimentos a colocar na mesa dos consumidores e da melhoria do setor da hotelaria e do

“Catering” (Matias, Fonseca, Barata & Brojo, 2013).

I.2. Caracterizacao da atividade de “Catering” / Tipos de “Catering”
I.2.1. Caracterizacio dos servicos de Restauracio de Eventos e conceito de
“Catering”

O turismo pode ser classificado a partir do perfil do visitante e pela analise da
motivacao da sua deslocagdo. Entre os diversos tipos de turismo identificados, o que
mais esta a crescer ¢ o Turismo de Eventos (Cardoso, 2003). Um evento pode ser
definido como um acontecimento, de carater eventual, limitado no espago e no tempo
(ex.: eventos culturais, sociais, desportivos, institucionais) (Johnsen, Bieger, Muller e
Elsasser, 2004).
Um dos elementos do turismo que ndo pode faltar em nenhum destino ¢ o da

alimentacdo, seja como elemento de atragdo especial, ou como atividade essencial,
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indispensavel e inevitavel (OMT, 2003). A restauragdo ¢ considerada como um dos
intervenientes na constitui¢do do produto turistico, a par dos transportes, da hotelaria,
das atividades culturais e de diversao (Albuquerque e Godinho, 2001).

Os servicos de restauracdo englobam os servicos de Restauracao de Eventos, geralmente
denominados de “Catering”, terminologia anglo-saxdénica que, segundo a Codex
Alimentarius Commission (CAC, 1993) significa a atividade de preparagdo,
armazenamento e distribuicdo de alimentos para o consumidor final, no local de
preparagao ou num local diferente deste. A defini¢ao de “Catering” também ¢ dada pela
Encyclopedia of Tourism (2000), em que “Catering” significa fornecimento de
alimentos, refei¢des e servicos a um certo numero de pessoas, num determinado tempo
e local especifico, assim como no Oxford Advanced Learner’s Dictionary (2000) onde
“Catering” significa a atividade de fornecer alimentos e bebidas para reunides,
congressos ou eventos sociais, tais como banquetes e casamentos.

De acordo com o local de distribuicdo dos alimentos e refei¢des, segundo Hansen
(1995) e a Encyclopedia of Tourism (2000), assim se podem designar:

e “Banquet Hall Catering” ou “Function Catering”, que representam unidades
independentes, normalmente associadas a hotéis, centros de congressos e
convengdes ou espagos concebidos para esse efeito (caso de palacios ou casas e
quintas rurais), onde sdo fornecidas refeicdes para um grande numero de
consumidores (banquetes);

e “Off-premise Catering” que significa o fornecimento de refei¢des e servigos de
restauracdo de eventos, para um espaco escolhido pelo cliente, num local longe
da cozinha central onde se produzem as mesmas refeigdes.

De uma forma generalizada, as tarefas associadas aos estabelecimentos de “catering”
sdo as seguintes: rece¢do e armazenamento de alimentos, preparacdo dos alimentos,
confecdo dos alimentos, servico ao cliente /distribuicao, lavagem e limpeza (Matias et

al., 2013).

1.2.2-Tipo de sistemas de distribuicio de refeicoes na restauracio de eventos
Como foi referido anteriormente a “restauragao de eventos” significa o fornecimento de
refeicdes a um certo nimero de pessoas, num determinado tempo e local especifico.
Este conceito engloba os banquetes, designados no Diciondrio Universal de Lingua

Portuguesa da Texto Editora (2000), como refeicdes aparatosas, festivas e solenes,
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pressupondo assim o fornecimento de refeicdes para um grande nlUmero de
consumidores.

Para se ser um bom fornecedor de refei¢des, € preciso saber fornecer alimentos com
caracteristicas de qualidade e sabor excelentes ¢ que podem, simultaneamente, ser
inovadoras e tradicionais. Um dos grandes problemas do planeamento das refeicdes e
respetiva ementa, ¢ que muitas vezes o cliente deseja uma determinada refeigdo que
pode nao ser adaptada as condi¢des da cozinha e condigdes de distribuicdo, mas que,
por motivos de ordem econdmica, o estabelecimento de restauragcdo tem de aceitar, para
ndo perder o cliente (Hansen, 1995).

Nos sistemas de “buffet” (sindnimo de livre servigo ou “self-service”) a distribuig¢ao dos
alimentos para consumo ¢ efetuada através de expositores, bancadas ou mesas, onde
uma variedade de alimentos ¢ exposta. Os consumidores ou se servem diretamente, ou
entdo, sdo servidos por profissionais em determinados pontos (Villa de Brito, 2006). A
vantagem de servir uma grande quantidade e variedade de alimentos e, ao mesmo
tempo, se conseguir reduzir o numero de empregados de servigo, faz com que os
“buffets” sejam muito utilizados nas grandes festas e eventos.

Um dos grandes problemas dos “buffets” é que, comparativamente com o servigo a
mesa sentado (“a la carte”), existe uma necessidade de se produzir mais refei¢cdes. As
mesas de “buffets” devem estar esplendorosas durante todo o servigo, devendo a mesa
do “buffet” estar constantemente repleta de alimentos, de modo a criar uma atmosfera

de grandiosidade, propria de um banquete (Hansen, 1995).

1.2.3- Sistemas de Producio utilizados no “catering”

O aumento da competitividade entre as empresas e a necessidade de atendimento das
normas de higiene e sanidade que regem o preparo e a distribuicao de alimentos levaram
alguns paises da Europa e os Estados Unidos da América (EUA) a busca de novos
processos tecnologicos de producgdo de refeicdes durante as décadas de 60 e 70 e uma
solucdo encontrada foi a centralizacao da produgao (Proencga, 1997).

O sistema “cook-serve” refere-se ao sistema tradicional de producdo de refeigdes e €
aquele no qual os alimentos sdo confecionados/ preparados proximo do horario de
serem servidos (com algumas horas de antecedéncia) e depois sao mantidos quentes
(acima de 65°C) ou frios (entre 0°C e 4°C) durante a distribuigdo, em equipamentos

conservadores da temperatura, e servidos no mesmo local em que foram produzidos.
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No sistema centralizado as refei¢des sdo produzidas numa unidade denominada cozinha
central e depois transportadas para outros locais, as cozinhas de acabamento, onde as
preparagdes sao finalizadas (Unklesbay et al., 1977 citado por Greathouse e Gregoire,
1988).

Para além disso, nas ultimas décadas, tornou-se também necessario fornecer refeicoes
de um modo cada vez mais rapido e eficiente, o que levou a criacdo de sistemas de
producio antecipada de alimentos capazes de ir ao encontro dessas novas realidades
(Castanheira, 2009).

Assim, foram desenvolvidos vérios tipos de processamento alimentar, tais como o
“cook-freeze”, “cook-chill” e o “sous-vide”, procurando manter atuais os niveis de
servico ¢ a um custo reduzido (Rodgers, 2004). Estes métodos permitem aumentar a
vida util dos alimentos, através da combinagdo de um processamento térmico suave com
0 armazenamento a baixas temperaturas, mas sem recorrer a adi¢cdo de conservantes ou
aditivos (Light & Walker, 1990 citados por Creed, 2001).

Quando o Sistema de Produc¢dao Antecipada de Alimentos ¢ implantado, as melhorias
ocorrem nos seguintes aspetos: diminui¢do do desperdicio; redugdo do consumo de
agua, energia e matérias-primas durante a preparagdo; melhoria da qualidade
organolética (preservacdo do sabor); aumento do “shelf-life” (prazo de validade) dos
produtos; reduc¢ao da oxidagdo, sobrecoc¢do e evaporagdo ocorridas no processo de
coccao dos alimentos e reducdo do consumo de Oleo nas preparagdes (Valvassori,
2014).

Contudo, segundo a Food Safety Authority of Ireland (FSAIL, 2006) a aplicacdo destes
métodos nao tem sido facil. A Tabela 3 indica algumas das questdes a considerar antes

da implementacao destes métodos numa industria alimentar.

Tabela 1 - Questdes a considerar antes de implementar o método “cook-chill”/ “cook-freeze” (adaptado

de FSAI 2006)

1. Quantidade de alimentos “cook-chill” a preparar

. Consumidor final dos alimentos “cook-chill”

. Formagao do pessoal afeto em qualidade, higiene e seguranga alimentar
. Adequabilidade das instala¢des para receber o método “cook-chill”

. Disposi¢ao da zona de preparacao e das restantes instalacdes

. Equipamento adequado

. Requisitos de distribuic@o e transporte

(o BN e Y, B NS )

. Custo financeiro
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Para além da poupanca de recursos, sdo também indicadas como vantagens destes
métodos, a melhoria das condicdes e dos horarios de trabalho, com a concomitante
redu¢do da rotatividade do pessoal, aumento da satisfagdo do cliente, pois as
encomendas sdo satisfeitas num curto prazo e observa-se também uma melhoria da
palatabilidade das refei¢des, quando comparadas com as que sofrem apenas manutengdo
quente a temperaturas superiores a 63°C, durante longos periodos.

Os métodos “cook-chill” e “cook-freeze” sdo mais seguros do que outros métodos
convencionais de fabrico de refei¢des. Tal facto deve-se a redugdo dos picos de volume
de trabalho, o que reduz a ocorréncia de erro humano (Sprenger, 2002).

Porém, a falta de aperfeicoamento desta tecnologia nos pequenos produtores, a pressao
comercial e logistica para aumentar a vida util dos produtos, a necessidade de uma
distribuicao refrigerada e o eventual desrespeito pela cadeia do frio por parte do
consumidor contribuem para potenciais falhas na seguranga destes produtos (Rodgers,
2004). Adicionalmente, esta tecnologia ainda possui alguns problemas praticos,
nomeadamente: a exposi¢ao dos produtos a temperatura abusiva nos canais de
distribuicao, o facto de o armazenamento a temperaturas iguais ou inferiores a 3°C ser
dispendioso, o facto de nem todos os parametros processuais possuirem uma
justificacdo teodrica aceitavel e a existéncia de numerosas barreiras técnicas e
dificuldades praticas na implementacdo do HACCP pelas empresas do sector alimentar
(Rybka-Rodgers, 2001).

Para além disso, a reducdo do risco esbate-se, pelo menos estatisticamente, pela
producdo em larga escala, pois quanto maior a quantidade de alimentos produzidos,
maior devera ser o controlo sobre as operagdes, de forma a, pelo menos, manter o risco
estatistico de toxi-infec¢do alimentar. Também a ideia de que a confecdo mata os
microrganismos ndo se aplica a estes métodos. O processo deverd ser entendido como
um fator de reducdo da carga microbiana, pois sempre que a qualidade higiénica das
matérias-primas for fraca, os referidos métodos nao poderdo garantir alimentos de
qualidade higiénica aceitavel (Castanheira, 2009).

Na distribui¢do dos alimentos processados pelo método “cook-chill”, a flutuagdo da
temperatura pode ser efetivamente dificil de controlar. Contudo, ¢ essencial que a
temperatura dos alimentos ndo suba acima da designada temperatura de
armazenamento, i.e. < 3°C, particularmente se o periodo de armazenamento ¢ para ser
estendido até a data limite de consumo, i.e. maximo de 5 dias, no local do servigo ou

exposicdo depois da distribui¢do. A temperatura do ar do veiculo de distribuicdo deve
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ser mantida entre -1°C e 5°C, e a temperatura do alimento em si deve ser mantida < 3°C

durante a distribui¢ao (National Standards Authority of Ireland, 1994).

1.2.3.1. “Cook-chill”

O método “cook-chill” consiste em confecionar os alimentos, em seguida arrefecé-los
rapidamente e armazena-los a uma temperatura acima do ponto de congelacdo (0° a
3°C), até a regeneragdo e/ ou servigo (FSAI, 2006). Surge assim a necessidade de
transportar refeicoes refrigeradas, o que implica ter um cuidado redobrado com a
temperatura para que ndo haja comprometimento da seguranca alimentar (Rybka-
Rodgers, 2001).

A figura 1 descreve o fluxograma tipico de um alimento preparado pelo método cook-

chill:
Figura 1 - Fluxograma do método cook-chill (adaptado de FSAI, 2006)

Rececéo de
matéria-prima
Armazenamento

Arrefecimento
rapido

: ' I

Armazenamento Armazenamento Armazenamento
refrigerado refrigerado refrigerado

| l |

Distribuicao Servico
refrigerada refrigerado

Regeneragao

Servico quente

Os alimentos preparados de acordo com o sistema cook-chill podem ser consumidos até
cinco dias incluindo o dia da confe¢do, ndo se devendo ultrapassar este prazo, uma vez
que a qualidade dos alimentos diminui (Department of Health of England, 1989; FSAI,
2006). Todos os produtos utilizados neste sistema recebem um tratamento térmico, mas
este ndo ¢ suficiente para garantir a sua seguran¢a alimentar. Assim sendo, a
refrigeracdo torna-se um ponto fulcral, que retarda a deterioragdo do alimento e, por
conseguinte, o crescimento da maioria dos microrganismos patogénicos (CAC, 1999).
Este sistema resulta porque, para além dos esporos das bactérias psicrotroficas serem
sensiveis a temperaturas elevadas, ocorre simultaneamente durante a confecdo a

inativagdo das formas vegetativas (Gould, 1996), por outro lado, o facto de se tratar de
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uma confecdo ligeira garante que o produto mantenha a sua qualidade organolética
praticamente inalterada (Holdsworth, 2004).

Segundo a FSAI (2006), os seguintes componentes sd0 necessarios para assegurar a
seguranca dos alimentos produzidos pelo sistema cook-chill:

a) As matérias-primas devem ser de boa qualidade microbioldgica e fornecidas por
fornecedores aprovados. As condi¢des de armazenamento, incluindo tempos e
temperaturas de todas as matérias-primas, devem ser monitorizadas e
controladas;

b) A confecdo deve assegurar a destruicdo de qualquer uma das formas vegetativas
dos microrganismos patogénicos presentes;

¢) O arrefecimento rapido controlado deve ser imediatamente apos a confecdo, de
modo a controlar o crescimento dos microrganismos;

d) A contaminacdo cruzada deve ser evitada em todas as etapas, particularmente
entre alimentos crus e alimentos confecionados;

e) As condigdes de armazenamento e de distribui¢do dos alimentos produzidos no
sistema cook-chill devem assegurar a sua seguranca microbioldgica;

f) Todos os procedimentos de regeneracdo e do servigo devem assegurar que a sua
seguranga microbioldgica ¢ mantida até ao consumo;

g) Um sistema de gestdo de seguranga alimentar incorporando o HACCP.

Neste sistema, ainda segundo a FSAI (2006), na etapa de confe¢do, a temperatura em
todo o alimento deve ser mantida acima dos 70°C durante pelo menos por 2 minutos.
Existem véarias recomendagdes para o arrefecimento rapido na bibliografia. O
Departamento de Satde (Department of Health) do Reino Unido (UK) refere que o
alimento seja pré-arrefecido durante 30 minutos e depois refrigerado entre 0°C e 3°C
num maximo de 90 minutos, conferindo ao produto 5 dias de validade incluindo o dia
da produgdo. J& a Food and Drug Administration (FDA) (USA) estabelece 2 horas para
arrefecer de 60°C para 21°C ou um total de 6 horas para arrefecer de 60°C para 5°C,
conferindo ao produto um periodo de validade de 7 dias quando conservado a 5°C ou
menos (FDA, 2013).

A distribuicdo das refei¢des deve comecar no maximo 15 minutos apds a regeneragao
(Department of Health of England, 1989; FSAI, 2006) e as refei¢des devem ser
regeneradas entre 63°C e 70°C e durante o tempo ideal, para que a qualidade nutricional
e sensorial dos alimentos ndo seja prejudicada pelo seu sobreaquecimento. As refei¢des

que forem regeneradas e deixadas arrefecer devem ser rejeitadas. Alimentos destinados
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a serem consumidos frios ou a temperatura ambiente devem ser consumidos o mais
rapidamente possivel e, de preferéncia, nos 30 minutos ap6és a saida da camara

frigorifica (Department of Health of England, 1989).

1.2.3.2. “Cook-freeze”
O método “cook-freeze” é em tudo semelhante ao método “cook-chill”’, no entanto
alguns parametros processuais sao diferentes.
Neste método pretende-se a redugdo da temperatura das refeigdes para -18°C em menos
de 90 minutos (Fennema, Powrie & Marth, 1973; Brown, Evans, James, James &
Swain, 2006), logo apos a confec¢do.
ApoOs a ultracongelagdao o alimento podera ser conservado entre -18°C e -20°C até 12
meses. Uma vez que a temperaturas inferiores a -18°C ndo existe desenvolvimento
microbiano, esta temperatura €, em muitos paises, especificada para a conservacao de
alimentos ultracongelados (Henriques, 2008).
Antes da regeneracdao o alimento devera ser completamente descongelado, isto €, ndo
deverdo existir cristais de gelo no alimento. Apods a descongelagdo, o alimento podera
ser regenerado do mesmo modo que um alimento “cook-chill” (Brown et al., 2006).
Contudo, se a descongelagdo ndo ocorrer na totalidade, certas areas do alimento
continuam congeladas e na regeneracao, a temperatura nestas zonas do alimento podera
ndo ser suficiente para a destruicdo dos microrganismos patogénicos que possam
eventualmente existir (Barrie, 1996, citado por Brown et al., 2006).
A congelacdo rapida (ultracongelagdo) ¢ altamente recomendavel por questdes ligadas a

qualidade do produto (Geiges, 1996).

1.2.3.3. “Sous-vide”

Segundo Baldwin (2014) “sous-vide” ¢ o termo francés para “sob vacuo” e refere-se a
um método de cozinhar alimentos acondicionados em sacos de plastico sob vacuo num
banho de agua ou num ambiente com vapor a temperatura controlada por um tempo
superior ao usado nos métodos de confegdo tradicionais. O tempo pode variar entre 2
horas e 72 horas e a temperatura precisa de ser estavel, normalmente entre 40°C e 70°C,
dependendo do que se cozinha. O objetivo da técnica ¢ manter a integridade do
alimento, evitando a perda de humidade e sabor.

O método de confecdo sous-vide difere dos métodos tradicionais de confecdo de dois

modos fundamentais: os alimentos crus sdo acondicionados sob vacuo em sacos
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plasticos proprios para uso alimentar e resistentes a temperaturas elevadas e os
alimentos sao cozinhados a uma temperatura precisa e estavel.

O acondicionamento a vacuo tem vdarios beneficios: permite que o calor seja
eficientemente transferido da dgua (ou vapor) para os alimentos; aumenta o tempo de
vida util dos alimentos por reduzir o risco de recontamina¢@o durante o armazenamento;
inibe o aparecimento dos “off-flavours” da oxidacgao e previne as perdas por evaporagao
dos sabores volateis e da humidade durante a confe¢do; e reduz o crescimento
bacteriano aerdbico — o que origina alimentos particularmente saborosos e nutritivos.
Contudo, a temperatura precisa e estavel tem mais beneficios para os chefs que o
acondicionamento sob vacuo: permite uma reprodutibilidade quase perfeita; permite um
maior controlo sobre a cozedura que nos métodos tradicionais de confecao; os alimentos
podem ser pasteurizados e sanificados a temperaturas mais baixas, de modo que nao tém
que ser “bem cozinhados” para serem seguros; e pedagos rijos de carne (que
tradicionalmente eram guisados para ficar tenros) podem ficar tenros e num “grau de
cozedura” médio ou médio-raro (Baldwin, 2012).

Em relacdo aos alimentos “sous-vide cook-chill”, Sebastia et al. (2010) concluiram que
a sobrevivéncia dos microrganismos no processo depende da carga inicial e que o
produtor tem que implementar um sistema de traceabilidade de modo a assegurar a

seguranca alimentar destes produtos.

I.3. Perigos veiculados pelos alimentos

As refeicOes servidas em estabelecimentos de restauracdo podem potencialmente
veicular perigos capazes de provocar efeitos adversos na saide de quem os consome
(Montes et al., 2005), entendendo-se por perigo qualquer agente de origem bioldgica,
fisica ou quimica, que uma vez presente pode tornar o alimento prejudicial ao
consumidor (CAC, 2003).

Os perigos bioldgicos sao provavelmente os mais problematicos para a inocuidade dos
alimentos, estimando-se que 90% das doencas transmitidas por alimentos sdo
provocadas por microrganismos (Veiga et al., 2009). Nesta categoria incluem-se
bactérias, fungos, virus e parasitas (Baptista & Linhares, 2005), ainda que as bactérias
sejam, no entanto, as responsaveis pelo maior nimero de efeitos adversos na saude dos
consumidores.

Agentes patogénicos especificos estdo frequentemente associados a alimentos

especificos, como se pode constatar na Tabela 1.
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Tabela 2 — Associagdes comuns entre agentes patogénicos e alimentos (adaptado de FSAI 2006b)

Agente Patogénico

Alimentos frequentemente associados

Salmonella spp

Ovos, aves, outras carnes e produtos lacteos

Clostridium botulinum Mesofilico/
Proteolitico: tipos A, B e F

Alimentos enlatados, embalados a vacuo (VP) e embalados em
atmosfera modificada (MAP)

Clostridium botulinum Psicrotréfico/
Nao-proteolitico: tipos B, E e F

Alimentos enlatados, alimentos VP/MAP e alimentos em boides
de vidro

Ovos, aves, outras carnes, produtos lacteos e produtos de

! 7 .
Staphylococcus aureus confeitaria

Campylobacter jejuni Ovos, aves e produtos a base de leite

Yersinia entereoclitica Carnes frescas e leite

Listeria monocytogenes Alimentos prontos a consumir

Clostridium perfringens Carnes confecionadas e produtos avicolas

Escherichia coli O157 e outras E.

. s Carnes, aves, leite e produtos vegetais
coli Verotoxigénicas (VTEC) p g

Arroz e pasta cozidos, especiarias, carnes, leite, vegetais, peixe,

Bacillus cereus molhos, pudins, sopa, produtos de pastelaria e saladas

Vibrio parahaemolyticus Peixes e produtos a base de peixe

A sobrevivéncia e o crescimento dos agentes patogénicos dependem de fatores
intrinsecos e extrinsecos dos alimentos. Nos primeiros encontramos a composi¢ao
nutricional (incluindo a presenca de constituintes antimicrobianos), o pH, a textura
(estruturas bioldgicas), o valor da atividade da agua (ay) e o potencial redox do
alimento. Nos segundos encontramos a temperatura e a composicdo da atmosfera

circundante (Adams & Moss, 2008).

Na tabela 3 podemos constatar alguns exemplos em como a composi¢do dos alimentos

influencia a inativagcdo dos microrganismos.
Tabela 3 — Efeito das caracteristicas da composi¢do dos alimentos na resisténcia ao calor dos agentes

patogénicos em geral (adaptado de FSAI 2006b)

Caracteristicas da composicao do alimento Aumento da resisténcia ao calor

, A .

Aumento do conteudo em gordura Sim
/. . B .

Aumento do conteudo em hidratos de carbono Sim

Aumento do contetido em proteinas Sim

Aumento do contetido em sal® Variavel

Estrutura do alimento” Variavel

A Estudos da resisténcia ao calor da Listeria monocytogenes mostram que esta aumenta com o aumento do contetido em gordura do
alimento.

B A resisténcia ao calor dos patogénicos vai aumentar na presenga de concentragdes elevadas de agticares. Isto ¢ parcialmente devido
a diminuigdo da a, associada as concentra¢des elevadas de agucares. Contudo, os efeitos relativos dos diferentes aglicares na
resisténcia ao calor variam bastante ainda que o aw se mantenha o mesmo. A resisténcia ao calor dos patogénicos aumentara
também na presenca de amido(s) num produto.

€ 0 efeito do sal na resisténcia ao calor dos patogénicos ¢ varivel e depende largamente no tipo de sal e na sua concentragio. Sais
de sodio, por exemplo cloreto de sodio, diminuird a a,, e assim pode aumentar a resisténcia ao calor. Outros sais como sais de calcio
ou de magnésio aumentam a a,, e, deste modo, diminuem a resisténcia ao calor.

D Muitos alimentos ndo terio uma estrutura interna uniforme. Como consequéncia podem formar-se microambientes dentro do
alimento. A localizagdo das células dos patogénicos no interior do alimento também pode afetar a sua resisténcia ao tratamento
térmico. Microambientes podem ter propriedades diferentes das do alimento como um todo. Isto pode ser problematico se estas
propriedades dos microambientes permitirem o crescimento dos patogénicos e se as propriedades do alimento como um todo nao
permitirem a sua sobrevivéncia e crescimento.
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I.4- Doencas de Origem Alimentar
As doengas de origem alimentar (DOA) provocam um enorme dano na saude das
populagdes. Milhdes de pessoas adoecem e morrem como resultado da ingestdo de
alimentos contaminados. Profundamente preocupados com isso, os Estados-Membros
da OMS aprovaram uma resolugdo em 2000 para reconhecer a seguranga alimentar
como uma fungao essencial de saude publica.
A seguranga alimentar engloba todas as acc¢des que visam assegurar que todos os
alimentos sdo o mais seguros possivel. Politicas e a¢des de seguranga alimentar tém de
abranger toda a cadeia alimentar, desde a produg¢do até o consumo (“from farm to fork™)
(WHO, 2014a).
As DOA abrangem um amplo espectro de doencas e sao um problema crescente de
saude publica em todo o mundo. Elas sdo o resultado da ingestdo de alimentos
contaminados com microrganismos ou produtos quimicos. A contaminag¢do dos
alimentos pode ocorrer em qualquer fase do processo de produgdo de alimentos desde a
producdo até ao consumo e pode resultar de contaminagdo ambiental, incluindo a
poluicao da agua, solo ou ar (WHO, 2014b).
No caso de uma DOA provocada por agente bioldgico (microrganismo), essa condi¢ao
¢, frequentemente, denominada de toxi-infec¢do alimentar e os microrganismos que
deram origem a doenca denominam-se patogénicos (Forsythe, 2002).
De acordo com Mossel & Garcia (1985) e Novais (2004) as toxi-infecgdes alimentares
podem ser caracterizadas por:
- Intoxica¢des alimentares: ocorrem quando sdo ingeridas toxinas produzidas durante
o desenvolvimento microbiano nos alimentos, toxinas estas com agdo enterotoxigénica;
- Infec¢oes alimentares: os alimentos sdao o veiculo dos microrganismos que, ao
desenvolverem-se no intestino, provocam uma infec¢ao no hospedeiro.
Como exemplo de microrganismos produtores de enterotoxinas temos as bactérias
Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, Bacillus cereus e Clostridium
botulinum. Como exemplo de infe¢des bacterianas e respetivos microrganismos temos a
Salmonelose (ex: Salmonella Enteritidis), Campilobacteriose (ex: Campylobacter
Jjejuni), Shigelose (ex: Shigella sonnei) e Yersiniose (ex: Yersinia enterocolitica).
Os perigos bioldgicos podem-se encontrar em quase todos os alimentos, mas a sua
transmissao resulta, na maioria dos casos, da utilizacdo de praticas erradas nas ultimas

etapas da sua confecdo ou distribuicdo (Veiga et al., 2009).
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A presenca de perigos nos alimentos decorre de véarios fatores: desde novos métodos de
producao animal e vegetal, com recurso a produtos cujos residuos podem ser perigosos
nos alimentos até aos novos habitos de consumo. As altera¢des nos habitos de consumo
incluem o recurso a alimentos pré-cozinhados ou prontos a cozinhar, a toma de
refeicdes em unidades de restauragdo, o aumento do consumo de carne e de aves, o
aumento do intervalo entre a preparacdo € o consumo dos alimentos € o aumento do
consumo de alimentos preparados fora de casa, todos eles contribuindo para o aumento
da incidéncia de toxi-infec¢des devidas a microrganismos (WHO/FAO, 2002a;
Bernardo, 2006). Outros fatores a concorrerem para o aumento das ocorréncias de toxi-
infecgdes alimentares por agentes microbioldgicos incluem as alteracdes dos perfis
demograficos, com aumento da parte da populacdo mais suscetivel aos agentes nos
alimentos, e as alteragdes nas praticas de produgdo dos alimentos e dos sistemas de
distribuicdo de alimentos. Também os sistemas de produgdo agro-pecudrios intensivos
com a consequente alteracdo dos sistemas ecoldgicos, levam a emergéncia de zoonoses
e os residuos e contaminantes resultantes da producao pecuaria podem constituir uma
fonte de contaminacao devido aos microrganismos patogénicos eventualmente presentes
(WHO/FAO, 2002a; Jones et al., 2013).

As DOA tém consequéncias diretas na saide humana, que se manifestam de varias
formas, desde o desconforto ou incapacidade temporaria (FDA, 2013), sendo a diarreia
o sintoma mais frequente, até a ocorréncia de insuficiéncias renal e hepatica, disfungdes
no sistema nervoso e mesmo morte (WHO/FAO, 2002a). A estas consequéncias podem
juntar-se outras como as perdas econdmicas, o desperdicio de matérias-primas
alimentares e os efeitos nas transagdes comerciais, com consequéncias economicas
importantes e efeitos nefastos na confianga do consumidor (WHO/FAO, 2003; Wesley,
2009).

As DOA afetam de modo mais grave certos grupos da populagdo como criangas,
gravidas, idosos, utentes em instituicoes de saude e pessoas com outras doengas
concomitantes ou imunodeprimidas (WHO/FAO, 2002a; FDA, 2013; Forsythe, 2010).
Para que ocorra uma doenga transmitida por alimentos, por a¢do de agentes biologicos,
0s microrganismos patogénicos ou as suas toxinas tém que estar presentes. Para além
disso, ¢ ainda necessario que o microrganismo patogénico se encontre em quantidade
suficiente para causar a infeccdo ou para produzir toxinas; que o alimento suporte o
crescimento do microrganismo; que o alimento permaneca na “zona de perigo” de

temperaturas tempo suficiente para a multiplicagdo microbiana ou produgdo de toxinas
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ocorrer e, ainda, que seja ingerida uma quantidade suficiente, de modo a ultrapassar o
limiar de suscetibilidade de quem o ingeriu (Baptista & Antunes, 2005).

Tem sido reconhecido o papel cada vez mais predominante da restauracao na incidéncia
de casos de doenca alimentar, principalmente devido as modificagdes socioeconémicas
que levaram um nimero crescente de pessoas a comer fora de casa. A dificuldade em
produzir um alimento seguro baseia-se no facto da populacdo de consumidores ser
bastante diversificada, com varios graus de sensibilidade e estilos de vida. Para além
disso, existe uma procura crescente por parte dos consumidores de alimentos frescos e
minimamente processados que possuam uma garantia de seguranca absoluta. No
entanto, este conceito pode ter varias defini¢cdes, dependendo do que se considera um
risco significativo. O publico em geral pode considerar que os alimentos seguros
correspondem a um risco igual a zero, enquanto que um produtor de alimentos deve
considerar o que ¢ um risco aceitavel. Um risco nulo ¢ impraticavel dada a quantidade
de produtos alimentares disponiveis, a complexidade da cadeia de producdo e
distribuicao e a natureza humana (Jouve ef al., 1998; Forsythe, 2002). Nao obstante, os
riscos de ocorréncia de doengas de origem alimentar devem ser reduzidos para niveis
aceitaveis na restauracdo de eventos, como em qualquer outra atividade do sector

alimentar.

1.4.1. Fatores associados a ocorréncia de DOA na restauracao

Os dados epidemiolédgicos t€m identificado repetidamente, nos servigos de preparacao e
confe¢do de alimentos, determinados fatores contribuintes para as DOA, relacionados
com comportamentos € praticas, tais como temperaturas de armazenamento improprias,
confecdo inadequada (como cozimento de ovos em natureza), equipamento
contaminado, alimentos de origem insegura e higiene pessoal inadequada (FDA, 2013).
Na area da restauracdo, os momentos que antecedem o servico das refeicdes estdo
relacionados com os principais erros cometidos o que condiciona a seguranca alimentar
e a qualidade dos produtos (FSAI, 2006a; Azevedo, 2008).

Um estudo conduzido pela European Food Safety Authority (EFSA) e pelo European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) identificou os fatores concorrentes
para a ocorréncia dos surtos alimentares mais reportados pelos sistemas dos varios
Estados-Membros (EM) e que incluem deficiéncias na preparacdo dos alimentos, falta
de condic¢des de higiene e presenca do agente etioldgico nos manipuladores, confirmada

a partir de isolamento (EFSA, 2007).
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Se ¢ imprescindivel a exigéncia de garantias de seguranca a montante da cadeia
alimentar, no caso particular da restauracdo, esta exigéncia assume uma importancia
crucial, pois a restauragcdo surge como um elemento do final da cadeia alimentar que faz
a ponte para o consumidor final e, de certo modo, substitui-o na sua tarefa de preparar,
confecionar e conservar os alimentos. De facto, os métodos e cuidados usados no
processamento dos alimentos na restauragdo podem comprometer todos os bons
resultados obtidos a montante.

Relativamente a restauragdo de eventos, Worsfold (2001), realizou um estudo no Reino
Unido em estabelecimentos de “function-catering” e identificou os seguintes problemas:
grande nimero de consumidores; elevada quantidade de alimentos preparados com
antecedéncia; refeicdes bastante elaboradas; auséncia de condi¢des adequadas para o
correto armazenamento ou conservacao dos alimentos; atraso no servi¢o de distribui¢ao
das refei¢des; self-service pelos consumidores; consumidores de ultima hora; pessoal
extra; locais, instalagdes e equipamentos de distribui¢do de refei¢des inadequados;
incorreto transporte e distribuicdo das refei¢des; excesso de alimentos prontos a
consumir, com possiveis sobras expostas a condi¢des inadequadas.

Em Portugal o panorama nao ¢ diferente, sobretudo ao nivel do “catering” de eventos de
pequena e média dimensdao, muito comuns a nivel hoteleiro. De facto, existe um
conjunto de caracteristicas deste tipo de servigo que estd na base de situagdes de risco,
as quais ocorrem com muita frequéncia na época estival. Entre essas situagdes de risco
destacamos: a presenga de menus muito elaborados e apelativos visualmente, self-
service pelos utentes, pessoal extra, equipamento incorreto de manutencdo a quente,
mas sobretudo a quase auséncia de sistemas de refrigeracdo de alimentos expostos em
bufetes.

Nos banquetes realizados em locais fora dos estabelecimentos de restauragdo
concorrem, geralmente, outros fatores de risco, tais como: elevadas temperaturas,
transporte € armazenamento incorretos de refeigdes, numero elevado de refeigdes
preparadas com antecedéncia, sobras em quantidades elevadas e frequentemente um

elevado nimero de convidados extra de “ultima hora” (Brandao, 2007).
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1.4.2. Incidéncia das DOA nos EUA e na Europa
Tal como ja foi referido, milhdes de pessoas adoecem todos os anos por ingerir
alimentos contaminados (“ndo seguros”). Surtos graves de DOA tém sido
documentados na ultima década em todos os continentes e, em muitos paises tem-se
verificado um aumento nas taxas de incidéncia das DOA (WHO, 2014c).
Nos Estados Unidos da América (EUA) estima-se que, aproximadamente, 48 milhdes
de pessoas adoecem, destas 128 mil sdo hospitalizadas e 3 mil morrem de toxi-infecgdes
alimentares, todos os anos. Os agentes patogénicos, mais comuns, que causam estas
doencas sdo Norovirus, Salmonella nao tiféide, Clostridium perfringens,
Campylobacter spp e S. aureus (Centers for Disease Control and Prevention [CDC],
2011).
No relatério de progressos da CDC, onde comparam os dados epidemiologicos de 2013
com os dados epidemioldgicos de 2006-2008 dos EUA, podemos constatar que para o
agente Campylobacter houve um aumento de casos em 13%, para o agente Vibrio
houve um aumento de 75% e para os agentes Escherichia coli O157, Listeria e
Salmonella nao houve qualquer alteracao (CDC, 2014). E se analisarmos os relatérios
de progressos da CDC de 2012 e 2011 os valores sdo similares e continuam a indicar
que as DOA continuam a ser um problema atual.
Na Europa, segundo o relatério de zoonoses de 2012 da European Food Safety
Authority (EFSA) e da European Center for Disease Control and Prevention (ECDC),
continuou a redu¢do (desde 2008) de casos de salmonelose em humanos, mas os casos
de listeriose humana aumentaram. A maioria dos 5363 surtos de DOA declarados foram
causados por Salmonella, toxinas bacterianas, virus e Campylobacter e os alimentos
maioritariamente implicados foram ovos, refeicdes mistas e peixes e produtos a base de
pescado. Assim, apesar de algumas metas ja terem sido atingidas, mais politicas e a¢des
tém que ser postas em pratica para reduzir a incidéncia das DOA.
Segundo o ultimo relatério publicado pela EFSA, em 2012, ocorreram 5.363 surtos de
DOA, que deram origem a 55.453 casos de doenca, dos quais foram hospitalizados e
morreram (EFSA, 2014).
Em 2012, a maioria dos surtos ocorridos foram associados a alimentos de origem
animal. Como nos anos anteriores, os principais alimentos implicados foram os ovos e
os ovoprodutos, responsaveis por 22,0 % dos surtos, nos quais a Salmonella Enteritidis
foi o agente patogénico mais frequente neste alimento. As refeigdes mistas foram a

categoria a seguir mais implicada, sendo responsadveis por 15,6 % dos surtos e os
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agentes mais frequentemente detetados foram Calicivirus, Salmonella e Clostridium
perfringens (26,9%, 21,0% e 20,2%, respetivamente). Peixe e produtos derivados com
9,2% dos surtos tiveram como principal agente responsavel a histamina (48,6%).
Crustaceos, marisco e moluscos foram responsaveis por 4,6% dos surtos, por
Calicivirus e biotoxinas marinhas. Os vegetais originaram 5,1% dos surtos, 0s quais
foram causados maioritariamente por virus, Salmonella e micotoxinas.

O numero de surtos causados pelas refeicdes mistas aumentou em comparagdo com
2011, de 15,6% para 17,8%. Observou-se igualmente um ligeiro aumento dos surtos
causados por ovos e ovoprodutos, de 21,4% para 22,0%. Em contrapartida, observou-se
uma ligeira diminui¢ao nos surtos com origem em peixe e produtos derivados, de 10,1%
para 9,2%, nos vegetais, de 5,3% para 5,1% e nos crustaceos, marisco € moluscos, de
6,0% para 4,6%.

A Salmonella e os virus foram os agentes mais frequentemente responsaveis por DOA
(29,3% e 22,4%, repetivamente) nos alimentos de origem ndo animal, seguidos das

micotoxinas (13,8%) e do Bacillus cereus (10,3%) (EFSA, 2014).

1.4.3. Doencgas de origem alimentar em Portugal

Em Portugal ndo existe um sistema nacional de vigilancia das DOA e, por conseguinte,
nao existem dados a nivel nacional publicados.

Numa investigagdo efetuada pelo Laboratério de Microbiologia dos Alimentos do
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), realizada no periodo 2008-2011
foram avaliados 81 surtos e apenas em 37 foi detetado o agente etioldogico. Foram
envolvidas 547 pessoas, 183 das quais recorreram ao hospital e uma faleceu por
Yersinia enterocolitica. O agente etiologico mais frequentemente implicado foi a
enterotoxina estafilocdcica e/ou Estafilococos coagulase positiva (17,3%) seguida de
Clostridium botulinum (11,1%) e Salmonella spp (7,4%). Como alimentos responsaveis
por um maior numero de toxinfec¢des alimentares, destacaram-se as refei¢des
cozinhadas com 22 surtos, que envolveram os agentes estafilococos, Bacillus cereus,
Bacillus spp, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens, Salmonella spp,
Yersinia enterocolitica, Escherichia coli nao-O157 VTEC e toxina botulinica. Foi
detetado o primeiro caso de botulismo infantil (Saraiva et al., 2011; Correia et al.,
2013). No ano de 2013 foram investigados 19 surtos em 10 dos quais se detetou o
agente etiologico tendo sido envolvidos 183 doentes e 17 hospitalizagdes. As refeicdes

mistas e os bolos de pastelaria constituiram os alimentos onde mais frequentemente foi
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identificado o agente. O agente mais frequente continuou a ser a enterotoxina
estafilococica e/ou estafilococos coagulase positiva. Relativamente aos fatores
envolvidos na ocorréncia destes surtos tém sido as contaminagdes cruzadas,
procedimentos de manipulacdo incorretos e o abuso do bindmio tempo/temperatura de
conservagdo dos alimentos, sendo que, em varios surtos, esteve presente mais do que

um fator (Viegas, 2014).

LI.5. Conceitos de Seguranca Alimentar e Higiene Alimentar
Numa fase primaria, a Seguranga Alimentar baseava-se apenas na distingdo entre
comestiveis e ndo comestiveis. Porém, nas suas diversas vertentes, tem vindo a tornar-se
um conceito cada vez mais rigoroso, sendo preocupacao intrinseca ao processo natural
de sobrevivéncia humana.
De facto, a Seguranca Alimentar e o Controlo Alimentar t€ém sido reconhecidos como
matérias importantes em muitos paises durante décadas (Schlundt, 2002).
A CAC define “Seguranca Alimentar” como sendo a garantia de que os alimentos nao
provocardo danos ao consumidor quando sdo preparados ou consumidos de acordo com
0 uso a que se destinam (CAC, 2003), estando intrinsecamente ligada a higiene dos
géneros alimenticios, A “Higiene Alimentar”, por sua vez, ¢ definida como o conjunto
de medidas e condigdes necessarias para controlar os perigos e assegurar que 0s géneros
alimenticios sdo proprios para consumo humano (Regulamento CE n° 852/2004 de 29
de Abril). O mesmo regulamento estabelece que todos os operadores de empresas do
sector alimentar, ao longo da cadeia de producao, devem garantir que a seguranca dos
géneros alimenticios ndo ¢ comprometida, para tal devendo criar e aplicar programas de
seguranc¢a baseados nos principios do sistema Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP). Por sua vez, os requisitos do sistema HACCP implementado deverao
tomar em consideragdo os principios da CAC, devendo ter a flexibilidade suficiente
para ser aplicaveis em todas as situacdes, sem que, contudo, essa flexibilidade
comprometa os objetivos de higiene estabelecidos.
Assim as industrias alimentares, incluindo a restauragdo, por imposi¢cdo dos governos e
de toda a legislacao inerente e com o objetivo de corresponder as exigéncias dos
consumidores por uma alimentacdo segura, t€ém vindo a adotar e implementar como

sistema preventivo de controlo e gestdo da seguranca alimentar o sistema HACCP.
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L.5.1. HACCP
O sistema HACCP constitui numa abordagem sistematica na identificagdo, avaliagdo e
controlo dos perigos que podem intervir com a seguranca alimentar e consiste num
sistema de garantia da qualidade (FDA, 2013).
De acordo com a FDA (2013), um Ponto Critico de Controlo (PCC) refere-se a uma
etapa ou procedimento no qual a perda de controlo pode resultar num risco inaceitavel
para a saude, sendo que o controlo aplicado a essa etapa ¢ essencial para prevenir ou
eliminar o perigo alimentar ou reduzi-lo para um nivel aceitavel.
O estabelecimento de limites criticos define os parametros que tém que ser verificados
e assegurados em cada PCC. A monitorizagao e verificagdo sao os passos subsequentes
que asseguram o controlo e a eficicia do processo. O HACCP constitui assim uma
importante ferramenta na seguranca alimentar, suportada por Programas de Pré-
requisitos (PPRs) que, quando implementados, permitem a manuten¢ao do controlo
dos perigos associados aos alimentos (CAC, 2003).
Os PPRs constituem a base para a aplicagao efetiva do HACCP e devem ser definidos
previamente a implementacdo do proprio sistema (Bolton e Maunsell, 2004; Novais,
2006). A ISO 22000 (2005) define PPRs como o conjunto das medidas de controlo
necessarias para assegurar uma produc¢ao, um manuseamento € um ambiente higiénicos,
ndo tendo como objetivo controlar perigos especificos. Alids a ISO 22000 (2005)
introduz um novo grupo de medida de controlo - os Programas de Pré-requisitos
Operacionais (PPROs) e que define como um conjunto de medidas de controlo que a
analise de perigos considera necessarias para controlar perigos identificados mas que
ndo sao geridos pelo Plano HACCP, ou seja, que ndo sdo um PCC (Naturlink, 2014).
O Regulamento 852/2004 define aspetos gerais de higiene dos géneros alimenticios que
correspondem aos PPRs de um sistema HACCP, onde se incluem instalacdes e
equipamentos, controlo de fornecedores, manipulagdo segura (embalagem e transporte),
controlo de pragas e residuos, limpeza e desinfe¢do, controlo da 4gua, manutencao da
cadeia de frio, satide e higiene do pessoal e formacao (Novais, 2006).
Segundo Bolton & Maunsell (2004) importa que sejam selecionados os PCC
efetivamente necessarios ao controlo dos perigos significativos, existentes no

estabelecimento, e que ndo sejam controlados através dos PPRs.
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1.5.2. Monitorizacio de PCCs na restauracao de eventos

Um limite critico pode ser definido como o critério que separa a aceitabilidade da nao
aceitabilidade da eficacia de uma agdo corretiva ou medida de controlo (CAC, 2003).
Pode ser definido como um valor méximo ou minimo ao qual o PCC tem de obedecer
de modo a minimizar o risco que o perigo identificado pode representar. Os limites
criticos podem derivar de fontes como manuais de normas ou outros guias, literatura
cientifica, estudos experimentais ou consulta de peritos (FDA, 2013).

A monitorizagdo ¢ uma sequéncia planeada de observagdes ou medidas que permitem
verificar se um PCC esta sob controlo (FDA, 2013), ou a observagdao e medicao
programada de um PCC, tendo em conta os seus limites criticos. Os dados resultantes
da monitorizacao devem ser avaliados por uma pessoa qualificada, com conhecimento e
autoridade para determinar medidas corretivas quando tal for necessario. A frequéncia
da monitorizacdo deve ser suficiente para garantir que o PCC esta sob controlo. Todos
os registos e documentos relacionados com a monitorizagdo dos PCC devem ser
assinados pelo responsavel que realiza a monitorizagdo (WHO/FAO, 2003), o que

auxilia na tarefa de verificacao do plano HACCP (FDA, 2013).

1.6. Microrganismos Indicadores de Qualidade e Higiene Alimentar

Tendo em vista a Seguranca Alimentar, tem ocorrido um aumento da procura para a
identificacdo de parametros que avaliem, precocemente ¢ de modo eficaz, as alteracdes
dos alimentos. Deste modo, poderdo ser analisadas quais as melhores formas de
processamento, manuseamento € conservagdo dos alimentos, ao nivel de uma melhor
qualidade do produto, garantindo assim a sustentabilidade dos negocios tendo como
principal objetivo a inexisténcia de reclamagdes ao nivel da seguranca alimentar.

Neste contexto, os indicadores microbioldgicos podem dar preciosas informagdes sobre
a eficacia do processamento de alimentos, numa fase inicial, anterior as alteracdes
fisico-quimicas dos mesmos. Refletem a qualidade microbioldgica dos alimentos.
Acresce que, normalmente, a presenca dos indicadores microbiologicos em alimentos,
ndo constitui pela sua natureza uma fonte de microrganismos patogénicos, contudo estes
indicadores tém sido considerados indicadores da sua possivel presenca (Jay, Loessner e
Golden, 2005).

Os niveis de qualidade ndo satisfatoria para o parametro “contagem de microrganismos

a 30°C” (também designado por “contagem de aerdbios mesofilos” (CAM)) tém como
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possiveis causas a refrigeragdo inadequada e um elevado periodo de exposi¢do a
temperatura inadequada (abuso de tempo/ temperatura) (Maia, 2008).

Relativamente ao indicador “contagem de Enterobacteriaceae” niveis de qualidade nao
satisfatoria revelam-nos contaminagao pds-confecdo, contaminagao cruzada entre crus e
cozinhados e deficiente higiene na manipulacdo (Maia, 2008).

No que respeita ao indicador microbioldgico “contagem de E. coli”, segundo o
Regulamento CE n° 1441 de 2007 (relativo a critérios microbiologicos aplicaveis a
géneros alimenticios), este microrganismo ¢ utilizado como indicador de contaminagao
fecal e nivel de higiene. Igualmente o INSA refere que, as possiveis causas da
“contagem de E. coli” ndo ser satisfatoria, a nivel da qualidade, sdo a confecdo
insuficiente, a contaminacdo apds a confecdo, a contaminagdo cruzada e a

manipulagdo/lavagem das maos deficiente (Maia, 2008).

L.7. Objetivos do Estudo

Numa sociedade cada vez mais exigente ¢ com um consumidor cada vez mais bem
informado, manter a QUALIDADE e¢ a SEGURANCA ALIMENTAR dos produtos
comercializados sdo objetivos cruciais e constantes de todas as empresas do sector
alimentar que se querem manter no mercado global. Garantir a inocuidade dos produtos
alimentares comercializados durante o seu tempo de vida nas “prateleiras” (prazo de
validade) €, assim, motivo de preocupacao e as empresas investem uma percentagem
dos seus or¢gamentos anuais na implementagdo/manutenc¢do dos seus Sistemas de Gestao
da Seguranca Alimentar e em estudos e validagcdes dos mesmos. O sector do catering
nao ¢ excecao.

A implementagao de Sistemas de Seguranca Alimentar na atividade de Catering
(produgdo de refei¢cdes e/ou componentes de refeicdo variadas, seguida da sua posterior
distribui¢do em eventos realizados nos mais diversos locais) ¢ complexa pelas proprias
caracteristicas da atividade: por um lado, os locais ndo apresentam condi¢des higio-
sanitarias adequadas a maior parte das vezes e, por outro lado, dadas as especificidades
dos eventos, muitas preparacdes culinarias estdo sujeitas a tempos de exposi¢cdo muito
prolongados a temperatura nao controlada antes de serem consumidas.

Deste modo, estabelecer requisitos tais como tempo de exposicdo maximo e forma de
exposicao que nos garanta que as preparagdes culinarias podem ser consumidas sem

causar qualquer dano na saude do consumidor, assim como estabelecer quais os
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ingredientes e preparagdes de risco, permitiria simplificar a implementacdo dos

controlos no ambito dos Sistemas de Seguranca Alimentar neste tipo de atividade.

O objetivo principal deste trabalho foi a definicdo de linhas orientadoras para a

implementag@o de um Sistema de Seguranca Alimentar na restauracdo de eventos.

Os objetivos especificos foram:

- Defini¢ao dos fatores criticos e selecao das preparagdes culinarias a estudar;

- Avaliagdo do grau de cumprimento das Boas Praticas de Higiene e Fabrico;

- Estudo da evolugdo da flora microbiana em preparagdes culinarias dos grupos I, 11 e III
(segundo valores-guia do INSA);

- Interpretagao dos resultados laboratoriais.

1.7.1. Evolucao da flora microbiana ao longo do tempo de exposicao

O controlo do tempo e temperatura ¢ um dos aspetos fundamentais nos Sistemas de
Seguranca Alimentar. O controlo inadequado das temperaturas dos alimentos ¢ uma das
causas mais frequentes das doengas transmitidas pelos alimentos ou pela deterioracdo
destes (CAC, 2003).

No “catering” este problema coloca-se sobretudo ao nivel da etapa de EXPOSICAO,
pois a logistica complexa em eventos de médias e grandes dimensdes, leva a que o
“empratamento” de sobremesas, saladas e outros pratos confecionados seja realizado
muito tempo antes de serem servidos, ultrapassando normalmente em muito as 4 horas
de exposicao a temperatura ndo controlada, critério de seguranca recomendado pelos
principais referenciais de Higiene e Segurancga Alimentar (CAC, 2003 e FDA, 2013).
Nao havendo equipamentos de refrigeracdo e/ou de manuten¢do a quente suficientes
para manter os alimentos a temperatura controlada por um lado e nao havendo pessoal
suficiente para efetuar a medi¢do e controlo de temperaturas dos alimentos em
exposicdo e para acionar as medidas corretivas por outro, o controlo do tempo e da
temperatura dos alimentos na atividade de “Catering de Eventos” ¢ um ponto critico.
Assim, na implementacdo do HACCP nesta atividade surgiu a necessidade de
simplificar os controlos na etapa de exposicao/distribui¢ao, pelo que seria importante
estabelecer um tempo maximo de exposi¢do a temperatura nao controlada que nos desse

a garantia de que o alimento pode ser consumido sem causar danos na saude do
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consumidor. Para tal, teriamos que avaliar a evolug¢do da flora microbiana a partir do
momento de “producdo” e ao longo do tempo de exposicao a temperatura ambiente das
preparagdes culindrias durante a realizagdo dos eventos, de modo a validar esses limites

criticos.

A informacgao obtida pelos testes microbioldgicos reflete o processamento e ambiente de
fabrico, indicando também o risco do alimento se tornar um perigo para a saude ou se
deteriorar durante o tempo de prateleira. Como referido anteriormente, as analises
microbioldgicas ndo garantem a seguran¢a do produto final. Esta ¢ assegurada pela
aplicacdo do sistema HACCP aliado ao cumprimento dos pré-requisitos ou BPF/BPH
(Forsythe, 2002; Maunsell, 2003; Bolton e Maunsell, 2004). Contudo, as analises
microbiologicas podem constituir uma parte do sistema, no ambito da verificacdo e
validagdo do plano HACCP (Forsythe, 2002; Jouve, 2002; Gaze et al., 2002; Coleman,
2003; Friedhoff et al., 2005).

Nos estudos de avaliagdo da qualidade microbioldgica de alimentos sdo aplicados
protocolos analiticos estabelecidos para avaliar a frequéncia e nivel de contaminacao
dos alimentos por microrganismos indicadores (meso6filos aerdbios, bolores e leveduras,
coliformes) e patogénicos. No entanto, esta avaliagdo pode ser dificultada pela
complexidade da interpretacdo dos resultados das analises microbioldgicas (Jay, 2000;

Santos, Correia, Cunha, Saraiva & Novais, 2005).

Em 2005 foram publicados pelo INSA valores-guia para a apreciagdo dos resultados de
analises microbiologicas quantitativas e qualitativas em alimentos prontos a consumir
servidos na restauracdo (Santos et al., 2005). As andlises microbioldgicas realizadas
neste estudo tiveram em conta os critérios microbiologicos dos valores-guia elaborados

pelo INSA e encontram-se explicitados na Tabela seguinte.
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Tabela 4 — Valores-guia para avaliacdo da qualidade microbioldgica de alimentos cozinhados prontos a

comer (Fonte: Santos et al., 2005)

Qualidade Microbiolégica (ufc/g quando nio indicado)
Microrganismo C;.r“p" tde Nio Inaceitavel /
alimentos | gatisfatério Aceitavel .o . . | potencialmente
Satisfatorio .
perigoso
I <10 >10%<10* > 10" NA
Mlcrorgazl 1Smos a I <10° >10°<10° >10° NA
30°C
I <10* >10*<10° >10° NA
I <10 >10 < 10 > 10 NA
Enterobacteriaceae* 11 <10 >10<10° >10° NA
11 <10 >10°< 10* > 10" NA
L II <10 NA >10 NA
E. coli
I <10 >10 < 10 > 10 NA

* Foram assumidos os valores dos “coliformes fecais” referidos pelos autores

Estes critérios microbioldgicos constituem linhas de orientagdo para a avaliacdo da
qualidade ou seguranga dos produtos segundo quatro niveis: satisfatorio, aceitavel, nao
satisfatorio ou inaceitavel/ potencialmente perigoso. Os valores-guia sdo aplicaveis
no periodo de vida de prateleira do alimento e ndo durante a sua produgao.

E se salientar que em vez do critério “coliformes fecais” referido nos valores guia do
INSA no nosso estudo optou-se pelo critério “Enterobacteriaceae”, pois apesar de

pertencerem ao grupo dos coliformes, trata-se de coliformes fecais tendo mais interesse

do ponto de vista microbiologico.

Ainda de acordo com estes valores-guia, os alimentos prontos a consumir podem ser
divididos em trés (3) grupos, de acordo com o tipo de ingredientes que entram na sua

composicao, o tratamento térmico ou outro procedimento que lhe seja aplicado (Tabela

5).
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Tabela 5 — Grupo de alimentos prontos a comer (Fonte: Santos et al., 2005)

Grupo Produtos Exemplos
Feijoada
Pizza
Refei¢des / Sandes / Bolos / Bacalhau a Bras com salsa previamente processada
Sobremesas doces com ingredientes Salada de batata com maionese industrial
totalmente cozinhados. ou Pastéis de bacalhau / Croquetes / Rissois
- Lo Sandes de carne assada
adicionados de especiarias, ervas e . . .
I - . Sandes de paté de atum (maionese industrial)
aromaticas secas, (EGS}drgtadas ou Omeleta de queijo / fiambre
tratadas por radiagdo ionizante, de Mousse de chocolate instantanea
produtos UHT e de maionese Bolo de chocolate
industrializada Arroz doce com ou sem canela
Gelatinas
Salada de fruta / Fruta laminada em calda
Salada de batata com tomate / alface
Salada de feijao-frade com atum, salsa e cebola picada ou
molho vinagrete
Refei¢des / Sandes / Bolos / Prato de peixe / carne / ovos adicionado de salada de
Sobremesas doces cozinhadas vegetais ou frutos
I . . . s Taos .
adicionadas de ingredientes crus e/ou Bacalhau a Bras com salsa crua e/ou azeitonas
com flora especifica propria Sandes de carne assada com alface
Mousse de chocolate
Pudins com fruta ao natural
Salada de fruta em calda adicionada de fruta natural
Alface
Tomate
Cenoura
I Saladas / Vegetais / Frutos crus Couve roxa
Salada de frutas
Fruta ao natural laminada
Morangos

Neste estudo foram analisadas “preparacdes culindrias™ pertencentes aos 3 grupos de

alimentos.
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II- MATERIAIS E METODOS

I1.1- MATERIAIS

No que diz respeito aos meios de cultura, foram utilizados os discriminados na tabela

seguinte:
Meio de cultura Pesquisa Morfologia dfls.colonlas

caracteristicas

APT: Agua Peptonada Tamponada (Diluente p ara cr§sc1mento ¢ pre- --

enriquecimento)
PCA: Plate Count Agar ,

(Biokar Diagnostics BK144HA) Contagem de meséfilos -

TBX: Triptona Bile Glucuronideo Contagem de Escherichia coli Colonias azuis

(Biokar Diagnostics BK146HM)

Colonias ligeiramente
vermelhas/cor-de-rosa com
ou sem halo de precipitacao,

translicidas ou bagas

VRBGA: Violet Red Bile Glucose
Agar Contagem de Enterobacteriaceae
(Biokar Diagnostics BKO11HA)

Tabela 6 — Meios de cultura usados nas andlises microbiologicas

11.2- METODOS
I1.2.1- Definicdo do plano de amostragem
I1.2.1.1- Sele¢ao dos locais de recolha e més de realizacao dos eventos

A recolha das amostras foi efetuada nos meses geralmente mais quentes do ano (Julho a
Setembro) para ter as preparagdes culindrias sujeitas as piores condi¢des de exposicao,
mas, por questdes relacionadas com a atividade da empresa de “Catering”, as recolhas
prolongaram-se até Outubro e ndao houve recolhas em Agosto.

As amostras foram ainda, prioritariamente, colhidas em eventos onde estivessem
sujeitas a tempos de exposicdo mais prolongados e a temperaturas ambiente mais
elevadas ou onde nao existissem equipamentos frigorificos suficientes para manter os

alimentos refrigerados/congelados ap6s o empratamento e até serem servidos ao cliente.

I1.2.1.2- Selecao das preparacdes culinarias
Foram selecionadas da vasta lista de preparagdes culindrias constantes dos menus da
empresa de “Catering”, as preparagdes culinarias mais criticas em termos de seguranca
alimentar. Para tal tivemos em conta os trés grupos de alimentos que constam dos
valores guia do INSA e os seguintes critérios: com ou sem tratamento térmico,
produzida na cozinha central, sujeita a etapa de regenerag¢do no local do evento, com

alguma manipulagdo no local do evento, com ingredientes/componentes criticos.

35




Seguranca Alimentar na Restauracdo de Eventos: Avaliacdo Microbioldgica de Preparacdes Culinarias em Diferentes
Tempos de Exposicdo

11.2.1.3- Classificacdo das amostras
Foram recolhidas amostras de 27 preparagdes culinarias. As preparagdes culinarias
selecionadas foram agrupadas em 3 grupos de acordo com os “Valores Guia para
avaliacdo da qualidade microbiologica de alimentos prontos a comer preparados em

estabelecimentos de restauracdo” do INSA do seguinte modo:

Grupo de acordo com

os valores-guia do Designacio da preparacio culiniria Subgrupo
INSA
Almondegas Q
Aumenieur de crustaceos Q
Bacalhau com broa Q
Bacalhau com frutos do mar Q
| Bolo de chocolate F/GI
Creme de lavagante Q
Parfait de manga F/GI
Quiche lorraine F/GI
Rissois de camardo Q
Blinis de queijo parmesdo com curgetes F/GII
Bolo de morango F/GII
Canapé de paté de aves com coulli de framboesa F/GII
Canapé de queijo chévre com pistacio F/GII
Canapé de salmao fumado com alcaparras F/GII
I Carpaccio de salmao F/GII
Terrina de faisdo F/GII
Rosbife a inglesa F/GII
Salada de queijo mozzarella com tomate cherry F/GII
Salada verde com magret de pato fumado e parmesao F/GII
Sapateira recheada F/GII
Sashimi / Sushi F/GII
Abacaxi FL/PAC
Kiwi FL/DLE
I Manga FL/PAC
Melao FL/PAC
Papaia FL/DLE
Salada ibérica S

Legenda: Q = Prato servido quente; F/GI = prato servido frio do grupo I; F/GII = prato servido frio do grupo II;

FL/PAC = fruta laminada 4* gama; FL/DLE = fruta laminada descascada no local do evento; S = salada

Tabela 7 — Distribuigdo das preparacgdes culinarias analisadas pelos Grupos dos “Valores Guia” do INSA

(Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge)

I1.2.2- Avaliacao microbioldgica
De seguida tivemos que selecionar quais os parametros microbioldgicos a usar, tendo-se
optado pelos seguintes parametros:
- Contagem de mesofilos (NP 4405: 2002);
- Contagem de Enterobacteriaceae (NP 4137: 1991);
- Contagem de Echerichia coli (NP 4396: 2002).
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I1.2.3- Colheita das amostras
As amostras colhidas para analise microbiologica foram recolhidas em eventos
organizados por uma empresa de “Catering” com cozinha central na zona de Lisboa e
pertencente a um grupo do sector de restauragdo nacional. Os eventos realizaram-se na
zona da Grande Lisboa e na zona de Setibal. Os locais dos eventos variaram entre
locais onde geralmente sdo realizados eventos, locais temporarios (tendas), quintas e

cozinha do cliente.

11.2.3.1- Tempos de recolha
Apos analise das condigdes reais a que os produtos alimentares estdo geralmente
expostos nos eventos e de acordo com a nossa experiéncia na area, as amostras de cada
preparacdo culinaria foram recolhidas a intervalos de tempos de exposicao regulares de

acordo com a tabela seguinte:

Tempo de recolha Codigo Observagdes
No inicio da preparacio/exposicao T -
2h apos exposiciao a temperatura nio controlada T, -
4h apo6s exposicdo a temperatura nao controlada T, -
6h apds exposiciao a temperatura nio controlada Te -
8h apés exposicdo a temperatura nao controlada Ts Apenas para as frutas e sobremesas*
10h apds exposiciao a temperatura niio controlada Tio Apenas para as frutas e sobremesas*

* Foram considerados estes tempos de recolha extra, porque em muitos eventos as frutas e as sobremesas
estdo em exposicao a temperatura ambiente desde o inicio até ao final do evento.

Tabela 8 — Tempos de recolha das amostras das preparagdes culinarias

No caso das preparagoes culindrias servidas quentes (tais como almondegas, bacalhau
com broa, bacalhau com frutos do mar) a exposi¢do a temperatura ndo controlada
refere-se a manutencdo da preparagao culindria, apos reaquecimento/ confe¢do, nas
estufas até ao empratamento ou em “rechaud” aquecido por lamparina ou a temperatura
ambiente até¢ ser servido ao cliente (ver Figura 2), com excecdo dos “risséis de
camardo”, que eram regenerados no local do evento e depois mantidos a temperatura
ambiente até serem consumidos pelo cliente quer fosse na cozinha de apoio ao evento
quer na mesa de “buffet”.

Para preparagoes culindrias servidas frias (saladas, canapés, sobremesas, etc.) a

exposi¢do a temperatura ndo controlada refere-se a todo o tempo a que estd a
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temperatura ambiente desde que chega da cozinha central na carrinha de frio (onde veio
transportada até ao local do evento).

E ainda importante realgar que, no caso de preparagdes culindrias que se alteram muito
rapidamente em termos organoléticos (no nosso estudo temos a preparagdo culindria
“carpaccio de salmio”) optdmos por fazer recolha com intervalos de 1 hora até um
maximo de 3 horas de exposi¢do (Ty, Ty, T, e Ts), pois o seu tempo de exposi¢cdo nunca

ultrapassa as 2 horas.

I1.2.3.2- Condicdes de recolha e transporte
As amostras foram recolhidas, sempre que possivel, durante a realizacdo de eventos

organizados pela empresa de catering tendo em atencdo o fluxograma seguinte:

EVENTO
Prz;/)e:;agéizrcaulggﬁa <Pfeparagéo culinaria ¢
g ~§ regeneracaofconfecgéo
confecgéo B 2=
1. EMPRATAMENTO Rerisevad
¢ Medir e apontar a L 7Medir e apontar a
temperatura da preparagao temperatura da
2. Recolha e culinaria e a temperatura 2.Recolha e preparacéo culinaria e a
Congelagéo da ambiente Ci 4o da p i
amostra — amostra I
i [
: - !
MANUTENGCAO A 32 3.3 COLOCAGCAO EM 3.3 EMPRATAMENTO
TMPERATURA MANUTENGAO RECHAUD AQUECIDO e MANUTENCAO A
AMBIENTE EM ESTUFA POR LAMPARINA COM TEMPERATURA
ALcooL AMBIENTE
, v
4. Ap6s 2h nova 4. Ap6s 2h nova
Recolha e Recolha e
Congelacgéo da Congelacgéo da
amostra amostra
5. Apé6s 2h nova 5. Ap6s 2h nova
Recolha e Recolha e
Congelacgéo da Congelacgéo da
amostra amostra
6. Ap6s 2h nova 6. Ap6s 2h nova
Recolha e Recolha e
Congelacgéo da Congelacgéo da
amostra amostra
7. Ap6s 2h nova
Recolha e
Congelacgéo da
amostra
8. Apos Zh nova
Recolha e
Congelacgéo da
amostra

A
9. Transporte das
amostras
congeladas até ao
laboratério

10. Conservagéo das
amostras congeladas até
ao dia da analise
microbiolégica

Figura 2 — Fluxograma de recolha, transporte e armazenamento de amostras
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11.2.3.2.1- Colheita das amostras

As amostras foram recolhidas e colocadas em saco estéril, selado e etiquetado com os
dados codigo do prato e tempo de exposicao (T, Ta, Ts, T, Ts, T10) € imediatamente
congeladas. Optou-se pelo procedimento de congelacdo dado que a maioria das recolhas
eram efetuadas ao fim-de-semana e que o tempo méaximo de conservacdo em ambiente
refrigerado ¢ de 24 horas como ¢ referenciado na Norma ISO 7218: 2007.

A colheita das amostras foi realizada de acordo com o procedimento definido na Norma
ISO 7218: 2007.

Para cada preparagdo culinaria foi ainda preenchido um documento — Checklist de
Caracterizacdo de Amostra (ver Anexo I) - que nos permitiu compilar o “historico”
das amostras recolhidas para cada preparagdo culinaria, nomeadamente a sua
identificacdo (denominacao do prato, local de recolha e data da recolha) e outras
informagdes adicionais relevantes relacionadas com as condigdes observadas durante a
recolha: ingredientes criticos; manipulagdo; caracteristicas organoléticas do produto;
protecao do produto ao chegar e durante o evento; etiquetagem; protecao individual dos
colaboradores; condi¢des das instalagdes; temperatura do alimento a chegada do evento,
no inicio do empratamento e em todos os tempos de recolha; temperatura ambiente
aquando da chegada da preparagdo culinaria ao evento, no inicio do empratamento e em

todos os tempos de recolha.

11.2.3.2.2- Transporte das amostras para analise microbiologica
As amostras foram transportadas em mala isotérmica com termoacumuladores, a uma
temperatura aproximada de 4°C, até ao Laboratério de Microbiologia da Escola

Superior de Hotelaria e Turismo do Estoril (ESHTE).

11.2.4- PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE
As amostras para analise foram preparadas de acordo com procedimento estipulado na

Norma ISO 7218: 2007 e esquematizado no seguinte fluxograma:

Pesar 10g de amostra para um saco de Stomacher

7
Adicionar 90ml de APT

7

Homogeneizacao no Stomacher durante cerca de 5 minutos (suspensao-mae)

7

Preparar série de diluigdes decimais em tudo de ensaio

Figura 3 — Fluxograma de tratamento das amostras para analise microbiologica
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11.2.5- REALIZACAO DAS ANALISES MICROBIOLOGICAS

I1.2.5.1- Contagem de microrganismos a 30°C (mesofilos)
A metodologia usada e baseada na norma NP 4405:200 encontra-se resumida no

fluxograma seguinte:

Inocular 1ml da suspensdo-mae e de cada diluigdo numa placa de Petri

7

Adicionar cerca de 15ml do meio PCA e deixar solidificar: sementeira por incorporagéo

7
Incubar a 30°C+£1°C durante 72h+3h

7

Contar todas as colonias obtidas em cada placa de cada diluicdo e apontar os resultados

Figura 4 — Fluxograma que resume o procedimento para a pesquisa “Contagem de microrganismos a 30°C”

I1.2.5.2- Contagem de Enterobacteriaceae
A metodologia usada e baseada na norma NP 4137:1991 encontra-se resumida no

fluxograma seguinte:

Inocular 1ml da suspensdo-mae e de cada dilui¢do numa placa de Petri

7

Adicionar cerca de 15ml do meio VRGB e deixar solidificar: sementeira por incorporagao

7
Incubar a 37°C+1°C durante 24h+3h

7

Contar todas as colonias caracteristicas obtidas em cada placa de cada dilui¢do e apontar os resultados

Figura 5 — Fluxograma que resume o procedimento para a pesquisa “Contagem de enterobactérias”

11.2.5.3- Contagem de Escherichia coli
A metodologia usada e baseada na norma NP 4396:2002 encontra-se resumida no

fluxograma seguinte:

Inocular 1ml da suspensdo-mae e de cada dilui¢do numa placa de Petri

7

Adicionar cerca de 15ml do meio TBX e deixar solidificar: sementeira por incorporagao

7
Incubar a 44°C+1°C durante 18h a 24h

7

Contar todas as colonias caracteristicas obtidas em cada placa de cada diluigdo e apontar os resultados

Figura 6 — Fluxograma que resume o procedimento para a pesquisa “Contagem de E. coli”

40



Materiais e Métodos

I1.2.6- TRATAMENTO DOS RESULTADOS
Realizou-se a andlise quantitativa, descritiva e comparativa dos resultados recorrendo ao
programa informatico “Statistic Package for the Social Sciences” (SPSS), versdao 17.0
for Windows (release 17.0.1, Dezembro 2008, IBM, USA).
Inicialmente todos os valores de contagens obtidos (resultados analiticos) e todos os
valores de temperatura medidos foram inseridos numa base de dados, considerando as

seguintes variaveis:

Variavel Descriciao Codificacao

Grupo dos critérios de avaliagdo da qualidade

. S . . I-1
microbiologica de alimentos cozinhados .
Grupo m-2 Nominal
prontos a comer do INSA a que pertence a -3

preparagao culinaria

Q — prato quente
F/GI - prato frio do grupo 1
F/GII - prato frio do grupo II
Subgrupo Subgrupo das preparagdes culinarias FL/PAC — fruta laminada 4* gama ~ Nominal
FL/DLE - fruta laminada
descascada no local do evento

S — Salada
Analise Numero da repeticao da analise -- Nominal
7 — Julho
Més Més do evento em que se fez a recolha 9 — Setembro Nominal
10 - Outubro
1 — 0 horas
2 —2 horas
T Tempo de exposi¢do 3 —4 horas Ordinal
empo p Xposi¢ 4 - 6 horas rdina
5 — 8 horas
6 — 10 horas
Temperatura ambiente a que estava sujeita a
Ta preparagéo culinaria quando foi efetuada a - Escalar
colheita
Tp Temp‘eratura do produto quando efetuada a _ Escalar
colheita
Mesofilos Contagem de mesofilos (variavel resposta) - Escalar
Enterobactérias Contagem de Enterobacteriaceae (variavel _ Escalar
resposta)
Ecoli Contagem de Escherichia coli (variavel _ Escalar

resposta)

Tabela 9 — Caracterizagdo das variaveis usadas no tratamento estatistico dos resultados

Dada a distribui¢do exponencial do crescimento microbiano e para facilitar o nosso
tratamento dos resultados, aplicou-se o logaritmo decimal as varidveis resposta da

Tabela 9, obtendo-se assim 3 novas variaveis na nossa base de dados:
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Variavel Descri¢ao Codificacao Tipo

LogMesofilos Lng’ll‘ltmO da. ,contagem de - Escalar
mesofilos (varidvel resposta)

LogEnterobactérias Logarltfnf) da copltagem de - Escalar
enterobactérias (variavel resposta)

LogEcoli Logaritmo da contagem de E. coli _ Escalar
(variavel resposta)

Tabela 10 — Caracterizag@o das variaveis resultantes da logaritmizacdo das variaveis resposta

Para facilitar o nosso tratamento dos resultados, tivemos ainda que categorizar as
variaveis resposta de acordo com os critérios do INSA, surgindo assim 3 novas

variaveis de acordo com a Tabela 11.

Variavel Descricao Codificacao

Contagens de mesofilos Satisfatério — 1

MesCat categorizadas (variavel resposta) Aceitavel -2 Ordinal
g P Nao satisfatorio - 3
- Satisfatorio — 1
puca  Somemdeentoobictin T 2 oram
g P Nao satisfatorio - 3
EcoliCat Contagens d.e’E. coli categorizadas ~Sat1sff1tor1,o - 1 Ordinal
(variavel resposta) Nao satisfatorio - 3

Tabela 11 — Caracterizag@o das variaveis resultantes da categorizagdo das variaveis resposta

Sdo estas 9 varidveis (Mesofilos, Enterobactérias, Ecoli, LogMesdfilos,
LogEnterobactérias, LogEcoli, MesCat, EntCat e EcoliCat) que vao ser usadas nos

graficos da apresentagao e discussao dos resultados.
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I1I- RESULTADOS

I11.1- Estatistica descritiva: caraterizacido da amostra em estudo

No Anexo II apresenta-se uma tabela que compila todos os resultados obtidos nas
analises microbiologicas, tanto em “unidades formadores de colonias por grama” (ufc/g)
como em “logaritmo decimal” (log), e que constituiu a nossa base de dados.

Numa primeira fase efetuou-se uma breve anélise exploratoria dos dados completos
(estatistica descritiva), de modo a caracterizarmos a nossa amostra.

Ac)?

Através da Tabela de Frequéncias das varidveis “Grupo” e “Més” constatamos que foi
recolhido um total de 68 amostras, num total de 22 eventos, nuns casos com 4 réplicas
(correspondentes aos tempos Ty, T,, T4 e Tg), nos outros casos 6 réplicas
(correspondentes aos tempos Ty, To, T4, Te, Ts € Typ) €, como excecdo, 2 amostras
apresentam apenas 3 réplicas, porque ao fazer-se a analise critica dos dados detetou-se
que uma das réplicas em cada uma destas amostras ndo apresentava registo correto. As
réplicas também podem ser designadas por unidades amostrais.

Assim, temos um total de 290 analises microbiolégicas e para cada analise foram
estudados 3 parametros - contagem de mesofilos, contagem de Enterobacteriaceae e
contagem de E. coli (varidveis resposta).

Pela analise do gréafico (Figura 7) verificamos que 46% das recolhas foram efetuadas no

més de Julho, 33% no més de Setembro ¢ 21% em Outubro.

Més de recolha

Figura 7 — Distribuicao das frequéncias

para a variavel “Més”

Para a variavel “Grupo” e pelo grafico (Figura 8) podemos afirmar que 46% das
analises foram efetuadas em preparacdes culinarias do grupo II, 28% do grupo I e 26%

do grupo III.
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Grupo Alimentos dos Valores-Guia do INSA

i
(=]
On

Figura 8 — Distribuicdo das frequéncias

para a variavel “Grupo”

Em relagdo as frequéncias da variavel “grupo”, pela andlise do grafico (Figura 9),
constatamos que:

- para o Grupo I foram efetuadas 36 recolhas em Julho, 24 em Setembro e 20 em
Outubro;

- para o Grupo II foram efetuadas 40 recolhas em Julho, 72 recolhas em Setembro e 22
recolhas em Outubro;

- para o Grupo III foram efetuadas 58 recolhas em Julho, 0 (zero) recolhas em Setembro

e 18 recolhas em Outubro.

Més de recolha

Hou
HEsep
Ooct

1257

100

757

Count

507

257

T
| I i
Grupo Alimentos dos Valores-Guia do INSA

Figura 9 — Distribui¢do da(s) variavel(eis) resposta pelos diferentes meses

A distribuicao das variaveis “Contagem de mesofilos”, “Contagem de enterobactérias™ e

“Contagem de E. coli” nos varios grupos pode ser visualizada no grafico e tabela

seguintes:
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Grupo Alimentos dos Valores-Guia do INSA

Figura 10 — Distribuicdo das amostras de cada grupo de alimentos para cada parametro analisado

Desvio cv!
Minimo Maximo Média  Mediana
Microrganismos Produto Padrao (%)
(ufc/g) (ufc/g) (ufc/g) (ufc/g)

(ufc/g)
Total 0,00  3,10x10"” 2,02x10™  7,30x10° 2,00x10" 990
12 10 5 11
Meséfilos Grupo | 0,00  3,10x10"” 6,31x10 3,6x10°  3,77x10 597

GrupoIl  1,30x10° 6,7x10°  1,96x10° 1,55x10"  4.,65x10° 2,37

Grupo 111 0,00  2,90x10"™" 1,04x10™ 3,00x10" 3,75x10" 361

Total 0,00  2,40x10™ 8,65x107 4,75x10> 1,41x10° 1630

8 6 7
Enterobacteviaceae  OMPO 1 000  170x10° 245x10° 0,00  191x107 780

Grupo II 0,00  3,10x10" 1,32x10° 1,60x10°  4.,65x10° 352

Grupo III 0,00 2,4x10"  3,25x10°  9,80x10*  2,75x10° 846

Total 0,00  2,80x10°  4,28x10° 0,00 2,63x10" 614
1 -1 0
Escherichia coli  OTuPo 1 0,00  3,00x10"  3,75x10 0,00 3,35x10 893
Grupo II 0,00  2,80x10° 9,03x10° 0,00 3,81x10" 422
Grupo 111 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 --

"' CV = (Desvio Padrio / Média) x 100%

Tabela 12 — Estatistica Descritiva dos Resultados

Através da leitura da Tabela 12 podemos observar que os valores da média e da

mediana de mesdéfilos na amostra total e nas amostras do grupo I, grupo II e grupo III
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sdo, respetivamente 2,02)(1010 ufc/g e 7,30)(106 ufc/g, 6,31x1010 ufc/g e 3,6x10° ufc/g,
1,96x10° ufc/g e 1,55x10” ufc/g e 1,04x10'° ufe/g 3 3,00x107 ufc/g.

Os valores apresentados para cada um dos grupos sao relativamente proximos, sendo de
referir que a dispersao dos resultados para os grupos I e III ¢ muito grande (valores de
desvio padrdo e coeficiente de variagdo (CV) muito elevados). Para os resultados do
grupo II a dispersdo ¢ bastante menor (valores de desvio padrao e CV bastante menores)
0 que também pode ser visualizado através do diagrama de extremos e quartis (Figura

10) onde a dimensdo das caixas ¢ muito menor no grupo II.

Para as Enterobacteriaceae, os valores da média e da mediana na amostra total, no
grupo I, no grupo II e no grupo Il de preparagdes culindrias sdo, respetivamente,
8,65x10 ufc/g e 4,75x107 ufe/g, 2,45x10° ufc/g e 0,00 ufc/g, 1,32x10° e 1,60x10° ufc/g
e 3,35x10% ufc/g e 9,80x10* ufe/g.

Os valores das contagens para as Enterobacteriaceae sdo muito dispares entre os
diferentes grupos e constata-se, mais uma vez, que o grupo II € o que apresenta uma
menor dispersdo dos resultados em torno da média (valores de CV e desvio padrao

inferiores).

Em relagdo aos resultados obtidos para a contagem de Escherichia coli observa-se que
no grupo III ndo se obteve qualquer valor de contagem, no grupo I apenas uma amostra
obteve uma contagem no Ty (unidade amostral da preparagdo culinaria “parfait de
manga”) e no grupo II encontramos valores de contagem mais elevados e num maior
numero de unidades amostrais (3 preparacdes culinarias deste grupo apresentaram

contagens de E. coli: “canapé de paté de aves com coulli de framboesa”, “canapé de

queijo chévre com pistacio” e “sapateira recheada™).

I11.2- Relagdo entre as variaveis resposta e a temperatura ambiente

Nesta fase, separamos os dados por grupo e analisaimos separadamente cada grupo
no que respeita a relagdo existente entre as varidveis resposta € a temperatura ambiente
para cada uma das variaveis resposta.

Mesofilos
Primeiro verificdmos se cada grupo alimentar apresentava distribuigdo normal para as

variaveis “logmesofilos” e “temperatura ambiente” através do teste de Kolmogorov-
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Smirnov e constatimos que o grupo I sim (p < 0,05), mas os grupos II e III ndo (p >
0,05). Aplicou-se entdo o teste de Pearson ao grupo I e o teste de Spearmann aos grupos
IT e III. Constatdmos que:

- no Grupo I existe uma relacao significativa (p = 0,026 < 0,05) entre o crescimento de
mesofilos e a temperatura ambiente, mas a correlacdo € fraca, pois R = 0,244 (< 0,50);

- no Grupo II ndo se encontra evidéncia da relagdo entre a temperatura ambiente e 0
crescimento de mesofilos (p = 0,393 > 0,05);

- no grupo III encontra-se evidéncia estatisticamente significativa (p = 0,000 < 0,05)
mas inversa (R = - 0,489) entre o crescimento de mesofilos e a temperatura ambiente,
ou seja, a medida que a temperatura ambiente aumenta o crescimento de mesofilos
diminui, mas esta correlacao nao chega a ser forte (R = 0,489 < 0,50).

Estas conclusdes podem ser observadas através da observagdo das Figuras 11, 12 e 13,

pois ndo se observa qualquer padrao nos graficos de dispersdo.
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Figura 11 — Grafico de dispersdo para a variavel Figura 12 - Grafico de dispersdo para a variavel
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Figura 13 - Grafico de dispersdo para a variavel “logmesofilos” e para o Grupo III
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Enterobacteriaceae
Fizemos a mesma analise para a relacdo entre as contagens de enterobactérias e a
temperatura ambiente e constatdmos que nos 3 grupos nao existe qualquer correlagao
entre a contagem de enterobactérias e a temperatura ambiente (p > 0,05 em todos os

grupos no teste de Spermann).

Escherichia coli
Apenas faz sentido fazer esta analise para o Grupo II, pois no Gupo III ndo obtivemos
qualquer contagem e no Grupo I apenas temos 1 resultado diferente de 0,00 ufc/g, mas
constatdmos que também ndo existe relagdo estatisticamente significativa entre a
temperatura ambiente e as contagens de Escherichia coli (p = 0,176 > 0,05 no teste de

Spearmann).

Grupo 1
Depois, tentamos ainda verificar a relagdo entre os meses e a variavel resposta
“logmesofilos”. Inicialmente testimos se as trés amostras (Julho, Setembro e Outubro)
eram provenientes de uma populagdo com distribui¢do normal através dos testes de
Kolmogorov-Smirnov e de Shapiro-Wilk, mas ndo se verificando a hipotese de
normalidade (p < 0,05), tivemos que usar o teste nao paramétrico de Kruskal-Wallis e

obtivemos diferencas significativas, pois o p-value era inferior a 0,05.

Por tal facto, rejeitamos a igualdade nos trés meses e fomos entdo comparar os
resultados dos meses dois a dois, através do teste de Mann-Whitney e obtivemos os
seguintes resultados:

- comparando Julho e Setembro obtivemos um p = 0,001 (< 0,05 : diferentes);

- comparando Julho e Outubro obtivemos um p = 0,012 (< 0,05 : diferentes);

- comparando Setembro e Outubro obtivemos um p = 0,795 (> 0,05 : iguais).

Deste modo, constatamos que a “contagem de mes6filos” nas amostras do grupo I é
significativamente diferente nos meses de Julho e Setembro e de Julho e Outubro. No
entanto, ao comparar os meses de Setembro e Outubro concluimos que a “contagem de
mesofilos” nas preparagdes culinarias do Grupo I ndo difere significativamente entre
estes dois meses.

Ainda no grupo I, para a varidvel “logenterobactérias” fizemos a mesma analise, mas

como no teste de Kruskal-Wallis o p-value deu 0,081 (> 0,05) ndo existem diferengas

48



Resultados

significativas nas contagens de enterobactérias nos meses de Julho, Setembro e
Outubro.
Para a contagem de E. coli ndo vale a pena fazer a analise, pois apenas temos uma

contagem diferente de 0,00 ufc/g.

Grupo 11
Repetindo a mesma analise para o grupo II constatdmos o seguinte:
- pelo teste de Kruskal-Wallis ndo existem diferencas significativas (p > 0,05) nas

contagens de mesofilos, Enterobacteriaceae e E. coli entre os 3 meses.

Grupo 11T
Neste grupo, para as contagens de mesofilos, encontramos diferencas significativas
entre os meses pelo teste de Kruskal-Wallis (p = 0,000 < 0,05) e ao fazer a comparagdo
dois a dois através do teste de Mann-Whitney verificamos o seguinte:
- ndo temos recolhas de alimentos deste grupo em Setembro;
- comparando Julho e Outubro obtivemos um p = 0,000 (< 0,05 : diferentes).
Para a contagem de enterobactérias, no grupo III, encontramos diferencas significativas
entre os meses pelo teste de Kruskal-Wallis (p = 0,001 < 0,05) e ao fazer a comparagdo
dois a dois através do teste de Mann-Whitney verificamos o seguinte:
- ndo temos recolhas de alimentos deste grupo em Setembro;
- comparando Julho e Outubro obtivemos um p = 0,001 (< 0,05 : diferentes).
Para a contagem de E. coli ndo vale a pena fazer a andlise, pois ndo obtivemos

contagens.

I11.3- Evolucio das variaveis resposta nos diferentes subgrupos de alimentos

Dada a variedade de alimentos dentro de cada grupo e por termos uma fraca correlagdo
e elevada dispersdao de resultados, numa terceira fase, fomos verificar se existiam
diferencas significativas entre os diferentes subgrupos de alimentos para cada uma das
variaveis resposta.

Para a contagem de meséfilos esta diferenca ¢ evidente no grafico da Figura 14. De
fato, pelo grafico constatamos as preparacdes culindrias do subgrupo “quentes”
apresentam valores de contagem de meséfilos em média mais altos que todos os outros
subgrupos. Depois sdo as preparagdes culindrias respeitantes ao subgrupo da “fruta

laminada/PAC” que apresentam valores de contagem de mesofilos mais elevados. Os
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restantes subgrupos apresentam valores médios de contagem de meso6filos similares e

proximos de zero.

1,0E11
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2,0E107

Mean of Contagem de mesofilos a 30°C

0,0E0

T T T T T T
Quentes Frios/Grupo | Frios/Grupo I FrutaLamPAC  FrutaLamDLE Saladas
SubGrupo2

Figura 14 — Grafico que compara as médias da variavel “logmesoéfilos” entre subgrupos de alimentos

Para verificarmos se esta diferenca era estatisticamente significativa, primeiro tivemos
que verificar se, para cada subgrupo, a variavel resposta em estudo tinha distribuicao
normal através do Teste de Kolmogorov-Smirnov. Como nuns subgrupos a distribui¢ao

era normal (p > 0,05) e noutros nao (p < 0,05) tivemos que utilizar o teste ndo

paramétrico de Kruskal-Wallis.

Para a varidvel “contagem de mesoéfilos”, obtivemos um p = 0,000 (<0,005) o que nos
indica que ha diferencas significativas entre os diferentes subgrupos de alimentos e
ficamos a saber a ordenacao decrescente das médias das classificagdes dos valores dos
subgrupos: “fruta laminada/PAC” (171,15) > “frios/GII” (163,06) > “quentes” (122,52)
> “fruta laminada /DLE” (99,06) > “frios/GI” (96,04) > “saladas” (82,88).

Fomos entao comparar os subgrupos 2 a 2 através do teste de Mann Whitney para tentar
perceber entre que subgrupos existiam essas diferencas e obtivemos os resultados

expressos na Tabela 13.
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Teste de Mann-Whitney entre os subgrupos das preparagdes culinarias

Fruta Fruta

Mesofilos laminada/PAC Frios/GII Quentes Frios/GI Saladas

laminada/DLE

Fruta

laminada/PAC 0,009+ 0,019* 0,005* 0,005*

Frios/GII 0,001* 0,003* 0,000* 0,000*

Quentes 0,009% 0,001* 0,190 0,138 0,042*
Fruta
laminada/DLE 0,019* 0,003 0,492 0,945
Frios/GI 0,005* 0,000% 0,138 0,492
Saladas 0,005* 0,000% 0,042* 0,945 0,479

Tabela 13 — Comparacao entre subgrupos para a variavel resposta “logmesofilos”

Analisando os resultados obtidos na Tabela 13, sempre que p < 0,05 (valores a negrito
com *) significa que ha diferencas entre os 2 subgrupos (hipotese nula rejeitada) e
sempre que p > 0,05 os 2 subgrupos sao semelhantes (hipotese nula verdadeira). Deste
modo, podemos afirmar com 95% de certeza que:

- ndo existem diferencas significativas entre as contagens de mesofilos do subgrupo
“fruta laminada/PAC” e do subgrupo “frios/GII” (p = 0,178), e estes dois subgrupos
constituem uma classe homogénea;

- ndo existem diferencas significativas entre as contagens de meso6filos do subgrupo
“fruta laminada/DLE”, do subgrupo “frios/GI” e do subgrupo “saladas” (p > 0,478), e
estes trés subgrupos constituem uma classe homogénea;

- 0 subgrupo “quentes” encontra-se no meio destes dois conjuntos homogéneos
aproximando-se mais do segundo do que do primeiro. Assim o subgrupo “quentes” nao
apresenta diferencas significativas em relagdo ao subgrupo “fruta laminada/DLE”(p =
0,190), e ao subgrupo “frios/GI”’(p = 0,138) mas apresenta diferencas significativas nas

contagens de mesofilos em relagdo ao subgrupo “saladas” (p = 0,042);

Para a contagem de enterobactérias esta diferenca também ¢ evidente no grafico da
Figura 15. De fato, pelo grafico constatamos que as preparagdes culindrias dos
subgrupos “quentes” e “frios/GI” apresentam valores de contagem de enterobactérias
em média mais baixos que todos os outros subgrupos. Depois sdo as preparacdes
culinarias respeitantes aos subgrupos “frios/GII”, “fruta laminada/PAC” e “fruta

laminada/DLE” que apresentam valores de contagem de enterobactérias intermédias.
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Depois ¢ o subgrupo ‘“saladas” que apresenta os valores médios de contagem de

enterobactérias mais elevados.
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Figura 15 - Grafico que compara as médias da variavel “logenterobactérias” entre subgrupos de alimentos

Fazendo a mesma andlise estatistica para a variavel contagem de enterobactérias,
constatamos que nem todos os grupos tinham distribui¢cdo normal, pelo que tivemos que
recorrer ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis que nos revelou a existéncia de
diferencas significativas entre subgrupos para a variavel em estudo (p = 0,000 < 0,005)
e a ordem decrescente das médias das classificagdes dos valores dos subgrupos ¢ a
seguinte: “saladas” (239,94) > “’frios/GI” (157,41) > “fruta laminada/DLE” (150,19) >
“fruta laminada/PAC” (149,29) > “frios/GI” (94,63) > “quentes” (88,61).

Na comparacao dos subgrupos 2 a 2 através do teste Mann-Whitney obtivemos os

resultados expressos na Tabela 14.

Teste de Mann Whitney entre os subgrupos das preparagdes culinarias

9 . Fruta Fruta .
Enterobacteriaceae Saladas Frios/GII laminada/DLE  laminada/PAC Frios/GI ~ Quentes

Saladas 0,000* 0,001* 0,003* 0,000* 0,000*

Frios/GII 0,000* 0,796 0,839 0,000* 0,000*
Fruta laminada/DLE 0,001* 0,947 0,025* 0,001*
Fruta laminada/PAC 0,003* 0,016* 0,002*

Frios/GI 0,000* 0,000* 0,025* 0,016*

Quentes 0,000* 0,000* 0,001* 0,002+

Tabela 14 — Comparagdo entre subgrupos para a variavel resposta “logenterobactérias”
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Através da analise da Tabela 14 podemos afirmar com 95% de confianca que:

- ha diferengas significativas entre as contagens de enterobactérias do subgrupo
“saladas” e as dos restantes subgrupos (p < 0,05);

- ndo existem diferengas significativas entre as contagens de enterobactérias dos
subgrupos “frios/GII”, “fruta laminada/DLE” e “fruta laminada/PAC” (p > 0,05) e
constituem um grupo homogéneo;

- nao existem diferencas significativas (p = 0,357 > 0,05) entre as contagens de
enterobactérias dos subgrupos “quentes” e “frios/GI”, ou seja, o grupo I de alimentos ¢
um grupo homogéneo no que diz respeito a contagem de enterobactérias;

- existem diferencas significativas entre as contagens do subgrupo “frios/GI” e os
subgrupos “saladas” (p = 0,000), “frios/GII” (p = 0,000), “fruta laminada/DLE” (p =
0,025) e “fruta laminada/PAC” (p = 0,016);

- existem diferencas significativas entre as contagens do subgrupo “quentes” e os
subgrupos “saladas” (p = 0,00), “frios/GII” (p = 0,000), “fruta laminada/DLE” (p =
0,001) e “fruta laminada/PAC” (p = 0,002).

I11.4- Variaveis resposta categorizadas ao longo do tempo de exposicao

Numa segunda fase, apds leitura e interpretacdo dos resultados as unidades amostrais

foram classificadas em satisfatorio, aceitavel e ndo satisfatério de acordo com os

valores-guia do INSA descriminados na Tabela 4 (capitulo Introducao).

Percentagem de unidades amostrais dentro dos

seguintes intervalos (%)

Microrganismos Satisfatério Aceitavel Nao satisfatorio
Mesofilos 10,3 12,1 77,6
Enterobactérias 40,7 14,1 45,2
E. coli 94,5 - 5,5

Tabela 15 — Tabela de frequéncias das variaveis resposta categorizadas

Assim, da andlise das replicadas das amostras totais verifica-se que a percentagem de
unidades amostrais “satisfatorias” ¢ muito reduzida sendo de apenas 10,3% quanto aos
*99

mesofilos e de 40,7% nas enterobactérias. Apenas para a variavel “contagem de E. coli

encontramos 94,5% de unidades amostrais satisfatorias.
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Contudo, como algumas unidades amostrais referem-se ao tempo zero (Tp) de
exposicao, outras ao T, e por ai em diante, efetuou-se a mesma analise, mas tendo em
considera¢do o tempo de exposi¢do e o grupo alimentar para cada um dos critérios

microbioldgicos. Os resultados obtidos estdo resumidos nas Tabelas 16, 17 e 18.

Percentagem de unidades amostrais (%)

Tempo de exposicio

I Satisfatorio 10,0 5,0 10,0 5,0 -- --
Aceitavel 30,0 30,0 5,0 5,0 -- --
Nao Satisfatorio 60,0 65,0 85,0 90,0 -- --
1I Satisfatério 8,8 5,9 11,8 12,5 -- --
Aceitavel 0,0 0,0 0,0 0,0 -- --
Nao Satisfatorio 91,2 94,1 88,2 87,5 -- --
I Satisfatorio 42,9 42,9 35,7 14,3 30,0 20,0
Aceitavel 7,1 0,0 7,1 35,7 10,0 0,0

Nao Satisfatorio 50,0 57,1 57,2 50,0 60,0 80,0
Tabela 16 — Associag@o entre a “contagem de mesofilos” e o “tempo de exposi¢do” para cada grupo de

alimentos

Para a “contagem de mesofilos”, de uma maneira geral verifica-se que a quantidade de
unidades amostrais ndo satisfatérias no momento inicial ¢ muito elevada em todos os
grupos alimentares, sendo no grupo I de 61,9% (12 em 20), no grupo II de 91,2% (31
em 34) e no grupo III de 50% (7 em 14).

Também se verifica que no grupo I ha uma degradacdo, com aumento significativo das
unidades amostrais ndo satisfatdrias com o aumento do tempo de exposi¢ao (p = 0,013 <
0,05). O mesmo ja ndo se constata no grupo II (p = 0,465) e no grupo III, apesar de
apresentar uma degradagao (no T temos 6 amostras satisfatorias e no Ty temos apenas

2 amostras satisfatdrias), ela nao ¢ estatisticamente relevante (p = 0,167 > 0,05).
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Percentagem de unidades amostrais (%)

ao longo do Tempo de exposicio

I Satisfatorio 70,0 80,0 75,0 75,0 -- --
Aceitavel 10,0 0,0 5,0 5,0 -- --
Nao Satisfatério 20,0 20,0 20,0 20,0 -- --
I Satisfatorio 23,5 26,5 23,5 21,9 -- --
Aceitavel 29,4 17,6 14,7 21,9 -- --
Nao Satisfatorio 47,1 55,9 61,8 56,2 -- --
I Satisfatorio 28,6 35,7 35,7 21,4 50,0 40,0
Aceitavel 14,3 14,3 7,1 14,3 10,0 10,0

Nao Satisfatorio 57,1 50,0 57,2 64,3 40,0 50,0
Tabela 17 — Associagdo entre a “contagem de enterobactérias” e o “tempo de exposi¢do” para cada grupo

de alimentos

Nao se observam degradagdes estatisticamente significativas com tempo de exposi¢ao
(p > 0,05 em todos os casos), mas a percentagem de unidades amostrais ndo satisfatorias
no Ty ¢ elevada nos grupos II (47,1%) e III (57,1%) no caso das contagens de

Enterobacteriaceae.

Percentagem de unidades amostrais (%)

ao longo do Tempo de exposicio

I Satisfatorio 95,0 100 100 100 -- --
Nio Satisfatorio 5,0 0,0 0,0 0,0 -- --
11 Satisfatorio 85,3 82,4 91,2 96,9 -- --
Nio Satisfatorio 14,7 17,6 8,8 3,1 -- --
I Satisfatorio 100 100 100 100 100 100
Nao Satisfatorio 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabela 18 — Associagdo entre a “contagem de Escherichia coli” e o “tempo de exposi¢do” para cada

grupo de alimentos

De uma maneira geral, o nimero de unidades amostrais satisfatorias ¢ elevada. No
grupo II hd uma tendéncia para o aumento das contagens de E. coli com o tempo de
exposi¢do (p = 0,057 muito préximo de 0,05, valor estatisticamente significativo). No
grupo III todas as unidades amostrais sao satisfatorias para este critério ¢ mantém-se ao

longo do tempo.
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I11.5- Avaliacao da Qualidade Microbioldgica das Preparacdes Culinarias

Nesta fase procurdmos avaliar cada amostra recolhida tendo em conta os parametros
microbioldgicos avaliados e os valores-guia do INSA.
Para que uma amostra seja considerada satisfatéria na globalidade, terd que ser

satisfatoria nos 3 parametros avaliados.

Grupo I Grupo II Grupo 11T
Qualidade global
Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae Enterobacteriaceae
E. coli | Mesoéfilos Sat Ac NSat Sat Ac NSat Sat Ac NSat
Sat Sat Ac NSat Sat Ac NSat Sat Ac NSat
2,13% 0% 0% 0% 0% 0% 4,61% 0,71% 3,20%
Sat Ac Ac Ac NSat Ac Ac Nsat Ac Ac NSat
4,26% 0% 0,71% 1,06% 2,48% 0,35% 1,06% 0% 1,77%
NSat NSat NSat NSat Nsat NSat NSat NSat NSat NSat
14,90% 1,42% 4,61% 9,57% 4,61% 21,28% 3,55% 2,48% 9,57%
Sat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
NSat Ac NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat NSat
0% 0% (IREVA 0,71% 2,84% 1,77% 0% 0% 0%

Legenda: Sat = Satisfatorio, Ac = Aceitavel, Nsat = Nao Satisfatorio

Tabela 19 — Qualidade global das amostras por grupo de alimentos

De acordo com a Tabela 19, verificou-se que:

- a amostra total obteve 6,74% (2,13% no Grupo I, 0% no Grupo II e 4,61% no Grupo
IIT) de amostras satisfatorias, ou seja, amostras com os 3 parametros analisados
satisfatorios;

- obteve 9,57% de amostras aceitaveis (4,26% no Grupo I, 3,54% no Grupo Il e 1,77%
no Grupo III);

- o total de amostras nao satisfatorias foi de 83,69%.(21,99% no Grupo I, 41,13% no
Grupo II e 20,57 no Grupo III).

A Tabela 20 mostra a distribuicdo percentual da amostra total e de cada grupo de

preparacdes culinarias que obtiveram 1, 2 ou 3 parametros ndo satisfatorios.
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Total GI GII GIII
Amostras satisfatorias -- 6,74%  2,13% 0% 4,61%
Amostras aceitaveis -- 9,58%  4,27%  3,54% 1,77%
Amostras ¢/ 1 parametro Nsat 42.54% 17,02% 14,53% 10,99%
Amostras ¢/ 2 parimetros Nsat 39,01% 4,61% 24,83%  9,57%
Amostras ¢/ 3 parimetros Nsat 2,13% 0,36% 1,77% 0%

Tabela 20 — Ordenagio das amostras em funcdo do niimero de pardmetros microbioldgicos ndo

satisfatorios

De acordo com a tabela acima, verificAmos que a amostra total obteve 42,54% das
amostras com 1 pardmetro ndo satisfatorio, destes 17,02% sdo da amostra de
preparacdes culindrias do grupo I, 14,53% do grupo Il e 10,99% do grupo II1.

Quando analisadas as amostras para dois pardmetros ndo satisfatorios observamos uma
ligeira diminuicdo na percentagem total (39,01%), com um aumento nas preparacdes
culindrias do grupo II (24,83%) e uma diminuicdo nas do grupo I (4,61%). As
preparacdes culinarias do grupo III quase mantiveram (9,57%).

Relativamente a amostras com trés parametros ndo satisfatorios, observdmos uma
grande diminui¢do na percentagem total (2,13%), que ficou distribuida pelos grupos I
(0,36%) e 11 (1,77%), pois o grupo III ndo obteve nenhuma amostra com 3 parametros

ndo satisfatorios.

I11.6- Analise da preparacio culinaria “carpaccio”

Dada a especificidade da preparacao culinaria “Carpaccio de salmao” realizdmos
recolhas de unidades amostrais em tempos de exposicao diferentes (To, T;, T> e T3) das
restantes preparacdes culinarias (To, Ty, T4, Ts, Tg € Tjp). Deste modo, decidimos

realizar a andlise estatistica dos resultados obtidos para esta preparacao culindria a parte.

No total foram recolhidas 3 amostras da preparagdo culinaria “carpaccio de salmao” nos
diferentes tempos de exposi¢do o que da no total 12 unidades amostrais. Duas amostras

foram recolhidas no més de Julho € uma amostra no més de Setembro.
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Microreanismos Minimo Maximo Média Mediana  Desvio Padrao (0%

g (ufc/g) (ufc/g) (ufc/g) (ufc/g) (ufc/g) (%)
Mesoéfilos 3,90x10*  3,00x10°  1,00x10%  7,55x10° 1,47x10° 68
Vo 1,00x10°  2,80x10*  6,26x10°  2,90x10° 8,04x10° 78

Escherichia coli 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

CV = (Desvio Padrao / Média) x 100%
Tabela 21 — Estatistica descritiva dos resultados obtidos para a preparagdo culinaria “carpaccio de

salméio”

Pela analise da Tabela 21 constatamos que nao obtivemos qualquer valor de contagem
para o parametro Escherichia coli.

Relativamente a contagem de mesofilos, constatamos que os valores obtidos sdo
elevados e variam entre 3,90x10* ufc/g e 3,00x10® ufc/g.

Para o parametro Enterobacteriaceae os valores de contagens obtidos variaram entre
1,00x10° ufc/g e 2,8x10* ufc/g.

Pelos valores da CV e do desvio padrao observamos que a dispersdo dos resultados ndo

¢ muito elevada.

Analisando as variaveis resposta categorizadas ao longo do tempo de exposi¢do
obtivemos os resultados expressos na Tabela 22. Nao se analisou para a varidvel

“contagem de E. coli” porque nao temos contagens em todas as unidades amostrais.

Percentagem de unidades amostrais (%)

Ao longo do tempo de exposicio

Mesdfilos T, T, T, T;
Satisfatorio -- - - --
Aceitavel - - 33,3 333
Nio Satisfatorio 100 100 66,7 66,7
Enterobacteriaceae T, T, T, Ts
Satisfatério -- -- -- --
Aceitavel -- -- -- --
Nao Satisfatorio 100 100 100 100

Tabela 22 - Associacdo entre a “contagem de mesofilos”, a “contagem de Enterobacteriaceae” e o

“tempo de exposicao” para a preparacao culinaria “carpaccio de salmao”
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Para a “contagem de mesofilos”, de uma maneira geral verifica-se que a quantidade de
unidades amostrais ndo satisfatorias no momento inicial ¢ 100% (3 em 3) e ndo existe
qualquer evolugdo estatisticamente significativa (p = 0,121 > 0,05 nos testes de
Kendall's tau-b e Kendall’s tau-c) ao longo do tempo de exposigao.

Para a “contagem de enterobactérias” ndo se observa qualquer evolugdo ao longo do
tempo de exposi¢do, ou seja, em todos os tempos (T, Ty, T2 e T3) temos 100% (3 em 3)

de unidades amostrais nao satisfatorias.
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IV - DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Atendendo a primordial importancia da proteccdo da satde humana e seguranga dos
géneros alimenticios, a defesa dos interesses da comunidade constitui uma preocupagao
crescente. E necesséario que os géneros alimenticios sejam seguros ao longo de toda a
cadeia alimentar, desde a produgdo até ao consumo (Monteiro, 2002).

Assim, uma interven¢ao ao nivel da cadeia alimentar devera ser integral, atuando de
forma interdependente em todas as suas partes, de forma a ser efetiva (Santos, 2004;
Lopes, 2005).

E largamente reconhecido que medidas preventivas adequadas tém que ser postas em
pratica de modo a eliminar ou reduzir a contaminagdo microbioldgica dos alimentos
prontos a consumir nos estabelecimentos de “catering” (Melngaile e Karklina, 2013).

Os resultados do nosso estudo nao contrariam este fato.

No que respeita ao parametro mesoéfilos obtiveram-se resultados que variaram entre
0,00 ufc/g e 3,10x10'* ufc/g para o Grupo I, entre 1,30x10° ufc/g e 6,7x10° ufc/g para o
Grupo II e entre 0,00 ufc/g e 2,90x10'" ufc/g para o Grupo II1.

Para alimentos do Grupo I, num estudo realizado por Legnani, Leoni, Berveglieri,
Mirolo & Alvaro (2004), em estabelecimentos de “restauracdo coletiva” na regido de
Ferrara (Italia), obtiveram valores de contagens de mesofilos entre 1,0x10% ufc/g e
2,76x10° ufc/g, portanto resultados similares aos do nosso estudo.

No mesmo estudo, para alimentos semelhantes aos do nosso Grupo II, obtiveram
contagens de mesdfilos entre 0,00 ufc/g e 4,17x10° ufc/g. Verifica-se neste caso uma
diferenca de apenas uma ordem de magnitude logaritmica em relacdo aos nossos
resultados.

No caso de alimentos similares aos do nosso grupo III, no estudo de Legnani et al
(2004) obtiveram contagens de mesofilos entre 1,7x10* ufc/g e 7,24x107 ufc/g. De
acordo com Zhuang, Barth & Hankinson (2003) o numero de mesofilos presente em
vegetais cortados varia entre 1,0x10* ufc/g e 1,0x10° ufc/g e para a fruta laminada entre
1,0x10% ufc/g e 1,0x10° ufc/g, de acordo com o produto, a época do ano e a regido onde
¢ cultivado. Ainda, num outro estudo efetuado em Joanesburgo, Africa do Sul,
obtiveram valores na pesquisa de mesofilos de 1,0x10” ufc/g em saladas de vegetais e
1,0x10° ufc/g em saladas de fruta laminada (Christison, Lindsay & Von Holy, 2007).

Assim, no presente estudo verificou-se uma diferenca de mais de quatro ordens de
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magnitude logaritmica em relagdo aos estudos acima mencionados para o Grupo III de
alimentos.

Estas diferencas podem justificar-se pela ma lavagem e desinfecao das frutas e legumes.
Segundo Soriano, Rico, Moltd6 & Maiez (2000), a lavagem com hipoclorito de sodio
(70 ppm) ou permanganato de potassio (25 ppm) poderia diminuir a quantidade de
populacdo microbiana em duas ordens de magnitude logaritmica. Podem igualmente
justificar-se estes resultados pela baixa qualidade do ar dos locais de processamento e
de exposi¢ao (Salustiano, Andrade, Brandao, Azevedo & Lima, 2003), o que no caso de
eventos em tendas ou ar livre, como ocorreram no nosso estudo ¢ perfeitamente
expectavel.

No caso do parametro Enterobacteriaceae, obtivemos no nosso estudo valores de
contagens entre 0,00 ufc/g e 1,7x10° ufc/g para o Grupo L entre 0,00 ufc/g e 3,10x10’
ufc/g para o Grupo II e entre 0,00 ufc/g e 2,4x10'° ufc/g para o Grupo IIL

No estudo de Legnani et al. (2004) apenas tém resultados para “coliformes totais” e
para alimentos do Grupo L, tendo obtido contagens entre 0,00 ufc/g e 7,59x10° ufc/g.
Relativamente ao critério E. coli e para o Grupo II, obtivemos contagens entre 0,00
ufc/g e 2,80x10% ufc/g, resultados com diferenga de apenas uma ordem de magnitude
logaritmica em relagdo aos obtidos no estudo de Legnagi et al. (2004), que variaram

entre 0,00 ufc/g e 2,00x10° ufc/g.

Ao analisarmos a relaciio entre as variaveis resposta e a “temperatura ambiente”
(Ta), podemos afirmar que nao existe uma relagdo linear entre a temperatura ambiente e
a contagem de mesofilos, tal como seria de esperar a partida. Para se perceber esta
associacdo, provavelmente o plano de amostragem deveria ter incluido recolhas em
meses com temperaturas ambientes mais baixas.

Ao tentar verificar a relagdo entre o més de recolha e a varidvel resposta podemos, no
entanto, concluir que a “contagem de mesofilos” nos pratos do grupo 1 ¢é
significativamente diferente nos meses de Setembro e Julho € nos meses de Outubro e
Julho. E de salientar que os meses de Setembro e Outubro foram mais quentes que o
més de Julho e que a média de mesofilos na amostra ¢ maior nestes meses, tal como
seria de esperar. Ao comparar Setembro e Outubro concluimos que a contagem de
mesofilos nas preparagdes culindrias do Grupo I ndo difere significativamente entre
estes dois meses, o que coincide com o fato destes 2 meses terem tido temperaturas

médias ambientes similares no ano civil em que foram realizadas as recolhas. No
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mesmo grupo para as “contagens de enterobactérias” ndo conseguimos encontrar
diferengas entre os meses.

No grupo II, para as “contagens de mesofilos”, “contagens de enterobactérias” e
“contagens de FE. coli” ndo conseguimos encontrar diferengas estatisticamente
significativas entre os 3 meses.

No grupo III ndo temos recolhas de alimentos em Setembro, mas comparando Julho e
Outubro, conseguimos encontrar diferengas significativas tanto para as “contagens de

mesofilos” como para as “contagens de enterobactérias™.

Na avaliacdo do parametro mesofilos para cada subgrupo de alimentos, encontram-
se diferengas significativas nos mesoéfilos detetados nos subgrupos. Esta diferenca
evidencia diferencas nas contaminagdes iniciais e diferentes padroes de
desenvolvimento microbiano consoante a matriz alimentar.

De fato, a temperatura de confecdo e a distribuicdo do calor no alimento (influenciada
pela composicdo do mesmo) pode ser considerada um outro fator que influencia a
contaminagao dos alimentos (Mahmoudi, Norian, Pajohi Alamoti e Kiyani, 2014).
Assim, encontramos um primeiro conjunto constituido pelos subgrupos “Fruta laminada
/PAC” e “Frios/GII” que ndo tém diferencas entre si; um segundo conjunto constituido
por “Fruta Laminada/DLE”, “Frios/GI” e “saladas”; e, por fim, o subgrupo “quentes”
encontra-se no meio destes dois conjuntos, mas nao apresenta diferengas significativas
em termos de contagens de mesofilos para o subgrupo “frios/GI”, tal como seria de
esperar, visto pertenceram ao mesmo grupo de alimentos de acordo com os valores-guia
do INSA.

Ao contrario do que seria de esperar os "quentes" nao t€m os valores de contagens mais
baixos em média. Estes valores indicam a ocorréncia de recontaminacdo apds
tratamento térmico ou temperatura de manuteng¢do inferior a 60°C.

Na realidade os subgrupos com menores “contagens de mesofilos” em média no nosso
estudo sdo "fruta laminada/DLE", "frios/GI" e "saladas".

Estes resultados sdo opostos aos encontrados num estudo de Melngaille e Karklina
(2013) a alimentos prontos a consumir em estabelecimentos publicos de “catering” da
Letonia, pois, num total de 3152 contagens de mesofilos, a média foi significativamente
mais baixa para os alimentos sujeitos a processamento térmico (sopas quentes, pratos de
peixe e pratos de carne) e consideravelmente mais alta para os alimentos refrigerados

(entradas refrigeradas, pastelaria, saladas e produtos lateos).
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E também interessante verificar que as contagens do subgrupo "fruta laminada/PAC" e
do subgrupo "frios/GII" sdo similares e que ha uma diferenga significativa entre as
contagens do subgrupo “fruta laminada/PAC” e do subgrupo “fruta laminada/DLE”.
Assim, somos levados a concluir que, apesar das mas condi¢des dos locais dos eventos,
trazer a fruta lavada e desinfetada da cozinha central e descasca-la e lamina-la apenas no
local do evento ¢ mais vantajoso para a qualidade microbioldgica do alimento do que
adquiri-la ja pronta a consumir (desinfetada, laminada e embalada em atmosfera

modificada) a um fornecedor.

Ao fazer a mesma andlise para o parametro Enterobacteriaceae, verifica-se que
também ha trés grupos que se distinguem, sendo o grupo constituido pelos subgrupos
“Frios/GI” e “Quentes” o que apresenta menor valor de “contagens de enterobactérias”
e estatisticamente ndo apresentam diferencas significativas entre eles.

Quanto ao segundo grupo formado pelos subgrupos “Frios/GII”, “Fruta laminada/DLE”
e “Fruta laminada/PAC”, que apresentam valores intermédios de “contagens de
enterobactérias” e entre estes subgrupos nao ha diferengas significativas.

Finalmente o subgrupo “saladas” ¢ o que apresenta contagens de enterobactérias mais
elevadas apresentando diferencas significativas para todos os outros grupos, o que esta
de acordo com o esperado se o processo de lavagem e desinfe¢do nao for eficaz.

Uma vez que os vegetais sao produtos crus de origem agricola ¢ expectavel que
contenham microrganismos, incluindo patogénicos. Na realidade a contamina¢do dos
vegetais reflete a microflora do ambiente em que estes sdo cultivados (Tauxe et al.,

1997).

Analisando as variaveis resposta categorizadas ao longo do tempo de exposicao, de
um modo geral, encontrdmos uma elevada percentagem de unidades amostrais nado
satisfatorias para as contagens de mesofilos (77,7%, 219 em 282) e para as contagens de
Enterobacteriaceae (43,6%, 123 em 282).

Para o parametro contagem de E. coli ¢ que encontramos uma elevada percentagem
(94,3%, 266 em 282) de unidades amostrais satisfatorias. Estes resultados denotam um
nimero significativamente mais elevado de amostras ndo satisfatérias do que aqueles
referidos em estudos similares.

No estudo realizado por Legnani ef al. (2004), no grupo de alimentos comparaveis com

os nossos grupos I e II, para a “contagem de meso6filos”, foram analisadas 220 amostras
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e somente 5% das amostras obtiveram resultado inaceitdvel. Em vez das
Enterobacteriaceae, neste estudo foram analisados os coliformes e 6,6% das 220
amostras estavam inaceitaveis para este parametro. Também neste tipo de alimentos e
no mesmo estudo, 5,4% das amostras obtiveram resultado ndo satisfatorio para a
“contagem de E. coli”.

Como a percentagem de unidades amostrais nao satisfatorias ¢ muito elevada em quase
todos os grupos para a “contagem de mesofilos” e para a “contagem de enterobactérias”
no inicio do empratamento (Tj), somos levados a afirmar que as Boas Praticas de
Higiene e Fabrico ndo estdo a ser totalmente cumpridas na cozinha central. Contudo,
como o aumento do nimero de bactérias de todos os pardmetros analisados nio ¢
significativa ou se da a uma “velocidade” reduzida, somos levados a concluir que se a
preparacao culindria apresentasse uma qualidade microbiana boa no Ty, provavelmente
este tipo de produtos poderiam ser expostos durante 6 horas a temperatura nao
controlada, ou seja, no T ainda apresentar valores de contaminacao dentro do critério
de satisfatorio ou aceitavel.

Contudo, como a percentagem de unidades amostrais satisfatorias para o parametro E.
coli ¢ muito elevada, significa que o processamento térmico estd a ser eficaz na cozinha
central. De facto, s6 temos valores de contagens no “parfait de manga”, preparagao
culindria proveniente de fornecedor externo a cozinha central e nas preparagdes
culindrias do grupo II - “canapé de paté de aves com coulli de framboesa”, “canapé de
queijo chevre com pistacio” e “sapateira recheada” — e que, portanto, ndo sao
submetidas a qualquer processamento térmico na cozinha central. Terdo que ser
reforgadas as boas praticas de higiene e fabrico de modo a evitar as contaminagdes
cruzadas e fazer uma avaliacdo dos fornecedores, pois estas contamina¢des podem ser
provenientes das matérias-primas utilizadas.

Como ja foi referido, para a “contagem de mesofilos™ verificou-se que a quantidade de
amostras ndo satisfatorias no momento inicial (Ty) ¢ muito elevada em todos os grupos
de alimentos, sendo no grupo I de 61,9%, no grupo II de 91,2% e no grupo III de 50%.
No grupo I a degradagdo que se verifica ao longo do tempo de exposicdo ¢
estatisticamente significativa, mas nos restantes grupos de alimentos nao.

Para as “contagens de Enterobacteriaceae” a percentagem de amostras ndo satisfatorias
no Ty ¢ igualmente elevada para os grupos II e III, sendo de 47,1% e 57,1%
respetivamente, ¢ ndo se observam degradacdes estatisticamente significativas com o

aumento do tempo de exposi¢cdo a temperatura ndo controlada.
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Num estudo realizado por Nasopoulou, Poulios, Magli, Gdontelis, Papanotas e
Zabetakis (2012), em hotéis e unidades de “catering” da Grécia, chegaram a resultados
similares nalguns aspetos, embora tenham usado alimentos expostos a uma temperatura
controlada. Assim, para os “pratos quentes”, alimentos do grupo I, concluiram que ao
fim de 4 horas de exposicdo a temperatura controlada (superior a 60°C) ndo se verificou
um aumento estatisticamente significativo das contagens dos mesofilos e de
Enterobacteriaceae, mas para os “pratos frios”, alimentos dos grupos II e III, ja o
aumento verificado ao fim de 4 h de exposigao a temperatura controlada (inferior a 5°C)

para os dois parametros foi significativo.

No caso da preparacao culinaria “carpaccio” de salmao, adquirida em “outsorcing”,
o produto vinha ja fatiado e congelado e apenas tinha que ser empratado e temperado
momentos antes do consumo, dada a rapidez de descongelacdo do mesmo.

Um elevado nimero de unidades amostrais ndo satisfatorias no T (empratamento), para
os parametros mesofilos e Enterobacteriaceae, evidencia uma qualidade higio-sanitaria
inicial baixa, o que de certo modo era expectavel na medida em que se trata de salmao
cru ndo sujeito a qualquer tratamento térmico, € o aumento da temperatura interior do
produto que ocorre no transporte (desde a cozinha central até ao local do evento) ¢é
suficiente para ocorrer desenvolvimento microbiano.

Contudo ndo temos qualquer contagem de E. coli, pelo que se a contagem inicial fosse
reduzida, a percentagem de unidades amostrais satisfatorias no fim da exposi¢ao poderia
ser muito maior, o que parece indicar que os problemas com este produto ndo parecem
indicar um alimento potencialmente perigoso do ponto de vista da contamina¢ao mas
sim problemas com a qualidade geral, de armazenamento.

A continuar a usar um produto pronto a consumir, recomenda-se a avaliacdo e a
aprovacao do fornecedor, que, muito provavelmente, terd que implementar BPH de
forma a evitar que a carga microbiana final seja tdo elevada, bem como, avaliar as
condi¢des de armazenamento e de transporte no frio.

Um método para reduzir a carga microbiana da matéria-prima, visto que a congelagao
ndo elimina a flora microbiana contaminante, poderd também ser uma ferramenta
adicional para melhorar a qualidade microbiologica deste tipo de preparagoes.

Segundo Gomez-Estaca, Lopez-Caballero, Gomez-Guillén, Lopez de Lacey e Montero
Garcia (2009) a “alta pressdao” pode ser uma ferramenta adequada para obter uma

qualidade elevada em produtos tipo “carpaccio” de pescado, pois, por um lado, o
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produto fica livre de parasitas e com uma melhor qualidade microbioldgica e, portanto,
com um prazo de validade maior, e, por outro lado, os produtos adquirem novas

carateristicas sensoriais que podem ser muito apreciadas pelos consumidores.
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V- CONCLUSOES

Nao existem muito trabalhos desta natureza, pelo que achamos que as conclusdes
retiradas serdo bastante validas para ajudar na implementacao de Sistemas de Gestao da
Seguranca Alimentar na restauragao de eventos e dar o mote a estudos futuros.

No nosso estudo ndo obtivemos uma relacao linear entre a “temperatura ambiente” (Ta)
e as contagens de mesofilos e de enterobactérias, tal como seria de esperar a partida,
embora haja diferencas significativas entre as contagens obtidas no més de Julho e as
contagens obtidas nos meses de Setembro e Outubro, que tiveram temperatura média
ambiente mais elevada no ano civil em que ocorreu a recolha das amostras.
Encontraram-se ainda diferencas significativas na quantidade de mesofilos detetados
nos subgrupos de alimentos do estudo e, ao contrario do que seria de esperar, os
"quentes" nao tém os valores de contagens mais baixos em média, sendo os subgrupos
com menores “contagens de mesofilos” em média a "fruta laminada/DLE", "frios/GI" e
as "saladas". E também interessante verificar que as contagens do subgrupo "fruta
laminada/PAC" e do subgrupo "frios/GII" foram similares e que ha uma diferenca
significativa entre as contagens do subgrupo “fruta laminada/PAC” e do subgrupo “fruta
laminada/DLE”.

De um modo geral, encontramos uma elevada percentagem de unidades amostrais nao
satisfatorias para as contagens de mesofilos (77,7%, 219 em 282) e para as contagens de
Enterobacteriaceae (43,6%, 123 em 282). Para o parametro contagem de E. coli é que
encontrdmos uma elevada percentagem (94,3%, 266 em 282) de unidades amostrais
satisfatorias.

Relativamente a evolugdo da qualidade microbiologica ao longo do tempo de exposigao,
obtivemos uma percentagem de unidades amostrais ndo satisfatorias muito elevada em
quase todos os grupos para a “contagem de mesofilos” e para a “contagem de
enterobactérias” no inicio do empratamento (T)), mas a percentagem de unidades
amostrais satisfatorias para o parametro E. coli ¢ muito elevada no inicio (95% no
Grupo I, 85,3% no Grupo II e 100% no Grupo III) e ao longo do tempo de exposi¢do.
De uma maneira geral ndo se observaram degradagdes estatisticamente significativas ao
longo do tempo de exposi¢do, contudo, podemos concluir que o que afeta mais a
qualidade microbiologica das preparagdes culindrias na restauragdo de eventos ¢ a sua
qualidade inicial. Concluimos também que o tempo de exposi¢do a temperatura nao
controlada afetou mais as preparagdes culinarias do grupo I, pois, para as contagens de

mesofilos, existiu uma degradacdo (Unico aumento significativo das unidades amostrais
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ndo satisfatorias com o aumento do tempo de exposi¢do), pelo que ndo conseguimos
estabelecer e validar um tempo maximo de exposi¢do a temperatura ndo controlada dos
alimentos na restauracdo de eventos, que era o objetivo principal inicial. Seria
necessario realizar mais estudos de modo a conseguir concretizar este objetivo.
Contudo, podemos concluir que os fatores de riscos que levam a contaminacdo dos
alimentos na restauracdo de eventos sdo a contaminacdo cruzada devido a més praticas
de higiene e o crescimento microbiano devido a condi¢des inadequadas de
arrefecimento e armazenamentos dos produtos.

De fato, os resultados obtidos para as contagens microbioldgicas neste estudo indicam a
necessidade de analisar o Sistema de Seguranga Alimentar implementado na cozinha
central da empresa de “catering” de modo a detetar as suas falhas. Algumas medidas
deverdo passar por reforgar o cumprimento das Boas Praticas de Higiene Fabrico,
revalidar os parametros dos processos de confecdo e no caso de algumas matérias-
primas reavaliar os fornecedores, realizando um controlo microbioldgico da qualidade
das mesmas.

Deste modo, seria interessante realizar um estudo onde se relacionasse o nivel de
contaminagdo inicial (no TO) com o nivel de cumprimento das Boas Praticas de Higiene
e Fabrico na Cozinha Central através da realizagdo de zaragatoas as superficies (tdbuas
de corte, bancadas, panos de limpeza, etc.) e aos manipuladores.

Numa avaliagdo geral das contagens obtidas para os diferentes parametros analisados, a
quase totalidade das amostras (83,68%) pode ser considerada ndo satisfatoria, mas ndo
temos contagens de E. coli nos Grupos I e III e, no Grupo II, a percentagem maxima de
unidades amostrais ndo satisfatorias ¢ de 17,6% para este pardmetro. Contudo, como
ndo analisdmos a presenga de patogénicos (como S. aureus, Salmonella spp, Bacillus
cereus) ¢-nos dificil avaliar a seguranca alimentar das preparagdes culinarias do nosso
estudo.

Contudo, podemos afirmar que existem preparagdes culinarias potencialmente de risco,
como o “carpaccio” de salmao, adquiridas em regime de “outsorcing”, cuja utilizagdo na
restauracdo de eventos pode colocar problemas de saude publica, sobretudo para os
grupos mais vulnerdveis (idosos, criancas € imunocomprometidos) quando as BPHF

falham no produtor.
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Anexos

ANEXO I - CHECKLIST DE CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Prato:

Local: Data:

Historico/Caracteristicas do Produto

Ingredientes Criticos:

Manipulagao:

Caracteristicas Organoléticas do Produto:

Protec¢ao do Produto:

Etiquetagem:

Protecao Individual dos Colaboradores:

Instalacoes:
h Inici
Chegada miciodo |\ 5c2h | Apés4h | Apés6h | Saida
ao evento | Empratamento
Hora
Temperatura

do alimento

Temperatura
ambiente
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ANEXO II - Resultados obtidos nas analises microbiologicas (base de dados)

Cont. Cont.
Grupo | Cédigo | Anilise | Més | Tempo | Ta Tp Contagem Meséfilos Enterobactérias Ecoli
1 1,0 1 7 1| 241] 66,0 4.100,0 0,0 0,0
1 1,0 1 7 2| 244| 683 6.500,0 0,0 0,0
1 1,0 1 7 3| 242| 6738 160.000,0 10,0 0,0
1 1,0 1 7 4] 262 83,5 12.000,0 10,0 0,0
1 1,0 2|1 10 1| 27,1 75,0 51.000,0 0,0 0,0
1 1,0 2|1 10 2| 294| 654 4.700,0 0,0 0,0
1 1,0 21 10 3] 290] 623 4.800.000,0 0,0 0,0
1 1,0 2| 10 4| 27.8| 539 25.000,0 0,0 0,0
1 2,0 1 7 1| 233] 75,0 1.800,0 0,0 0,0
1 2,0 1 7 2| 17,5] 73,5 830,0 0,0 0,0
1 2,0 1 7 3] 17,3] 65,0 3.100,0 0,0 0,0
1 2,0 1 7 4] 16,0] 60,0 180.000,0 0,0 0,0
1 2,0 31 10 1| 29,0| 95,7 1.000.000,0 30,0 0,0
1 2,0 3] 10 2| 268| 264 3.000.000,0 10,0 0,0
1 2,0 3] 10 3] 273| 258 300.000,0 10,0 0,0
1 2,0 3] 10 41 254 248 2.900.000.000,0 20,0 0,0
1 3,0 1 9 1| 248| 75,0 30.000.000,0 970.000,0 0,0
1 3,0 1 9 2|1 273 273 30.000.000,0 1.700.000,0 0,0
1 3,0 1 9 3] 268| 248 30.000.000,0 0,0 0,0
1 3,0 1 9 41 262 254 30.000.000,0 37.000,0 0,0
1 3,0 3 9 1| 235 750 8.300,0 0,0 0,0
1 3,0 3 9 21 30,0 2772 11.000,0 0,0 0,0
1 3,0 3 9 3| 304| 262 0,0 0,0 0,0
1 3,0 3 9 41 304 269 9.300.000,0 0,0 0,0
1 3,0 41 10 1| 28,0] 75,0 1.100,0 0,0 0,0
1 3,0 41 10 21 302 441 8.100,0 0,0 0,0
1 3,0 41 10 3|1 29,1| 322 58.000,0 0,0 0,0
1 3,0 41 10 4| 26,1 | 28,6 61.000,0 0,0 0,0
1 4,0 1 9 1| 300] 76,0 340,0 0,0 0,0
1 4,0 1 9 2| 27,0] 75,0 3.600.000,0 0,0 0,0
1 4,0 1 9 3] 30,0] 750 69.000.000,0 0,0 0,0
1 4,0 1 9 4| 238 75,0 18.000.000,0 0,0 0,0
1 6,0 2| 10 1| 26,7| 75,0 10,0 0,0 0,0
1 6,0 2|1 10 2| 274| 354 840.000.000.000,0 0,0 0,0
1 6,0 2|1 10 3] 282 262 1.100.000.000.000,0 170.000.000,0 0,0
1 6,0 21 10 41 29,3| 27,2| 3.100.000.000.000,0 0,0 0,0
1 6,0 31 10 1| 27,1| 75,0 1.500.000.000,0 2.400.000,0 0,0
1 6,0 3] 10 2| 294| 238 22.000.000,0 36.000,0 0,0
1 6,0 3] 10 3] 290] 27,9 130.000.000,0 600.000,0 0,0
1 6,0 3] 10 41 27,8| 263 1.600.000.000,0 20.000.000,0 0,0
1 9,0 1 7 1| 250 62,0 47.000.000,0 0,0 0,0
1 9,0 1 7 2| 244 244 57.000.000,0 0,0 0,0
1 9,0 1 7 3| 262| 24,0 45.000.000,0 0,0 0,0
1 9,0 1 7 41 247 232 400.000,0 0,0 0,0
1 9,0 2 9 1| 248] 21,5 12.000.000,0 0,0 0,0
1 9,0 2 9 2| 273 25,7 6.100.000,0 0,0 0,0
1 9,0 2 9 31 268| 259 18.000.000,0 0,0 0,0
1 9,0 2 9 41 262 256 1.400.000,0 0,0 0,0
1 9,0 3 9 1| 248] 21,5 12.000.000,0 0,0 0,0
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1 9,0 3 9 2| 273 25,7 4.100.000,0 0,0 0,0
1 9,0 3 9 3] 268] 259 6.800.000,0 0,0 0,0
1 9,0 3 9 4] 262 25,6 30.000,0 0,0 0,0
1 5,0 1 7 1| 233] 183 420,0 0,0 0,0
1 5,0 1 7 2| 235 21,6 3.100,0 0,0 0,0
1 5,0 1 7 3| 247] 228 34.000.000,0 0,0 0,0
1 5,0 1 7 41 26,1 | 2472 5.000.000,0 0,0 0,0
1 5,0 2 7 1| 248 8,0 40,0 0,0 0,0
1 5,0 2 7 2| 264| 223 73,0 0,0 0,0
1 5,0 2 7 3] 249] 228 89,0 0,0 0,0
1 5,0 2 7 4] 248 228 38,0 0,0 0,0
1 5,0 3 7 1| 260]| 153 32.000,0 20,0 0,0
1 5,0 3 7 2| 281] 245 44.000,0 10,0 0,0
1 5,0 3 7 3] 251] 269 27.000,0 30,0 0,0
1 5,0 3 7 41 279 267 49.000,0 0,0 0,0
1 7,0 1 7 1| 233 0,8 13.000,0 580,0 30,0
1 7,0 1 7 2| 235] 144 9.800,0 750,0 0,0
1 7,0 1 7 3| 247] 202 21.000,0 550,0 0,0
1 7,0 1 7 41 26,1 | 227 9.400,0 500,0 0,0
1 7,0 2 7 1| 260] 13,7 11.000,0 11.000,0 0,0
1 7,0 2 7 2| 28,1 | 22,6 14.000,0 14.000,0 0,0
1 7,0 2 7 3| 27,1 25,1 18.000,0 18.000,0 0,0
1 7,0 2 7 41 299 254 320.000,0 320.000,0 0,0
1 8,0 1 7 1| 260 7,2 30.000.000,0 0,0 0,0
1 8,0 1 7 2| 28,1 | 244 970.000,0 0,0 0,0
1 8,0 1 7 3| 27,1 265 46.000.000,0 0,0 0,0
1 8,0 1 7 41 299 26,7 4.700.000,0 0,0 0,0
1 8,0 2 9 1| 28,6 206 300.000.000,0 0,0 0,0
1 8,0 2 9 2| 28,0 255 300.000.000,0 0,0 0,0
1 8,0 2 9 3| 264| 254 300.000.000,0 0,0 0,0
1 8,0 2 9 41 272 258 300.000.000,0 0,0 0,0
2 10,0 1 7 1| 286 28,6 390.000.000,0 96.000,0 0,0
2 10,0 1 7 2| 285] 198 7.400.000,0 91.000,0 0,0
2 10,0 1 7 3] 268]| 20,1 800.000,0 260.000,0 0,0
2 10,0 1 7 4] 240 215 300.000.000,0 320.000,0 0,0
2 10,0 2 9 1] 292] 171 410.000,0 10.000,0 0,0
2 10,0 2 9 2| 29,0 237 490.000,0 9.800,0 0,0
2 10,0 2 9 3] 29,6] 240 700.000,0 25.000,0 0,0
2 10,0 2 9 4|1 273 235 68.000.000,0 20.000.000,0 0,0
2 10,0 3 9 1| 234| 11,7 17.000.000,0 7.900.000,0 0,0
2 10,0 3 9 2| 1471 16,2 2.200.000,0 870.000,0 0,0
2 10,0 3 9 3| 164 142 2.000.000,0 31.000.000,0 0,0
2 10,0 3 9 4] 16,5| 144 280.000.000,0 560.000,0 0,0
2 11,0 1 7 1| 260| 122 5.100,0 1.000,0 0,0
2 11,0 1 7 2| 28,1 | 242 6.100,0 0,0 0,0
2 11,0 1 7 3| 27,0] 26,1 45.000,0 10,0 0,0
2 11,0 1 7 41 299 27,0 52.000,0 370,0 0,0
2 11,0 2 9 1| 28,6 19,1 230.000,0 10,0 0,0
2 11,0 2 9 2| 28,0| 25,0 110.000,0 10,0 0,0
2 11,0 2 9 3| 264| 258 70.000,0 20,0 0,0
2 11,0 2 9 41 272 258 180.000,0 50,0 0,0
2 11,0 3 9 1] 247] 115 26.000,0 330,0 0,0
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2 11,0 3 9 2| 269 248 56.000,0 30,0 0,0
2 11,0 3 9 3| 26,6] 250 45.000,0 60,0 0,0
2 11,0 3 9 41 254 242 54.000,0 340,0 0,0
2 12,0 1 7 1| 286]| 171 70.000.000,0 10,0 0,0
2 12,0 1 7 2| 285 21,8 310.000.000,0 120,0 10,0
2 12,0 1 7 3] 26,8] 250 150.000.000,0 0,0 0,0
2 12,0 1 7 4] 240 219 250.000.000,0 10,0 0,0
2 12,0 2 9 1| 292 164 4.800.000,0 0,0 10,0
2 12,0 2 9 2|1 290] 24,1 57.000.000,0 0,0 0,0
2 12,0 2 9 3] 29,6] 250 5.900.000,0 0,0 0,0
2 12,0 2 9 4] 273 249 7.200.000,0 0,0 0,0
2 12,0 3 9 1| 234| 12,6 1.100.000.000,0 13.000.000,0 0,0
2 12,0 3 9 2| 1471 157 100.000.000,0 24.000.000,0 0,0
2 12,0 3 9 3| 164 143 23.000.000,0 21.000.000,0 0,0
2 12,0 3 9 4] 16,5]| 138 56.000.000,0 17.000.000,0 0,0
2 13,0 1 7 1| 286]| 21,0 15.000.000,0 440,0 90,0
2 13,0 1 7 2| 285] 224 120.000.000,0 190,0 40,0
2 13,0 1 7 3| 268| 233 41.000.000,0 130,0 0,0
2 13,0 1 7 4] 240 22,7 71.000.000,0 120,0 0,0
2 13,0 2 9 1| 292 19,0 360.000.000,0 210,0 10,0
2 13,0 2 9 2| 29,0| 249 340.000.000,0 300,0 60,0
2 13,0 2 9 3| 29,6| 256 520.000.000,0 1.700.000,0 190,0
2 13,0 2 9 41 273 254 580.000.000,0 19.000,0 280,0
2 13,0 3 9 1| 234| 11,7 43.000.000,0 0,0 0,0
2 13,0 3 9 2| 14,7 158 22.000.000,0 0,0 10,0
2 13,0 3 9 3| 164] 144 3.100.000.000,0 0,0 0,0
2 13,0 3 9 4] 16,5]| 13,6 120.000.000,0 0,0 0,0
2 14,0 1 7 1| 286 207 16.000.000,0 650,0 0,0
2 14,0 1 7 2| 285 21,8 2.900.000,0 950,0 0,0
2 14,0 1 7 3| 268]| 21,7 33.000.000,0 98,0 0,0
2 14,0 1 7 4] 240 23,1 300.000.000,0 88,0 0,0
2 14,0 2 9 1| 292 188 1.000.000,0 600.000,0 0,0
2 14,0 2 9 2|1 290] 24,1 1.200.000,0 220.000,0 0,0
2 14,0 2 9 3] 29,6] 248 6.700.000.000,0 110.000,0 0,0
2 14,0 2 9 4|1 273 245 14.000.000,0 160.000,0 0,0
2 15,0 1 7 1| 28,7 -6,6 320.000,0 3.800,0 0,0
2 15,0 1 7 2| 28,0] 22,6 610.000,0 28.000,0 0,0
2 15,0 1 7 3| 274 23,6 900.000,0 14.000,0 0,0
2 15,0 1 7 4| 27,5| 23,0 1.800.000,0 12.000,0 0,0
2 15,0 2 7 1| 265| -40 340.000,0 1.300,0 0,0
2 15,0 2 7 2| 282 23,1 220.000,0 1.900,0 0,0
2 15,0 2 7 3| 27,8] 240 39.000,0 2.700,0 0,0
2 15,0 2 7 41 241 275 39.000,0 3.300,0 0,0
2 15,0 3 9 1| 28,6| 15,6 300.000.000,0 1.000,0 0,0
2 15,0 3 9 2| 28,0| 245 300.000.000,0 1.600,0 0,0
2 15,0 3 9 3| 264 250 300.000.000,0 3.100,0 0,0
2 15,0 3 9 41 27,2 | 258 300.000.000,0 2.400,0 0,0
2 16,0 1 9 1| 28,6| 148 210.000,0 0,0 0,0
2 16,0 1 9 2| 28,0| 23,6 970.000,0 0,0 0,0
2 16,0 1 9 3| 264| 234 110.000,0 0,0 0,0
2 16,0 1 9 41 272 24,7 1.000.000,0 0,0 0,0
2 16,0 2 9 1| 28,6| 148 3.200.000,0 0,0 0,0
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2 16,0 2 9 2| 28,0| 23,6 2.700.000,0 0,0 0,0
2 16,0 2 9 3| 264| 234 20.000.000,0 3.000,0 0,0
2 16,0 2 9 41 272 24,7 31.000.000,0 70.000,0 0,0
2 16,0 3 9 1| 28,6| 148 290.000,0 0,0 0,0
2 16,0 3 9 2| 28,0| 23,6 7.400.000,0 0,0 0,0
2 16,0 3 9 3| 264| 234 13.000.000,0 0,0 0,0
2 16,0 3 9 41 272 24,7 19.000.000,0 0,0 0,0
2 17,0 1 9 1| 234| 115 300.000.000,0 1.500,0 0,0
2 17,0 1 9 2| 265] 214 300.000.000,0 0,0 0,0
2 17,0 1 9 3| 254 23,1 300.000.000,0 0,0 0,0
2 17,0 1 9 4| 25,8| 238 300.000.000,0 0,0 0,0
2 17,0 2| 10 1| 255]| 158 310.000,0 0,0 0,0
2 17,0 2| 10 2| 26,7 21,3 380.000,0 300.000,0 0,0
2 17,0 2| 10 3| 28,0] 225 4.100.000,0 300.000,0 0,0
2 17,0 2| 10 4] 28,8| 225 570.000.000,0 300.000,0 0,0
2 17,0 3] 10 1| 27,1 8,9 510.000,0 780,0 0,0
2 17,0 31 10 2| 294 25,1 2.200.000,0 1.300,0 0,0
2 17,0 3] 10 3] 29,0] 242 16.000.000,0 21.000,0 0,0
2 17,0 3] 10 4] 27.8| 254 5.500.000,0 1.100,0 0,0
2 18,0 1 9 1| 28,6]| 21,1 190.000.000,0 32.000,0 0,0
2 18,0 1 9 2| 28,0| 25,1 68.000.000,0 160.000,0 0,0
2 18,0 1 9 3| 264] 250 100.000.000,0 8.600.000,0 0,0
2 18,0 1 9 41 27,2 | 258 76.000.000,0 1.000,0 0,0
2 18,0 2 9 1| 28,6 21,1 200.000.000,0 2.900.000,0 0,0
2 18,0 2 9 2| 28,0| 25,1 79.000.000,0 1.600.000,0 0,0
2 18,0 2 9 3| 264] 250 130.000.000,0 7.900.000,0 0,0
2 18,0 2 9 41 27,2 | 258 89.000.000,0 1.200.000,0 0,0
2 18,0 3 9 1] 286 21,1 69.000.000,0 3.400.000,0 0,0
2 18,0 3 9 2| 28,0| 25,1 42.000.000,0 2.700.000,0 0,0
2 18,0 3 9 3| 264] 250 50.000.000,0 5.900.000,0 0,0
2 18,0 3 9 41 272 258 86.000.000,0 1.300.000,0 0,0
2 19,0 1 7 1| 257| 189 10.000.000,0 680,0 0,0
2 19,0 1 7 2| 262| 234 12.000.000,0 12.000,0 0,0
2 19,0 1 7 3| 26,6] 246 14.000.000,0 160.000,0 0,0
2 19,0 1 7 41 253 24,1 40.000.000,0 2.500,0 0,0
2 19,0 2| 10 1| 239] 153 440.000.000,0 30,0 0,0
2 19,0 2| 10 2| 308] 257 1.100.000.000,0 2.300,0 0,0
2 19,0 2| 10 3| 268| 233 400.000.000,0 15.000,0 0,0
2 19,0 2| 10 4] 250 22,0 620.000.000,0 1.600,0 0,0
2 20,0 1 7 1| 237 8,2 370.000,0 850,0 30,0
2 20,0 1 7 2| 265] 199 240.000,0 50,0 50,0
2 20,0 1 7 3| 254 21,3 430.000,0 450,0 10,0
2 20,0 1 7 4] 258 222 1.800.000,0 550,0 0,0
2 20,0 2 7 1| 26,0]| 10,7 310.000,0 1.600,0 0,0
2 20,0 2 7 2| 28,1| 208 410.000,0 2.200,0 0,0
2 20,0 2 7 3| 27,1 248 160.000,0 2.700,0 0,0
2 20,0 2 7 41 299 25,1 6.000.000,0 3.600,0 0,0
2 20,0 3] 10 1| 26,7| 16,8 710.000,0 1.900,0 70,0
2 20,0 3] 10 2| 274 22,6 17.000.000,0 2.000,0 120,0
2 20,0 3] 10 3| 282] 229 41.000.000,0 6.400,0 230,0
2 21,0 1 9 1| 260]| 188 270.000.000,0 700,0 0,0
2 21,0 1 9 2| 29,0 228 210.000,0 2.600,0 0,0

81



Referéncias Bibliograficas

2 21,0 1 9 3| 27,1 229 210.000,0 10,0 0,0
2 21,0 1 9 4] 273 233 66.000,0 0,0 0,0
2 21,0 21 10 1| 28,7 184 410.000.000,0 300.000,0 0,0
2 21,0 2| 10 2| 264 22,7 850.000.000,0 300.000,0 0,0
2 21,0 2| 10 3] 26,7 224 840.000.000,0 300.000,0 0,0
2 21,0 2| 10 4] 242 220 1.200.000.000,0 300.000,0 0,0
2 21,0 31 10 1| 26,7| 154 1.300,0 50,0 0,0
2 21,0 3] 10 2| 2741 229 890.000,0 10,0 0,0
2 21,0 3] 10 3| 282] 268 59.000.000,0 19.000,0 0,0
3 22,0 1 7 1| 287 7,0 0,0 0,0 0,0
3 22,0 1 7 2| 274 21,0 100,0 0,0 0,0
3 22,0 1 7 3] 265] 22,0 0,0 0,0 0,0
3 22,0 1 7 41 26,5| 21,7 0,0 0,0 0,0
3 22,0 1 7 5| 245] 21,2 0,0 0,0 0,0
3 22,0 1 7 6| 229| 218 0,0 24.000.000.000,0 0,0
3 24,0 1 7 1| 257] 113 30.000.000,0 0,0 0,0
3 24,0 1 7 2| 262] 202 30.000.000,0 0,0 0,0
3 24,0 1 7 3| 266 21,6 30.000.000,0 0,0 0,0
3 24,0 1 7 4] 253 20,7 240.000,0 0,0 0,0
3 24,0 1 7 5| 21,6] 19,0 9.100,0 0,0 0,0
3 24,0 1 7 6| 20,5] 18,0 30.000.000,0 0,0 0,0
3 24,0 2 7 1| 287 7,3 0,0 0,0 0,0
3 24,0 2 7 2| 274 21,6 1.200.000.000,0 1.100,0 0,0
3 24,0 2 7 3] 265] 21,1 320.000.000,0 8.600,0 0,0
3 24,0 2 7 4] 26,5| 21,7 16.000.000.000,0 410,0 0,0
3 24,0 2 7 S| 245] 223 20.000,0 0,0 0,0
3 24,0 2 7 6 229| 21,3 6.700.000.000,0 0,0 0,0
3 24,0 3] 10 1| 21,5 128 110.000.000.000,0 30.000.000,0 0,0
3 24,0 3] 10 2| 23,5| 22,6 90.000.000.000,0 30.000.000,0 0,0
3 24,0 3] 10 3| 222] 229 50.000.000.000,0 15.000.000,0 0,0
3 24,0 31 10 4] 246 23,0 4.500.000,0 9.000.000,0 0,0
3 24,0 3] 10 5| 241] 21,8 16.000.000.000,0 250.000.000,0 0,0
3 24,0 3] 10 6| 240] 21,9 290.000.000.000,0 190.000.000,0 0,0
3 25,0 1 7 1| 287 1,4 30.000.000,0 10.000,0 0,0
3 25,0 1 7 2| 274 19,0 30.000.000,0 0,0 0,0
3 25,0 1 7 3| 265] 207 30.000.000,0 20.000,0 0,0
3 25,0 1 7 41 26,5| 224 30.000.000,0 160.000,0 0,0
3 25,0 1 7 5| 245] 21,6 30.000.000,0 200.000,0 0,0
3 25,0 1 7 6| 229] 209 30.000.000,0 130.000,0 0,0
3 25,0 2 7 1| 26,5| 265 30.000.000,0 300.000,0 0,0
3 25,0 2 7 2| 27,0] 27,0 30.000.000,0 300.000,0 0,0
3 25,0 2 7 31 281 28,1 30.000.000,0 300.000,0 0,0
3 25,0 2 7 4] 254 254 30.000.000,0 300.000,0 0,0
3 25,0 2 7 5| 285]| 285 30.000.000,0 300.000,0 0,0
3 25,0 2 7 6| 239] 239 30.000.000,0 300.000,0 0,0
3 25,0 31 10 1| 21,5 215 30.000.000.000,0 4.200.000,0 0,0
3 25,0 3] 10 2| 235] 235 30.000.000.000,0 0,0 0,0
3 25,0 3] 10 3| 222] 222 30.000.000.000,0 0,0 0,0
3 25,0 3] 10 4] 246 24,6 30.000.000.000,0 6.000.000,0 0,0
3 25,0 3] 10 S| 24,1 24,1 30.000.000.000,0 0,0 0,0
3 25,0 3] 10 6| 240] 240 30.000.000.000,0 0,0 0,0
3 23,0 1 7 1| 265]| 16,9 0,0 0,0 0,0
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3 23,0 1 7 2| 270 21,7 0,0 0,0 0,0
3 23,0 1 7 3| 281] 228 0,0 0,0 0,0
3 23,0 1 7 41 254 23,1 0,0 0,0 0,0
3 23,0 1 7 5| 285] 199 0,0 0,0 0,0
3 23,0 1 7 6| 239]| 206 0,0 0,0 0,0
3 26,0 1 7 1| 257] 22,1 6.800,0 500,0 0,0
3 26,0 1 7 2| 262] 21,7 6.500,0 3.100,0 0,0
3 26,0 1 7 3| 266 21,3 10.000,0 10,0 0,0
3 26,0 1 7 41 253 21,0 66.000.000,0 300,0 0,0
3 26,0 1 7 5| 21,6] 19,0 34.000.000,0 210,0 0,0
3 26,0 1 7 6| 20,5| 183 110.000.000,0 3.000,0 0,0
3 26,0 2| 10 1| 21,5]| 16,6 1.700.000,0 3.000.000,0 0,0
3 26,0 2| 10 2| 235] 225 34.000.000,0 3.000.000,0 0,0
3 26,0 2| 10 3| 222] 233 380.000.000,0 3.000.000,0 0,0
3 26,0 2| 10 4] 246 225 21.000,0 3.000.000,0 0,0
3 26,0 2| 10 S| 241] 223 9.800.000,0 3.000.000,0 0,0
3 26,0 2| 10 6| 240] 22,1 1.900.000.000,0 3.000.000,0 0,0
3 27,0 1 7 1| 265 14,0 430.000.000,0 66.000,0 0,0
3 27,0 1 7 2| 270 224 24.000.000,0 210.000,0 0,0
3 27,0 1 7 3| 28,1| 245 16.000.000,0 230.000,0 0,0
3 27,0 1 7 4] 254 26,0 30.000.000.000,0 230.000,0 0,0
3 27,0 2 7 1| 260]| 16,5 16.000,0 730.000,0 0,0
3 27,0 2 7 2| 281] 238 700,0 93.000.000,0 0,0
3 27,0 2 7 3] 27,1 249 5.300,0 4.000.000,0 0,0
3 27,0 2 7 4] 299 265 30.000,0 890.000,0 0,0
3 27,0 3 7 1| 28,6] 25,1 590,0 810.000,0 0,0
3 27,0 3 7 2| 28,0] 253 2.000,0 5.000.000,0 0,0
3 27,0 3 7 3| 264 249 5.600,0 4.800.000,0 0,0
3 27,0 3 7 41 272 253 130.000,0 3.600.000,0 0,0
3 27,0 4 7 1| 28,6]| 25,1 1.700,0 39.000,0 0,0
3 27,0 4 7 2| 28,0] 253 3.000,0 4.200.000,0 0,0
3 27,0 4 7 3| 264 249 2.900,0 3.800.000,0 0,0
3 27,0 4 7 41 272 253 23.000,0 46.000.000,0 0,0
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