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Palavras-chave

Resumo

Ovos, ovoprodutos, qualidade alimentar, métodos de

andlise.

Com este trabalho pretendeu-se estudar quais os métodos
de andlise de microbiologia, de funcionalidade e fisico-
guimicas que mais se adequam ao tipo de produtos
analisados assim como estudar as caracteristicas de
alguns dos ovoprodutos produzidos.

Foram estudadas e implementadas as técnicas
necessarias e disponiveis, tendo sido estabelecidos
métodos para medicdo de parametros de caracterizacao e
controlo da qualidade.

No geral ndo se observaram diferencas significativas de
pH, °Brix e extrato seco entre as amostras reidratadas com
agua destilada e com agua da rede publica.

Os lotes analisados em termos microbioldgicos,
apresentaram resultados satisfatérios

A capacidade espumante é melhor a pH inferior a 7,22 e
minima a pH 7,67 e 8,17. Volta a aumentar para pH maior
gue 9. Os lotes de clara com pH inferior a 8 apresentam
volumes de espuma mais baixos do que os lotes de pH

mais altos. Verifica-se, igualmente, que a estabilidade é
maior a pH entre 6,5 e 8,5.

Foram verificadas maiores forcas de gel na salsicha de
clara e na clara em pé pasteurizada.

Ao longo do estagio também se criaram e organizaram
documentos importantes que permitiram um funcionamento
seguro e eficaz do laboratério dentro das regras de higiene
e seguranca aplicadas a industrias alimentares.



Keywords

Abstract

Eggs, eggproducts, food quality, methods of analysis.

This work aims to study the methods of microbiological
analysis, functional and physicochemical properties that
best fit this type of products. Another purpose is the study
and analysis of important features of the eggproducts.

The required techniques for this study were analyzed and
implemented. Methods were established for measuring and
characterizing the quality control parameters.

There were not found significant differences in pH, ° Brix
and solids between samples rehydrated with distilled water
and tap water.

Batches that were analyzed microbiologically, showed
satisfactory results.

The foaming capacity of the egg white is better at pH lower
than 7.22 and minimum at pH 7.67 and 8.17. Increases
again at pH higher than 9. Batches of egg white with a pH
below 8 showed lower foam volume than batches with the
highest pH. It appears also that the stability is greater at pH
between 6.5 and 8.5.

Larger gel forces were observed in egg white sausages and
egg white powder pasteurized.

Important documents were also created and organized
throughout the internship. These documents have
contributed for a safe and efficient function of the
laboratory, according to standard hygiene and safety rules
applied to food industries.
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EMB — gelose Eosin Methilen Blue (azul de metileno e iosina)
ETAR — Estacdo De Tratamentos De Aguas Residuais

HACCP — Hazard Analysis and Critical Control Points (Anélise de riscos e pontos
criticos de controlo)

HS — Heat Stable (estabilizado por calor)

HTST — High Temperature Short Time (altas temperaturas menos tempo)
IFS - Internacional Food Standard

IMM — Iron Milk Medium (meio de ferro e leite)

ISO - International Standard Organization (organizacdo internacional de
estandardizacéo)

KG —Kim e Goepfert agar

LIC — Limite Inferior de Controlo

LSC — Limite Superior de Controlo

LST — Light Sensitive Tube

MRS —De Man, Rogosa and Sharp agar

MYP —Mannitol-egg-Yolk-Polymyxin agar

NMP — Numero Mais Provéavel

PCR — Polymerase Chain Reaction (reacdo em cadeia da polimerase)

PEMBA - Polymyxin-Pyruvate-Egg-Yolk-Mannitol-Bromothymol-Blue Agar
(gelose de gema de ovo-polimixina-piruvato-manitol-azul de- bromotimol)

PEMPA — Polymyxin-Pyruvate-Egg-Yolk-Mannitol-Bromocresol-Purple-Agar
(gelose de gema de ovo-polimixina-piruvato-manitol-purpura-de-bromocresol)

PET — Embalagens PurePack Ultra-Higiénicas
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PLA, — Fosfolipase A;

PVC — Polyvinyl Chloride (policloreto de vinilo)
rRNA — Acido ribonucleico ribossomatico

RLU — Relative Light Units

RPM — Rotagdes Por Minuto

TMAO — Oxido De Trimetilamina

TSN — Gelose Trypton Sulfite Neomycin

TTC — Trifenil tetrazdlio

UFC — Unidades Formadoras de Coldnias

VRBL - Violet Red Bile Agar with Lactose (gelose de vermelho-violeta com
lactose)
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1. Introducao

O tema deste trabalho baseia-se na implementacdo de métodos
laboratoriais necessarios num laboratorio de andlises de uma fébrica de
ovoprodutos. Este tema foi desenvolvido durante um estagio numa fabrica de
producdo de ovoprodutos, ao longo do qual foram implementadas metodologias que
virdo a ser utilizadas no controlo de qualidade da unidade.

Antes da implementacdo e validacdo dos métodos de trabalho é
necessario um conhecimento aprofundado sobre matérias-primas utilizadas e
produtos finais obtidos, assim como o0s processos de fabrico envolvidos e as
exigéncias legais associados a seguranca alimentar dos mesmos.

Um método de andlise, para poder ser implementado, deve ser
anteriormente testado e validado de forma a ser possivel interpretar os resultados
que esse método providencia e também saber quais os parametros a aplicar para
cada tipo de amostra e analise utilizada. Assim, devem ser postos & prova Varios
métodos, realizando-se diversos ensaios para que seja possivel chegar a conclusdes

satisfatorias.

1.1. Ovofoods — caraterizacdo da empresa

1.1.1. Histéria da empresa

Em Maio de 2010, o Grupo Derovo, constituido por véarias empresas
reconhecidas nacional e internacionalmente pelo fabrico de ovoprodutos e
derivados de ovo, inaugurou uma nova unidade de producdo industrial em Espanha
— a Ovofoods. Esta empresa, localizada em Mieres del Camino (Astdrias), foi
desenhada para conseguir processar trés milhdes de ovos por dia. Possuindo a mais
moderna tecnologia de transformacdo de ovoprodutos, representa um forte
investimento e uma grande aposta na internacionalizacdo do Grupo. Com o
aumento crescente do numero de clientes e, consequentemente, de encomendas, a
Ovofoods tem vindo a desenvolver e a otimizar as suas linhas de producéo e
processos de fabrico, assim como a implementar regras e normas de seguranca

alimentar que garantem a qualidade dos seus produtos. Em Janeiro de 2012 a
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empresa foi certificada pela IFS (Internacional Food Standard) e BRC (British
Retail Consortium). Por volta da mesma altura comegou o funcionamento do

laboratério de analises.

1.1.2. Descricéo das instalacoes

Entre escritdrios e &rea de producdo, a fabrica ocupa cerca de 10 000 m?.
A area restrita a manipulacéo e fabrico dos ovoprodutos é constituida por um cais
de rececdo com 5 camaras de armazenamento de ovo em casca e 1 camara de
armazenamento de aditivos. E aqui que os produtos sdo rececionados e
armazenados depois de inspecionados e, no caso do ovo em casca, avaliados em
termos de qualidade.

A area de producdo de ovo liquido é constituida por 3 linhas de
partidoras, 6 tanques de produto cru (ndo pasteurizado), dois pasteurizadores e trés
zonas de enchimento. A zona de producdo de ovo cozido esta dividida em &rea de
alimentacdo, com 2 cozedoras, area de selecdo e inspecdo, com 2 tapetes de
inspecdo e area de embalamento. A area de producdo de ovo em pd esta dividida
em zona de filtragcdo e fermentacédo, secador (Box Dryer) e tamisador, enchimento e
pasteurizacao.

E na Sala de Controlo Operacional, que se pode ter acesso aos programas
de controlo dos processos de producao de ovo liquido, ovo cozido e de ovo em po.
Situada a meio da planta esta desenhada de forma a permitir o acesso facil e rapido
a qualquer uma destas areas de producao.

Ainda fazem parte das instalaces a zona de CIP (Clean In Place) de
contentores, o laboratorio de analises internas, o cais de expedicdo de produto
terminado com uma camara refrigerada de produto final, a centrifuga de cartdo
usado, a sala de armazenamento de embalagens, e a sala de manutencéo.

Encontra-se em desenvolvimento uma zona destinada a picagem de ovo

cozido.



1.1.3. Tipos de produtos produzidos na Ovofoods

A Ovofoods comercializa quatro tipos de ovoprodutos: liquidos,
congelados, cozidos e em po.

Os ovoprodutos liquidos podem ser compostos por ovo inteiro, apenas
gema ou apenas clara de ovo. As caracteristicas de cada um destes produtos
liquidos pode ser alterada de acordo com o pretendido para o produto final, ou seja,
a cada um destes podem ser acrescentados aditivos, como sal ou agucar, para que o
produto final esteja pronto para ser utilizado na preparacdo de produtos especificos
(por exemplo: tortilhas, massas ou gelados).

Para além do ovo cozido como se conhece usualmente, sdo produzidos
outros ovoprodutos cozidos de forma ndo tdo convencional. As salsichas de ovo ou
salsichas de clara séo feitas a partir de ovo ou clara liquida que depois se coze em
tripas sintéticas adquirindo uma forma semelhante a salsichas.

Os ovoprodutos em pé representam uma inovacdo importante para a
empresa, tanto em termos de producdo como também em termos de descoberta das
suas capacidades funcionais. Neste momento, a producdo estd mais direcionada
para clara de ovo em pé em detrimento do ovo inteiro ou gema de ovo.

O processo produtivo dos diferentes produtos sera descrito com mais

pormenor no ponto 3.

1.2. Caracteristicas da matéria-prima utilizada - o ovo de galinha

Ao longo de muitos anos e em muitos paises, 0s ovos de galinha tém
representado uma importante parte da dieta humana® # 3. Em termos nutricionais
sdo de facil digestdo e possuem uma grande quantidade de nutrientes essenciais
para 0 crescimento e manutencéo dos tecidos corporais’. As suas diversificadas
capacidades funcionais, tais como absorcdo de agua, emulsificacdo e formacdo de
espuma, fazem com que sejam muito utilizados na industria alimentar™?.

O esquema apresentado na figura 1 representa a estrutura de um ovo de
galinha. Para um ovo de peso médio, a casca representa 9,5 % do total do ovo,
enquanto a clara representa 63% e a gema 27,5% * °. Comecando do interior para o

exterior, os principais elementos sdo a gema, a clara e a casca.
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No centro da gema encontra-se o latebra que mantém o disco germinal a
superficie da gema, local onde ocorrem as divisGes celulares e a formacdo do
embrido. A gema é disposta no centro em anéis concéntricos de cor variada
dependendo do tipo de alimentacdo da galinha e, encontra-se rodeada por uma
membrana semipermeavel, a membrana vitelina ®.

A camada fina de clara rodeia a gema e, nos seus extremos, transforma-
se em calazas que se estendem para camada grossa de clara® ®. As calazas
assemelham-se a duas cordas retorcidas e funcionam como ancora, mantendo a
gema no centro do ovo® °.

A casca do ovo € composta por uma camada interna ou mamiléria e,
depois, uma camada externa esponjosa revestida por cuticula. Inimeros poros
estendem-se pela casca formando passagem entre a membrana da casca e a
cuticula®®. A cuticula tem a funcdo de selar parcialmente os poros impedindo a
penetracdo de microrganismos mas mantendo a permeabilidade gasosa®®. A
camara-de-ar ¢ formada pouco tempo depois da postura, devido a contracdo de
volume do conteddo do ovo causado pelo arrefecimento deste. O ar entra pelo
extremo mais largo do ovo, pois este apresenta maior concentracdo de poros
fazendo com que as membranas se separem nesta zona, formando assim a camara-
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Figura 1- Corte longitudinal de um ovo de galinha.
Adaptado de Macrae R., 1993

Relativamente a composic¢do nutritiva da clara, sabe-se que esta é uma
solucéo aquosa rica nas mais variadas proteinas, entre as quais, a ovoalbumina, a
avidina, a lizosima e a ovomucoide®. A natureza antibacteriana da maioria das

proteinas constitui uma defesa contra o ataque microbiano durante a incubacéo® °E
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ainda de salientar a presenca de hidratos de carbono (aproximadamente de 1%) que
se encontram no estado livre ou ligados a proteinas. Dos primeiros, destaca-se a
glucose, manose, galactose, arabinose, xilose, ribose e desoxirribose que
representam cerca de 98% dos hidratos de carbono presentes®. Por ser riquissima
em aminoacidos essenciais e devido ao equilibrio que existe entre eles, a clara de
ovo é utilizada muitas vezes como referéncia para validar a qualidade das proteinas
de outros alimentos®.

E na gema que se encontram as principais vitaminas, lipidos e minerais
do ovo. Esta consiste numa mistura de lipoproteinas com excecdo da fosvitina que
ndo contém material lipidico e é uma fosfoproteina. O teor em proteinas é de 16%
aproximadamente e a fracdo lipidica varia entre os 32 e 0s 35% dependendo da
espécie de galinha. A fracdo lipidica € composta na sua maioria por triglicerideos
(66%), fosfolipidos (28%) e apenas 5% de colesterol e o restante 1% de outros
lipidos™ °. O teor em colesterol é cerca de 2,5%, comparativamente com o teor em
s6lidos totais da gema’.

A Tabela 1 apresenta um resumo dos principais constituintes de um ovo

grande (70g aproximadamente) e do seu correspondente de clara e de gema.



Tabela 1- Composic¢ao Nutritiva de um Ovo de Galinha Grande.
Adaptado de Nutrient Data Laboratory Home Page ©

Componente (unidades) in?:i(;o Clzérlzzde Gecr)rclz; Ee
Composicéo genérica
Calorias (kcal) 72 17 55
Proteinas (g) 6,3 3,6 2,7
Hidratos de Carbono (g) 0,36 0,24 0,61
Matéria gorda (g) 4,8 0,06 4,5
Gordura monoinsaturada (g) 1,8 0 2
Gordura poliinsaturada (g) 1 0 0,72
Gordura Saturada (g) 1,6 0 1,6
Gorduras trans (g) 0,02 0 0,02
Vitaminas
Riboflavina (mg) 0,2 0,15 0,09
Vitamina B12 (mcg) 0,45 0,03 0,33
Folato (mcg) 24 1 25
Vitamina D (IU) 41 0 37
Vitamina A (1U) 270 0 245
Vitamina B6 (mg) 0,09 0 0,06
Tiamina (mg) 0,02 0 0,03
Vitamina E (mg) 0,5 0 0,44
Minerais
Selénio (mcg) 15,4 6,6 9,5
Fésforo (mg) 99 5 66
Ferro (mg) 0,88 0,03 0,46
Zinco (mg) 0,65 0,01 0,39
Calcio (mg) 28 2 22
Sédio (mg) 71 55 8
Potéssio (mg) 69 54 19
Magnésio (mg) 6 4 1
Outros
Colina (mg) 126 0,4 116
Colesterol (mg) 186 0 184
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1.3. Tipos de ovoprodutos e sua forma de producéo

Tradicionalmente, as industrias agroalimentares que necessitavam de
ovos nas suas producdes [pastelarias e dogarias, fabricantes de “dressings”
(acompanhamentos de saladas), produtores de massas alimenticias, entre outras]
recebiam os ovos encascados fazendo com que fosse necessério parti-los
manualmente. A necessidade imposta pelas grandes empresas fez com que o
aparecimento de ovoprodutos fosse inevitavel. Para além disso, as normativas sobre
seguranca alimentar estdo cada vez mais direcionadas para que, no futuro, estas
indUstrias substituam ovos por ovoprodutos pasteurizados®. Em Espanha, o Real
Decreto 1254/1991 proibe o uso de ovos frescos na restauracdo coletiva para
qualquer prato cozinhado a uma temperatura inferior a 75°C>.

Devido a estes fatores 0 mercado de ovoprodutos encontra-se em pleno
crescimento; por exemplo, em Franca representa mais de 30% da utilizacdo de
ovos, valor este que estd em constante evolucdo® °. E um sector agro-alimentar
onde as perspetivas de desenvolvimento econdmico so relativamente importantes®
% Aproximadamente 15% da producdo espanhola de ovos tem como destino a
transformacdo em ovoprodutos. Os principais paises europeus produtores de
ovoprodutos sdo Franca, Alemanha, Bélgica, Holanda e Italia. No caso da Franca
26% dos ovos sdo destinados ao fabrico de ovoprodutos®.

Segundo o Regulamento (CE) n.° 853/2004 do parlamento europeu e do
conselho de 29 de Abril de 2004 que estabelece regras especificas de higiene
aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal, os ovoprodutos sao definidos
como produtos transformados resultantes da transformacdo dos ovos ou de varios
componentes ou misturas de ovos ou ainda de outra transformacdo desses mesmos
produtos.

As vantagens técnicas destes produtos prendem-se a fatores tais como a
possibilidade de ajustar a composicdo para as propor¢cdes de gema/clara/aditivos
conforme desejado; a possibilidade de controlar a qualidade microbiologia,
limitando a contaminacédo inicial pela matéria-prima, eliminando contaminagdes
com pasteurizagdo e impedindo o desenvolvimento de microrganismos por
estabilizacdo e refrigeracdo; é ainda de referir a possibilidade de poder controlar as

propriedades funcionais dos produtos® > °.
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Os ovoprodutos podem ser classificados segundo varios critérios. A

Tabela 2 apresenta quatro classificacbes possiveis.

Tabela 2 - Classificacédo de Ov

Tipo de Classificacao

Por componentes

Primarios (Liquidos)

oprodutos Adaptado de Gallego, 2002

Ovo inteiro, gema clara e misturas.

Compostos

Com outros ingredientes mas com 50% de ovo no minimo (ex.
tortilhas de batata).

Por forma fisica e
tratamento

Liquidos refrigerados

Pasteurizados ou ndo pasteurizados.

Liquidos . . .
Pasteurizados ou ndo pasteurizados.
concentrados
Congelados Normalmente ultracongelados.
Secos Concentrados (20 a 25% de humidade) ou desidratados (3 a 5%

de humidade).

Por forma de uso

Ingredientes

Como matérias-primas na elaboragéo de outros produtos.

Produtos de valor
acrescentado

Preparados pre-cozinhados em que 0 ovo €é o ingrediente
principal.

Componentes isolados
separados

Por fracionamento da clara ou da gema.

Por duracéo de vida
comercial

Curta Liquidos pasteurizados convencionalmente (5 a 12 dias)

Média Liquidos ultrapasteurizados (4 a 6 semanas) e concentrados
(varios meses).

Longa Desidratados e congelados (1 ano ou mais).

1.3.1. Processo de producéo de ovoprodutos liquidos e congelados

A producéo de ovoprodutos liquidos comecga com a selecdo das matérias-

primas. Os ovos em casca ou liquidos devem ser inspecionados aquando da sua

rececdo de forma a garantir que se encontram nas condi¢des ideais para a producao,

isto é, os ovos devem ser analisados visualmente quanto ao seu aspeto exterior, se

se encontram sujos ou fissurados, e também quanto & sua frescura®. No caso do ovo

liqguido recebido como matéria-prima, este deve ser analisado em termos

microbioldgicos e fisico-quimicos para se poder decidir o seu destino na producéo.

Os ovos sdo lavados a temperaturas elevadas e secos para ndo chegarem

a partidora com humidade.
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A Optibreaker (Figura 2) é uma partidora que separa automaticamente as
cascas da gema e da clara. O reconhecimento da quantidade de gema presente na
clara permite fazer uma separacdo de acordo com as proporcdes de clara/gema

pretendidas no produto que se esta a produzir.

Figura 2 — Optibreaker. Adaptado de http://www.sanovogroup.com ®

A partir deste ponto, os produtos separados seguem diferentes caminhos.
A gema e a clara ap0s a separacdo, seguem para os tanques de produto cru enquanto
as cascas, por sua vez, sao secas e compactadas antes de serem recolhidas por um
sistema de recolha de residuos.

A filtragho é um processo fundamental e ocorre antes da
homogeneizacdo e pasteurizacdo dos produtos liquidos. Aqui eliminam-se as
pequenas particulas que possam ter permanecido, como por exemplo calazas ou
coagulos de sangue. Como € um ponto frequente de contaminac¢do microbiana, ao
longo do dia € efetuada vérias vezes a limpeza (CIP) destes filtros.

Os produtos, depois de filtrados e antes do processo de pasteurizagdo, sdo
mantidos em tanques refrigerados a temperaturas entre os 3 e 0s 4 °C. E nesta fase
gue sdo acrescentados os aditivos (quando desejado) e, em seguida,
homogeneizados facilitando assim o0 processo de pasteurizacao.

A pasteurizacdo € o passo mais importante do fabrico de ovoprodutos. A
sua finalidade é eliminar a Salmonella e reduzir a carga microbiana que possa
existir nos produtos sem danifica-los do ponto de vista funcional®® ** 3. O fator
tempo/temperatura empregue € diferente consoante o produto que se estd a
pasteurizar, existindo valores minimos fixos pelas autoridades em alguns paises”.
Para conseguir esses valores, é necessario partir de uma matéria-prima com carga
microbioldgica aceitavel e garantir procedimentos de CIP eficazes em toda a linha

de producéo®® 2,
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O processo de pasteurizacdo é realizado em equipamentos que podem ser
permutadores de placas ou tubulares (Figura 3) onde se atingem as temperaturas
necessarias. Em seguida o produto passa para tubos de retencdo onde ficam durante

o0 tempo pretendido.

Figura 3 — Pasteurizador. Adaptado de http://www.sanovogroup.com®®

Alguns produtores usam o teste da a-amilase da gema a fim de verificar a
eficacia da pasteurizacéo. A enzima deve ser destruida pelo calor a temperaturas de
64,4°C durante 2 a 5 minutos. Nao se pode utilizar este teste se for adicionado ao
produto sal ou actcar'® 4,

Imediatamente ap0s a pasteurizacdo € necessario assegurar que 0S
produtos sdo arrefecidos a 4°C. Daqui, os produtos podem ter varios destinos
possiveis: o embalamento, para serem vendidos como produtos liquidos; o
embalamento seguido de congelacdo originando assim, ovoprodutos congelados; a
secagem para producdo de ovo em pd, ou entdo, a cozedura (producdo de salsichas
de ovo ou clara).

O acondicionamento pode ser realizado antes do enchimento, em
contentores de inox esterilizados que podem levar de 200 até 1000kg de ovo
liquido, caixas de cartdio com bolsas plasticas asséticas (bag-in-box) para
consumidores menores (20kg, 10kg ou 5kg) ou embalagens PurePack ultra-
higienicas (PET)®.

Antes de serem congelados os produtos liquidos sdo embalados
geralmente em bolsas plésticas. E importante que o processo de congelagdo ocorra
de forma rapida em tuneis de congelacéo e as temperaturas internas dos produtos
atinjam entre 15 e 18 graus negativos.® A descongelacio dos produtos antes da sua

utilizagcdo deve ser controlada por parte do consumidor, pois deve ser realizada a
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temperaturas de refrigeracdo evitando assim crescimentos microbianos

indesejaveis®.
1.3.2. Processo produtivo de ovoprodutos desidratados (em po)

Os ovoprodutos desidratados oferecem um leque de vantagens ao
consumidor, tais como maior tempo de vida util, que pode ser de 2 anos para clara
de ovo em po; facilidade de armazenamento e transporte por ndo necessitarem de
refrigeracdo e por ocuparem um espaco reduzido quando comparado com outros
produtos. Apresentam também funcionalidade interessante a nivel tecnolégico™**.

O método de “Spray Drying” (secagem por atomizagdo), ¢ o método
mais utilizado atualmente na producdo de ovo, gema ou clara em po, sendo que o
produto com maior interesse comercial € a clara em pd. A reconstituicdo para o
estado liquido ndo apresenta muitos problemas. No entanto, quando comparado
com ovo liquido, pode haver perda de frescura e de algumas caracteristicas
funcionais.

O processo de secagem € realizado em equipamentos que possuem torres
de atomizagdo. A medida que o produto passa é submetido a acdo de uma forte
corrente de ar quente a temperaturas que variam entre os 160°C (no caso da clara) e
0s 200°C (para a gema)™ *. O produto, depois, é imediatamente arrefecido com
correntes de ar de temperaturas entre 0s 25 e os 30°C*. Como apresenta elevada
higoscopicidade deve ser imediatamente embalado, evitando que o seu teor em
humidade aumente!’. Depois de embalado o produto é submetido a pasteurizagdo
numa sala fechada, processo designado por pasteurizagio em “Hot Room™ °,

No caso da clara de ovo, o processo difere ligeiramente. A clara liquida
ainda crua sofre um processo de fermentacdo realizado por adicdo de leveduras ou
de enzimas, com o objetivo de remover a glucose presente. Esta, ao ser removida,
evita a ocorréncia de reacdes de acastanhamento ndo enzimatico durante a secagem
do produto, para além de aumentar a resisténcia do produto a ataques

microbianos®*6:18,

As consequéncias seriam 0 escurecimento do produto,
diminuicdo da solubilidade e, também aparecimento de odores desagradaveis. A
fermentagdo pode ser realizada utilizando fermentagdo bacteriana ‘“natural”,
fermentacdo bacteriana controlada, fermentacdo por leveduras ou fermentagéo

enzimatica. A primeira trata-se de um processo que ocorre durante 3 a 7 dias onde a
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contaminacdo natural e a diminuicdo do pH favorecem a desnaturagdo da
ovomucina. Esta ao flocular na superficie é depois facilmente retirada por filtracéo.
Este processo pode originar odores desagradaveis e apresenta inimeros riscos
bacterioldgicos e organoléticos®. O processo de fermentacdo bacteriana controlado
é realizado em 24h com diferentes cepas de Streptococcus e Lactobacillus que
conseguem eliminar a glucose®. A fermentacdo com leveduras é a mais rapida e
econdmica, demora 2 a 4 horas e a levedura mais frequentemente utilizada é a
Saccharomices cerevisiae®. A fermentagdo enzimética é feita mediante a utilizacao
da glucose oxidase. Esta catalisa a oxidagdo da B-d-glucose pelo H,O; (peroxido de
hidrogénio) em D-glucono-1,5- lactona®.

A clara de ovo em pd é um produto muito mais estvel do que ovo ou
gema em pbé que geralmente ndo sofrem fermentacdo devido aos defeitos
organoléticos finais que surgem, assim como perda de cor* °.

Antes do processo de fermentacéo, a clara de ovo pode, em alguns casos,
sofrer um processo de ultrafiltragdo. Este processo tem como finalidade aumentar a
matéria seca total da clara antes da fermentacdo. Consiste na filtracdo de produtos
liquidos utilizando pressdo hidroestatica sob uma membrana semipermeavel. Os
solidos suspensos e os solutos de alto peso molecular ficam retidos enquanto a 4gua
e 0s solutos de baixo peso molecular passam pela membrana®®. Com este processo,
a matéria seca da clara aumenta de 10 a 12% para 20 a 24%, reduzindo assim a
energia necessaria para a secagem do produto liquido™*°. A Figura 4 representa um

equipamento de ultrafiltracdo (esquerda) e de Spray Drying (direita).

Figura 4 - Equipamento de ultrafiltracdo e Spray Drying. Adaptado de: http://www.sanovogroup.com®

1.3.3. Processo de producéo de ovoprodutos cozidos

A producdo de ovo cozido tém vindo a aumentar nos ultimos anos, o que

se deve principalmente ao facto de serem muito utilizados pela indudstria hoteleira e

[12]



de catering. O cozimento é feito por imersdo dos ovos em agua quente (90°
aproximadamente) durante 12 a 15 minutos dependendo das caracteristicas do ovo
utilizado na produgdo. O ovo ¢ arrefecido imediatamente a seguir em &gua gelada
(cerca de 3°C). Este choque térmico vai ajudar & fase seguinte - o descasque. E a
fase mais sensivel do processo pois implica 0 manuseamento direto do produto
pelos operadores. O embalamento é feito em embalagem plasticas que sdo seladas e
onde os ovos cozidos ficam submersos numa solugdo de salmoura, &cido citrico e
acido acético a fim de os proteger do desenvolvimento microbiano. A refrigeracéo,
juntamente com a salmoura, faz com que estes produtos tenham um tempo de vida
(til mais alargado®.

Os principais problemas relacionados com a producdo de ovos cozidos
sdo: a possibilidade de explosdo da casca durante o cozimento, a dificuldade ao
descascar 0s ovos depois de arrefecidos e a formacgéo de um circulo verde na juncéo
entre a gema e a clara® °. Este Gltimo deve-se & degradacdo de aminoécidos com
enxofre presentes na clara de ovo, produzindo H,S que reage com o ferro libertado
da gema, formando, entdo, sulfeto de ferro de coloragdo esverdeada.’® Esta reacéo é
favorecida pelo arrefecimento lento e pH elevado®.

Para além dos tradicionais ovos cozidos, existem novas solucGes no
mercado de ovoprodutos cozidos cada vez mais apelativas. Um exemplo disso séo
as salsichas de ovo e salsichas de clara. Sao feitas a partir de ovoprodutos liquidos
pasteurizados com um processo de cozimento e arrefecimento semelhante ao
utilizado para os ovos em casca. Para o formato de salsicha utiliza-se um material
sintético semelhante a uma tripa que se enche com o produto (ovo ou clara) liquido
conforme pretendido. No final obtém-se uma “salsicha” que pode ser cortada em

fatias ou picada para ser utilizada em sanduiches ou saladas.

Em anexo encontram-se os diagramas de producdo de ovoprodutos

liquidos (anexol), ovoprodutos em po (anexo 2) e ovoprodutos cozidos (anexo3)
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1.4. Caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e funcionais

de ovoprodutos liquidos e desidratados

Aqui serdo abordadas as diferentes caracteristicas microbioldgicas,
fisico-quimicas e funcionais dos ovoprodutos liquidos e desidratados que véo ser

analisados.

1.4.1. Caracteristicas microbioldgicas de ovoprodutos liquidos e
desidratados

A flora inicial de ovo liquido cru (ndo pasteurizado) é constituida por
uma flora de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas que podem ser
provenientes da matéria-prima inicial, da casca dos ovos, do processamento inicial
de particdo e filtragdo ou entdo provenientes da manipulagdo durante a producdo.®™
Um unico ovo podre, para aléem de acrescentar milhGes de bactérias ao produto,
também vai contaminar os equipamentos das linhas de produgdo. Os ovos com
sujidade ou com fissuras ou aqueles que foram incubados ou armazenados durante
bastante tempo também vao aumentar significativamente o nivel de contaminacao
inicial de ovo cru®.

Muitos estudos demonstram que a resisténcia térmica da Salmonella varia
dependendo da espécie e da estirpe e também das carateristicas fisico-quimicas
particulares de cada ovoproduto®. Esta consegue crescer rapidamente na gema de
ovo, tanto em aero como anaerobiose™* 2.

Os Staphylococcus aureus crescem a temperaturas proximo de 15,6°C e sdo
capazes de crescer em a,, (atividade da agua) reduzidos, o que significa que pode
haver desenvolvimento em ovoprodutos com aditivos (por exemplo gemas de ovo
salgadas)™.

A ocorréncia de E.coli entero-hemorragica é muito baixa. Devido ao seu
predominio em ovos em casca ser diminuto e as temperaturas de pasteurizacdo
aplicadas serem suficientes para inativar este patogénico™**4%,

A Listeria monocitogenes ¢ um microrganismo psicotropico (que cresce a
temperaturas inferiores a 7°C) patogénico que merece alguma atencéo.

Investigagbes sobre a resisténcia térmica deste microrganismo revelam que a
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pasteurizacdo empregue na producdo de ovoprodutos é suficiente, para a sua
destruicdo quando os niveis de contaminagéo iniciais sdo baixos'***%.

A pasteurizagdo também destréi microrganismos como Pseudomonas,
Acinetobacterias e Enterobacterias que crescem na clara crua de ovo. Elimina
micrococos, estafilococos, algumas espécies de Bacillus, Enterococcus e bacilos

catalase-positiva*® 2.

Deve ter-se em conta que a presenca de alguns
microrganismos pode indicar re-contaminacdo depois da pasteurizacdo dos
produtos durante as restantes fases de producéo™.

Os sobreviventes do processo de pasteurizacéo sao geralmente Micrococcus,
Staphylococcus, Bacillus e alguns Gram-negativos, no entanto, maioria destes
sobreviventes sdo incapazes de resistir a temperaturas inferiores a 5°C. A estirpe
psicotropica de Bacillus cereus pode, no entanto, causar alguns problemas. Assim,
por vezes é adicionada nisina com a finalidade de controlar o crescimento desta
bactéria formadora de esporos, assim como para prolongar o armazenamento do
produto refrigerado™ **.

Normalmente, o processo de pasteurizacdo tem de ser mais severo para
ovoprodutos liquidos com sal ou acgUcar adicionado, ja que a resisténcia bacteriana

aumenta com os solutos adicionados®®**.

Por outro lado, os ovoprodutos
pasteurizados aos quais se adicionou sal ou acglcar apresentam um tempo de vida
significativamente maior devido a diminuicdo da a, provocada por essa
aditivacao™®*.

No caso de ovoprodutos desidratados, as bactérias que predominam séo
Enterococcus e os Bacillus spp. A contagem microbiana de Salmonella é reduzida
10 000 vezes com a secagem, mas deve ter-se atencdo ao processo de secagem. O
problema pode existir no caso de a Salmonella crescer durante a fermentacdo para
remocdo da glucose. No entanto, a Salmonella pode ser destruida mais tarde,
depois, no processo de pasteurizagéo realizado na “Hot Room”, como comprovam
algumas pesquisas, ou entéo por irradiagdo™**.

A L. monocitogenes também é capaz de sobreviver durante bastante tempo
em ovo em pd e em gema em po6 armazenados em refrigeracdo, mas diminui com o
tempo quando se armazena a 20°C** %,

Tanto para ovoprodutos liquidos como em pd, a pasteurizagdo deve garantir

gue microrganismos como Salmonella, coliformes, E.coli e enterobactérias sejam
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eliminados. Assim, consideram-se estes como 0s principais microrganismos

indicadores da integridade do processo de pasteurizacio™.

1.4.2. Caracteristicas fisico-quimicas de ovoprodutos liquidos e
desidratados

O controlo do pH de ovoprodutos liquidos esta diretamente relacionado
com as alteragbes relativamente & qualidade microbiana. Quando ocorre
fermentagdo microbiana o &cido formado vai provocar uma diminui¢do no pH nos
produtos. Assim, considera-se que, no caso do ovo inteiro, um pH inferior a 7,1
indica ocorréncia de fermentacdo do produto enquanto para gema e clara os valores
de referéncia séo inferiores a 6,2 e 8,2, respetivamente.

Os indices de qualidade mais utilizados para ovoprodutos liquidos séo o
conteddo em solidos totais e a matéria gorda. A fracdo de clara e gema sdo
caracterizadas por extratos secos, solidos totais muito distintos®. Estes indices
estdo diretamente correlacionados com as suas propriedades funcionais®*. Os seus
valores sdo influenciados pela composicdo de clara/gema que os constitui. O
contetido em sélidos pode ser corrigido durante o processo de producdo®?°. Por
exemplo, em Italia os valores estabelecidos para a razdo clara/gema na preparacao
de massa (pasta) encontram-se entre 23,5 e 25,5%, enquanto, para produtos como
maionese e gelados devem apresentar teores totais de 22,5 a 23,5% e 23,5 a 24,5%
respetivamente®*.

Estudos sobre as carateristicas reoldgicas de ovo liquido foram realizados
por varios autores que tanto o consideram um fluido Newtoniano como um fluido
ndo Newtoniano dependente do tempo®’. A clara de ovo congelada fica nitidamente
mais espessa (ou seja, menos fluida) depois de descongelada, enquanto no caso da
gema a viscosidade aumenta irreversivelmente para temperaturas de congelacéo
menores que 6°C negativos™ ?2.A sua consisténcia de gel depois de descongelada
pode dificultar a sua utilizacdo em processos produtivos® %.

O ovo liquido descongelado apresenta problemas similares mas com
uma extensdo menor do que a gema. Se for aplicado um tratamento mecénico
depois da descongelacdo a viscosidade pode diminuir. A gelificagdo também pode
ser evitada adicionando 2 a 10% de cloreto de sodio ou 8 a 10% de sacarose a

gema. A consisténcia de ovoprodutos congelados € influenciada pelos gradientes de
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temperatura durante a congelacao e descongelacdo assim como o tempo de duragéo
da congelagdo’”.

Assim, deve se garantir que estes processos ocorram de forma rapida. Os
processos moleculares que levam a formacdo de gel com a congelacdo ndo sao
ainda totalmente conhecidos. Provavelmente, a formacao de cristais de gelo causam
uma desidratacdo parcial das proteinas acopladas a lipoproteinas’. Na Figura 5
pode-se observar um grafico representativo do comportamento da viscosidade da
gema dependendo da concentracdo em sacarose e cloreto de sodio (a) e um grafico

representativo da viscosidade da gema depois de algum tempo de congelagéo (b).
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Figura 5 - (a)Grafico representativo comportamento da viscosidade da gema dependendo da concentragdo
em Sacarose e NaCL; (b) Gréafico representativo do comportamento da viscosidade da gema depois de
determinado tempo em congelacdo. Adaptado de Belitz, et al. 2009 *

As propriedades funcionais dos ovoprodutos tém sido o alvo de estudo de
alguns cientistas nos ultimos anos. Em especial destaque estdo as proteinas de clara
de ovo e as suas capacidades de formacdo de espumas, emulsdo e formagéo de
ge|1’2'3'14.

E importante assegurar que as capacidades destes produtos permanecam
inalteradas ou entdo que sejam melhoradas com o0s processos térmicos para que 0

produto final obtido contenha as carateristicas desejadas.

1.4.3. Caracteristicas funcionais de ovoprodutos liquidos e
desidratados

As diferentes capacidades funcionais apresentadas pelos ovos séo o que

fazem deles uns dos produtos mais interessantes a nivel de industria alimentar. Ao
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transforma-los em ovoprodutos, estas capacidades devem ser tidas em conta de

modo a ndo serem diminuidas durante o processamento.

1.4.3.1. Constituicdo da espuma e estudos da capacidade
espumante da clara de ovo

A capacidade espumante é uma funcionalidade importante, por exemplo,
para produtos como merengues ou molotofes que necessitam de claras-em-castelo
no seu fabrico. As propriedades espumantes das proteinas séo influenciadas por
varios parametros incluindo as carateristicas de pré-processamento térmico ou
quimico, método e tempo de batedura e carateristicas quimicas das proteinas, assim
como de fatores ambientais como forca iénica e pH 2%,

A espuma (claras-em-castelo) consiste num sistema de duas fases em que
a fase dispersa é composta por ar e a fase superficial é composta por uma fina
camada de proteinas desnaturadas®'. As proteinas da clara de ovo sdo desnaturadas
mecanicamente no processo de batedura. Nessas moléculas proteicas existem
grupos hidrofilicos e hidofébicos. As hidrofilicas estdo direcionadas diretamente
para a fase liquida enquanto o grupo hidofébico esta direcionado para a fase de ar.'®
Durante a batedura ocorrem alteracdes que provocam uma diminuicdo da tensédo e
da energia que vao influenciar a formacao e estabilidade da espuma® .

A ovomucina forma uma pelicula de material insoltvel entre a fase
liquida e as bolhas de ar, estabilizando a espuma.* As globulinas presentes também
contribuem para este efeito através do aumento da viscosidade e diminuicdo da
tensdo superficial, dois fatores importantes para a fase inicial do processo de
batedura®3.

As proteinas funcionam como surfatantes devido as capacidades de
adsorcdo que apresentam na interface criada de ar-agua durante a formacdo de
espuma®"*?, Esta adsorcdo diminui a tensdo interfacial, promovendo a formacéo de
bolhas. Imediatamente depois da adsor¢do, as atracGes proteina-proteina podem
levar & formacg&o de uma rede que promove a estabilidade das bolhas®!3.

Por exemplo, na producdo de angel-cake (pdo-de-16), uma clara de ovo
sem ovomucina nem globulinas faz aumentar do tempo de batedura e diminuicao
do volume final***. Por outro lado, um teor demasiado elevado de ovomucina vai

diminuir a elasticidade da pelicula de ovomucina e, como consequéncia, diminuir a
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expansdo das bolhas de ar da espuma®. A estabilidade da espuma pode ser
aumentada por polimeros de conalbumina e ovoalbumina*>.A presenca de
pequenas quantidades de gema na clara de ovo pode reduzir o volume final de
espuma’.

No caso da clara em po, segundo um estudo realizado por Lechevalier et.
al (2007)", as propriedades espumantes da clara séo seriamente danificadas durante
0 processo de secagem por aspersdo (spray drying)™. Assim, as propriedades da
clara em p6 podem ser melhoradas através da adicdo de proteinas de soro de leite,
caseinas e soro de albumina bovina. Também se pode aumentar a capacidade
espumante com uma ligeira protedlise e hidrolise parcial dos oligossacarideos das
glicoproteinas por tratamento com amilases®.

Podem produzir-se espumas estaveis com gema de ovo apenas quando
esta se aquece a temperaturas ideais de 72°C. O volume final é cerca de seis vezes
maior. Acima da temperatura ideal o volume diminui e as proteinas coagulam. Para
prevenir a coagulagdo, o pH é reduzido por exemplo por adicdo de &cido acético.

Este processo é muito usado na producdo de dressings altamente estaveis’.

1.4.3.2. Capacidade coagulante das proteinas da clara de ovo

As proteinas da clara de ovo sdo muito estudadas devido a sua
capacidade de gelificacdo. Foram conduzidos muitos estudos com o fim de estudar
a correlacdo entre as propriedades estruturais das proteinas da clara (principalmente
ovoalbumina) e as suas propriedades funcionais. Nesses estudos foi dada grande
atencdo as alteracBes induzidas pelo tratamento térmico nas propriedades

estruturais das proteinas, levando a alteragdes das caracteristicas funcionais® *" %

39.

Os géis de proteinas tridimensionais sdo estabilizados por ligacdes
intermoleculares tais como ligaces de hidrogénio e ligacBes cruzadas de
dissulfito®.

A clara de ovo coagula a partir dos 62°C enquanto a gema coagula a
65°C. A temperatura de coagulacdo é influenciada pelo pH. Quando o pH se
encontra acima ou igual a 11,9 a clara gelifica mesmo a temperatura ambiente,

apesar de liquidificar passado algum tempo. Todas as proteinas de ovo coagulam,
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exceto a ovomucina e fosvitina. A conalbumina é particularmente sensivel mas
pode estabilizar por complexagdo com i6es metélicos™.

A capacidade de coagulacdo das proteinas de clara apresenta grande
interesse comercial para a industria de subprodutos de peixe, como por exemplo na

producdo de surimi.

1.4.3.3. Capacidade emulsionante apresentada pela gema de
OvOo e sua estabilizagdo com recurso a processos
tecnoldgicos

A capacidade de emulsdo da gema de ovo pode ser melhorada
enzimaticamente. Alguns estudos realizados demonstraram que o0 poder
emulsionante da gema esta altamente dependente das condi¢cdes ambientais (pH e
forca i6nica) e que esse poder é intensificado pelo tratamento térmico*" *2. Como a
gema liquida deve ficar a temperaturas baixas (0 a 6 °C), a sua capacidade
emulsionante é menor. Considerando que os fosfolipidos sdo importantes para o
poder emulsionante da gema, se estes forem modificados vao alterar a estrutura da
fracdo lipidica especialmente localizada na interfase aquosa, alterando também a
emulsdo da gema*"*%. A fosfolipase A, (PLA2) é uma enzima que hidrolisa o grupo
acilo na posicao 2, convertendo os fosfolipidos em lisofosfolipidos que apresentam
maior solubilidade em &gua. A conversédo dos fosfolipidos vai melhorar, ndo apenas
0 poder de emulsdo, mas também a estabilidade ao tratamento térmico. Esta
estabilizacdo térmica vai até aos 80°C, ao contrério da gema nao tratada (estavel
apenas até 60°C)**.

Num estudo, realizado por Guilmineau et al. (2006), foi avaliado o
impacto dos tratamentos térmicos na capacidade de emulsdo da gema de ovo e
verificaram que a desnaturacdo térmica da gema de ovo pode alterar as suas
funcionalidades como emulsionante e, por consequéncia as propriedades da
emulsdo 6leo/agua sdo modificadas*’. Nesse estudo, foi verificado que a atividade
emulsionante da gema desnaturada termicamente é similar ou ainda melhor do que
a gema normal, dependendo das carateristicas ambientais™*.

Outro estudo realizado pelos mesmos autores demonstrou que o
comportamento emulsionante depende muito das condi¢bes ambientais (pH e forca
i6nica) assim como o tratamento térmico da gema consegue melhorar as

propriedades emulsionantes, também verificado por Damier et al. (2009)*"*°.
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As proteinas parcialmente desnaturadas conseguem ser melhores
adsorventes na interfase agua/oleo e nas emulsdes estabilizadas do que as proteinas
da gema normais. Emulsdes preparadas com gemas estabilizadas por aquecimento
sd0 menos sensiveis a variacdo de pH e forca idnica. O efeito positivo foi atribuido
ao aumento da repulsdo entre as gotas de 6leo quando os agregados compostos por
proteinas desnaturadas cobrem a interfase dleo/dgua. Os resultados demonstram
claramente que as gemas tratadas com PLA2 melhoram as propriedades
emulsionantes a pH baixo e que este efeito pode ser atribuido a melhor solubilidade
proteica*™ *.

Apenas em condi¢Bes em que as proteinas da gema sdo completamente
soltveis de qualquer forma (pH 6,5 e 0,52 M de NaCl) é que a estabilidade da
emulsdo ndo é aumentada pelo pré-tratamento enziméatico da gema*.

X. Zhao et al. (2010)*® estudou as propriedades reoldgicas de massa de
bolo contendo gema de ovo tratada com fosfolipase A, (PLA2) na sua constitui¢cao
para fornecer dados Gteis a indudstrias com fabrico de pdo ou pastelaria®.
Demonstraram que a incorporacdo desta gema estabilizada aumenta a estabilidade
da massa, a resisténcia a tensdo, a resisténcia da estrutura em rede de glaten da

massa, entre outras carateristicas™®.

1.5. Legislacdo e regulamentacdo relativa a ovos em casca e

ovoprodutos

Neste ponto serdo apresentados os principais regulamentos da uniéo
europeia, legislacdo nacional e espanhola relativa a producédo e comercializagdo de
ovoprodutos.

O Regulamento (CE) N.° 853/2004 do Parlamento Europeu e do
Conselho de 29 de Abril de 2004, para além de definir “ovoprodutos” também
estabelece os requisitos aplicaveis aos estabelecimentos de fabrico de ovoprodutos,
as condicGes das matérias-primas para o fabrico, os requisitos especiais de higiene,
as especificagdes analiticas, e também, a marcacao e rotulagem destes produtos.

Relativamente a matéria-prima principal, o Regulamento (CE) N.°
589/2008 da Comissao de 23 de Junho de 2008 refere a forma de conservagdo dos

0VOs e as principais caracteristicas apresentadas por estes para que estejam aptos
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para o consumo publico. Também o Regulamento (CE) N.° 1020/2008 da Comissao
se refere a possibilidade de utilizacdo de ovos fendidos para producdo de
ovoprodutos em determinadas condigdes e referindo ainda o modo de
armazenamento e transporte de ovos.

Também as galinhas poedeiras se encontram protegidas pelo Decreto-Lei
n. 72-F/2003, de 14 de Abril, segundo o qual, todas as galinhas poedeiras devem
ser mantidas em ‘“gaiolas melhoradas”, com mais espago para fazer ninho,
esgravatar e empoleirar-se. Nos termos da diretiva, s6 podem ser utilizadas gaiolas
que prevejam, para cada galinha, pelo menos 750 cmz2 de superficie da gaiola, um
ninho, uma cama, poleiros e dispositivos adequados para desgastar as garras, que
permitam as galinhas satisfazer as suas necessidades.

Os critérios microbioldgicos, assim como a quantidade de residuos e
outros critérios fisico-quimicos, foram definidos pelo Regulamento (CE) N.°
2073/2005 da comissdo de 15 de Novembro de 2005 e revistos no Regulamento
(CE) N.° 1441/2007 da comissdo de 5 de Dezembro de 2007. Esses parametros

encontram-se resumidos na Tabela 3.

Tabela 3 — Parametros de Analise de Ovoprodutos (adaptado dos reg. N°° 1441/2007 e 853/2004 do parlamento)

e 3-OH-butirico: inferior a

e Salmonella: auséncia em 25g ou | e Cascas, membranas e outras 10mg/Kg de matéria seca de
mL; particulas de ovos: ndo superior a ovoprodutos ndo modificado;

e Enterobactérias: 10 a 100 UFC/g 100 mg/kg de ovoproduto (ndo |e Acido Ilactico nas matérias-

ou mL. aplicavel a ovo cozido). primas: inferior a 1g/kg de

matéria seca.

A 4gua que entra em contacto com 0s ovoprodutos ou que é utilizada
durante a higienizacdo de equipamentos e instalacfes deve estar, também, dentro
dos parametros legais para as aguas de consumo humano, relativamente a presenca
de metais pesados, valor de pH ou carga microbiana (E.coli, enterococos e
clostridios), cloro, valor da condutividade, entre outros fatores que estdo
determinados no Real Decreto 140/2003 de 7 de Fevereiro que define os critérios
sanitarios de qualidade da agua de consumo humanao.

E ainda de referir o regulamento (CE) N.° 852/2004 do Parlamento
Europeu e do Conselho de 29 de Abril de 2004, que estabelece as regras de higiene

em produtos alimentares no seu geral e que refere todos os procedimentos que
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devem ser estabelecidos de forma a ser possivel implementar um sistema HACCP

adequado.

1.6. Organica de funcionamento do laboratério

Para que o laboratério possa operar de forma eficaz devem seguir-se
algumas regras de funcionamento que permitem que este se encontre devidamente
organizado.

E também importante salientar que o trabalho a realizar deve encontrar-

se definido a fim de poder decorrer da melhor forma possivel.

1.6.1. Diretrizes para organizacdo do laboratério segundo algumas
ISO’s

Algumas das normas consultadas a fim de se conseguir organizar o
laboratdrio foram a 1SO/ IEC 17025, que especifica os requisitos fundamentais para
testes de calibracdo e, também, a ISO/IEC Guide 25 e a EN 45001 que séo
referentes as competéncias que o laboratério deve apresentar a fim de ser
certificado. Resumidamente apresentam-se as principais diretrizes ai encontradas.

Relativamente ao pessoal de laboratorio, este deve apresentar qualificacdo e
formacdo adequada e deve existir um arquivo dos registos das formacdes, das
qualificacBes académicas e eventuais artigos publicados*.

O material de laboratério deve ser usado de forma correta e a sua limpeza e
higienizacdo deve ser realizada sempre que necessario. Os instrumentos de medicao
devem ser calibrados periodicamente e essas calibracdes devem ser devidamente
documentadas®.

Relativamente aos reagentes, o armazenamento deve ocorrer de forma a
garantir a sua integridade e também deve restringir-se 0 acesso a “pessoal nao
autorizado” de forma a evitar contaminacdes de amostras*®. A qualidade dos
reagentes deve ser assegurada pelos fabricantes e os reagentes devem ser referidos
nos métodos utilizados pelo laboratdrio, nas quantidades e concentracdes em que
sdo utilizados. Todos os reagentes preparados no laboratorio devem ser
devidamente identificados e datados, de forma a serem utilizados dentro do seu

tempo de vida Gtil*°.
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As amostras devem ser representativas daquilo que se pretende estudar e
também devem ser em quantidade suficiente para as analises que se pretendem
realizar. Deve ter-se sempre em conta a volatilidade, reatividade e sensibilidade a
luz e & temperatura das amostras. E necessario um especial cuidado na recolha para
evitar a contaminacao da amostra*®. Aquando da analise é necessario ter em atencéo
a variabilidade das carateristicas especificas inerentes ao processamento do
produto. Assim, deve considerar-se sempre a natureza da amostra tomada para a
analise, a representatividade da amostra e também a quantidade de amostras
analisada*®*’.

Relativamente aos registos de documentacdo necessarios no laboratorio,
as ISO salientam que o registo de dados faz parte do plano de HACCP e é um
elemento essencial para que seja possivel uma rastreabilidade de tudo o que é
utilizado assim com para detetar quaisquer erros ou falhas que ocorram.

Todos os procedimentos que se efetuam no laboratério de analises devem
ser documentados e registados. Para tal, foram criadas e aprovadas instrucfes de
trabalho aplicadas em analise de microbiologia, fisico-quimicas e de funcionalidade
assim como instruc@es de trabalho de uso de equipamentos e outras instrucdes que
sejam relevantes para o correto funcionamento do laboratério. Também as folhas de
registo de resultados obtidos devem ser aprovadas e atualizadas periodicamente.

Numa instrucdo de trabalho devem constar os seguintes pontos: objetivo
do documento, principios ou fundamentos, campos de aplicacdo da instrucéo,
materiais, equipamentos, reagentes, métodos, preparacao da amostra, procedimento,
célculos, expressao de resultados, notas e referéncias bibliograficas®.

Ainda no que diz respeito a documentacao necessaria, é de referir a
importancia da existéncia de um arquivo das fichas técnicas de seguranca de todos
os reagentes utilizados contendo as suas propriedades quimicas e as suas
perigosidades, precaucdes a ter aquando do manuseamento, estabilidade ao calor, ar
e luz e reatividade com outros reagentes. Também os livros de instrucdes de todos
equipamentos assim como os respetivos certificados de calibragdo periddica, devem
ser arquivados, depois de devidamente carimbados e assinalados com a data da sua
aquisicao/realizacgéo.

No que diz respeito a validacdo de produtos e processos, este passo €
fundamental para garantir o controlo de qualidade necessario em qualquer

laboratério que pretenda obter resultados fidveis e precisos. O processo de
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validacdo é variavel consoante o teste aplicado e deve ter em conta 0s Varios
métodos possiveis, assim como a sua aplicabilidade e custos de pessoal e materiais

necessarios 810,

1.6.2. Validagdo do processo de pasteurizacéo de ovoprodutos
liquidos

A pasteurizacdo, tal como referido anteriormente, deve ser suficiente para
garantir ao consumidor a eliminacdo de Salmonella spp ** *. Para conseguir a
pasteurizacdo eficaz de um produto em particular, € essencial ter conhecimento dos
seus microrganismos patogénicos associados, assim como as caracteristicas de
resisténcia térmica desses microrganismos no produto®. As propriedades fisicas e
quimicas dos ovoprodutos sdo importantes para determinar as condi¢fes de
pasteurizacdo. Deve ter-se em conta que a densidade dos produtos é alterada
durante os processos de mistura, bombagem e libertacdo de gases resultantes de
processos quimicos. Outro parametro importante é a viscosidade que vai influenciar
a velocidade de fluxo durante o processamento™.

Existem varias proteinas termo-sensiveis que requerem atencao,
principalmente na pasteurizacdo de clara de ovo. A ovotransferrina é uma das
proteinas mais sensiveis da clara de ovo, ou seja, com maior facilidade de

desnaturacéo por calor®.

1.6.3. Validacdo do tempo de vida util de ovoprodutos

Com a pasteurizagdo pretende-se  obter  produtos  seguros
microbiologicamente para o consumidor desde o inicio até ao final da sua validade.
Para tal é necessario garantir que o tempo de validade atribuido a cada produto é
real, ou seja, que no fim de vida do produto, a carga microbiolégica ainda se
encontra dentro dos parametros de qualidade estipulados.

Para verificar o tempo de vida dos produtos sdo realizadas analises de
microbiologia durante o tempo de vida de um determinado lote de um determinado
produto. Os resultados obtidos s&o, entdo, acompanhados de forma a verificar que o
lote analisado sob condigdes conhecidas se encontra microbiologicamente aceitavel

até a data da sua caducidade.
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1.6.4. Validagéo e verificacdo das limpezas realizadas nas diferentes
areas de producao e manipuladores de ovoprodutos

A periocidade de execucdo das limpezas € um ponto importante no que
diz respeito a contaminagdo cruzada que possa ocorrer durante a producdo. A
limpeza e desinfecdo de materiais, equipamentos e superficies devem ser
executadas com uma regularidade que garanta que durante esse periodo de tempo a
carga microbiana ndo vai contaminar os produtos. Da mesma forma, também é
importante a correta higienizacdo das maos por parte dos manipuladores. Por isso é
importante validar as limpezas das diferentes zonas de producédo dos produtos.

Deve ser implementado um plano de monitorizacdo das limpezas
efetuadas nas linhas de producdo, equipamentos, contentores/embalagens e
instalacOes para verificar que estas sdo realizadas de forma correta e eficaz. A
verificacdo da higienizacdo das méaos e limpeza de fardas de manipuladores deve

ser realizada periodicamente.

1.6.5. Controlo peridédico de aguas de consumo e de aguas de
efluentes produzidos

A &gua que entra em contacto direto com os produtos, por exemplo, agua
de cozedura e arrefecimento de ovo cozido, assim como a agua que nao estd em
contacto direto (a que é utilizada nas limpezas e higienizac6es), deve ser controlada
através de analises internas e externas de forma a garantir a sua potabilidade.

Antes de serem enviadas para a estacdo de tratamentos de aguas da zona
industrial, os efluentes sdo tratados na ETAR da fabrica. Assim, é necessario um
controlo dos valores de condutividade e pH da agua recolhida diariamente para

analise.

1.6.6. Analises de rotina realizada a ovoprodutos durante a
producao

O controlo da qualidade dos produtos produzidos passa por analises de
rotina que séo realizadas durante a producéo e aos produtos finais.

De forma a poder garantir a uniformidade do produto final, devem ser
realizadas analises fisico-quimicas ao longo do processo de fabrico dos

ovoprodutos liquidos que permitam verificar as suas caracteristicas (por exemplo
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em termos de pH, °Brix, extrato seco e/ou viscosidade) e assim conseguir-se chegar
a um produto com as caracteristicas desejadas.

As qualidade microbioldgica do produto final deve ser garantida através
de um plano de andlises direcionado especificamente para cada tipo de produto.

Também, da mesma forma, a capacidade funcional dos produtos deve ser analisada.

1.7. Principios dos métodos de analise de microbiologia, fisico-

quimicas e de funcionalidade

Existem diversos métodos de analise que podem ser utilizados em
indUstrias de ovoprodutos. Neste ponto serdo discutidos os métodos implementados

no laboratorio assim como outros métodos existentes também relevantes.

1.7.1. Métodos de andlises das caracteristicas microbiologicas de
amostras de ovoprodutos, 4gua de consumo ou zaragatoas

Os métodos de microbiologia classica apresentam vantagens em termos
de custos para o laboratério quando comparado com as técnicas mais recentes de
analise. No entanto, apresentam a desvantagem de serem mais morosos do que
estes.

As técnicas de cultura classicas envolvem, por vezes, 0 enriquecimento
das culturas e isolamento com meios seletivos antes da identificacdo através de
analises genotipicas ou fenotipicas. Podem ser por contagem do ndmero mais
provavel (NMP) ou por contagem de placas®*2.

A semelhanca das placas de contagem, os testes rapidos (Petrifilm™

Count Plates) também permitem isolar e identificar microrganismos, sendo que

estes se tornam mais vantajosos por dispensarem a preparagdo de meios e poder-se
obter resultados num espago de tempo mais reduzido (1 a 3 dias de incubagéo)* *2,
Outros métodos de anélise mais recentes estdo relacionados direta ou
indiretamente com as sequéncias de bases do genoma dos microrganismos e a
especificidade desta informacdo pode permitir a identificacdo de géneros, espécies
ou estirpes de microrganismos®>>. Exemplos destes métodos séo PCR (Polymerase

Chain Reaction) e ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay).
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O método PCR tem vindo a ser muito usado na detecdo de varias
bactérias e patogénicos em alimentos. Consiste na replicacdo de um segmento de
ADN, ou seja, na sua amplificacdo, sem a necessidade de restringir enzimas,
vetores ou células hospedes. No entanto, a sequéncia nucleotidica do segmento tem
de ser conhecida. Sdo necessarios dois oligonucledtidos (os primers), cada um
hibridiza com uma cadeia em cada uma das pontas do segmento de ADN para ser
amplificado. Uma elevada quantidade das quatro bases azotadas séo fundamentais,
assim como ADN polimerase resistente ao calor. Os primers sdo produzidos por
sintese quimica e a polimerase é obtida através de bactérias termoestaveis. Em
primeiro lugar, o starter é aquecido a 90°C para separar a dupla hélice de ADN em
cadeias simples. A mistura é, depois, arrefecida a 37-65 °C permitindo a
hibridizacdo dos primers. Comecando a partir dos primers sao sintetizadas cadeias
de ADN complementar e ambas as direcdes, pela polimerase. Este ciclo é, entdo
repetido 20 a 30 vezes, obtendo-se aproximadamente 10° copias do original®* % %,

Deve ter-se em atencdo o facto de que a reacdo da cadeia de polimerase
poder ser inibida por componentes presentes no alimento. Este problema pode ser
reduzido por separacdo de células presentes no alimento utilizando procedimentos
como separacdo imunomagnética ou enriquecimento da cultura, permitindo assim a
diluicdo da amostra e consequente diluicdo dos componentes inibitdrios. Um
enriquecimento antes do PCR permite ainda ultrapassar a objecdo apresentada pelo
método, visto que o PCR deteta fragmentos de ADN que ndo sdo necessariamente
provenientes de células viaveis®.

Comparativamente com métodos microbioldgicos cléssicos, este método
ndo apresenta o problema relacionado com o ndo crescimento de microrganismos
em meios de cultura seletivos, nem com o aparecimento de falsos negativos devido
a interpretacdo de resultados dependentes da coloracdo apresentada pelas
colénias®.

Vérios autores estudaram a utilizacdo do PCR para detecdo de
microrganismos. O’Grady et al. (2008) usaram este método como forma inovadora
de detecdo de Listeria monocytogenes com grande especificidade em alimentos®®
>’ Um dos métodos mais utilizados recentemente é o real time PCR. E bastante
usado na detecdo de L. monocitogenes e pode ser aplicado a outros patogénicos ou

virus®’.
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A ELISA esté relacionada com a ligacao anticorpo-antigénio que € detetada
por aparecimento de uma cor devido ao substrato cromogénico adicionado. E um
método muito utilizado para a determinacdo de Salmonella ou de Listeria, quando
existe em quantidades minimas de 10° — 10° organismos®. E um método bastante
utilizado hoje em dia para a imunodetecdo de microrganismos patogenicos. Com a
aplicacdo deste método, a maioria dos patogénicos apresenta um limite de detecéao
entre 10° e 10° UFC/mL™. Para se conseguir este nivel de detecdo é necessario
enriquecimento dos patogénicos durante 16 a 24 horas antes da concentragdo desses
mesmos patogénicos. Existem dois formatos de ELISA; no formato direto, ou
sanduiche dupla, a amostra é revestida dentro de uma placa de microtitulacdo. Este
prato é entdo boqueado e lavado. Em seguida, adiciona-se um anticorpo primario
especifico para o patogénico. Depois do tempo de incubacao, o prato é lavado para
remover 0s anticorpos que nao ficaram ligados. Adiciona-se seguidamente um
anticorpo secundario conjugado com uma enzima (como por exemplo a fosfatase
alcalina ou a peroxidase), que vai converter um substrato incolor num produto
visivel. Este anticorpo secundario é especifico para o anticorpo primario de forma a
fazer com que, se este ultimo se liga a algum antigénio, o anticorpo secundario liga-
se ao anticorpo primario. No final, o prato € lavado novamente para remover
anticorpos secundarios em excesso e € adicionado um substrato que altera de cor na
presenca da enzima. A intensidade da cor é proporcional a quantidade de
microrganismos patogénicos presentes na amostra original®> *'. Se o antigénio
soluvel especifico ndo se encontrar presente, a sanduiche de captura anticorpo
primario — antigénio — anticorpo secundario ndo é formada e o anticorpo secundério
ndo fica disponivel para produzir o composto colorido®.

No outro formato de teste, o prato pode ser revestido com um anticorpo
especifico para o patogénico. Isto vai permitir que o patogénico da amostra fique

concentrado no prato, permitindo assim um sinal mais intenso”.

1.7.1.1. Métodos classicos de identificacdo de Bacillus cereus
com meio seletivo

Em 1967 Mossel et al. introduziram o primeiro meio seletivo, o0 MYP
(mannitol-egg-yolk-polymyxin agar). O seu fundamento baseia-se na hidrolise da
lectina (reacdo da gema de ovo) e na reacdo negativa do manitol permitindo
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distinguir B. cereus de outras espécies de Bacillus®. Os autores referiram ainda
resultados satisfatorios de seletividade na polimixina B*. O manitol permite
diferenciar microrganismos contaminantes que o fermentam, alterando o fenol de
vermelho para amarelo. A hidrolise da lectina pode ser confirmada pelo
aparecimento de um precipitado branco que circunda as colonias. A triptona e o
extrato de carne presentes no meio favorecem o crescimento de Bacilus cereus.
10mg de polimixina por mililitro vao inibir a microflora competitiva®® °* *2, O
meio MYP ¢é oficialmente utilizado por varios paises para inoculagéo em placa®®.

O KG agar foi desenvolvido por Kim e Goepfert, em 1671. E um meio de
sensibilidade e seletividade similar ao MYP que contém hidratos de carbono e
baixa quantidade de peptona para promover a formacéo de esporos em 24 horas de
incubacdo a 37°C. A composicdo do meio KG permite confirmacdo direta de
organismos produtores de lectinase, através da observacdo microscopica das
diferencas entre B. cereus e B. thuringiensis®.

Holbrook e Anderson desenvolveram um meio constituido por piruvato
de polimixina, gema de ovo, manitol e azul-de-bromotimol, o PEMBA
(polymyxin—pyruvate—egg yolk—mannitol-bromothymol blue agar), no inicio dos
anos 1980. Também este meio é baseado no manitol-negativo e lectinase positiva.
Contém piruvato na sua composicdo para reduzir a tendéncia dos B. cereus
formarem colo6nias rizoides, melhorando assim a reacdo da gema de ovo e
aumentando a capacidade de esporulacdo. Por observacdo ao microscopio €
possivel distinguir as colonias de B. cereus de outras espécies manitol-negativas,
pois as células de B. cereus apresentam granulos lipidicos e esporos no
citoplasma®®.

Mais tarde o PEMBA foi modificado, dando origem ao PEMPA
(polymyxin—pyruvate—egg yolk—mannitol-bromocresol purple agar), um meio com
polimixina, piruvato, gema de ovo, manitol e pirpura bromocressol*®.

Os substratos cromogénicos que utilizam atividades enzimaticas
especificas estdo a ser cada vez mais utilizados para a detecéo e identificagdo rapida
de microrganismos. A sua incorpora¢do em meios seletivos facilita a identificagdo
das coldnias, aumenta a precisao do teste e reduz a necessidade confirmacéo. Para a
cultura de B. cereus e B. thuringiensis a enzima utilizada ¢é a fosfolipase especifica

fosfatidilinositol. Comparativamente com o meio MYP este apresenta maior
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capacidade de inibicdo de bactérias Gram-positivas que ndo sejam B. cereus e B.
thuringiensis que podem interferir na enumerag&o™>,

Os testes de confirmagéo baseiam-se na mobilidade, formagéo de toxina
cristalina, crescimento de rizoides e atividade da hemolisina®. Existem diversos
métodos rapidos de identificacdo que podem ser utilizados, dos quais se destacam:
0 API® (sistema de microtubos prontos a usar que contém meio desidratado pata
testes bioquimicos), o Miro-Log™ que utiliza uma fonte de carbono, o BBL

Crystal™

Gram-positive Identification System, a analise da composicao em acidos
gordos por cromatografia gasosa, eletroforese de gel de poliacrilamida,
espetroscopia de massa e infra-vermelhos e ribopipetagem (baseada nas diferencas

de rRNA)>®.

1.7.1.2. Métodos de identificacdo de Staphylococcus coagulase
positiva com meio seletivo

O meio de cultura Baird-Parker (B-P) com fibrinogénio de plasma de
coelho foi desenvolvido no inicio dos anos 1960 considerando a producdo de
coagulase livre como a principal caracteristica de reconhecimento de
Staphylococcus, em particular Staphylococcus aureus®’. As formulag@es iniciais da
incorporacdo de plasma no meio de cultura sélido revelaram inconsisténcia de
resultados obtidos pela coagulase em testes de tubos e a formacdo de um halo de
fibrina caracteristico a circundar as colonias. Estas diferencas de resultados devem-
se ao facto de certas estirpes possuirem uma coagulase que também ativa o sistema
plasminogenio-plasmina resultando em fibrindlise e no desaparecimento do halo de
fibrina. Para evitar este processo foi aconselhada a adicdo de inibidor de tripsina de
soja 52, 53

Em 1976 Devoyod et al., estudaram a incorporacdo de plasma suino no
meio de B-P com o objetivo de favorecer a detecdo de coagulase produzida por
Staphylococcus aureus®?. Mais tarde Hauschild et al. melhoraram a performance do
meio de Devoyod incluindo fibrinogénio bovino e um inibidor Ode tripsina,
diminuindo a quantidade de plasma®®. Em 1983 Beckers et al. modificaram o meio
de Hauschild et al., substituindo o meio de plasma suino por plasma de coelho
normalmente utilizado no teste de coagulase por tubo®. Também inocularam o

meio por cultura a superficie (spread plate method), em vez de usarem inoculacéo
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em dupla camada (poor plate method) como Devoyod et al. Finalmente, a
formulacdo foi melhorada por Sawhney depois de completar estudos sobre a
toxicidade do telurito de potassio do meio de plasma de coelho no Staphylococcus
aureus®.

Os meios baseiam-se no principio de que o crescimento de
Staphylococcus é favorecido pelo piruvato de sddio e glicina e que o cloreto de litio
e o telurito de potéssio em conjunto com a alta concentracdo de glicina permitem
inibir a microflora indesejavel. A escolha do plasma de coelho esté relacionada com
a sua excelente especificidade relativamente a coagulase de Staphylococcus e a sua
grande aptiddo para produzir formacdo de coagulos por transformacdo da
protrombina em estafilotrombina.

O plasma de coelho é reforcado com fibrinogénio de coelho. A
estafilotrombina atua cortando fibrinopeptidios de fibrinogénio A e B e assim
dando inicio ao processo de polimerizagdo resultando no aparecimento de halos de
fibrina a circundar as colonias. O inibidor de tripsina de soja vai prevenir a
fibrindlise. A coloracdo negra das colonias de Staphylococcus deve-se a reducéo do
telurito de potassio a telureto. A presenca de telureto também favorece a inibicdo de

microflora contaminante Gram-positiva®®.

1.7.1.3. Métodos de identificacdo de Enterococcus com meio
seletivo

Slanezt et al., em 1957 desenvolveram um meio para enumeracdo de
Enterococcus utilizando a técnica de filtracdo por membrana. Mais tarde, Slanez e
Bartley modificaram o meio adicionando cloreto de trifenil tetrazolio (TTC) e
descobriram que se podiam obter coldnias maiores aplicando filtros de membranas
diretamente na superficie do agar em vez de um pad (almofada absorvente)
saturado com meio liquido®” ®®. Em 1964 Burkwall e Hartman usaram polisorbato
80 (0,5mL/L) e carbonato de sodio (2mL de uma solucdo aquosa a 10% /Litro) a
fim de aumentar a sensitividade e o tamanho das colénias®®. O meio pode ser
utilizado na detecdo de Streptococcus faecalis e grupos de Enterococcus usando a
técnica de filtragdo por membrana. O hidrolisado de caseina e o digestor papaico de
preparado de soja, o extrato de levedura e a dextrose atuam como fonte de carbono,
azoto e outros nutrientes essenciais de crescimento. Azida sodica inibe o

crescimento da flora Gram-negativa. O TTC serve com indicador réapido de
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crescimento bacteriano. E reduzido para formazano insoltvel dentro das células

bacterianas originando a cor vermelha apresentada pelas colénias®®>.

1.7.1.4. Métodos de identificacdo de Lactobacillus com meio
seletivo

O meio normalmente usado para o crescimento e enumeracao de culturas
de lactobacillus em placa é a gelose MRS (De Man, Rogosa and Sharp agar). Estes
autores desenvolveram, em 1960 um meio especifico para a cultura de lactobacillus
em laticinios sem adicionar sumo de tomate, um ingrediente de composicdo
variadissima’®.

As diferentes peptonas, a glucose, 0 magnésio e os sais de manganés
fornecem os elementos nutritivos essenciais para o crescimento de lactobacillus
enquanto o Tween 80 (polisorbato 80), composto por uma mistura de ésteres
oleicos funcionam como uma fonte de acidos gordos essenciais para 0 crescimento
destas bactérias. O fosfato de dipotéssio estabiliza o pH durante o crescimento
bacteriano. O citrato de amonio e o citrato de sddio inibem o desenvolvimento da

maioria dos contaminantes incluindo Streptococcus e bolores™.

1.7.1.5. Método de identificacdo de bolores e leveduras por
contagem de placas

No isolamento de bolores e leveduras 0 meio mais comum é o Sabouraud
Chloramphenicol Agar. A fonte de azoto que permite o crescimento dos bolores e
leveduras no meio é obtido por digestdo péptica, a glucose funciona como fonte de
energia e 0 Chloramphenicol é um antibidtico de espectro alargado e termo-estavel

que inibe o desenvolvimento de microflora microbiana.

1.7.1.6. Meétodos de identificagdo de Clostridium com meio
seletivo
Existem diversas técnicas de isolamento e enumeracdo de clostridios.
Para amostras de alimentos com um baixo nimero de colonias (até 100 UFC/g)
pode ser utilizado o método do nimero mais provavel (NMP) para a enumeragéo.
Para tal desenvolveu-se o meio IMM (iron milk medium) que, quando incubado a
46°C, apresenta fermentacao visivel na presenca de C. perfringens’.
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A enumeracdo de microrganismos anaerobicos sulfito-redutores a 46°C
também pode ser realizada utilizando gelose TSN (trypton sulfite neomycin). O
meio de cultura foi sugerido por Mossel et al., em 1959 e, desenvolvido por
Marschall et al. em 1965 para o isolamento seletivo e enumeracéo de Clostridium
perfringens de amostras de alimentos de origem animal’*"®. A presenca simultanea
de neomicina e polimixina inibe o crescimento de enterobactétias enquanto a
neomicina, por si s, consegue inibir a maioria das estirpes de Clostridium
bifermentans. Ao ser incubado a 46°C o0 meio considera-se especifico para
Clostridium perfringens. Esta espécie vai reduzir o sulfito a sulfato que na presenca
de citrato férrico leva ao aparecimento de um precipitado férrico a volta das

coldnias™3,

1.7.1.7. Métodos de identificacdo de bactérias coliformes e E.
coli com meio seletivo

As técnicas seletivas de E. coli baseiam-se na sua toleréncia ao cido
biliar como consequéncia do seu habitat natural, o intestino. O marcador de anilina
e a capacidade de desenvolvimento a temperaturas perto de 44°C também sao
usados como agentes seletivos. O primeiro meio seletivo e diferencial foi
desenvolvido por MacConkey em 1905"°. Ocorreram diversas modificacdes depois
disso, mas as caracteristicas principais foram inalteradas. Os sais biliares e o cristal
de violeta atuam como inibidores de bactérias Gram-positivas e de algumas Gram-
negativas indesejaveis. A lactose é incluida como hidrato de carbono fermentavel e
também € incluido um indicador de pH, normalmente o vermelho neutro. Este meio
ndo é muito seletivo e permite o desenvolvimento de outros microrganismos, tais
como Enterococcus e Staphylococcus®® .

A gelose de eosina e azul-de-metileno (EMB) é um meio seletivo que
também é usado em paises como a Ameérica do Norte. A anilina, a eosina e o azul-
de-metileno para além de serem os agentes seletivos funcionam como indicadores
de fermentacéo a lactose por formagédo de um precipitado, a pH baixo®.

Para a detecdo e enumeragdo de bactérias coliformes o meio seletivo
mais usado é o VRBL (violet red bile agar with lactose). Muitos autores estudaram
este meio. Em 1932 MacCrady estudou-o para o0 Comité de Métodos Standard De
Anélise de Leite da Associacdo Americana de Saude Pablica. Também Bartram e

Black estudaram o meio para isolarem bactérias coliformes de leite cru e
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pasteurizado. Ainda Miller e Prickett realizaram um trabalho em que utilizaram o
meio para incubacdo de amostras de leite contaminado. Todos estes autores
consideraram o meio satisfatorio para resultados obtidos 24 horas ap6s incubacéo’®.

A presenca simultanea de violeta-de-cristal e sais biliares no meio inibe
as bactérias Gram-negativas contaminantes. A fermentacdo lactea vai resultar na
acidificacdo do meio visivel através da coloracdo vermelha do indicador de pH —
vermelho neutro — e também através da precipitagdo de &cidos biliares a volta as
col6nias™.

O petrifilm™ de E.coli baseia-se no facto referido de que esta consegue
crescer no meio VRBL e que a maioria (aproximadamente 97%) produz p-
glucuronidase que reage com um indicador colorido presente na placa de
Petrifilm™ de E. coli apresentando colénias azuis a vermelho-azulado. O gas
produzido pela fermentacdo da lactose fica aprisionado no filme”.

Outra técnica também utilizada na enumeracdo e identificacdo de
coliformes, coliformes fecais e E.coli € 0 NMP. Existem dois métodos diferentes:
num, a amostra é incubada em 3 tubos com caldo de (sulfato de laurilo) e tubos de
Durham invertidos no interior, durante 24 horas a 37°C. Uma loopful de cada tubo
com producdo de gas é entdo transferida para um tubo com caldo verde brilhante
BGLB (brilliant green, lactose bile) e um tubo de Durham invertido e, vai a incubar
durante 24 horas a 37°C. A producdo de gas indica que houve fermentacao lactea
por bactérias coliformes. Assim, deve-se considerar cada tubo com formacéo de gas
como resultado positivo para coliformes na amostra. Para a quantificacdo de
coliformes fecais, é extraido um loopful de cada tubo de LST com producdo de gas
e as culturas sdo transferidas para um tubo com caldo de E. coli e um tubo de
Durham invertido que em seguida é incubado a 45°C durante 24 horas. A producéo
de gas indica presenca de coliformes fecais. A transferéncia destas culturas para
placas com gelose EMB que vdo a incubar durante 24 a 48 horas a 37°C permite
identificar a presenca de E. coli’.

A outra técnica que também utiliza NMP é realizada através de
inoculacédo as amostras em 3 tubos com caldo de MacConkey e um tubo de Durham
invertido no interior. Depois, 0s tubos sdo incubados durante 24 a 48 horas a 37°C.
Da mesma forma que na técnica anterior, as bactérias coliformes sdo identificadas
por producdo de gas. Para identificacdo de coliformes fecais, transferiu-se uma

loopful de cada tubo com caldo de MacConkey que apresentava producao de gas as
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24h de incubacdo, para um tubo com BGLB e um tubo de Durham invertido no
interior e para um segundo tubo com &gua peptonada. Estes tubos sdo incubados a
45°C durante 24 horas. Os tubos de BGLB que apresentem formacdo de gés e
producdo de indol sdo considerados positivos para coliformes fecais. Estas culturas
podem depois ser inoculadas em gelose EMB para serem detetadas as culturas de
E.coli™.

Podem ser utilizados varios meios para isolamento de E.coli. O EMB
contém iosina Y e azul-de-metileno que permite inibir bactérias Gram-positivas e
lactose para poder diferenciar as colonias fermentadoras de lactose. A gelose de
MacConkey contém violeta de cristal e sais biliares para inibir as bactérias Gram-
positivas. Nos Gltimos anos tem vindo a aumentar o interesse por substratos de B-
glucuronidase na detecdo de E.coli e muitos autores tém sugerido sua adi¢do a um
meio standard para melhorar a diferenciacdo entre E.coli e outras espécies
bacterianas. No entanto, tém surgido alguns problemas visto que o teste ndo é 100%
especifico, existem algumas estirpes de E.coli que ndo produzem a B-glucuronidase

e algumas estirpes de salmonella e de Shigella produzem a enzima’®®3,

1.7.1.8. Métodos de enriquecimento e identificacdo de
Salmonella com caldos de enriquecimento e selecéo

Os métodos de identificacdo de Salmonella em alimentos tém recebido
mais atencdo do que qualquer outro patogénico. O uso de técnicas de cultura
tradicionais num procedimento de 5 fases é a mais usual na maioria dos paises’®. A
fase de pré-enriquecimento em meio ndo seletivo aumenta a capacidade de
recuperacdo de Salmonella, permitindo a reparacdo das células que possam ter
sofrido danos durante o processamento do alimento, (tal como refrigeragéo,
congelacgdo ou secagem). A fase de enriquecimento seletivo esta relacionado com o
aumento da proporcdo de células de Salmonella presentes na microflora total,
permitindo a sua proliferacdo restringindo o crescimento de outros microrganismos
presentes. Foram desenvolvidos varios meios com esta finalidade, constituidos por
agentes seletivos como a bilis, verde brilhante, verde malaquite, tetrationato e
selenito. Os mais utilizados sdo o caldo de selenito-cistina que contém cistina para

estimular o crescimento da Salmonella; o caldo Muller-Kauffman que contém
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tetrationato, verde brilhante e bilis; e o caldo Rappaport-Vassiliadis (RV), que
contém verde malaquite e cloreto de magnésio®.

Por variarem na seletividade, s&o usados dois caldos em paralelo,
normalmente selenito-cistina e outro do conjunto. Depois dos caldos de
enriquecimento as culturas sdo inoculadas num meio solido diferencial. Mais uma
vez, é normal usar dois meios em paralelo. Os agentes seletivos usados s&o sais
biliares ou desoxicolato e/ou verde brilhante e o resultado do diagndstico é
normalmente fornecido pela incapacidade da maioria das estirpes de Salmonella
fermentarem a lactose e/ou produzirem hidrogeno-sulfureto. As colonias de
Salmonella podem ser depois confirmadas por testes bioquimicos e seroldgicos por
aglutinacdo com anti-soro-O (polivalente). E um protocolo complexo e demora 4
dias para um resultado negativo, por isso desenvolveram-se outras técnicas menos
demoradas. Duas dessas técnicas sao baseadas na mobilidade da Salmonella, o que
significa que a detecdo falha para Salmonella ndo mével (incidéncia de 0,1%) 5%

Outras técnicas que também apresentaram bons resultados foram as
técnicas de impedimento de condutividade utilizando o meio de Easter e Gibson
que compreendia um caldo modificado de selenito-cistina que continha dulcitol e
Oxido de trimetilamina (TMAO). A capacidade da Salmonella fermentar o dulcitol
e reduzir o TMAO para trimetilamina vai aumentar a condutividade do meio,
fornecendo assim a base para detecdo. O tempo de detecdo é reduzido se a amostra
for pré-enriquecida num meio com dulcitol e TMAO para induzir as enzimas
relevantes. Entretanto foram efetuadas algumas alterac6es ao meio e ao protocolo,
tais como, incorporacdo de um bacteriéfago especifico de Salmonella numa
amostra paralela a fim de demonstrar que as diferencas nas propriedades elétricas
sdo em resposta a Salmonella; substitui¢cdo do dulcitol por manitol ou desoxirribose
a fim de detetar Salmonella negativa de dulcitol; e 0 uso de meios de detecdo
baseados na atividade da descarboxilase da lisina™.

Outras técnicas como a ELISA (referida anteriormente) e Kits de teste
genéticos para detecdo de Salmonella sdo também utilizados, no entanto, a amostra
deve ter uma concentracdo de Salmonella suficiente para um limite eficaz.

A separacdo imunomagneética € uma técnica que permite evitar (ou
reduzir) o enriquecimento das amostras. A presenca de Salmonella pode ser
confirmada usando meio de cultura tradicional ou com técnicas rapidas de detecdo,

como a ELISA, referida anteriormente’®.
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1.7.1.9. Métodos de enriquecimento e identificacdo de Listeria
com caldo de enriquecimento e selecéo

Tal como para a identificacdo de Salmonella, a identificacdo de Listeria
também € realizada depois de um processo de enriquecimento e selecdo das
culturas.

A técnica tradicional de enriquecimento isolamento de Listeria
monocytogenes € realizada encubacdo das amostras a 4°C durante 12 semanas em
meio ndo seletivo. Este método foi alterado por outro mais rapido que utiliza meios
de enriquecimento seletivo baseados em cocktails de antibioticos [proteosa-peptona
(0,5%), fitona-peptona (0,5%) e cloreto de sddio (0,5%)] que atuam como agentes
seletivos e de incubacdo, a temperaturas ideais de desenvolvimento da Listeria.
Posuem ainda dextrose (0,1%), extrato de levedura (0,1%), piruvato sodico (0,1%),
e fosfato dissodico (0,25%)"°.

Dos agares seletivos, 0 mais comum € a gelose de Oxford. Foi preparado
por Curtis et al. em 1988 para isolar L. motocytogenes de amostras clinicas com
uma considerada flora microbiana. Ap6s 24 horas de incubacdo, os autores
verificaram que j& havia aparecimento de coldnias e 0s microrganismos associados
estavam inibidos. A identificacdo das coldnias formadas era realizada por
iluminacdo das placas ao microscopio (Henry’s illumination) e consideravam-se as
colonias azul-acinzentadas a azul-esverdeadas. Mais recentemente, para evitar esta
técnica, 0s meios tém incorporado esculina e citrato de aménio férrico para que as
colobnias de Listeria aparecam castanhas escuras ou pretas devido a sua capacidade
de hidrolisar a esculina’.

Estes estudos foram baseados no trabalho de Rodriguez (1984), que foi 0
primeiro a estudar a esculina e os sais de ferro na visualizagdo de L. motocytogenes
por esculinase positiva. Curtis et al. mostrou ainda que a microflora secundéria era
inibida por cloreto de litio, acriflavina, ciclohexamida, colistina, cefotetam e
fosfomicina®. A polipeptona favorece o crescimento da Listeria enquanto o extrato
de levedura funciona como fonte de vitaminas do complexo B. O amido vai ser a
fonte de energia usada no crescimento microbiano e o cloreto de sodio permite
manter o equilibrio osmético. Assim, as coldnias de Listeria hidrolisam a esculina
em glucose e esculetina. Este Gltimo forma um complexo negro com ides férrico,

fornecidos pelo citrato férrico’®.
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A confirmacdo por testes bioquimicos pode ser realizada de uma forma mais
simples, utilizando tiras de teste prontas a usar e sistemas de identificacdo
automaticos tais como o Vitek® de Gram-positivos. Este sistema é capaz de
identificar corretamente 229 de 236 isolados de Listeria-positiva e 95% destes séo
confirmados num espaco de 6 a 8 horas. Outros kits de identificacdo de L.
monocytogenes baseiam-se em reacOes bioquimicas fenotipicas. Entre outros,
existem os seguintes: teste de acrilamida em discos de papel, kits de API® para
Listeria, Micro-ID® Listeria e microarrais fenotipicos. Estes sdo testes mais
rapidos e mais fiaveis do que os usados na microbiologia classica. Para além dos

referidos ainda sdo possiveis de utilizar o ELISA (referido anteriormente)’™.

1.7.2. Métodos de andlise das carateristicas fisico-quimicas de
amostras de ovoprodutos, agua de consumo ou zaragatoas

A maioria das analises fisico-quimicas € realizada com recurso a
equipamentos muito frequentes em laboratérios de analise alimentares. Assim, para
determinacdo de pH € usado um potenciometro de medicao continua; o ° Brix (grau
Brix) é determinado por recurso a um refratdbmetro de bancada; para o extrato seco
utiliza-se uma balanca de halogénio; na determinacdo da condutividade recorre-se
de um condutivimetro; para a viscosidade utiliza-se um viscosimetro e para
determinar a concentracdo de sal, um titulador automatico. Para comprovacao
rapida de limpezas € utilizado um aparelho de determinacdo da quantidade de ATP
presente na &gua ou na amostra. Outras determinacbes fisico-quimicas sao
efetuadas com recurso a kits de analise, como por exemplo a determinacgéo do cloro
e dureza da agua, ou por titulacdo com bureta, como o caso da determinagdo da
concentracdo em acido e soda ou a determinacdo da percentagem de acido citrico
ou aceético. A determinagédo da cor da gema efetua-se com recurso ao “Abanico de

Roche” enquanto a frescura € feita por inspecdo visual do ovo.

1.7.2.1. Método de determinacéo do pH

O pH pode ser definido como o logaritmo do reciproco da concentracao
de ides hidrogénio, ou entdo, como o logaritmo negativo da concentragcdo molar dos

ides de hidrogénio®’.
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O medidor de pH é um potenciometro que consegue medir voltagem a
uma velocidade de corrente infinitesimal. O potenciometro utiliza um método
eletroquimico de voltimetria a corrente zero que envolve o uso de uma celula
eletrolitica composta por dois elétrodos mergulhados numa solucdo de teste.

Desenvolve-se uma voltagem relacionada com a concentracéo iénica da solucéo®’.

1.7.2.2. Método de determinacao do cloro e dureza da agua

A dureza da &gua consiste no seu contetdo em ides metélicos
alcalinoterrosos, especialmente célcio e magnésio. Pode ser classificada como
temporaria ou permanente. Estes dois tipos podem ter origem na dureza total,
medida em graus hidrométricos ou de dureza. Aguas muito duras podem levar a
deposicao de calcio e magnésio em caldeiras de vapor e formar incrustaces®.

O cloro é adicionado normalmente para tratamento de aguas que vao
abastecer a rede publica com a finalidade de destruir os microrganismos
patogénicos que possam existir nessa agua.

A determinacdo da dureza e cloro da agua pode ser realizada de forma
rapida e facil através de kits de analise rapidos por comparacgdo visual de cor. S&o

métodos de baixo custo e muito faceis de aplicar em laboratorio.

1.7.2.3. Método de determinacdo de ATP para verificacdo de
limpezas por bioluminescéncia

Os métodos baseados na bioluminescéncia sdo rapidos e eficazes na
verificacdo da higienizacdo de uma superficie ou contamina¢do microbiana da
4gua.>® O método mais utilizado é a medicdo da adenosina trifosfato — ATP™".

O ATP esté presente em todas as células vivas e é 0 agente universal para
a transferéncia de energia de processos catabdlicos para anabdlicos. Alguns
organismos Vvivos evoluiram um mecanismo de producdo de luz por atividade
enzimética de luciferases sob um substrato designado por luciferina. Estas reacoes
requerem a presenca de ATP e ides magnésio produzindo um fotdo a custa da
hidrolise de uma molécula de ATP. Uma molécula de ATP facilita a formacéo de
um complexo substrato-enzima que € oxidado por oxigénio molecular a um estado

elétrico excitado. O estado excitado da molécula volve a um estado de energia mais
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baixo com a libertacdo de um fotdo e dissocia-se para libertar a enzima luciferase
novamente®?,

Existem agora equipamentos (luminometers) com elevada sensibilidade,
capazes de detetar niveis baixos de emissdo de luz, num espaco muito curto de
tempo. Estes instrumentos sensiveis que usam tubos fotomultiplicadores podem
detetar 10* a 10% fg (fentograma: 10 *°g) que corresponde a 10? a 10° células
bacterianas™ .

A necessidade de uma preparacdo de amostra complexa faz com que este
método ndo seja usado para contaminacdo de alimentos, mas sim, cada vez mais
utilizado para monitorizar a higienizacdo de superficies. Um esfregaco colhido
diretamente do equipamento que se pretende analisar e colocado no aparelho indica
imediatamente o nivel de contaminacdo desse equipamento, sem necessidade de

tratamento da amostra recolhida®®.
1.7.2.4. Método de determinacao do ° Brix de amostras

Para determinar o grau Brix, ou seja, a quantidade de compostos soltveis
numa solucdo utiliza-se, frequentemente um refratdmetro de bancada. Este é um
aparelho rapido e preciso que permite determinar a quantidade de sélidos sollveis
presentes numa solucdo. Deve-se ter algum cuidado na manutencdo (limpeza da

superficie de leitura e proteger da luz) para néo danificar o leitor 6tico®’.

1.7.2.5. Método de determinacao do extrato seco de amostras

O extrato seco pode ser determinado por secagem total da amostra com
recurso a uma balanca de halogénio. Este é um instrumento de andlise que envolve
a penetragdo do calor na amostra para conseguir uma secagem num espago de
tempo muito mais curto do que aquele que seria necessario se fosse utilizada uma
estufa de secagem. Deve-se ter alguma precaucdo para ndo queimar a amostra
durante o processo*’.

1.7.2.6. Método de determinacéo da condutividade da agua

A condutividade € a medida da capacidade que uma solucdo aquosa tem

para transportar corrente elétrica. Existem varios fatores que alteram a capacidade
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de transmissdo elétrica de uma determinada solucdo aquosa, sendo estes a
concentracdo ou numero de ibes, a mobilidade dos ibes, o estado de oxidacdo e a
temperatura da agua.

E expressa em S/m (Siemens por metro), no Sistema Internacional e a
medicdo é efetuada com um elétrodo de condutividade. E uma medicdo que esta
relacionada com a forga ionica e, por isso, ndo permite identificar os ides presentes
especificamente.

A sua determinacdo pode ter varias aplicacfes: determinar a quantidade
de solidos dissolvidos, verificar alteragdes em agua natural ou de efluentes de
forma répida, estimar o tamanho da amostra necesséria para outras anlises
quimicas e determinar a quantidade de reagentes quimicos ou tratamentos quimicos
que sao necessarios aplicar.

A presenca de um elevado nimero de solidos dissolvidos pode provocar
corrosdo ou incrustacdo de superficies metalicas, provocando problemas nos de
equipamentos®.

Para determinar a condutividade de soluc6es utilizam-se condutivimetros
que sdo aparelhos rapidos e eficazes que apenas requerem calibracdo periodica com
tampdes de calibracdo recomendados de acordo com as temperaturas mais
frequentes de utilizaco.

1.7.2.7. Método de determinacdo da viscosidade de amostras

A viscosidade pode ser definida como a resisténcia de um fluido ao
escoamento, atendendo ao seu gradiente de velocidade. Esta relacionada com a
extensdo com que o fluido apresenta resisténcia a tendéncia do escoamento.®® Para
fluidos Newtonianos a viscosidade € constante e é designada por coeficiente de
viscosidade ou viscosidade Newtoniana (u). No entanto, para a maioria dos liquidos
o termo viscosidade ndo é constante, mas sim varavel consoante a ‘“shear rate”.
Neste caso, o fluido é considerado n&o-Newtoniano®’.

A viscosidade aparente (n) é definida como a viscosidade dependente do
“shear rate” (velocidade de corte) e consiste na razdao entre “‘shear stress” (tenséo

de corte) e “share rate”, como se pode ver pela equagao:
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n= % , [Pa.s] para a qual n corresponde & viscosidade

aparente, o corresponde a “shear stress” e y a “share rate”. A viscosidade aparente
depende de varidveis tais como: estrutura fisico-quimica da amostra, temperatura,
pressdo, tempo e “share rate”.?” De todos, o fator mais importante é a temperatura.
Sabe-se que, normalmente, a viscosidade diminui com o aumento da temperatura.*’

Para a determinacdo da viscosidade de ovoprodutos liquidos utiliza-se
um viscosimetro rotacional. Este é constituido por uma sonda de teste de forma
cilindrica que vai entrar em contacto com a amostra e, atraves de um mecanismo de
rotacdo, determinar a viscosidade do fluido.

Os viscosimetros rotacionais podem trabalhar de dois modos: oscilatorio
ou, neste caso, “steady shear” (corte constante). Os “steady shear” sdo utilizados
quando a condi¢do em que a velocidade da forca de corte de um fluido, estando
dentro dos limites, se mantém constante em qualquer posicdo. Além disso, o
gradiente de velocidade é constante em todo o fluido®® *.

A “torque” é uma ac¢do que vai resultar na rotagcdo de um eixo e é produto
da forca e da distancia perpendicular (r) designada por momento do braco do eixo
de rotacdo. Essencialmente, a sonda usada vai influenciar o momento do braco.
Para sondas maiores 0 momento resultante também é maior, aumentando assim a
“torque” do bragco. Mesmo que a forca aplicada seja a mesma, quanto maior for o

comprimento da sonda, maior a “7orque ” providenciada®’.

1.7.2.8. Método de determinacdo da concentracdo de sal
(NaCl)

Para determinar a quantidade de sal presente numa amostra efetua-se
uma titulagio potenciométrica com um titulador automatico. E um método que
apresenta vantagens quando comparado com a titulagdo manual, pois identifica o
ponto de viragem com maior precisdo®’. Também permite a utilizacéo do titulante
AgNO; em baixas concentracdes o que melhora bastante o limite de detecdo da
analise de cloreto. O ponto de equivaléncia da analise € obtido diretamente da curva
de titulacdo de potencial do elétrodo versus volume adicionado de titulante.

A equacdo da reagdo é:

Cl” + AgNO; = AgCl + NO3
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1.7.2.9. Método de determinacéo da coloracdo da gema

Tanto para ovo cozido como para ovo liquido, a coloracdo da gema é
uma caracteristica importante para a aceitacdo do produto. A escala mais utilizada
internacionalmente para quantificar a intensidade da cor da gema ¢ a “Roche Yolk
Colour Fan” (abanico de Roche). Consiste num leque de cores possiveis de serem
reprodutiveis na prépria gema e que veio responder a necessidade de uma medida

quantificavel para a cor (Figura 6).
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Figura 6 - Roche Yolk Colour Fan %

A escala é apresentada numericamente de 1 a 15. Cada numero
corresponde a uma cor dentro da gama de cores estabelecida®™. Pode ser aplicada

tanto para classificacdo de ovo em casca como ovo ou gema liquida.

1.7.2.10.Método de determinacao da frescura do ovo

Para poder determinar a frescura e um ovo ndo basta apenas verificar a
data de postura e considerar aqueles com 6 a 9 dias de postura. Por vezes a data
apresentada pelo fornecedor ndo corresponde inteiramente a realidade. Assim
sendo, devem-se avaliar as caracteristicas do ovo de forma a poder considera-lo
fresco ou ndo. Quando se observa um ovo aberto numa superficie plana, a clara
deve-se encontrar viscosa enquanto a gema deve estar firme e numa posicéo central
relativamente a clara. E uma operacdo dificil pois depende da objetividade e

sensibilidade do analista.

1.7.3. Métodos de analise da funcionalidade de ovoprodutos

A funcionalidade dos ovos na industria alimentar é um fator de grande

importancia e a ter sempre em conta durante a producdo de ovoprodutos.
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1.7.3.1. Métodos de determinagéo da capacidade espumante da
clara

Os testes realizados para determinacdo da capacidade espumante variam
significativamente de um autor para outro devido principalmente a dificuldade de
analise dos parametros e a subjetividade dos resultados.

Em 1990, Phillips et al. ®estudaram um método de anélise de espumas de
clara que envolvia o uso de uma batedeira modificada com um orificio de
escoamento a fim de determinar a estabilidade da espuma.®® Este método foi
utilizado durante muitos anos, mas foi sucessivamente melhorado por varios
autores.

Kuropatwa * utilizou uma solucéo proteica de clara de ovo para a qual
determinou a capacidade espumante, a firmeza e estabilidade da espuma. O overrun
(capacidade que a espuma apresenta de prender o ar no seu interior) foi
determinado pela diferenca de peso da espuma e do mesmo volume de solucéo
proteica que Ihe deu origem. Imediatamente depois de bater a clara a espuma foi
transferida para um copo de medicdo sem qualquer bolsa de ar no seu interior e 0
topo do copo foi alisado permitindo uma consisténcia entre as medicdes
realizadas®. A firmeza foi determinada com um analisador de textura e a
estabilidade foi medida por monitorizacdo do escorrimento de fluido da espuma.
Imediatamente depois do fim da batedura, a espuma foi pesada e deixada a
temperatura ambiente durante 30 minutos, periodo depois do qual foi pesado
novamente, sem o fluido®.

Talansier ® utilizou um método semelhante de analise, alterou, apenas, o
tempo de medicdo do fluido de escorrimento para 180 minutos.®® Davis® para
determinar o overrun de clara reidratada batida fez 3 ensaios para cada amostra®.

Van der Plancken *®

utilizou um cilindro que depois de colocar a amostra de
espuma cerrou e agitou vigorosamente duas vezes para remover 0S €espagos
existentes na espuma®.

Todos os autores referiram a importancia de recolher a espuma no final

da batedura, 0 mais rapidamente possivel.
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1.7.3.2. Método de determinacéo da capacidade de coagulagdo
da clara (textura)

As propriedades reoldgicas dos alimentos solidos sdo medidas usando a
compressdo, extensdo ou tor¢do do material e podem ser acompanhadas de duas
formas de analise que sdo testes de tensdo pequena ou grande. Para os testes de
tensdo pequena, o objetivo é aplicar a quantidade minima de tensdo ou de stress
requerido para medir o comportamento reolégico a0 mesmo tempo que se tenta
prevenir ou, pelo menos minimizar, danos na amostra. Os testes de tensdo grande
(ou testes de fratura) tém um objetivo contrario, as amostras sdo deformadas
fazendo com que a matriz do alimento seja significativamente tensa, danificada ou
até fraturada. Os testes de tensdo pequena sao usados para estudar as propriedades
de uma familia de alimentos enquanto os testes de tensdo grande ddo uma indicacao
da textura sensorial de um produto.

Para realizar testes de compressao devem-se ter em atencéo as condigdes
da amostra em termos de homogeneidade e isotropia. No caso da gema de ovo
cozida, deve-se assumir que o material é incompressivel, ou seja, quando sujeito a
compressdo altera de forma mas n&o de volume®’.

Durante a compressdo, a area de seccdo transversal (Aj) aumenta a
medida que o comprimento diminui. Assim, adiciona-se um termo de corregéo ao
calculo do stress aplicado — a variacgdo inicial e final do comprimento do cilindro

(L/L):

F L ’ r
6= X (L—) ,em que ¢ ¢ o stress em Pa e F ¢ a forca em Newtons .
i i

Quando o material compresso € um solido elastico puro a taxa de compressdo ndo
tem importancia, no entanto, se o material for viscoelastico os valores de stress,
tensdo e o médulo eléstico podem variar conforme a velocidade de compressdo®’.
Os testes de compressdo da amostra podem ser realizados entre dois pratos
planos ou com uma probe cilindrica de didmetro conhecido que vai comprimir a
amostra. Existem varios tipos de teste de andlise que permitem determinar
diferentes parametros. Em termos de analises sensoriais, a amostra pode ser
comprimida até ao seu nivel de fratura ou abaixo desse nivel enguanto que para
determinar um perfil de textura pode-se realizar o teste TPA (texture profile
analysis) que utiliza uma técnica de compressdo em dois ciclos que permite

determinar dureza, coesdo e elasticidade de uma amostra. Reproduz a agéo de duas
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dentadas com um certo tempo de recuperacdo do material e esta relacionado com a

precessdo da textura de um alimento quando se mastiga®’.
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2. Materiais e métodos

Neste capitulo serdo abordados os materiais e 0s equipamentos que foram
utilizados no laboratério para execucdo das andlises de microbiologia, fisico-

quimicas e funcionais. Também os métodos e técnicas utilizadas serdo descritos.

2.1. Material e métodos para anélises de microbiologia

Material
e Material estéril e descartavel:
= ansas de Henle de 1 pL;
= placas de petri;
= pipetas graduadas de 1 e 10mL;
= espalhadoresem L;
= bolsas de stomacher;
= zaragatoas e esponjas de recolha azuis.
e Material de vidro reutilizavel:
= frascos shot de 100 e de 250mL;
= tubos de ensaio com tampa.
e Outro material usual de laboratério:
= bico de Biinsen

= Dbisturi;
= tesouras;
= pingas;

= espatulas metélicas

= copos de diluicdo em plastico (PVC) de 5L e
provetas de 500mL;

= cémara de anaerobiose;

= papel absorvente;

= etanol 70%;

= jgua destilada.

Equipamentos

e 2 autoclaves Selecta ®Presoclave I1;

e 1 estufa Selecta® Prebatem para secagem e esterilizagéo;
e 3estufas Selecta® Prebatem para incubacéo;

e balanca Kern PLS;

e stomacher;

e VOrtex Labnet®;

e 2 frigorificos;

e placa de aquecimento;
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e banho-maria com regulador de temperatura.

Meios de cultura (Os meios de cultura utilizados foram adquiridos
a Biokar diagnostics®)
e Para Listeria:
= caldo de enriquecimento de Listeria;
= meio liquido seletivo Fraser Broth;
* meio de cultura Oxford.
e Parasalmonela:
= agua peptonada tamponada;
= meio liquido seletivo Selenito-Cistina;
= meio de cultura SM2 (SMID Biomerieux).
e Parainoculagédo por espalhamento a superficie:
= 3M™ Petrifilm Count Plates de E. coli, de aerébios
totais e enterobactérias;
= gelose de Sabouraud Chlorophenicol para bolores e
leveduras;
= gelose de Baccillus cereus (acc. To Mossel) para
Bacillus cereus;
= gelose de Baird-Parker (B-P) para Staphylococcus
aureus;
= gelose de m-Enterococcus para Enterocuccus.
e Para inoculagdo por incorporagéo:
= VRBL (violet red bile agar) para coliformes totais;
= TSN (tryptone sulfite neomycin) para Clostridium;
= MRS (de Man, Rogosa and Sharpe) para
Lactobacillus.

2.1.1. Esterilizacdo de material e meios de cultura

Os meios de cultura séo esterilizados a 121°C durante 15 minutos na
autoclave de esterilizacdo meios, antes de serem eliminados. Também material
descartavel, depois de ser utilizado, foi todo esterilizado na autoclave de
esterilizacdo de residuos. A temperatura e tempos utilizados sdo de 121°C durante
15 minutos. O processo de esterilizacdo é verificado com cinta adesiva de
comprovacao de esterilizagdo que apresenta mudanca de coloracdo de amarelo claro
para preto quando a esterilizacdo é eficaz.

O material de vidro reutilizavel, depois de lavado era secado na estufa de
esterilizacdo a 80°C durante 3 horas e esterilizado a 180°C durante 4 horas.
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2.1.2. Refrigeracao e incubacdo de amostras e meios de cultura

Os dois frigorificos disponiveis na sala de analises de microbiologia com
temperaturas entre 0s 0 e os 5°C sdo utilizados na refrigeracao de meios de cultura
preparados e para guardar amostras enquanto ndo sdo analisadas. As embalagens de
petrifilm sdo guardadas em refrigeracdo enquanto ndo sdo abertas. Depois de
abertas, as embalagens sdo guardadas a temperatura ambiente, fechadas com fita-
cola e sdo usadas no maximo até um més depois de serem abertas. Deve-se ter
sempre o cuidado de verificar a data de validade dos petrifilm, impressa na
embalagem.

Os meios com a finalidade de serem utlizados para inocular a amostra
por incorporacdo ficaram na estufa de 45°C, até serem utilizados, num prazo
maximo de 8 horas.

Os meios utilizados para inoculacdo por espalhamento da amostra na
superficie sdo guardados no frigorifico. Podem-se guardar j& plaqueados ou nos
frascos estéreis onde foram preparados para assim, poderem ser plagueados quando
forem necessarios. Os meios de cultura liquidos utilizados para enriquecimento
(usados na detecdo de Salmonella e Listeria) sdo guardados juntamente com estes
ultimos, em refrigeracdo e foram todos utilizados 2 a 3 semanas depois da sua
preparacao.

Todos os frascos e placas que se encontram dentro do frigorifico

possuem data de preparacdo e identificacao.

2.1.3. Recolha, preparacdo e caracterizacdo das amostras para
analise

As amostras recolhidas para analise microbioldgica foram as seguintes:
ovoprodutos liquidos, ovo cozido, salsicha de clara, clara de ovo em pd, agua de
cozedura, agua de arrefecimento, agua de CIP, agua de esterilizagéo, zaragatoas,
esponjas de recolha de amostras e placas de analise ambiental.

Para os ovoprodutos liquidos que sdo embalados asseticamente a amostra
¢ recolhida também de forma assética, automaticamente pela maquina de
embalamento (StarAsept® 1307 AB).As bolsas de amostras utilizadas sdo de 7L de

capacidade. Para produtos liquidos embalados em Bag-In-Box também a amostra é
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recolhida de forma automatica pela embaladora (Van Meurs®). Para estes produtos,
a amostra é recolhida em bolsas de 3L. No caso de ovoprodutos liquidos embalados
em contentores as amostras sdo recolhidas diretamente dos contentores em copos de
analises estéreis de 100mL, depois da correta desinfecdo das maos do operador e do
bocal do contentor onde € efetuada a recolha. O numero de amostras recolhidas por
cada lote de produto depende da quantidade produzida por lote e das analises
necessarias ao produto. As embalagens e copos de amostras sdo todos guardados na
camara de refrigeracdo de produto final (0 a 5°C), no espago destinado apenas as
amostras para o laboratorio. Todas as amostras sdo identificadas com a designacao
do produto, nimero de lote, nUmero da amostra, niUmero da palete ou de contentor e
hora de recolha da amostra.

Séo recolhidos 6 a 8 ovos cozidos de cada linha de producdo (linha 1 ou
2) e de cada selecdo (12 selecdo ou 22 selecdo) em baldes com salmoura, também
utilizada durante essa mesma producéo e, sédo cerrados com tampa. As salsichas
para amostragem sdo feitas aquando da producdo de salsicha. O operador que esta
na producdo faz a salsicha para amostra com metade do tamanho de uma salsicha
normal (1,5m aproximadamente). O nuimero de amostras (baldes ou salsichas)
depende da producédo e das linhas em uso. Os baldes séo identificados com lote,
linha de produgéo e selegéo enquanto as salsichas sdo identificadas com o lote. Os
baldes com as amostras assim como as salsichas ficam guardados na camara de
produtos finais (0 a 5°C), no espaco destinado as amostras para o laboratério.

As amostras de clara em pd sdo recolhidas das caixas de produto final,
depois do produto ja se encontrar a temperatura ambiente. E utilizado um copo de
analise estéril para encher uma bolsa de amostras, também estéril com cerca de
200g de produto. As amostras sdo identificadas com o nimero do lote e guardadas a
temperatura ambiente, em local destinado as amostras de laboratério, na zona de
producdo de clara em po.

As recolhas de amostras para verificacdo de limpezas de superficies,
equipamentos ou mao de manipuladores sdo efetuadas com zaragatoas estéreis
embebidas em solucdo de Ringer ou esponjas de recolha que sdo esfregadas em 10
ou 100 cm? do que se pretende analisar, dependendo também do tamanho da
amostra. As recolhas sdo realizadas por um operador depois da correta desinfecao
das maos com alcool etilico imediatamente antes da recolha. Os tubos de ensaio

onde sdo submersas as zaragatoas imediatamente apds a recolha e as bolsas onde se
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colocam as esponjas logo a seguir a recolha sdo identificados com ndmero de
amostra e superficie ou local de recolha. Para as recolhas de agua de cozedura, 4gua
de arrefecimento, 4gua de CIP, &gua de esterilizacdo e solucdo de salmoura que séo
analisadas microbiologicamente utilizam-se recipientes de andlise estéreis de
100mL com tampa, depois da correta desinfecdo das maos do operador que evita
tocar no interior do recipiente aquando da recolha.

Para este tipo de amostras, sdo anotadas a data e a hora de recolha, a zona
da producdo onde foi recolhida, a ultima higienizacdo realizada ao
equipamento/superficie a analisar, o aspeto visual e olfativo da amostra e outras
caracteristicas especificas da amostra (por exemplo descricdo do local exato de
recolha ou nome do operador ao qual se efetuou a zaragatoa as maos). As amostras
sdo entdo guardadas em refrigeracdo (0 a 5°C) no laboratorio até serem analisadas
num espacgo de tempo maximo de 3horas. A instrucdo de trabalho encontra-se no
anexo 4.

Para a anélise ambiental utilizam-se placas de petri estéreis ja plaqueadas
com os meios de cultura solidificados. Estas sdo levadas para locais especificos
onde sdo abertas e ai permanecem 20 a 30 minutos. Aponta-se a hora de inicio e de
fim, o local de recolha da amostra e a data da recolha.

As amostras recolhidas de ovoprodutos liquidos podem ser pipetadas
diretamente para os meios ou entdo diluidas em solucdo de Ringer. As diluicdes sao
realizadas em meio assético, em tubos de ensaio com 9mL de solucdo de Ringer
para onde se pipeta 1mL de amostra. As amostras sao diluidas o nimero de vezes
que for considerado necessario para que os resultados sejam viaveis. Isto vai
depender do tipo produto, e do conhecimento prévio que possa haver do numero de
colbnias provaveis nesse produto. Para ovoprodutos sélidos ou em pé sdo pesados
15g de amostra asseticamente, colocados numa bolsa de stomacher, cobertos com
25mL de solucdo de Ringer e triturados no stomacher, antes de serem utilizadas.

2.1.4. Método de isolamento e identificagdo de Listeria com caldos
de enriguecimento seletivos

O procedimento utilizado para isolamento e detegéo de Listeria pode ser
dividido em trés partes: pré-enriquecimento em meio liquido ndo seletivo,

enriquecimento em meio liquido seletivo e isolamento diferencial em meio sélido
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seletivo. A primeira parte consistiu em pesar asseticamente 259 de amostra, para
uma bolsa de stomacher e, em seguida cobrir com 225mL de caldo de
enriquecimento de Listeria, macerar no stomacher, fechar a bolsa e incubar na
estufa de 30°C durante 24 horas. Este procedimento € aplicado para ovoprodutos
solidos, como sdo o ovo cozido ou a salsicha. Para amostras de ovoprodutos
liquidos, pipetaram-se 25mL da amostra diretamente para o frasco que continha
225ml de caldo de enriquecimento de Listeria.

Depois de terminado o tempo de incubacdo, procede-se ao
enriquecimento da amostra. Pipetaram-se 10mL desse mesmo meio que contém a
amostra para o frasco que contém 100mL de meio liquido seletivo, Fraser Broth.
Seguidamente, o frasco depois de cerrado com a tampa, foi a incubar durante 24
horas na estufa de 37°C.

Por fim, inoculou-se a amostra numa placa de petri contendo 0 meio
cultura s6lido Oxford, cuidadosamente para ndo ferir o meio de cultura. A placa foi
entdo incubada em posicdo invertida na estufa de 37°C durante 48 horas. Apos 24
horas de incubacdo as colonias de Listeria, quando existentes, mostram-se de cor
verde-azeitona rodeadas por um halo preto. Depois de 48 horas as colonias
escurecem ficando negras no centro e rodeadas por zonas negras. O resultado &,
entdo, apontado como sendo positivo ou negativo para Listeria.

A instrucdo de trabalho encontra-se no anexo 5.

2.1.5. Método de isolamento e identificacdo de Salmonella com
caldos de enriquecimento seletivos

O procedimento para detecdo de Salmonella pode ser dividido em trés
partes: pré-enriquecimento em meio liquido ndo seletivo, enriquecimento em meio
liquido seletivo e isolamento diferencial em meio solido seletivo. A primeira parte
consistiu em pesar asseticamente 259 de amostra para uma bolsa de stomacher e,
em seguida cobrir com 225mL de &agua peptonada tamponada, macerar no
stomacher, fechar a bolsa e incubar na estufa de 37°C durante 16 horas. Este
procedimento é aplicado para ovoprodutos sélidos, como sdo o0 ovo cozido e a
salsicha e também para clara de ovo em pd. Para amostras de ovoprodutos liquidos,
pipetou-se 25mL de amostra diretamente para o frasco que continha 225mL de agua

peptonada tamponada.

[54]



Depois de terminado o tempo de incubacdo, procede-se ao
enriquecimento da amostra. Pipetaram-se 10mL desse mesmo meio que contém a
amostra para o frasco que contém 100mL de meio liquido seletivo, Selenito-
Cistina. A seguir o frasco foi fechado com a tampa e foi a incubar durante 8 horas
na estufa de 45°C.

Por fim, inoculou-se a amostra numa placa de petri contendo 0 meio
cultura sélido SM2 (SMID, Biomerieux) cuidadosamente para ndo ferir o meio de
cultura. A placa foi entdo incubada em posicdo invertida na estufa de 37°C durante
24 horas. As coldnias carateristicas de Salmonella apresentam uma cor rosa palida a
roxo. O resultado é, entdo, apontado como sendo positivo ou negativo para
Salmonella.

A instrucdo de trabalho encontra-se no anexo 6.

2.1.6. Método de identificagdo de E. coli, aerdbios totais e
enterobactérias com 3M™ Petrifilm™ Count Plates

Os trés tipos diferentes de petrifilm tém procedimentos de utilizacado
semelhantes, variando apenas a temperatura e o tempo de incubacdo. Colocaram-se
os petrifilm numa superficie plana e sob ambiente esterilizado pelo bico de Blinsen.
Para cada petrifilm levantou-se a pelicula protetora e com uma pipeta descartavel
pipetou-se 1mL de amostra para o centro do petrifilm. Tapou-se com a pelicula de
forma cuidadosa e sem deixar cair, a fim de evitar o aparecimento de bolhas e
pressionou-se com o espalhador para estender a amostra na area colorida do
petrifilm. Foram entdo incubados com a face para cima, numa pilha de maximo 20
petrifilm. Os petrifilm de detecdo de E. coli foram incubados na estufa de 45°C
durante 24 horas, enquanto os de aerdbios totais foram incubados na estufa de 30°C
durante 48 a 72 horas e 0s de enterobactérias na estufa de 37 °C durante 24h.

Concluido o tempo de incubagdo os petrifilm foram lidos com o auxilio
de um contador de coldnias. As coldnias de E.coli, quando presentes mostram uma
coloracédo azul escura, com ou sem formacédo de gas. No petrifilm de aerdbios totais
consideraram-se todas as coldnias de cor vermelha, independentemente do tamanho
apresentado. As coldnias de enterobactérias de cor vermelha podem aparecer
rodeadas por um halo amarelo (bactérias produtoras de acido) ou com bolhas de gas
formado & sua volta. A instrucdo de trabalho encontra-se no anexo 7.

Os resultados dos petrifilm sdo apresentados sob a forma de UFC/mL.
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2.1.7. Método de isolamento e detecdo de bolores, leveduras,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus por
espalhamento

Este procedimento de inoculagdo é semelhante para os varios tipos de
microrganismos, variando apenas o meio de cultura, o tempo e a temperatura de
incubagdo. Colocaram-se as placas de petri com o meio de cultura solidificado em
ambiente esterilizado por bico de Bunsen. Pipetou-se 0,1mL de amostra para a
placa de petri e espalhou-se a amostra na superficie do meio de cultura, com
cuidado para nao ferir o meio nem afastar a placa da area estéril. Deixou-se secar a
amostra antes de incubar as placas em posicéao invertida.

Para a detecdo de bolores e leveduras 0 meio utilizado foi gelose de
Sabouraud Chloramphenicol e as placas com a amostra foram incubadas a 30°
durante 3 a 5 dias. As coldnias de leveduras tém cor clara e aspeto redondo
brilhante enquanto os bolores apresentam um aspeto filamentoso e ndo uniforme.

O meio de cultura utilizado para detecdo de Bacillus cereus é a gelose de
Bacillus cereus (acc. to Mossel). As placas foram incubadas durante 24 horas na
estufa de 30°C e as coldnias, quando formadas, apresentavam coloracdo rosa quase
sempre rodeadas por um halo que indica a producdo de lectinase. A instrucdo de
trabalho encontra-se no anexo 8.

Na detecdo de Staphylococcus aureus coagulase positiva foi utilizado o
meio de cultura gelose de Baird — Parker que se incubou com a amostra durante 24
a 48 horas na estufa de 37°C. As coldnias de Staphylococcus aureus apresentam
uma cor cinzenta ou negra rodeada por um halo opaco de fibrina perfeitamente
desenhado e facilmente visivel.

O meio gelose de M-Enterococcus € utilizado na detecdo de
Enterococcus. A incubagdo das placas realizou-se na estufa de 37°C por um periodo
de 24 a 48 horas e as colonias formadas apresentam cor vermelha clara ou escura.

Os resultados obtidos da leitura das placas sdo registados sob a forma de
UFC/mL.

2.1.8. Método de isolamento e identificacdo de coliformes totais,
Clostriduim, e lactobacilos por incorporacéo

Este procedimento é semelhante para os varios tipos de microrganismos,

variando apenas o meio de cultura, o tempo e a temperatura de incubagéo. As
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placas de petri descartaveis esterilizadas foram colocadas em cima da bancada,
junto ao bico de Binsen de forma a conseguir um ambiente estéril para as placas.
Pipetou-se 1mL de amostra para uma placa, com cuidado para ndo afastar a tampa
da placa ou sair da zona esterilizada pelo bico de Buinsen. Colocou-se a primeira
camada do meio de cultura que se encontrava na estufa de 45°C para néo solidificar,
com movimentos rotativos para espalhar a amostra uniformemente na placa,
cuidadosamente, sem levantar a placa da mesa de trabalho e evitando que 0 meio
contacte com a tampa da placa. Depois de solidificada a primeira camada,
adicionou-se uma segunda camada que se deixou solidificar antes de incubar em
posicao invertida.

Para detecdo e enumeracdo de coliformes totais foi utilizado o meio
seletivo violet red bile agar (VRBL) que, depois de plaqueado como foi descrito,
levou-se a incubar durante 24 horas na estufa de 30°C. As bactérias coliformes
formam coldnias violetas com didmetro igual ou superior a 0,5 mm.

O meio utilizado para determinacéo de Clostridium € o meio de gelose de
TSN (tryptone sulfite neomycin). Este meio deve ser incubado a 45°C durante 24h,
em ambiente de anaerobiose, e por isso, colocaram-se as placas numa camara de
anaerorobiose que depois se colocou na estufa. A leitura de resultados foi feita
imediatamente depois de retirar as placas da cadmara pois as colénias podem ficar
oxidadas com o tempo. As colonias formadas apresentam um halo negro. A
instrucdo de trabalho encontra-se no anexo 9.

Para enumeracdo de coldnias de Lactobacillus foi utilizada gelose MRS
(De Man, Rogosa and Sharpe). Também este meio teve de ser incubado em cadmara
de anaerobiose, mas neste caso, na estufa de 37°C durante um periodo de 48 horas.

As colonias apresentadas sdo de cor branca com a forma de gréo de arroz.

2.2. Material e métodos para anélises fisico-quimicas

Material
e Geral de laboratorio para analises fisico-quimicas:

= copos de medicdo em PVC de 1L;
= copos de vidro de 100mL;
= frascos de 100mL com tampa vermelha;
= espatulas de inox;
* magnetos para agitacao;
» conta gotas;
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= pipetas de vidro;

= balanca analitica Kern 572 (0,001 g);

= zaragatoas 3M™ Clean Trace™ para 4gua e para
superficies.

Equipamentos (Figura 7)
e refratbmetros Atago® pocket PAL-a (0 — 85%) e Atago®

palett Pr-201a (0 — 60 %);
e medidor de pH e temperatura HI 2221 - Hanna®

Instruments;

e analisadores de humidade Sartorius® - MA 35 e HR 73-
Metter® Toledo;

e viscosimetros Brookfield® DV-l1 e Brookfield® DV-
I1+Pro;

e condutivimetro Serie® InLab 738;
e luminometer 3M™ Clean Trace™:
e titulador automético 848 Titrino Plus — Metrohm®

Reagentes
e 4cido nitrico [HNOs] (2N)
e nitrato de prata [AgNO3](1M)
e kit de analises de cloro e dureza da agua da Aquamerck®

Figura 7 - Equipamentos utilizados: (a) refratometro Atago® pocket PAL-
a (0 — 85%); (b) refratometro Atago® palett Pr-201a (0 — 60 %); (c)
medidor de pH e temperatura HI 2221 - Hanna® Instruments; (d)
analisador de humidade Sartorius® - MA 35; (e) analisador de humidade
HR 73- Metter® Toledo; (f) viscosimetro Brookfield® DV-11+Pro; (g)
condutivimetro Serie® InLab 738; (h) luminometer 3M™ Clean Trace™;
(i) titulador automético 848 Titrino Plus — Metrohm®
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2.2.1. Recolha, preparacao e caracterizacdo das amostras

As andlises fisico-quimicas de ovoprodutos liquidos foram realizadas
apos as analises microbioldgicas. As amostras que ndo necessitavam de analises de
microbiologia prévias foram guardadas no frigorifico a temperaturas de
refrigeracdo de 0 a 5°C. A recolha de ovoprodutos liquidos para analise fisico-
quimica diretamente das linhas de producdo efetuou-se em copos de medicéo de
1L. Garantiu-se que o produto recolhido estava homogeneizado proporcionando
assim amostras representativas e fiaveis. As amostras foram identificadas com a
designacéo, o local e a hora de recolha.

A determinacdo de extrato seco de amostras de clara em po foi realizada
com especial cuidado para evitar que a amostra adquira humidade, secando sempre
a espatula utilizada e colocando a bolsa com a amostra em local seco.

As amostras de agua e de salmoura depois da analise microbioldgica
foram mantidas em refrigeracdo (0 a 5°C) até serem analisadas quanto aos seus
parametros fisico-quimicos. Quando a finalidade das amostras era apenas para
andlises fisico-quimicas a recolha era feita em frascos de 100mL limpos e secos que
foram cerrados com a tampa e identificados com nome da amostra, data e hora de
recolha. Os frascos ficaram no frigorifico (em refrigeracdo de 0 a 5°C) até a analise,
que ocorreu num prazo maximo de 2h apo6s a colheita.

As amostras das aguas provenientes da ETAR foram recolhidas em
recipientes préoprios para o efeito e de uso exclusivo para aguas residuais, rotulados

e identificados de forma a serem separados do restante material.

2.2.2. Métodos de determinacéo do °Brix e do pH

Para determinar o grau Brix colocou-se uma pequena quantidade de
amostra no Oculo de leitura de um dos refratdbmetros existentes: Atago® pocket e
Atago® palett. e registou-se o valor mostrado no aparelho. No fim,0 6culo de
leitura foi limpo com &gua destilada e seco com papel absorvente.

O pH foi lido diretamente do medidor de pH e temperatura, depois de
submergir o elétrodo na amostra e agitar suavemente. Esperou-se que o valor

estabiliza-se antes de se registar a leitura. A calibracdo do medidor foi realizada em
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2 pontos com uma frequéncia de 24 horas. No anexo 10 encontra-se a instrugéo de
trabalho.

2.2.3. Método de determinacdo do extrato seco com balanca de
halogénio

O extrato seco foi determinado com recurso as balancas de halogénio
disponiveis na sala de fisico-quimicos. Para analisar uma amostra na Sartorius® -
MA 35 abriu-se a cobertura e colocou-se um prato de aluminio com um filtro no
centro da balanca. Depois de se ter tarado esse valor retirou-se o filtro e colocaram-
se 0,500 a 0,700 gramas da amostra no centro do prato de aluminio com o auxilio
de uma espatula. O filtro foi colocado depois, por cima da amostra. Pressionou-se o
botdo para dar inicio a analise e esperou-se cerca de 7 minutos pelo resultado que
apareceu no ecrd. Com o analisador de humidade HR 73- Metter® Toledo o
procedimento utilizado foi o0 mesmo. As temperaturas atingidas durante a secagem
foram definidas anteriormente pelo fabricante. O tempo de analise pode depender
da quantidade e tipo de produto. Os resultados obtidos foram em forma de
percentagem de matéria seca de produto analisado. No anexo 11 encontra-se a

instrucdo de trabalho.

2.2.4. Meétodo de determinacao da viscosidade

Para medicdo da viscosidade de ovoprodutos liquidos estdo disponiveis
dois viscosimetros rotacionais. A quantidade de amostra utilizada foi de 500 a
600mL. A sonda e velocidade em RPM (rotacBGes por minuto) de teste dependeram
do tipo de produto analisado. A Tabela 4 apresenta as sondas e temperaturas
utilizadas para cada produto analisado. O procedimento é semelhante para 0s dois
viscosimetros, com a diferenca de que o viscosimetro DV-11+Pro possui uma sonda
de temperatura que ndo existe no DV-I. Antes de iniciar o ensaio o aparelho efetua
“autorun”’. A sonda de andlise selecionada foi aplicada, escolheu-se a velocidade e
mergulhou-se a sonda de medicdo de temperatura no copo com a amostra. Quando
se inicia o ensaio, 0 ecrd mostra a velocidade selecionada (em RPM), a “forque”
em percentagem, o valor medido de temperatura e a viscosidade em Paxs. Os
resultados sdo apontados quando aparecem estabilizados no ecrd. No anexo 12

encontra-se a instrugéo de trabalho.
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Tabela 4 - Sondas e velocidades utilizadas na determinacdo da viscosidade

S61 200 Clara
Ovo inteiro
562 100 Ovo com sal
Gema
563 60 Gema com sal (baixo extrato)
S64 30 Gema com sal (baixo extrato)

2.2.5. Método de determinacdo da condutividade com
condutivimetro de bancada

Para determinar a condutividade da &gua recolhida foi apenas necesséario
mergulhar a sonda do condutivimetro na amostra recolhida e esperar que o valor
apresentado no ecra estabilizasse. No final da leitura, a sonda foi limpa com agua
destilada e seca com papel absorvente. Os resultados apontados encontravam-se em
mS/cm ou pS/cm. O condutivimetro deve ser calibrado todos os anos com 0s
padrdes de calibragcdo recomendados.

No anexo 13 encontra-se a instrugédo de trabalho.

2.2.6. Método de determinacdo da quantidade de ATP com o
Luminometer

A verificacdo da limpeza de uma superficie por anélise com zaragatoas
de Clean Trace € facil, rapido e eficaz. Para uma amostra de agua a zaragatoa foi
retirada da capsula e mergulhada durante alguns segundos na amostra. Em seguida
a zaragatoa foi colocada novamente na capsula e agitada vigorosamente durante
alguns segundos. Colocou-se a capsula no leitor e leu-se o valor apresentado no
ecrd. Para zaragatoas de superficie o procedimento € semelhante, a diferenca esta
em que, a zaragatoa em vez de ser submersa na amostra é esfregada na superficie
que se pretende testar. O resultado € apresentado em RLU (relative light units).

No anexo 14 encontra-se a instrugéo de trabalho.

2.2.7. Método de determinacao da percentagem de NaCl

A percentagem de sal de amostras de ovo liquido com sal foi

determinada utilizando o titulador automatico. Foram pesados 0,500 a 0,600 mg de
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amostra. Em seguida adicionaram-se 60mL de agua destilada e 5 gotas de HNO3 a
amostra. Verificou-se se a garrafa de titulante, nitrato de prata ainda possuia
reagente suficiente para proceder ao ensaio. Colocou-se um magneto dentro do
copo com a amostra e colocou-se no agitador magnetico. Inseriu-se o valor exato da
massa da amostra no titulador e colocou-se o elétrodo de pH e o doseador no local
correto para dar inicio a titulagdo. Por ultimo pressionou-se o botéo para dar inicio
a titulacdo. Quando o aparelho termina a titulacdo € indicado no ecrd a curva de
titulacdo, o volume de AgNO; gasto e a percentagem de sal presente na amostra
analisada.

No anexo 15 encontra-se a instrugéo de trabalho.

2.2.8. Método de determinacdo de cloro e dureza da agua com kit
rapido de analises

O cloro total foi determinado com recurso a um kit de andlise da
Aquamerck. O teste consistiu em juntar sete gotas do primeiro reagente e uma do
segundo reagente no tubo de observagéo que vem com o kit. Depois de agitar bem
juntou-se 10mL da amostra de agua a analisar. Comparou-se a cor obtida com a
escala de cores apresentadas no tubo e registou-se o valor do cloro total da amostra.

A determinacédo da dureza foi efetuada com recurso a um teste de anélise
da Aquamerck para medicdo da dureza total. Adicionaram-se 3 gotas do primeiro
reagente a 5 mL de amostra, numa. Observou-se o aparecimento de uma coloracao
vermelha na solucdo com a amostra. Adicionou-se o segundo reagente até a solucéo
mudar de vermelho para verde. A quantidade de reagente gasto é lido na pipeta e o
resultado apresentado em mg/L de CaCOs.

2.3. Material e métodos para analises de funcionalidade

Material
e copos de medicdo de 1L;
recipiente de 100mL transparente;
espatulas de inox;
magnetos para agitador;
copos plasticos de 100mL com tampa vermelha;
tesouras;
provetas de 150mL;
funis;
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e (Qaze;
e tabuleiros brancos;
e exsicador.

Equipamentos
e Dbalanca Kern PLS;

e Dalanca Kern 572 (0,001 g);

e agitador magnético;

e banho-maria;

e Dbatedeira industrial Sinmag mixer SM-200C (Capacidade
20 L);

e texturémetro Brookfield CT3texture analyzer.

2.3.1. Recolha, preparacao e caracterizacdo das amostras

As andlises de funcionalidade foram efetuadas a clara de ovo liquida ndo
pasteurizada, clara de ovo pasteurizada, clara de ovo em pd ndo pasteurizada e
clara de ovo em po pasteurizada.

As amostras de clara de ovo liquida ndo pasteurizada foram recolhidas
em copos de medicgéo de 1L de capacidade, diretamente dos tanques de produto cru,
depois de garantir que a amostra recolhida era homogénea e representativa do lote a
analisar. A clara de ovo liquida pasteurizada foi recolhida, com a ajuda de copos
de medicdo de 1L, das bolsas de amostra, depois das analises de microbiologia e
fisico-quimicas serem realizadas. A clara de ovo em p6 foi reidratada antes de se
procederem as analises funcionais.

Para todas as amostras (liquidas e em pd) foram efetuadas as analises
fisico-quimicas possiveis antes de serem realizadas as analises de funcionalidade,
entre as quais, °Brix, pH, viscosidade e extrato seco.

O processo utilizado para reidratar as amostras em pd encontra-se
descrito em seguida. Depois da reidratacdo as amostras destinadas a andlise da
capacidade espumante foram submetidas a refrigeracdo (0 a 5°C) e as analises

realizadas sempre a temperaturas inferiores a 11°C.

2.3.2. Meétodo de reidratacéo da clara em pé

Pesaram-se 180g de &gua e adicionaram-se 20g de clara em p6. Colocou-
se uma barra de agitacdo magnética dentro do copo com a agua e a clara em pé que

depois foi colocado em cima do agitador magnético durante aproximadamente 20
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min até total dissolugdo. Em seguida removeu-se a barra de agitacdo magnetica e
deixou-se em repouso no exsicador durante 30 min. A espuma deve ser removida
antes de utilizar a clara para determinagdes fisico-quimicas e de funcionalidade.

No anexo 16 encontra-se a instrugédo de trabalho.

2.3.3. Preparacéo de amostras para determinacao da forca de gel

Para a determinacdo da forca de gel da clara em p6 comecgou-se por
reidratar a clara como indicado no ponto 2.3.2. A amostra foi depois transferida
para 3 copos plésticos de tampa vermelha devidamente identificados com o lote e
fechados com a tampa. Os copos foram, seguidamente, colocados em banho-maria
a 90°C durante 30 minutos. Depois de cozidos, os copos foram retirados do banho-
marica e colocados em tabuleiros com gelo e dgua para arrefecerem até 25°C. Os
copos com a amostra foram, depois, abertos e a clara foi retirada passando uma
espatula junto as paredes interiores do copo, tentando evitar danificar a amostra. Os
3 cilindros de clara cozida obtidos foram depois cortados para ficarem com 3 cm de
altura, tendo o cuidado de se obter uma superficie plana para executar o teste.

As amostras de clara liquida foram tratadas de forma idéntica a clara em
po, a excecdo da reidratacdo da amostra que ndo é aplicada a este produto. A clara
liquida deve ser transferida com cuidado para os copos, de forma a evitar a
formagéo de espuma.

No caso das salsichas de clara, foram tratadas de forma mais simples pois
ndo necessitam de cozimento prévio em banho-maria. Removeram-se as peliculas
envolventes (tripas) com uma tesoura antes de serem cortados cilindros com 3cm de
altura.

2.3.4. Meétodo de determinacédo da capacidade espumante

Para a determinacdo da capacidade espumante foi utilizada a batedeira
industrial que se pode ver na Figura 8. Depois de determinar o peso de 100 mL de
amostra colocaram-se 600 mL na batedeira que se acendeu na primeira velocidade
(minima) durante 1 minuto. Em seguida a amostra foi batida na segunda velocidade
(média) por mais outro minuto e depois durante 3,5 minutos na terceira velocidade
(maxima). A espuma obtida foi entdo retirada e transferida para um recipiente

transparente e preenchido com a espuma, para que ndo tenha espacgos vazios e,
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aplanado na superficie. Esta espuma foi, em seguida, pesada e transferida para um
funil com gaze que se colocou em cima de uma proveta. Determinou-se, com a
balanga Kern 572 o peso do fluido que escorreu da espuma durante 1h, fazendo
pesagens de dez em dez minutos. O processo de recolha, pesagem e transferéncia
da espuma foi efetuado o mais rapidamente possivel, depois de terminada a

batedura. No anexo 18 encontra-se a instrugéo de trabalho.

Figura 8 - Batedeira
industrial Sinmag
Mixer SM-200C (Cap.
20L)

2.3.5. Determinacao da forca de gel

A forca de gel das amostras foi determinada depois da preparagdo das
amostras como indicado em 2.3.3. As amostras foram, em seguida, arrefecidas e
testadas a temperatura ambiente no texturometro (Figura 9). Foram cortados 3
cilindros de cada amostra, com uma superficie plana, e colocados no texurémetro
que fez uma medicdo, no centro de cada cilindro, com 0s seguintes parametros de
andlise: teste normal, trigger 3,99, deformation 4,2 mm e speed 1,5mm/s. Foi
considerada a média de resultados (peak load em gramas) dos 3 ensaios realizados.

A instrucdo de trabalho encontra-se no anexo 18.

Figura 9 -Texturémetro Brookfield
CT3 Texture analyzer
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3. Resultados e Discussao

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os principais resultados

obtidos das anélises fisico-quimicas, de microbiologia e de funcionalidade da clara.

3.1. Analises fisico-quimicas

De forma a ajudar na interpretacdo dos resultados obtidos nas analises
fisico-quimicas foram construidas cartas de controlo considerando os limites
superiores (LSC) e inferiores (LIC) calculando a média + 2 vezes o desvio-padréo,
isto é, considerando o intervalo ]Jx —2 o ; x + 2 o [, 95,46% dos resultados estdo

nesse intervalo.

3.1.1. Determinacdo do extrato seco de ovoprodutos liquidos

Foram analisados dois tipos de amostras no Analizador de Humedad
Sartorius - MA 30. A primeira de ovo liquido ndo pasteurizado para a qual se
realizaram 18 ensaios ao mesmo lote (Figura 10). A segunda de clara liquida ndo
pasteurizada para a qual se efetuaram 16 ensaios ao mesmo lote. A massa de
amostra pesada para cada ensaio encontra-se em valores entre os 0,500g e os
0,900g.

s N
Ovo liquido ndo pasteurizado
26,50 -

26,00 -

25,50 - A

25,00 -

25,13

24,50

| o ,0/ \/\'Z
24,00 - v \ﬁ 24,11
23,50 -
23,00 - 23,09

22,50 -

% Extrato seco

22,00 -

21,50 s e L B B e e S e B S s e B I B e e S S S s
N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 NIONI1N12N13N14N15N16N17N18NI19N20N21N22N23N24N25
Ensaio )

&

Figura 10 - Gréfico correspondente aos ensaios de determinacdo de % de extrato seco
em ovo liquido ndo pasteurizado
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A media £ desvio padrdo de resultados encontrada para o extrato seco de
amostras de ovo liquido ndo pasteurizado foi de 24,11 + 0,51 % (Figural0). O valor
obtido no ensaio N3 situam-se abaixo do LIC e o valor encontrado no ensaio N21
situam-se acima do LSC. Isto pode ser devido a uma incorreta homogeneizacéo da
amostra antes da analise, o que resultaria, no caso do ensaio N3 num excesso de
gema e no caso do ensaio N21 num excesso de clara. Os restantes valores

encontram-se dentro dos limites de controlo.

Clara liquida nao pasteurizada

12,30 -
12,15 12,17
__ 12,00 -
11,85

11,70 - ,
2 M 11,59

11,55 1 & {
11,40
11,25
11,10

10,95 - b'd
10,80 T T T T T T T T T T T T T T T 1
N1 N2 N3 N4 N5 N6 N7 N8 N9 NIO N11 N12 N13 N14 N15 N16
Ensaio
-

Extrato Seco (%

11,02

J

Figura 11 - Gréfico correspondente aos ensaios de determinacdo de % de extrato seco em
clara liquida n&o pasteurizada

O valor da média + desvio padrdo de estrato seco encontrado para a clara
liquida antes da pasteurizacdo foi de 11,596 + 0,287 % (Figura 11). O valor
encontrado no ensaio 15 encontra-se abaixo do LIC. Este desvio dos resultados
pode dever-se & homogeneizacdo da amostra antes da analise. Se a amostra possuir
maior propor¢do de agua do que o real, o valor de percentagem de extrato seco

diminui.

3.1.2. Determinacdo do pH de clara liquida ndo pasteurizada e clara

em po reidratada
Foi determinado o pH de trés diferentes produtos: clara liquida néo
pasteurizada, clara em pd pasteurizada reidratada e clara em p6 ndo pasteurizada
reidratada com a finalidade de comparar os valores obtidos. As analises foram

efetuadas no medidor de pH da Hanna® Instruments.
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Clara liquida nao pasteurizada
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Figura 12 - Grafico de valores de pH obtidos para os diferentes lotes de clara liquida néo
pasteurizada

A maioria dos valores de pH determinados para os varios lotes de clara
liquida ndo pasteurizada (Figura 12) encontram-se dentro dos limites de controlo e
apresentam uma média * desvio padrdo de 9,43 = 0,68. Os valores dos lotes D e M
podem encontrar-se fora dos limites devido a dois fatores, a recolha de amostra de
forma incorreta ou por utilizagdo de clara de ovo com data de postura demasiado
recentes (ovos muito frescos). A forma de recolha de amostra pode influenciar, pois
a parte aquosa pode diminuir o resultado real para valores abaixo do limite de
controlo. A clara de ovo quando produzida com ovos mais frescos vai apresentar

valores de pH mais baixos.

4 h
Clara em pé pasteurizada (depois de reidratada)
8,5 1
8 - 8,13
] ST /\
7 - 6,93
R — ¥\
(-1 6
55 | 5,47
5 .
4,5
4
B C H | J K T U AZ
Lotes
N J

Figura 13 - Gréafico de valores de pH obtidos para os diferentes lotes de clara em pé
pasteurizada reidratada
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A clara em po pasteurizada depois de reidratada apresenta valores médios
de pH média + desvio padrdo de 6,93 + 0,66 (Figura 13). Os resultados obtidos para
os lotes analisados encontram-se dentro dos limites de controlo.

Clara em pd nao pasteurizada (depois de reidratada)

AN

4,49

[N
o
)

8,37

pH
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AO1 AO2 AO3 AO04 AO5 AO6 AO7 A08 A0S A10 All Al12 A13 Al4 A15 Al6 Al7 A18 A19 A20 A21 A22 A23 A24 A25 A26 A27 A28 A29 A30
Lotes

Figura 14 - Grafico de valores de pH obtidos para diferentes lotes de clara em p6 nado pasteurizada
reidratada

Os lotes de clara em p6 ndo pasteurizada analisados apresentam um pH,
préximo da média + desvio padrdo (6,43 + 0,97) (Figura 14). Para os lotes A01,
A09 e A18 o pH obtido encontra-se acima do LSC, que pode dever-se de erros
durante a reidratacdo das amostras. Quando a reidratacdo € realizada com mais
quantidade de agua, o pH pode aumentar. Para estas amostras a reidratacdo deve ser
repetida de forma a ser possivel excluir que o erro obtido no valor de pH néo é da
hidratacdo mas sim inerente ao produto.

O pH da clara em po6 antes e depois da pasteurizacdo encontra-se na casa dos
6,50 a 6,90, o que demonstra que durante o processo de pasteurizacdo ndo ocorrem
situacOes que alterem o ph das amostras.

Comparando os resultados obtidos nos lotes de clara em pé com os lotes
de liquida pode-se observar que esta Ultima apresenta um pH superior aos
apresentados pela clara em po. Isto pode dever-se ao processamento da clara na
transformacdo em po, durante a qual esta é sujeita a ajustes de pH para valores
inferiores a 8.

Todos os resultados obtidos estdo dentro das especificacdes de produto e,

portanto apresentam-se satisfatorios em temos de qualidade.
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3.1.3. Determinacdo do °Brix de clara e clara em p6 pasteurizada
reidratada

Determinaram-se 0s °Brix de varios lotes de clara em pd pasteurizada e

clara em pé ndo pasteurizada com a finalidade de comparar os resultados obtidos.

. N
Clara em po pasteurizada (depois de reidratada)
12,25 4
1 - 12,09
11,75 -+
X 11,5 - /“._’ 11,53
011,25 -
11 - 10,97
10,75 -+
10,5 A
10,25 T T T T T T T T 1
B C H | J K T U AZ
\_ Lotes Y,

Figura 15 - Grafico dos valores de °Brix obtidos nos varios lotes de clara em pé
pasteurizada reidratada

Os valores de °Brix determinados para varios lotes de clara em pé
pasteurizada reidratada apresentam uma média + desvio padrdo de 11,53 + 0,28
°Brix (Figura 15). Todos os lotes analisados apresentam resultados dentro dos
limites de controlo. O lote AZ que apresenta um Brix de 12,1°, ou seja, encontra-se

no limite superior de controlo.

Clara em po6 ndo pasteurizada (depois de reidratada)
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Figura 16 - Grafico de valores de °Brix obtidos nos diferentes lotes de clara em p6 ndo pasteurizada

reidratada
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O wvalor de °Brix obtido nos lotes analisados apresentam uma
médiatdesvio padrdo de 14,20 0,36 °Brix (Figura 16). O lote A28 apresenta um
valor de 13°Brix e encontra-se abaixo do limite inferior. Este resultado pode estar
relacionado com processo de reidratacdo. Uma quantidade mais elevada de agua
pode significar numa diminuicdo do °Brix da amostra. Também a dissolucdo do p6
pode estar relacionado. Uma menor solubilidade pode resultar na diminuigédo do
°Brix final da amostra. Assim, amostra deve ser reidratada novamente de forma a
ser possivel excluir este erro e confirmar, assim se o resultado € inerente ao
produto.

A clara em pé pasteurizada depois de reidratada apresenta, em média,
valores inferiores de °Brix, quando comparado com a clara liquida pasteurizada
(valores entre 14 e 16 °Brix). Isto pode dever-se ao processo de reidratacdo da
clara. Ou seja, depois de reconstituida, a percentagem de sélidos totais que se
consegue obter com a dissolucdo é inferior aquela que se encontra em clara de ovo

naturalmente liquida.

Todos os resultados obtidos estdo dentro das especificacdes de produto e,

portanto apresentam-se satisfatérios em temos de qualidade.

3.1.4. Determinacdo do extrato seco de clara em p6 pasteurizada e

ndo pasteurizada
Foram analisados varios lotes de dois produtos distintos: clara em pé
pasteurizada e clara em pé ndo pasteurizada. O extrato seco foi determinado com

recurso a balanca de halogénio Sartorius.

Extrato seco (%)
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Figura 17 - Gréfico de valores de % de extrato seco obtidos nos varios lotes de clara em pd néo
pasteurizada
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Figura 18 - Grafico de valores de % de extrato seco obtidos nos diferentes lotes
de clara em p6 pasteurizada

Os resultados de extrato seco obtidos, em média, para a clara em pd,
antes e depois de pasteurizar (Figura 17 e 18) sdo bastante préximas entre si, com
media £ desvio padrdo de 94,14 + 2,07 % para a clara ndo pasteurizada e 95,84 +
2,27 % para a clara pasteurizada. Os valores de extrato seco que se encontraram
abaixo do limite de controlo, na clara em pd ndo pasteurizada (lotes B, L, M, P, Q,
AB) podem ter ocorrido durante a manipulagdo da amostra antes do ensaio. Como
se trata de um produto com grande capacidade de absorver agua, o resultado do
extrato seco pode ser influenciado se ocorrer absorcdo de humidade e assim
diminuir o valor da percentagem de mateéria seca.

Os lotes F, G e AV de clara em pd pasteurizada, apresentam
percentagens de extrato seco superiores ao LSC. Estes lotes apresentam uma
percentagem de humidade inferior aos restantes devido a alteracGes que possam ter

ocorrido no processo de secagem da clara.

Pode-se entdo verificar que o processo de pasteurizagdo em Hot Room

nao influencia o resultado final de extrato seco.

3.1.5. Determinacdo do extrato seco da clara em pdé néo
pasteurizada antes e depois de reidratagio

Para trinta lotes de clara em pd nédo pasteurizada foram determinadas as

percentagens de extrato seco das amostras antes e depois da reidratacdo. A
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determinacédo da percentagem de extrato seco foi realizada na balanca de halogénio
Sartorius.

Clara em pé ndo pasteurizada (antes da reidratagdo)
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Figura 19 - Gréfico de valores de % de extrato seco obtidos nos diferentes lotes de clara em p6 néo
pasteurizada antes de reidratar
Os lotes de clara em p6 ndo pasteurizada analisados (Figura 19) encontram-
se dentro dos limites de controlo, excetuando o lote A03 gque se encontra abaixo do
LIC. A média de valores encontra-se nos 94,12 + 1,88 de percentagem de extrato
seco. O valor encontrado fora dos limites (lote A03) pode ter sido influenciado por

absorcdo de humidade do meio antes da realizacdo da analise.

Clara em pd ndo pasteurizada (depois de reidratar)
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Figura 20 - Grafico de valores obtidos de % de extrato seco de diferentes lotes de clara em pé néo
pasteurizada depois de reidratar.

A média + desvio padréo dos resultados de percentagem de extrato seco
de clara em pé ndo pasteurizada depois da reidratacdo (Figura 20) é de 11,23 + 0,42

%. Os resultados obtidos para os lotes analisados encontram-se dentro dos limites
de controlo.
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3.1.6. Determinacdo de pH, extrato seco e °Brix depois da
reidratacdo de clara em p6 com &gua destilada (D) e com &gua
de rede (R)

Reconstituiram-se 20 lotes de clara em pd ndo pasteurizada de duas
formas diferentes: com &gua destilada e com agua da rede com o objetivo de

verificar quais as diferencas de pH, extrato seco e °Brix.
4 )

pH depois da reidratacao
10 -
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Figura 21 - Gréfico de valores de pH obtidos nos diferentes lotes de clara em p6 ndo
pasteurizada; pH D corresponde a reidratagdo com &gua destilada e pH R
corresponde a reidratacdo com agua da rede.

Os valores encontrados para o pH depois da reidratacdo da clara com
agua destilada e agua da rede (Figura 21) sdo muito semelhantes, verificando-se
apenas uma diferenca maior para o lote A06. A média + desvio padrdo de pH
encontrado foi de7,03 + 1,23.
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Extrato seco depois da reidrata¢ao
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Figura 22 - Gréfico de valores de % de extrato seco obtidos nos diferentes lotes de clara
em po ndo pasteurizada depois de reidratada; ext.seco % D corresponde a reidratagéo
com agua destilada e est.seco % R corresponde a reidratagdo com dgua de rede

A média * desvio padrdo de resultados encontrados para a percentagem
de extrato seco dos lotes analisados foi de 11,12 + 0,46 % (Figura 22). Para o lote
A06 o valor da percentagem de extrato seco foi o que apresentou maior diferenca
entre os dois métodos de reidratacdo.

4 M

Brix depois de reidrata¢ao
15,2 4
15 -+ 15,07
14,8
14,6 -
L 144
£ 142 & 14,27
[+a]
Bty -/
13,8
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13 ' ' ' ' ' ' ' ; ; ; —=0—°Brix D
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K Lotes === °Brix Rj

Legenda das retas: LSC; == - média; LIC

Figura 23 - Gréfico de valores de °Brix obtidos nos diferentes lotes depois da reidratacéo;
°Brix D corresponde a reidratacdo com agua destilada e °Brix R corresponde a reidratacao
com agua de rede

A média * desvio padrdo de resultados de °Brix apresentados é de 14,30
+ 0,39 °Brix (Figura 23). Os resultados obtidos para a amostra A07 foram o0s que se
apresentaram mais distintos entre si.

No geral ndo se observaram diferencas significativas de pH, °Brix e

extrato seco entre as amostras reidratadas com agua destilada e com agua da rede
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publica. O lote A06 foi o que apresentou maior diferenca, tanto em termos de pH
como de extrato seco. Isto pode ter ocorrido devido a erros ocorridos durante o
processo de reidratacdo da amostra. Uma dissolucdo insuficiente pode levar a
diminuicdo do teor de solidos totais e assim diminuir o °Brix obtido. Se a
reidratacdo for realizada com maior quantidade de agua isto pode provocar um
aumento no pH da amostra. Este lote deveria ser novamente reidratado e a anélise

repetida.
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3.2. Analises de microbiologia

Foram realizadas analises microbioldgicas a diferentes tipos de ovoprodutos no final do seu processo de fabrico. Os resultados obtidos encontram-se expressos na tabela seguinte.

Tabela 5 —Resultados das analises microbioldgicas realizadas a clara liquida, gema com 11% de sal, gema com 8% de sal, ovo inteiro, ovo inteiro HS, clara em pd, ovo cozido e salsicha.

3.2.1. Anadlises realizadas a diferentes ovoprodutos

Parametros Microbiolégicos

Listeri
Produtos Fungose | Fungose . . Staph. Staph. Bacillus Bacillus . . Salm Salm Listeria IStfa_"a Result. Comentérios
lisados Enterob Enterob E. coli E. coli Clostr. Clostr. Aerob. T Aerob. T Colif. Colif . L. . positivo OK
anal (mi)<1 Jml)>1 Lev.<1 Lev.>1 < (/ml) 51 (/ml) Aureus Aureus (Umi)<10 | (/mi)>10 (/mL) <1 (/mL)>1 cereus<10 | cereus >10 (mi)<10 | (ymi)>10 negativo(/2 | positivo(/2 | negativo(/2 (/25 mL
mi)< mi)> (/ml) (/ml) m m <10 (/ml) | >10(/ml) m m m m (/ml) (/ml) m m 5 mL ou mg) |5 mL ou mg) | 5 mL ou mg) m) ou
mg,
Clara Liquida 7 23 30 0 30 0 30 0 30 0 18 12 30 0 30 0 30 0 30 0 30 0
Gema 11% S 22 9 31 0 31 0 31 0 31 0 17 14 31 0 27 0 31 0 27 0 31 0
Gema 8% S 21 8 29 0 29 0 29 0 29 0 17 12 29 0 27 2 29 0 29 0 29 0
Ovo inteiro 4 10 14 0 14 0 14 0 14 0 6 8 14 0 14 0 14 0 14 0 14 0
Ovo inteiro HS 10 6 16 0 16 0 16 0 13 3 5 11 16 0 15 1 16 0 16 0 16 0
Clara p6 24 3 27 0 NE NE 27 0 NE NE 23 4 27 0 NE NE 27 0 NE NE 27 0 NE-n3o efetuado
Ovo cozido 12 0 12 0 12 0 12 0 12 10 2 12 0 12 12 0 12 0 12 0
Salsicha 15 0 15 0 15 0 15 0 15 0 14 1 15 0 15 0 15 0 15 0 15 0
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Na Tabela 5 estdo representados os resultados das analises de microbiologia
efetuadas a alguns lotes de produtos acabados. Para um total de 30 amostras de lotes
diferentes de clara liquida pasteurizada, os resultados obtidos em rela¢do a presenca de
fungos, leveduras, E. coli, Staphylococcus aureus, clostridios, B. cereus e coliformes,
encontram-se dentro dos limites aceitaveis (inferiores a 1 UFC / mL). Do mesmo modo,
os resultados obtidos de Salmonella e Listeria encontram-se dentro los limites
estabelecidos internamente (auséncia em 25g de amostra). Apesar de serem encontradas
enterobactérias e microrganismos aerobios totais em algumas amostras de clara
pasteurizada em valores superiores a 1 UCF / mL, estes nunca ultrapassam as 100
UFC/ mL como consta nos Regulamentos (CE) n.° 2073/2005 e 1441/2007. Assim, 0s
resultados microbioldgicos obtidos para os lotes de clara analisados foram satisfatdrios.

Os resultados obtidos em 31 amostras de lotes diferentes de gema liquida
pasteurizada (com 11% sal) apresentam valores aceitdveis de UFC em todos os
parametros determinados.

Dos pardmetros microbioldgicos determinados para a gema liquida
pasteurizada com 8% de sal, os resultados obtidos foram todos aceitaveis. Tal como
referido para a clara pasteurizada, também nesta gema a quantidade de UFC de
enterobactérias e aerobios totais estd dentro dos limites estabelecidos. A presenca de
mais de 10 UFC de coliformes em 2 dos lotes analisados pode dever-se a falta de
cumprimento das regras de recolha de amostras por parte do manipulador (desinfecédo
das maos, do bucal e/ou do recipiente de recolha da amostra), o que pode ter levado a
contaminagdo das mesmas. No entanto, os valores encontrados nunca ultrapassaram as
20 UFC, o que significa que ndo foi em valores superiores ao estipulado internamente
para reter o produto (acima de 100 UFC/mL) e considerando-se estes dois lotes com
caracteristicas microbioldgicas aceitaveis.

Comparativamente, os lotes analisados de gema liquida com 8% de sal
apresentaram melhores resultados microbioldgicos do que aqueles de gema liquida com
11% de sal, sendo no entanto, os valores de ambas satisfatorias.

Os 14 lotes de ovo liquido pasteurizado analisado apresentaram valores
microbioldgicos aceitaveis, assim como os 16 lotes de ovo inteiro pasteurizado HS
(Heat Stable) que apresentam, no geral, resultados satisfatorios de carga microbiana, ou
seja, a quantidade de UFC encontradas para cada microrganismo estudado situa-se

dentro dos limites maximos internos e legislados. Os resultados microbiol6gicos obtidos
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a partir de amostras de ovo liquido HS foram, no geral, melhores do que as amostras de
ovo ndo HS. No entanto, todos os lotes apresentaram valores microbioldgicos aceitaveis

Na andlise microbioldgica de clara em po pasteurizada realizada a 27 lotes ndo
foram efetuadas determinacGes de E. coli, clostridios, coliformes e Listeria. Estes
parametros dispensam analise devido ao processo de secagem diminuir
significativamente a ocorréncia destes microrganismos. Os resultados obtidos para a
clara em p6 séo consideravelmente melhores do que aqueles obtidos para a clara liquida
pasteurizada.

Tanto os valores microbioldgicos obtidos nas analises realizadas a ovo cozido
(12 amostras) como a salsicha de clara (15 amostras) foram satisfatérios para todos os
parametros analisados. A presenca de aerdbios totais em alguns lotes pode estar
relacionada com o método de analise, ou seja, o tempo que a amostra fica exposta ao ar
antes de ser incubada pode ter influéncia nos resultados obtidos. No entanto, a
quantidade de UFC nunca foi acima de 40 UFC / mL (inferior a 100 UFC/mL).

No geral, para os diferentes produtos analisados, a quantidade detetada de
fungos, leveduras, clostridios e Staphylococcus aureus foi sempre inferior a 1 UFC /
mL. Para todas as amostras de ovoprodutos analisados verificou-se auséncia de
Salmonella, tal como estabelecido nos Regulamentos (CE) n.° 2073/2005 e 1441/2007.

No caso de ocorréncia de resultados microbioldgicos acima do limite maximo
estabelecido por lei em amostras analisadas, o procedimento correto consistiria em reter
0 produto em cémara, repetir a analise e, no caso de se confirmar a suspeita inicial,
acionar-se-ia 0 procedimento de rastreabilidade e recolha junto dos clientes.
Internamente seriam avaliadas as causas e implementadas medidas corretivas adequadas
com seguimento das mesmas.

As causas que podem levar ao aparecimento de nimeros de col6nias acima
dos limites podem ser varias. A contaminacao pode ser proveniente da carga inicial da
matéria-prima ou pode ocorrer nas linhas de processamento antes ou depois da
pasteurizacdo. Pode, também estar relacionada com dificuldades no processo de
pasteurizagdo, ou ainda com contaminagéo preveniente das embalagens, da manipulagdo
inadequada, de desvios nas praticas de higiene ou até mesmo de manutencdo dos

equipamentos.
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3.2.2. Folha de registo de produto terminado

Na Figura seguinte apresenta-se um exemplo de um boletim de analises que

pode ser aplicado no laboratdrio.

Tipo de Andlisis:

LoTE 34CC
FECHA ANALISIS 17/02
FECHA 17/02
PRODUCCION
c Bag in

NVASE Box
INDICACCION Yema
ESPECIFICA 11% Sal
IN° MUESTRA 4
HORA MUESTRA 18h35
PH 6,6
ITEMP.(°C) 11,3
PBRIX 50,8
VISCOSIDAD (PA.S) 2800
% EX. SECO 50,1
% SAL 10,9
IODOR Normal
IASPECTO Normal
ICOLOR Normal
ISALMONELLA/ Negativa
25g ou 25 mL
IAEROBIOS TOTALES 6

mL
E. coLl/mL <1
COLIFORMES / mL <1
ENTEROBAC./ mL 2
IS. AUREUS / mL <1
ENTEROCOCOS /0,1 NE
mL
B. CEREUS /0,1 mL <1
BOLORES / 0,1mL <1
LEVEDURAS /0,1 <1
mL
LISTERIA / 259 ou ;
05 mL Negativa
Mec.LaB.. | -=—==-

OBS.:

Figura 24 - Boletim de registo de resultaliok (com exemplo na primeira coluna)




A Figura 24 representa uma ficha de registo de resultados de andlise de produtos
terminado. No exemplo especifico podem ler-se os resultados referentes a analise de
uma amostra de um lote de gema de ovo liquida pasteurizada com 11% de sal.

Os resultados obtidos relativamente as analises fisico-quimicas encontram-se
dentro dos limites estabelecidos para o produto que sdo: pH de 5,8 a 6,7, °Brix de 50,8 a
51, percentagem de extrato seco de 50,0 a 50,5 % e percentagem de sal de 7,7 a 8,3 %.
Relativamente as anélises de microbiologia todos o0s parametros analisados
encontravam-se dentro dos limites estabelecidos. A quantidade determinada de UFC de
E. coli, Coliformes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, bolores e leveduras foi
inferior a 1 UFC/mL. O aparecimento de 6 e 2 UFC/mL de microrganismos aerobios
totais e de enterobactérias respetivamente demonstra a satisfatoria qualidade

microbioldgica e higiénica do produto.

3.2.3. Verificagéo de limpezas

Foram recolhidas amostras com zaragatoas e esponjas de recolha para
verificacdo da eficacia das limpezas da producdo. Os locais de incidéncia foram de tipo
1, tipo 2 e tipo 3. Os locais de tipo 1 sdo aqueles que de alguma forma entram em
contacto prolongado com o produto, como s&o a cinta de inspecéo de ovo cozido, a agua
de arrefecimento e cozimento do ovo cozido, a salmoura, as maos dos manipuladores da
cinta de inspecdo, entre outras. As amostras recolhidas de tipo 2 foram aquelas
realizadas a superficies em contacto com o produto, mas durante menos tempo, com sao
as roldanas de transporte de ovo cozido e as conchas de separacdo e os filtros de
ovo/clara. Os locais de tipo 3 sdo aqueles que ndo entram em contacto direto com o
produto, como sdo, por exemplo as portas e paredes das camaras ou as roldanas de
transporte de ovo encascado. As analises de tipo 1 foram realizadas uma vez por
semana, as de tipo 2 quinzenalmente e as de tipo 3 a cada 3 semanas.

Através da analise de resultados obtidos (Tabela 6) observa-se que estes se
encontram dentro dos limites microbioldgicos para a todas as amostras recolhidas.
Foram obtidas 20 UFC de Enterococcus na amostra agua de arrefecimento de ovos
cozidos (dia 30/11/2011). Este valor encontra-se abaixo do valor maximo estabelecido
por lei. Também o valor da condutividade se encontra dentro dos pardmetros

estabelecidos.
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Tabela 6 - Resultados das analises de verificagdo de limpezas nos varios setores de producao

Identificacion Muestra Analisis Verificacion Resultados
Fecha Fisico - Quimicos Microbioldgicos
X Metodo de Tipo Fecha _ g Conformidad | Acciones .
Recogida Sector Local/Muestra . P . Técnico Ent MylL ) Observaciones
Recogida Analisis Andlisis pH Temp. . * salm Listeria Resultados | Correctivas
de muestra (/ml) (/ml)
Agua coccion (L1) Frasco estéril 04-11-2011 XXXX 7,81 20 <1 NA NA NA OK
Cocid Agua enfriamiento (T3) Frasco estéril 1 04-11-2011 XXXX 7,72 15,1 <1 NA NA NA OK
ocido
Filme proteccién cubos Torunda 04-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
Salmuera Frasco estéril 04-11-2011 XXXX 1,75 10 <1 NA NA NA OK
04-11-2011
Cascadora - conchas separacion clara y yema Torunda 04-11-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 OK
Tapete transporte cascaras Torunda 04-11-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 OK
Liquido 2
Filtro Yema Frasco estéril 04-11-2011 XXXX 7,89 10,1 <1 NA Neg./25ml OK
Filtro Clara Frasco estéril 04-11-2011 XXXX 8,01 15,2 <1 NA Neg./25 ml OK
Roletes Cascadora 1 Torunda 07-11-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 oK
Tapete Cascadora 2 Torunda 07-11-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 oK
07-11-2011 Liquido 3
Utiles limpieza Torunda 07-11-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 oK
Doseador detergente Torunda 07-11-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 OK
Limpieza contenedor Frasco estéril 11-11-2011 XXXX 7,85 15,4 <1 NA NA NA OK
Camara de Flujo Van Meurs Torunda 11-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
11-11-2011 Liquido Limpieza toma muestra Frasco estéril ! 11-11-2011 XXXX 7,91 14,1 <1 NA NA NA oK
B 2
0ca manguera Torunda 11-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
(llenado contenedores)
Rodillos Cocedora 1 Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 oK
Tapete transporte cubos Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 OK
2
Flejadora Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 OK
Utile de limpieza - pala Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 OK
15-11-2011 Cocido
Rodillos contadora Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
Cinta Inspeccién Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
1
Tala Inox Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
Contadora Torunda 15-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
Boca manguera 1
Torunda 21-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
(llenado contenedores)
Grifo Toma-muestra Torunda 21-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
21-11-2011 Liquido 1
Limpieza linea llenado 3 Frasco estéril 21-11-2011 XXXX 7,79 10,1 <1 NA NA NA OK
Boca manguera 2
Torunda 21-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
(llenado contenedores)
Agua enfriamiento (T1) Frasco estéril 30-11-2011 XXXX 9,09 13,9 20 NA NA NA OK Cond. 298uS (16,8°C)
Cinta Inspeccién Torunda 30-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
Cocido 1
Barra Blanca Torunda 30-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA OK
30-11-2011
Filme proteccién cubos Torunda 30-11-2011 XXXX NA NA <1 NA NA NA oK
Filtro Yema Frasco estéril 01-12-2011 XXXX 7,8 20,2 <1 NA Neg./100 cm2 OK Cond. 138,7uS (20,52C)
Filtro Clara Frasco estéril 01-12-2011 XXXX 8,07 19,3 <1 NA Neg./100 cm2 OK Cond. 172,6uS (21,29C)
Liquido 2
Tapete Cascadora 1 Torunda 01-12-2011 XXXX NA NA 2 NA Neg./100 cm2 OK
01-12-2011
Conchas Separacién Yema /Clara - Casc. 2 Torunda 01-12-2011 XXXX NA NA <1 NA Neg./100 cm2 OK
Agua cocedora (L1) Frasco estéril 07-12-2011 XXXX 7,88 10,2 <1 NA NA NA OK
Cocido
Agua enfriamiento (T1) Frasco estéril 1 07-12-2011 XXXX 7,96 21,3 <1 NA NA NA OK
g Agua limpieza llenado contenedores (L3) Frasco estéril 07-12-2011 XXXX 8,1 10,5 <1 NA NA NA OK
Liquido
07-12-2011 Toma muestra Torunda 07-12-2011 XXXX NA NA 10 NA NA NA OK
Cuerda Puerta Acesso CIP (Sector Cocido) Torunda 07-12-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 OK
| Lamas amarillas (Acesso produccién) Torunda 07-12-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 oK
Planta 3
Camara 3 Torunda 07-12-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 OK
Camara 8 Torunda 07-12-2011 XXXX NA NA NA NA Neg./100 cm2 OK







3.3. Analises de funcionalidade da clara

Foram realizados batidos de varios lotes de clara de ovo liquida (pasteurizada
e ndo pasteurizada), ndo filtrada e em po (pasteurizada e ndo pasteurizada). A clara em
po foi reidratada conforme descrito no ponto 2.3.2. O método de determinagdo da
densidade, capacidade espumante e estabilidade encontra-se descrito em 2.3.4.

Para determinacdo da forca de gel foram analisados vérios lotes de clara
liguida (pasteurizada e ndo pasteurizada) e clara em pé (pasteurizada e néo
pasteurizada) que foram preparados conforme descrito no ponto 2.3.4. Foram também
analisados varios lotes de salsicha de clara.

Os resultados de densidade e de capacidade espumante obtidos foram tratados
com cartas de controlo. Para os limites maximos e minimos de controlo foi considerada

a média £ 2 desvio-padrdo com um intervalo de confianca de 95,46%.

3.3.1. Densidade da espuma

Para determinar a densidade da espuma (p espuma), fOram pesados 100mL de
espuma, num recipiente medidor de 100mL de capacidade. O valor de densidade
relativa obtido € dado pela expressao:

_ massaespuma
pespuma volume espuma

[g/dm?]

Densidade da espuma

200 -

180 1 170,87
160 -

iig ,/\\ /\ A o B o 111,37
MY AV

100
80 -
60 -
40 4
20
0 T T T T T T T T T T T T T T T T )
B020 B027 B072 B033 B046 B067 B068 B042 B355 B185 B201 B159 B118 B167 B088 B093 B047
Lotes

. J
Legenda: € - liquida pasteurizada; €- liquida ndo pasteurizada; €- em p6 pasteurizada; €- em
pb néo pasteurizad®; - liquida néo filtrada

Densidade (g/dm3)

51,87

Figura 25- Gréfico correspondente aos valores de densidade determinados para os diferentes lotes de
clara

[4]



No grafico da Figura 25 estdo representados os resultados obtidos de
densidade da espuma dos varios lotes de produtos analisados. A média + desvio padrao
da densidade da espuma é de 111,37 + 29,75 g/dm®. Os resultados obtidos encontram-se
dentro dos limites de controlo com excecdo do lote B185 de clara em pd ndo
pasteurizada que se apresenta acima do LSC. Para além de se ter em conta as
variabilidades que possam ocorrer na materia-prima que deu origem aos lotes indicados,
também é de referir que o processo de bater as claras pode influir no resultado final de
formacéo de espuma.

Sdo os dois lotes de clara em po pasteurizada (B042 e B335) que apresentam
os valores de densidade mais baixos de todos os lotes analisados

Comparativamente, os lotes de clara liquida filtrada ndo apresentaram muita
diferenca de densidades dos lotes de clara liquida ndo filtrados. Os valores de densidade
dos lotes de clara em pd (pasteurizada e ndo pasteurizada) aproximam-se bastante dos
valores apresentados pela clara liquida, sendo que, deveriam existir mais resultados para

que fosse possivel uma melhor anélise de resultados.

3.3.2. Capacidade espumante

Para determinar a capacidade espumante foram pesados 100mL de cada lote
de clara analisada, assim como 100mL de espuma obtida do lote correspondente. O

calculo foi efetuado segundo a seguinte equacao:

m(clara) — m(espuma)
m (espuma)

Capacidade Espumante = 100
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Capacidade espumante
1800

1600 -

1400 - 1491,79

1200 -

1000 -
8179,56

800 - 0\/ ,\‘

600 - \/5 V

400 -

200 | 147,34

BOZ7‘BO72‘B033‘B046‘B067‘B068‘BO42‘B355‘8185‘BZOl‘B159‘8118‘B167‘B088‘BO93‘BO47‘

Lotes
Legenda: < - liquida pasteurizada; < - liquida ndo pasteurizada; € - em pé
pasteurizadai@ - em po ndo pasteurizada; - liquida ndo filtrada

Capacidade Espumante

Figura 26 - Grafico de valores de capacidade espumante determinados para o0s
diferentes lotes de clara

Os lotes analisados encontram-se dentro dos limites de controlo considerados,
para 0s quais a média * desvio padrdo é de 819,56 + 336,11 (Figura 26). Os lotes de
clara em po pasteurizada analisados (lotes B042 e B355) sdo 0s que apresentam valores
mais elevados para a capacidade espumante, encontrando-se acima do LSC. O lote
B118 (de clara em p6 ndo pasteurizada) é o que apresenta menor capacidade espumante.

N&o se observam diferencas significativas nos resultados obtidos entre a clara
liquida filtrada e ndo filtrada.

Sd0 necessarias mais analises de capacidade espumante dos Varios
ovoprodutos de forma a se poder comparar melhor os resultados entre si.

3.3.3. Estabilidade da espuma

A estabilidade da espuma foi determinada pesando o liquido vertido de
100mL de espuma, de 10 em 10 minutos, no total de 1 hora. Os valores obtidos foram
apresentados em forma de grafico com quantidade de liquido perdido (em g) em funcgéo

do tempo decorrido (em minutos).
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Estabilidade - clara liquida pasteurizada e nao pasteurizada

~
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——B020 - liquida past
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BO72 - liquida past

o
[

== B027 - liquida past

I
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=i=B068- liquida ndo past

B067 -liquida ndo past

Quantidade liquido (g)
N

—-B088 - liquida ndo filtrada

-

—4—B093 - liquida n3o filtrada

+

o

+-B047 - clara ndo filtrada

o
L

0 10 20 30 40 50 60

Tempo de espera (min)

Figura 27 - Gréfico da estabilidade da clara nos diferentes lotes analisados

Estabilidade - Clara em pé pasteurizada e ndo pasteurizada
7
6,5 -
6 -
5,5 - =O—B355 - pd past
- 5
:;? 4,5 =O—B042 - p6 past
R -
g =#-B 167 - p6 ndo past
2 3,5
I§ 3 4 % —#4—B118 - p6 ndo past
§ 25
g 5. /X/ —=%=B185 - p6 ndo past
1,5 /X //‘ .
2, B201 - p6 ndo past
1 -
03 /x :D;O/O 159
) = B159 - p6 ndo past
oL ‘ < v | v/ ‘ | | p p
0 10 20 30 40 50 60
Tempo de espera (min)

Figura 28 - Graéfico de estabilidade da clara nos diferentes lotes analisados

Os valores obtidos para a estabilidade da clara liquida assim como da clara
em pd dos lotes analisados sdo bastante distintos como se pode observar pelos graficos
representados nas Figuras 27 e 28. Ao fim de 30 minutos a quantidade de liquido
perdido no caso de lotes de clara liquida, foi de 0,59 a 1,7g para os lotes B047, B027,
B068 e B088 e, para os restantes lotes foi entre 2,5 e 4,5. Ao final de uma hora a
guantidade de liquido vertido dos lotes B047 e B067, varia entre os 1,906g e os 6,501g,
respetivamente.

Os lotes de clara em pd analisados apresentaram quantidades de liquido
perdido, ao fim de 10 minutos inferiores a 0,5g. Ao fim de 30 minutos cinco dos sete
lotes analisados apresentam menos de 1g de liquido perdido. Ao fim de 60 minutos, 0s

mesmaos cinco lotes apresentam quantidades de liquido entre 1g e 3g.
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A menor quantidade de liquido perdido ocorreu para o lote B355

correspondente & clara em po pasteurizada.

Como ja foi referido anteriormente, € importante que a espuma seja recolhida
e pesada 0 mais depressa possivel, para que depois o teste de estabilidade seja iniciado o
mais rapidamente possivel, ndo decorrendo muito tempo desde a formagdo da espuma e
o0 inicio do teste de estabilidade. Assim, a variabilidade de resultados encontrada pode

dever-se a este facto.

O lote B046 (clara liquida pasteurizada) foi utilizado para realizar 7 batidos.
Todos os batidos foram realizados segundo o mesmo método, assim como o
procedimento para determinar a estabilidade da espuma. Os batidos foram numerados

de 1 a7 e os resultados da estabilidade apresentam-se na imagem seguinte:

s N
Estabilidade da espuma - lote B046

/ ——Batido1
—i—Batido 2
/"
o,
/

w P
w un A~ U1 uv
L L L L )

Batido 3

Batido 4

Quantidade liquido (g)
N
[0,

1,5 - /-l- =+=Batido 5
1 + Batido 6
05 - /"'/ Batido 7
0 +— — ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
Tempo de espera (min)
- )

Figura 29 - Grafico representativo da estabilidade da espuma do lote B046 nos
sete batidos efetuados

Os resultados de estabilidade obtidos para os sete batidos sdo
significativamente diferentes (Figura 29). Excetuando o segundo batido, os restantes
apresentam quantidades de liquido vertido, aos 10 minutos, inferiores a 0,5 g. Ao final
de meia hora a quantidade de liquido vertido ja é bastante diferente para todos os
batidos: para os batidos 4, 5 e 6 a quantidade é igual ou inferior a 1g e para os restantes

batidos varia ente 1,5g e 3g. No final dos 60 minutos os batidos 3, 4, 5 e 6 apresentavam

[ss]



valores inferiores a 3g enquanto os batidos 7, 1 e 2 apresentam valores de 3,81g, 4,21g e
4,56, respetivamente.

De um modo geral, verifica-se que a perda de liquido € menor nos primeiros
20 minutos e depois aumenta entre os 20 e 0s 40 min. Nos ultimos 20 minutos de teste a
quantidade de liquido perdida apresenta uma tendéncia para diminuir.

A dificuldade de medicdo, da recolha de espuma e do seu manuseamento
podem ter influéncia no resultado de estabilidade do montado de espuma.

Segundo algumas referéncias bibliogréficas a estabilidade da espuma deve ser
medida o mais rapidamente possivel depois de se efetuar o batido. Este facto foi
analisado, durante os ensaios de estabilidade para os quais se efetuaram trés repeticdes
da medicéo da estabilidade com intervalos entre si de aproximadamente 7 minutos. Ou
seja, foi dado inicio ao 2° ensaio aproximadamente 7 minutos depois do 1° ensaio e 0 3°

iniciou-se sete minutos depois do 2° ensaio.

Na Figura 30 podem-se observar tés graficos de estabilidade obtidos para os
lotes B088, BO72, e BO46.

Quantidade de liquido (g)
o = N w = w (o)} ~

w22
32

Liquida nao filtrada- BO88 Liquida pasteurizada - B072
8 -
B7 -
56 -
Zs |
I
——12 T 4 -
GJ
—m—20 33
3¢ g2
&1
+—— | 0 +—FF— ¢
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo de espera (min) a) Tempo de espera (min)
Liquida nao pasteurizada - B046
8 -
R
g6
Es
34 ——12
s
£ 34 =20
§2 7 3
&1
0 +—1iFf
0 10 20 30 40 50 60
Tempo de espera (min) C)

Figura 30 — a) Estabilidade da clara de lote B088 nos 3 ensaios; b) Estabilidade da clara de lote B072 nos 3

ensains: ) Fstahilidade da clara de Inte RN46 Nns R pNgAiNg

[89]




Os lotes de clara liquida B046, B088 e B072, apresentam resultados de
estabilidade da espuma bastante semelhantes. A quantidade maxima de liquido vertido
aos 60 minutos de ensaio é de 6,999 (3° ensaio do lote B072). Comparando 0s
resultados ao fim de 30 minutos de espera pode-se observar que os valores apresentados

rondam os 3g (1% ensaios) e os 5g (3% ensaios).

As diferencas de quantidade de liquido perdido entre ensaios €
significativamente maior para o lote de clara liquida ndo filtrada. No final dos 60
minutos, a quantidade de liquido perdida no 1° ensaio é de 3,569, no 2° ensaio é de
5,129 e no 3° ensaio de 6,59. A diferenca do 1° para o 2° ensaio é de 1,569, do 2° para 0

3°ensaio é de 1,479 e do 1° para 0 2° ensaio € de 3,03g.

A Figura 31 representa o grafico de estabilidade de trés lotes de clara em po

pasteurizada e nédo pasteurizada.

Em po6 nao pasteurizada- B167 Em p6 ndo pasteurizada - B159

(=2}
)

(5}
L
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Quantidade de liquido (g)
O B N W A U1 O N
.t
[<]
Quantidade de liquido (g)
w

0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Tempo de espera (min) Tempo de espera (min
a) p pera (min) b)

Em pé pasteurizada- B042
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[
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Quantidade de liquido (g)
o
wv
w i
I} I<]

|

0 10 20 30 40 50 60
Tempo de espera (min) C)

Figura 31 - a) Estabilidade da clara de lote B167 nos 3 ensaios; b) Estabilidade da clara de lote B159 nos 3 ensaios; c)
Estabilidade da clara de lote B042 nos 3 ensaios.
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Os resultados obtidos da estabilidade da espuma de clara em pé pasteurizada
e ndo pasteurizada dos lotes analisados séo significativamente distintos, como se pode

observar pela imagem.

Durante os primeiros 31 minutos, a quantidade de liquido perdido no batido
de clara em pé pasteurizada (B042) é inferior a 0,5g enquanto nos batidos de clara em
po pasteurizada com lotes B159 e B167, ap6s 0 mesmo tempo decorrido a quantidade é
de 3,91g e 5,80g respetivamente. Verifica-se, também, que a quantidade de liquido
perdido no lote B159 e B167, de clara em pd ndo pasteurizada, ao fim de 60 minutos, é
de 5,649 e de 7,429, respetivamente. O lote B042 (clara em pd pasteurizada) perdeu 29
de liquido no final do 3° ensaio.

Comparando os trés ensaios entre si, conseguem-se observar as diferencas de
valores encontrados entre o 1° e 0 3° ensaio. Por exempro, para o lote B167, ao fim de
20 minutos a quantidade de liquido perdido no 1° ensaio € de 2,59g, no 2° ensaio de
3,609 e no 3° ensaio de 4,58g. A diferenca do 1° para o0 2° ensaioc)é de 1,01g, do 2° para
03°éde 0,98 e do 1° para o 3° de 1,99¢.

Os lotes analisados de clara liquida, comparativamente com os lotes de clara
em pbé ndo pasteurizada, apresentam resultados de estabilidade da espuma préximos
entre si. A quantidade média de liquido perdido ap6s 30 minutos é de 3,07g e ap6s 60
minutos é de 4,85g nos lotes de clara liquida analisados, enquanto a quantidade média
de liquido perdido nos lotes de clara em p6 ndo pasteurizada é de 2,469 ap6s 30 minutos
e de 4,229 apds 60 minutos. Ja a clara em p6 pasteurizada analisada apresenta valores
médios de liquido vazado claramente diferentes. Apos 30 minutos o valor médio é de
0,069 e depois de 60 minutos é de 1,59g. Ou seja, a quantidade média de liquido
perdido pela espuma da clara em pé pasteurizada é muito inferior aquela apresentada
pela clara liquida e pela clara em p6 ndo pasteurizada, ou seja, a espuma produzida com
clara em po pasteurizada tem maior estabilidade quando comparada com a produzida

com clara liquida.
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3.3.4. Comparacéo de resultados
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y = 379,16x2 - 6403,4x + 27422
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Figura 32 — Grafico que relaciona a capacidade espumante com o pH

Segundo Bovskova a capacidade espumante da clara de ovo pasteurizada e nao

pasteurizada é melhor para pH inferior a 4,5 e pH neutro. Refere ainda que a capacidade

espumante é menor a pH 5 e pH entre 7,5 e 8,5 *. Nakamura e Sato (1964), que

mostraram que a capacidade espumante era maior para valores de pH de 8,6 ©'.

Os resultados encontrados com este trabalho (Figura 32) confirmam os dois

estudos a capacidade espumante é melhor a pH inferior a 7,22 e minima nas amostras

com pH 7,67 e 8,17. A capacidade espumante volta a aumentar para pH maior que 9.

Kuropatwa referiu que a clara demonstra melhores capacidades espumantes a pH

basico e neutro e menor capacidade espumante a pH 5. Refere ainda que o pH 7 é o

ideal para a capacidade espumante, em vez de pH 5 ou 9, o que também vai de encontro

a0s nossos resultados®.
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Figura 33 - a) Relacdo entre pH e volume de espuma; b) Relagdo entre estabilidade (quantidade de liquido perdido) e pH
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Van der Placker, et al. referem que o volume da espuma aumenta a pH 8,8,
mas que os valores de estabilidade e densidade eram melhores a pH 7,6%.

Os resultados aqui apresentados (Figura 33) estdo de acordo com este autor.
Em relacdo ao volume, os lotes de clara com pH inferior a 8 apresentam volumes mais
baixos do que os lotes de pH mais altos. Verifica-se, igualmente, que a estabilidade é
maior a pH entre 6,5 e 8,5. O grafico densidade de espuma em funcdo do pH esta em

concordancia com o gréafico do volume vs. pH.

Atendendo a que as amostras tém diversos tratamento e tém muitas variaveis, as
correlages encontradas estdo razoavelmente de acordo com a literatura. Se mais
amostras de cada tipo forem analisadas existirdA um numero suficiente para que uma

analise como a anterior possa ser feita por cada tipo de produto.

s N
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1800 -
P 1600 P y= 2695e-0.01x
£ 1400 R? =0,9089
g 1200
% 1000
é 800 - °
5 600 -
Q 400 -
200 A
0 T T T T T T )
25 50 75 100 125 150 175 200
L Capacidade espumante )

Figura 34 — Grafico que relaciona a densidade da espuma com a capacidade espumante

Como se pode observar no grafico da Figura 34, os resultados obtidos indicam
que a densidade e a capacidade espumante estdo relacionadas entre si. Assim, as
espumas com densidade menor que 75g/dm® apresentam maior capacidade espumante
do que aquelas com densidade inferior a 75g/dm®. Isto pode refletir uma maior

quantidade de agua presente nas amostras com menor densidade.
3.3.5. Forca de gel

Foi determinada a forca de gel de diferentes tipos de ovoprodutos. Para

calcular a forca de gel, utilizou-se a seguinte formula:

Forga de gel (g.cm™2) = [ x (Peak Load)(g)] x 7,96
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3.3.5.1. Determinacdo da forca de gel

em clara liquida

pasteurizada e ndo pasteurizada

Foi determinada a forca de gel de clara liquida ndo pasteurizada de dois lotes
diferentes, TO68 e TO72 (Figura 35). Para tal realizaram-se 15 ensaios a cada lote. Cada

ensaio corresponde a uma analise feita a um cilindro de amostra.
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Figura 35 -a) Forga de gel obtida nos ensaios da clara de lote T068 ; b) Forca de gel obtida nos ensaios da clara de lote T072

Para o lote T068, foi encontrada uma forca de gel com média + desvio padrédo

de 454,62 + 23,59 g/cm? enquanto para o lote TO72 a média foi de 461,95 + 21,05

g/lcm2. A dispersdo de resultados encontrada pode ser causada pela dificuldade do

método em obter amostras cilindricas uniformes na area de teste.

Foi determinada a forca de gel de clara liquida pasteurizada de dois lotes
diferentes, TO75 e TO72 (Figura 36). Para tal realizaram-se 15 ensaios a cada lote. Cada

ensaio corresponde a uma andlise feita a um cilindro de amostra.

o

Forga de gel (g/cm?)
(o2} (=)} (2} (o2}

w

o

o

Clara liquida pasteurizada - T075

AV

-}
a
o
<}

45,0 -

o o

15,0

W

00,0 -
585,0

570,0

682,20

648,70

615,30

6 7 8

niimero do ensaio

5

9 10 11 12 13 14 15

a)

575,0 -
550,0 -

Clara liquida pasteurizada - T072

& 484,23
&525,0
5500,0 -
L SRy 540,00
3750 /_/ N\ oo Pe———1
%450,0 1
4250 - 428,46
£400,0 -
375,0 4
350,0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
nimero do ensaio b)

Figura 36 - a) Forga de gel obtida nos ensaios da clara de lote TO75; b) Forc¢a de gel obtida nos ensaios da clara de lote T072

[04]




Para o lote TO75, foi encontrada uma forca de gel com média + desvio padrédo
de 648,74 + 16,71 g/cm2 enquanto para o lote TO72 a média foi de 484,23 + 27,89
g/lcm2. Também para este caso, a dispersdo de resultados encontrada pode ser causada
pela dificuldade do método em obter amostras cilindricas uniformes na area de teste.

Comparando os resultados obtidos antes e depois da pasteurizacdo do lote

T042, observa-se um ligeiro aumento na média da forca de gel depois da pasteurizagéo.

3.3.5.2. Determinacao da forca de gel da clara em p6 pasteurizada
e ndo pasteurizada

Para determinar a forca de gel da clara em pd ndo pasteurizada foram
analisados 11 lotes, e para a clara em p6 pasteurizada foram analisados 16 lotes. Os
graficos apresentam-se na Figura 37.
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Figura 37 — a) forca de gel obtida nos diferentes lotes de clara em p6 nédo pasteurizada;
b) forca de gel obtida nos diferentes lotes de clara em pé pasteurizada
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A media determinada da forca de gel da clara em pd ndo pasteurizada e
pasteurizada foi de 337,48 + 74,50 g/cm? e 799,43 + 118,76 g/cm?, respetivamente.
Pode-se verificar, que, para os lotes analisados, a clara em pd pasteurizada apresenta

maior forca de gel do que a clara em p6 ndo pasteurizada.

A uniformidade de produto obtida nas amostras analisadas de clara em po
pasteurizada era claramente maior do que a de clara em pd ndo pasteurizada. Isto pode-

se refletir na maior disperséo de resultados obtidos na clara em p6 nao pasteurizada.

A forca de gel média determinada para os lotes de clara em pd nédo
pasteurizada € de cerca de 300 g/cm? enquanto o valor determinado para a clara em pé
pasteurizada € aproximadamente 2,5 vezes maior. Comparando com os valores obtidos
na clara em p6 com a clara liquida pode-se verificar que a clara liquida apresenta maior
forca de gel do que a clara em pd ndo pasteurizada. No entanto, a clara em po
pasteurizada apresenta uma forca de gel superior a da clara liquida (pasteurizada e ndo

pasteurizada) e clara em pé ndo pasteurizada.
3.3.5.3. Determinacao da forca de gel das salsichas de clara.
Para determinacéo da forca de gel das salsichas de clara estas foram cortadas

de forma a obterem-se cilindros com 3cm de altura. Analisaram-se 12 lotes diferentes e

os resultados apresentam-se em forma de grafico na Figura 38.
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Figura 38 - Gréfico dos valores de forca de gel obtidos nos diferentes lotes de
salsichas de clara
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A média de resultados da forca de gel determinada para os lotes analisados foi
de 684,85 + 43,60 g/cm?. Este resultado aproxima-se do encontrado na clara em po
pasteurizada (799,43 g/cm?).

Assim, foram verificadas maiores forcas de gel na salsicha de clara e na clara em

po pasteurizada.

3.4. Composic¢do e organizacdo do laboratdrio de analises

O laboratério, no fim do periodo de estagio, encontra-se preparado n&o
apenas para realizar analises a ovoprodutos como também para analises ao longo do
processo de fabrico, analises de verificacdo de higienizacOes e ainda, analises as aguas
de efluentes.

Encontra-se dividido em 5 salas diferentes. A primeira sala ficou destinada ao
apoio informético, ou seja, registos de resultados de analises, boletins de analise dos
produtos, relatérios, entre outros. A sala de rececdo de amostras encontra-se antes da
sala de analises fisico-quimicas. Separada, encontra-se a zona de microbiologia que se
esta dividida em sala de andlises, sala de preparacdo de meios e sala de lavagem de
material.

A sala de analises fisico-quimicas foi equipada com varios aparelhos
fundamentais para a analise de ovoprodutos, como medidores de pH, refratdbmetros de
bancada, balancas de halogénio, viscosimetro, texturometro, titulador automatico e
balancas de precisdo, que fazem parte da lista de equipamentos necessarios diariamente
no laboratdrio. Os reagentes necessarios foram todos guardados em armario com acesso
restrito e todas as fichas técnicas de seguranca dos produtos, assim como 0S manuais
dos equipamentos foram devidamente guardados e datados de forma a poderem ser
facilmente consultados.

As analises de microbiologia foram realizadas na sala destinada para tal, onde
foram colocadas as estufas para incubacdo de placas assim como todo o material basico
de analise microbioldgica. Foi estabelecida uma limpeza e desinfecdo periodica de
forma a prevenir eventuais contaminagdes de amostras, evitando assim falsos
resultados.

A esterilizacdo do material de vidro assim como a preparacdo e esterilizagéo

dos meios de cultura € realizada na sala de preparacdo de meios equipada com estufa de
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esterilizacdo, autoclave e extrator de fumos. Os meios de cultura utilizados, foram
fechados num armario e o seu acesso condicionado.

Na sala de lavagem de material, para alem da lavagem de material de vidro e
da esterilizacdo de material descartavel, também se realizam provas de montado de clara
de ovo com recurso a batedeira industrial ai colocada.

As amostras recebidas no laboratorio foram encaminhadas para a sala na qual
iriam ser analisadas, tendo em conta que sempre que forem necessarias andlises de

microbiologia, estas devem ser efetuadas antes das analises fisico-quimicas.
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4. Conclusoes

No decorrer do periodo de estdgio foi possivel organizar e estruturar o
laboratdrio:

e criando e implementando instrucBes de trabalho, folhas de registo de resultados
e arquivos de fichas de seguranca de reagentes;

e testando os varios equipamentos e implementando os métodos de andlise
necessarios para 0s varios pardmetros de analise fisico-quimicos
microbioldgicos e funcionais dos produtos de ovo produzidos na empresa;

e analisando os produtos durante a produgéo e os produtos terminados;

e monitorizando a higiene e eficacia da limpeza nos diferentes locais/
equipamentos e zonas de producao.

A média * desvio padrdo de resultados encontrada para o extrato seco de
amostras de ovo liquido ndo pasteurizado foi de 24,11 £+ 0,51 % e para a clara liquida
antes da pasteurizacdo foi de 11,596 + 0,287 %. A média + desvio padrdo pH de clara
liguida ndo pasteurizada é de 9,43 + 0,68, enquanto a clara em p6 depois de reidratada
apresenta valores médios de pH de 6,93 + 0,66 e a clara em p6 ndo pasteurizada 6,43 +
0,97. Os valores de °Brix determinados para varios lotes de clara em pé pasteurizada
reidratada apresentam uma média + desvio padrdo de 11,53 + 0,28 °Brix e no caso da
clara liquida 14,20 +0,36 °Brix. O valor da percentagem de extrato seco determinada
para clara ndo pasteurizada é de 94,14 + 2,07 % de média + desvio padrdo e de 95,84 +
2,27 % na clara pasteurizada.

No geral ndo se observaram diferencas significativas de pH, °Brix e extrato
seco entre as amostras reidratadas com agua destilada e com &gua da rede publica. O
lote A06 foi o que apresentou maior diferenca, tanto em termos de pH como de extrato
seco.

Para os diferentes produtos analisados microbiologicamente, a quantidade
detetada de fungos, leveduras, clostridios e Staphylococcus aureus foi sempre inferior a
1 UFC / mL. Para todas as amostras de ovoprodutos analisados verificou-se auséncia de
microrganismos patogénicos.

A capacidade espumante é melhor a pH inferior a 7,22 e minima a pH 7,67 e

8,17. Volta a aumentar para pH maior que 9. Em relacéo ao volume de espuma, os lotes
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de clara com pH inferior a 8 apresentam volumes mais baixos do que os lotes de pH
mais altos. Verifica-se, igualmente, que a estabilidade é maior a pH entre 6,5 e 8,5.

A média determinada da forca de gel da clara em pé ndo pasteurizada e
pasteurizada foi de 337,48 + 74,50 g/cm? e 799,43 + 118,76 g/cm2. A média de
resultados da forca de gel dos lotes de salsicha analisados foi de 684,85 + 43,60 g/cm?.
Este resultado aproxima-se do encontrado na clara em p6 pasteurizada (799,43 g/cm3).
Assim, foram verificadas maiores forcas de gel na salsicha de clara e na clara em po
pasteurizada.

No total foram criadas 39 Instrucfes de Trabalho, analisados 174 lotes para
verificacdo das caracteristicas microbioldgicas, recolhidas 44 amostras para verificacdo
das limpezas, e analisados 213 lotes em termos de °Brix, pH, percentagem de extrato
seco, capacidade espumante, densidade, estabilidade e forca de gel.

Para que fosse possivel comparar de forma mais aprofundada as relacoes
entre os parametros estudados seria necessario realizar analises a um maior nimero de
lotes e efetuar também um maior nimero de ensaios por cada analise. Também seriam
necessarias mais analises para verificar as caracteristicas que distinguem cada produto.

No entanto as analises e o0s ensaios efetuados permitem uma observacao do
comportamento dos produtos, assim como dos equipamentos utilizados, tal como se
pretendia para este trabalho.

E de salientar a importancia de um estudo das caracteristicas dos produtos
tanto a nivel microbiolégico, como fisico-quimico e funcional, de forma a ser possivel
validar os parametros de qualidade importantes para o sistema HACCP.

Em conclusdo este estagio permitiu o conhecimento da forma de
funcionamento da fabrica Ovofoods, das matérias-primas e da sua transformacdo em
produtos. Por outro lado foi muito enriquecedor ter a possibilidade de participar na
estruturacdo do laboratério de controlo de qualidade, pois possibilitou o conhecimento
aprofundado dos equipamentos e das metodologias que permitem a caracterizacdo
integral das matérias-primas e dos produtos, assim como do acompanhamento do
processo produtivo. Os ovoprodutos devem ser sujeitos a rigorosos controlos de
qualidade, ndo sO por serem produtos microbiologicamente suscetiveis de alteracéo,
como também por serem produtos que apresentam caracteristicas funcionais como
ingrediente com capacidade de formacdo de espuma, emulsionante e coagulante, as

quais podem sofrer alteracfes durante o processamento.

[102]



5. Referéncias Bibliograficas

1. Belitz, H. D.; Grosch, W.; Schieberle, P., Food chemistry. In Food Chemistry,
4th revised and extended ed.; Springer, Ed. Springer: Berlin; Heidelberg, 2009; pp 546 -
562.

2. McNamara, D. J.; Thesmar, H. S., EGGS. In Encyclopedia of Human Nutrition
(Second Edition), Editor-in-Chief: Benjamin, C., Ed. Elsevier: Oxford, 2005; pp 86-92.
3. C.G, B., EGGS - Use in the Food Industry. In Encyclopedia of Food Sciences
and Nutrition (Second Edition), Editor-in-Chief: Benjamin, C., Ed. Academic Press:
Oxford, 2003; pp 2000-2004.

4. Kovacs, M.; Mine, Y., Advances in the Value of Eggs and Egg Components for
Human Health. Journal of Agricultural Food Chemistry. 2005, 53, 8421-8431.

5. Huevo, I. d. E. d., Seguridad Alimentaria en Huevos y Ovoproductos. 22 ed.;
Huevo, I. d. E. d., Ed. Madrid, 2006. (acessado em maio de 2011).

6. W.J, S., Eggs - Structure and Composition. In Encyclopedia of Food Sciences
and Nutrition (Second Edition), Editor-in-Chief: Benjamin, C., Ed. Academic Press:
Oxford, 2003; pp 2005-2009.

7. Macrae, R. R., R.K. and Sadler, M.J. , Eggs: Structure and Composition,. Food
Technology and Nutrition 1993.

8. Agriculture, U. S. D. 0., USDA National Nutrient Database for Standard
Reference. Agricultural Research Service: 2010.

Q. Gallego, A. S. G., R. M. ; Cosialls, F. T. et al., Lecciones sobre el Huevo. 1a ed.;
Instituto de Estudios del Huevo: Madrid, 2002.

10.  Ramachandran, R.; Malhotra, D.; Anishaparvin, A.; Anandharamakrishnan, C.,
Computational fluid dynamics simulation studies on pasteurization of egg in stationary
and rotation modes. Innovative Food Science & Emerging Technologies 2011, 12 (1),
38-44.

11. Rossi, M.; Casiraghi, E.; Primavesi, L.; Pompei, C.; Hidalgo, A., Functional
properties of pasteurised liquid whole egg products as affected by the hygienic quality
of the raw eggs. Lwt-Food Science and Technology 2010, 43 (3), 436-441.

12.  Whiting, R. C.; Buchanan, R. L., Development of a quantitative risk assessment
model for Salmonella enteritidis in pasteurized liquid eggs. International Journal of
Food Microbiology 1997, 36 (2-3), 111-125.

[103]



13.  Delves-Broughton, J.; Board, R. G., EGGS - Microbiology of Egg Products. In
Encyclopedia of Food Microbiology, Editor-in-Chief: Richard, K. R., Ed. Elsevier:
Oxford, 1999; pp 569-573.

14, ICMSF, Huevos y Ovoproductos. In Microorganismos de los Alimentos (6) -
Ecologia Microbiana de los Produtos Alimenticios, Acribia, Ed. 2001; pp 451 - 488.

15. Lechevalier, V.; Jeantet, R.; Arhahass, A.; Legrand, J.; Nau, F., Egg white
drying: Influence of industrial processing steps on protein structure and functionalities.
Journal of Food Engineering 2007, 83 (3), 404-413.

16.  Van der Plancken, I.; Van Loey, A.; Hendrickx, M. E., Foaming properties of
egg white proteins affected by heat or high pressure treatment. Journal of Food
Engineering 2007, 78 (4), 1410-1426.

17.  Brennan, J. G., Drying - Spray Drying. In Encyclopedia of Food Sciences and
Nutrition (Second Edition), Editor-in-Chief: Benjamin, C., Ed. Academic Press:
Oxford, 2003; pp 1929-1938.

18.  Sisak, C.; Csanadi, Z.; Ronay, E.; Szajani, B., Elimination of glucose in egg
white using immobilized glucose oxidase. Enzyme and Microbial Technology 2006, 39
(5), 1002-1007.

19.  Sanovo http://www.sanovogroup.com/ (acessado em 2012).

20.  Humphrey, T. J.; Richardson, N. P.; Statton, K. M.; Rowbury, R. J., Effects of
temperature shift on acid and heat tolerance in Salmonella enteritidis phage type 4.
Applications of Environental Microbiology 1993, 59 (9), 3120-2.

21.  Erickson, J. P., Behavior of Yersinia enterocolitica in commercially pasteurized
liquid eggs held at 2, 6.7, and 12.8 degrees Contributions to Microbiology and
Immunology 1995, 13, 83-5.

22.  Brackett, R. E.; Beuchat, L. R., Methods and media for the isolation and
cultivation of Listeria monocytogenes from various foods. International Journal of
Food Microbiology 1989, 8 (3), 219-23.

23.  Stadelman, W. J., Cotterill, O.J., Egg science and technology. fourth ed.; New
York, 1995.

24. Ragni, L.; Berardinelli, A.; Cevoli, C.; Sirri, F., Admittance measurements to
assess the total solids and fat contents in liquid whole egg products. Journal of Food
Engineering 2011, 107 (2), 179-185.

25.  Washburn, K. W., Genetic-Variation in the Chemical Composition of the Egg.
Poultry Science 1979, 58 (3), 529-535.

[104]



26.  Davis C., R. R. High value opportunities from the chicken egg; Publication No
02/094.Project No DAQ-275A.; Industries Research and Development Corporation:
2002.

27.  Severa, L.; Nedomova, S.; Buchar, J., Influence of storing time and temperature
on the viscosity of an egg yolk. Journal of Food Engineering 2010, 96 (2), 266-2609.

28. Palmer, H. H.; ljichi, K.; Roff, H., Partial Thermal Reversal of Gelation in
Thawed Egg Yolk Products. Journal of Food Science 1970, 35 (4), 403-&.

29.  Martin, A. H.; Grolle, K.; Bos, M. A.; Stuart, M. A.; van Vliet, T., Network
forming properties of various proteins adsorbed at the air/water interface in relation to
foam stability. Journal of Colloid and Interface Science 2002, 254 (1), 175-183.

30.  Kuropatwa, M.; Tolkach, A.; Kulozik, U., Impact of pH on the interactions
between whey and egg white proteins as assessed by the foamability of their mixtures.
Food Hydrocolloids 2009, 23 (8), 2174-2181.

31.  Davis, J. P.; Foegeding, E. A., Comparisons of the foaming and interfacial
properties of whey protein isolate and egg white proteins. Colloids Surf B Biointerfaces
2007, 54 (2), 200-10.

32.  Wilde, P. J., Interfaces: their role in foam and emulsion behaviour. Current
Opinion in Colloid & Interface Science 2000, 5 (3-4), 176-181.

33.  Lostie, M.; Peczalski, R.; Andrieu, J.; Laurent, M., Study of sponge cake batter
baking process. Part I: Experimental data. Journal of Food Engineering 2002, 51 (2),
131-137.

34.  Celik, I; Yilmaz, Y.; Isik, F.; Ustun, O., Effect of soapwort extract on physical
and sensory properties of sponge cakes and rheological properties of sponge cake
batters. Food Chemistry 2007, 101 (3), 907-911.

35.  Bovskova, H.; Mikova, K., Factors Influencing Egg White Foam Quality. Czech
Journal of Food Sciences 2011, 29 (4), 322-327.

36.  Mine, Y., Recent advances in the understanding of egg white protein
functionality. Trends in Food Science &amp; Technology 1995, 6 (7), 225-232.

37.  Sleigh, R., Egg science and technology (4th ed): edited by William J. Stadelman
and Owen J. Cotterill, Food Products Press, 1995.

5. Trends in Food Science &amp; Technology 1996, 7 (10), 341.

38.  Kato, A.; Fujimoto, K.; Matsudomi, N.; Kobayashi, K., Protein Flexibility And
Funcional-Properties Of Heat-Denaturated Ovalbumin And Lysozime. Agricultural and
Biological Chemistry 1986, 50 (2), 417-420.

[105]



39.  Donovan, J. W.; Mapes, C. J., Differencial Scanning Calorimetric Study Of
Conversion Of Ovalbumin To S-Ovalbumin In Eggs. Journal of the Science of Food
and Agriculture 1976, 27 (2), 197-204.

40.  Chang, Y. I.; Chen, T. C., Functional and gel characteristics of liquid whole egg
as affected by pH alteration. Journal of Food Engineering 2000, 45 (4), 237-241.

41.  Daimer, K.; Kulozik, U., Oil-in-water emulsion properties of egg yolk: Effect of
enzymatic modification by phospholipase A(2). Food Hydrocolloids 2009, 23 (5), 1366-
1373.

42.  Kim, M. R.; Shim, J. Y.; Park, K. H.; Imm, B. Y.; Oh, S.; Imm, J. Y.,
Optimization of the enzymatic modification of egg yolk by phospholipase A(2) to
improve its functionality for mayonnaise production. Lwt-Food Science and Technology
2009, 42 (1), 250-255.

43.  Zhao, X. G.; Shi-Jian, D.; Tao, G. J.; Xu, R. R.; Wang, M.; Reuhs, B.; Yang, Y.
J., Influence of phospholipase A2 (PLA2)-treated dried egg yolk on wheat dough
rheological properties. Lwt-Food Science and Technology 2010, 43 (1), 45-51.

44,  Guilmineau, F.; Kulozik, U., Impact of a thermal treatment on the emulsifying
properties of egg yolk. Part 1: Effect of the heating time. Food Hydrocolloids 2006, 20
(8), 1105-1113.

45.  Guilmineau, F.; Kulozik, U., Impact of a thermal treatment on the emulsifying
properties of egg yolk. Part 2: Effect of the environmental conditions. Food
Hydrocolloids 2006, 20 (8), 1114-1123.

46.  Service, U.-U. K. A., Acreditation for Chemical Laboratories. 1 ed.; Eurachem /
WELAC: Teddington -Middlesex, 2000; pp 1-34.

47.  Nielsen, S., Food analysis. 4th ed.; Springer: New York, 2010.

48.  Walton, R. M., Validation of laboratory tests and methods. Seminars in Avian
and Exotic Pet Medicine 2001, 10 (2), 59-65.

49.  Singh, A.; Korasapati, N. R.; Juneja, V. K.; Subbiah, J.; Froning, G.;
Thippareddi, H., Dynamic Predictive Model for the Growth of Salmonella spp. in
Liquid Whole Egg. Journal of Food Science 2011, 76 (3), M225-M232.

50.  Wilbey, R. A., Pasteurization. In Encyclopedia of Food Sciences and Nutrition
(Second Edition), Elsevier Science Ltd: 2003; pp 4381 - 4386.

51.  Caballero, B.; Trugo, L. C.; Finglas, P. M., Encyclopedia of food sciences and
nutrition. 2nd ed.; Academic Press: Amsterdam ; New York, 2003.

52.  Prescott, L. M., Microbiology. 5th ed.; The McGraw—Hill Companies: 2002.

[106]



53. Moss, M. R. A. M. O., Food Microbiology. 3rd ed.; The Royal Society of
Chemistry University of Surrey, Guildford, UK, 2008.

54. Roehm, J. K. K. H., Molecular Genetics - Genetic Engeneering - PCR and
protein expression. In Color Atlas of Biochemistry, Thieme: New York, 2005; pp 262 -
264.

55.  J. A. Odumeru; R. L. T. Churchill, H. L., and J. C. Hall, Food Safety. In Food
Biochemistry and Food Processing, Hui, Y. H., Ed. Blackwell Publishing: Ames, lowa,
2006; pp 689 - 744.

56.  O’Grady, J. O. e. a., Rapid real-time PCR detection of Listeria monocytogenes
in enriched food samples based on the ssr A gene. Food Microbiology 2008., 25, 75.

57. Dimitris G. Arapoglou, A. E. L., and Theodoros H. Varzakas, Enzymes Applied
in Food Technology. In Advances in Food Biochemistry, Yildiz, F., Ed. CRC Press -
taylor & Francis Group: Boca Raton, FL, 2010; pp 101 - 130.

58.  Mossel, D. A.; Koopman, M. J.; Jongerius, E., Enumeration of Bacillus cereus in
foods. Appl Microbiol 1967, 15 (3), 650-3.

59.  Shelef, L. A., Detection. In Encyclopedia of Food Science (Second Edition),
Elsevier, Ed. Detroit, MI, USA, 2003; pp 358 - 364.

60.  Kim, H. U.; Goepfert, J. M., Enumeration and identification of Bacillus cereus in
foods. 1. 24-hour presumptive test medium. Appl Microbiol 1971, 22 (4), 581-7.

61.  Baird-Parker, A. C., A classification of micrococci and staphylococci based on
physiological and biochemical tests. J Gen Microbiol 1963, 30, 409-27.

62.  Devoyod, J. J.; Millet, L.; Mocquot, G., [An agar medium for direct enumeration
of Staphylococcus aureus: pork plasma medium for S. aureus (PPSA)]. Can J Microbiol
1976, 22 (11), 1603-11.

63.  Hauschild, A. H.; Park, C. E.; Hilsheimer, R., A modified pork plasma agar for
the enumeration of Staphylococcus aureus in foods. Can J Microbiol 1979, 25 (9),
1052-7.

64.  Beckers, H. J.; van Leusden, F. M.; Bindschedler, O.; Guerraz, D., Evaluation of
a pour-plate system with a rabbit plasma-bovine fibrinogen agar for the enumeration of
Staphylococcus aureus in food. Can J Microbiol 1984, 30 (4), 470-4.

65.  Sawhney, D., The toxicity of potassium tellurite to Staphylococcus aureus in
rabbit plasma fibrinogen agar. J Appl Bacteriol 1986, 61 (2), 149-55.

66. Wong, M. B. a. A. L., Detection. In Encyclopedia of Food Science (second
edition), Madison, WI, USA, 1993; pp 5551-5556.

[107]



67.  Slanetz, L. W.; Bartley, C. H., Evaluation of membrane filters for the
determination of numbers of coliform bacteria in water. Appl Microbiol 1955, 3 (1), 46-
51.

68.  Slanetz, L. W.; Bartley, C. H., Numbers of enterococci in water, sewage, and
feces determined by the membrane filter technique with an improved medium. J
Bacteriol 1957, 74 (5), 591-5.

69.  Burkwall, M. K.; Hartman, P. A., Comparison of Direct Plating Media for the
Isolation and Enumeration of Enterococci in Certain Frozen Foods. Applications of
Microbiology 1964, 12, 18-23.

70. De Man, J. C.; Rogosa, M.; Sharpe, M. E., A Medium For The Cultivation Of
Lactobacilli. Journal of Applied Microbiology 1960, 23 (1), 130-135.

71.  Labbe, R. G., Occurrence of Clostridium perfringens. In Encyclopedia of Food
Sciences, Elsevier Science Ltd: Amherst, MA, USA, 2003; pp 1398-1403.

72.  Mossel, D. A.; von, G. B. G.; de, B. A., A simplified method for the isolation
and study of obligate anaerobes. J Pathol Bacteriol 1959, 78, 290-1.

73.  Marshall, R. S.; Steenbergen, J. F.; McClung, L. S., Rapid Technique for the
Enumeration of Clostridium Perfingens. Appl Microbiol 1965, 13, 559-63.

74.  Collee, J. G., The nature and properties of the haemagglutinin of Clostridium
welchii. J Pathol Bacteriol 1961, 81, 297-312.

75.  Macconkey, A., Lactose-Fermenting Bacteria in Faeces. J Hyg 1905, 5 (3), 333-
79.

76.  Venkitanarayanan, K. S., Detection. In Encyclopedia of Food Sciences (second
edition), Science, E., Ed. Storrs, CT, USA, 2003.

77.  Microbiologia, M. P.-D. d., Guia de Interpretacién - Placas para Recuento de
E.coli y Coliformes. Company, M., Ed. 2002.

78. T Humphrey, P. S., Detection. In Encyclopedia of Food Sciences (second
edition), Elsevier Science: Exeter, Devon, UK, 2003; pp 5079-5083.

79.  Griffiths, M. W., Detection. In Encyclopedia of Food Sciences (second edition),
Science, E., Ed. Guelph, Ontario, Canada, 2003; pp 3573-3582.

80.  van Netten, P.; Perales, I.; van de Moosdijk, A.; Curtis, G. D.; Mossel, D. A.,
Liquid and solid selective differential media for the detection and enumeration of L.
monocytogenes and other Listeria spp. Int J Food Microbiol 1989, 8 (4), 299-316.

81. Infopedia. Dureza da agua. 2003 - 2012. http://www.infopedia.pt/$dureza-da-

agua.

[108]



82.  Conductivity and Water Quality. kywater.org/ww/ramp/rmcond.htm.

83. Kemps, B. J.; Bamelis, F. R.; Mertens, K.; Decuypere, E. M.; De Baerdemaeker,
J. G.; De Ketelaere, B., The assessment of viscosity measurements on the albumen of
consumption eggs as an indicator for freshness. Poult Science 2010, 89 (12), 2699-703.
84. The DSM Yolk Colour Fan- the quality standard for the egg industry.
http://www.dsm.com/en_US/downloads/dnp/51559_poultry.pdf (accessed 06/11/2011).
85. Phillips, L. G.; German, J. B.; O'Neill, T. E.; Foegeding, E. A.; Harwalkar, V.
R.; Kilara, A.; Lewis, B. A.; Mangino, M. E.; Morr, C. V.; Regenstein, J. M.; Smith, D.
M.; Kinsella, J. E., Standardized Procedure for Measuring Foaming Properties of Three
Proteins, A Collaborative Study. Journal of Food Science 1990, 55 (5), 1441-1444.

86. Talansier, E.; Loisel, C.; Dellavalle, D.; Desrumaux, A.; Lechevalier, V.;
Legrand, J., Optimization of dry heat treatment of egg white in relation to foam and
interfacial properties. Lwt-Food Science and Technology 2009, 42 (2), 496-503.

87.  Nakamura R., S. Y., Studies on the foaming property of the chicken egg white.
Agricultural and Biological Chemistry 1964, 28, 530-534.

[109]



ANexos



Anexo 1



1. Recegao

|
\% v \ v v \% v

Auxiliares Sale Aditivos Ovoprodutos liquidos Ovo em casca Embalagens Embalagens
Tecnoldgico agucar \L (contentores e cisternas) \L (bolsas, bag in Retornaveis
Armazém a Armazém a Armazém a 2. Armazenamento Armazém de Armazém de
Temperatura Temperatura Temperatura do ovo em casca embalagens Contentores

Cartoes, . x . \l/
<— 3 Alimentagao das Linhas
palets, cascas,
ovos partidos \l/ Limpeza
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4.Quebrae —>| Cascas
sena{afcao /I\ \l/
Separacdo Ovo intero !
I — - I — -y I — -y Armazém <48h
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|
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.................. oA = > ; -
1 1 \/ .
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1 1 .
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1 1 . i : i \l/ .
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! 9 v 1 .
Etapa do processo =l r -\ - Y e — = - -V —I . AT
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______ oo .
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especificado no passo 10.Enchimento L - secundario e etiqueta

-— e =l




Legenda:

Passo opcional

Produto

Etapa do processo

Residuos

Processo
Contratado
[ =

IProduto intermédio
ou final |
| —

Subprodutos

(A) Produto Final na |
| embalagem I

e o o o o o -

9. Armazenamento =~ ——————> Expedigao

refrigerado a T 0-4°C i

I
\'
Transporte a T2
controlada 0-4°C

L

Recegao pela
empresa de conaelacdo

v

Congelacéo a
-20°C

¢

Armazém a temperatura
controlada

Expedigo ,———> Transporte a T?

controlada
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1. Recegédo

v

v

v v

Aditivos Clara liquida B
[ ]
2. Armazenamento .
aditivos 3. Ajuste pH
4. Fermentacéo
Aquecimento
Adicéo de
levedura
Fermentagéo
Arrefecimento
5. Ajuste pH
6. Filtragao
7. Secadagem
por as\[:ergéo
8. Tamizado
Legenda:
—_ = > :\:
Passo opcional
——e— 9. Envasado
Separacdo fisica na planta |
Produtt
roeuto 10. Pasteurizagiao
Etapa do o |
proceso '\1/
11. Armazenamento
Processo
Contratado \I/
12. Expedigao
13. Transporte
B

produto cru).

Y

Envases e
embalagens

!

2. Armazenamento
envases e embalagens

No diagrama de fluxo do ovo liquido, corresponde as fases desde a recegao até a estandarizagéo e misturas (tanques de
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Recegéo

|

Sal Aditivos Armazenamento Ovo em casca Envases e
. embalagens
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Al = A Armazenamento
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B partidos...
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Filt i
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Dilugao salmoura < | Descasque Cascaras
(Condutividade
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Enchimento de
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Legenda: > contentores
Fecho com a tampa
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Separacao fisica na planta \l/
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1. Recegao

Clara
pasteurizada
<

~ .

~

‘<.

g
~

Residuos de
envase (tripa)

< 2 Enchimentodatripa <———

Legenda:

Separacdo fisica na planta

Produto

Etapa do
processo

Residuos

Processo
Contratado

V

3. Cozimento

Envases e
embalagens

L

2. Armazenamento de
envases e embalagens

(95°C; 15min)

*

Unidades
rompidas (tripa)

4. Arrefecimento

5. Embalamento e

Paletizacao

6. Armazenamento

8. Expedicdo

\

9. Transporte
refrigerado

C No diagrama de fluxo do ovo liquido, corresponde as fases desde a rececao até ao enchimento.
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Recogida de muestras para analisis microbioldgico
Torunda y Polywipes

. Primera Edicion

. Objetivo
Este documento se destina a establecer el método de recogida de muestras para validacion/verificacion de limpiezas de
superficies, equipos e higiene de los manipuladores.

. Principios
Se pretende con la aplicacidén de esta instruccion de trabajo verificar que las limpiezas efectuadas en la planta son eficaces y
eliminan todo lo que puede contaminar el producto final (residuos sélidos y microorganismos). Existen planos de limpiezas para
todas las superficies y equipos que deben de ser cumplidos segun la periodicidad definida, teniendo siempre en cuenta las
buenas practicas de higiene.
En el sector alimentar la higiene de los colaboradores es muy importante por lo que se tiene que verificar la eficacia de la
limpieza de la indumentaria de trabajo periddicamente.
La recogida de muestras se realizada con Polywipes (esponjas azules estériles) o con torundas, de acuerdo con el local a
inspeccionar.

. Responsabilidad
La recogida de muestras es de la responsabilidad del Técnico de Laboratorio o de otro colaborador que tenga recibido
formacion para desempefiar estas funciones.

. Método
Flujograma Descripcion del Método Equipos/Materiales
A. Polywipes

b 1. Identificar y numerar todas las bolsas con local de cogida
2 de muestra y fecha, respectando el plan de analisis

definido.
2. Poner guantes y desinfectar las manos con alcohol para

no contaminar las esponjas.
“r. ] 3. Fregar la esponja en un area equivalente a 100 cm?
# . (aprox. 2 esponjas). Garantizar que la esponja pase

apenas por el area a analizar. Esponjas (Polywipes)
4. Poner la esponja en su bolsa ya identificada.
5. Después de recoger todas las muestras, llevar las bolsas

Bolsas de esponjas

para el laboratorio. Rotulador
Ry 6. Colocar la esponja con la ayuda de una pinza Guantes
y desinfectada en el medio de cultivo que se va utilizar para
¢ el andlisis (ex. ATP) o en 100ml de sol. de Ringer. Alcohol

7. Realizar el analisis de acuerdo con el plan definido (La
muestra se debe de almacenar en la nevera y el anélisis

Pinza

>
“ se debe realizar como maximo hasta 12 horas después de
5‘_ la recogida de muestra).
A Nota: Para el andlisis microbiolégico se considera la muestra inicial la
esponja en 100 ml de medio (Ej. Sol.Ringer)

Resultados:

8. Los resultados son expresos en UFC / 100 cm’.
9. Anotar el resultado en el registro correspondiente.
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Recogida de muestras para analisis microbioldgico
Torunda y Polywipes

Flujograma Descripcion del Método

Equipos/Materiales

B. Torunda

1. Preparar tubos de ensayo con 10 mL de sol. Ringer.
Identificar los tubos de acuerdo con las zonas a analisar.

Poner guantes y desinfectar las manos con alcohol para
no contaminar las torundas.

4. Colocar la torunda durante 5 seg. en su tubo de ensayo

/ para que se quede humida.

' 5. Fregar la torunda en un drea equivalente a 100 cm?

(utilizar marcador). Garantizar que la torunda pase
apenas por el drea a analizar.

6. Colocar la torunda en un tubo de ensayo con 10ml de sol.
de Ringer y poner la tapa (solucidn inicial).

7. Después de recoger todas las muestras, llevar los tubos
para el laboratorio para analizar. Si no se analiza de
inmediato, colocar en la nevera (maximo 12 h).

Resultados:

8. Los resultados son expresos en UFC / 100 cm’.
9. Anotar el resultado en el registro correspondiente.

Torundas estériles
Tubos de ensayo
Solucién de Ringer
Rotulador
Guantes

Papel absorbente

Alcohol
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Aislamiento de Listeria

Primera Edicién

Objetivo

Este documento se destina a establecer reglas generales para el aislamiento de Listeria.

Principios

L. monocytogenes es un bacilo Gram- positivo, de 0,4 a 0,5 micrones de ancho por 0,5 a 1,2 de largo, no
ramificado y anaerobio facultativo. Es capaz de proliferar en un amplio rango de temperaturas (1 a 45 °C) y en
elevadas concentraciones de sal. Es catalasa positiva y no presenta capsula ni espora. Tiene flagelos gracias a los
cuales presenta movilidad a 30 °C o menos, pero es inmoévil a 37 °C, temperatura a la cual sus flagelos se
inactivan. El habitat primario de L.monocytogenes es el suelo y los vegetales en descomposicidn en los que se

puede desarrollar.

Responsabilidad

La aplicacion del método descrito en esta instruccidn de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro
colaborador que tenga recibido formacién para desempefiar estas funciones. Todos los resultados obtenidos
fuera de los parametros pre-establecidos deberan ser comunicados al Jefe del Departamento.

Método

Flujograma

Descripcion del Método

Equipos/Materiales

A. Preenriquecimiento En Medio Liquido No Selectivo:

Pesar, asépticamente, 25 gr. de producto o pipetar 25
ml (en productos liquidos);

Mezclar con 225 ml del caldo de enriquecimiento de
Listeria;

Incubar a 302C durante 18-24 horas.

Listeria Enrichment
broth

Placas Petri estériles
Pipetas estériles
Pipetador

Frascos 250 mL
Mechero de bunsen
Stomacher

Bascula

Estufa a 302C

Enriquecimiento en Medio Liquido Selectivo:

Preparar previamente el Fraser broth y afadirle 10 ml
de suplemento.

Pipetar 10 ml del caldo de enriquecimiento a 100 ml de
Fraser.

Incubar a 35 - 372C durante 24 - 48 horas.

Fraser Broth
+ suplemento de Fraser

Pipetador
Pipetas estériles
Frascos 100ml
Estufa a 37eC
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Aislamiento de Listeria

Flujograma Descripcion del Método Equipos/Materiales
C. Aislamiento Diferencial Sobre Medios Sélidos
| Selectivos:
7 Oxford Agar
7. Partiendo de los Frasers obtenidos, sembrar las
placas de Oxford y dejar absorber sobre la mesa. Asa de siembra desechable
Q 8. Incubar en posicién invertida a 35 - 379C durante
— 48 horas. Estufa a 372C
9. Las colonias se pueden observar ya a las 24 horas,
aunque se mantenga la incubacién durante 48
horas. Son pequefias, inferiores a 1 mm y con luz
incidente oblicua exhiben superficie azulada.
N
D. Resultados:
10. El resultado debera ser ausencia/25 ml o 25 gr. A Contador de colonias
no ser, se debera retener el producto y reprocesar.
11. Apuntar los resultados obtenidos en el registro
interno de analisis del producto final.
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Aislamiento de Salmonella

Primera Edicién

Objetivo

Este documento se destina a establecer reglas generales por el aislamiento de Salmonella.

Principios

Salmonella es un género de bacterias que pertenece a la familia Enterobacteriaceae, formado por bacilos Gram-

negativos, anaerobios facultativos, con flagelos y que no desarrollan capsula ni esporas. Son bacterias maviles que

producen sulfuro de hidrégeno (H,S). Fermentan glucosa por poseer una enzima especializada, pero no lactosa, y no

producen ureasa.

En el Reglamento CE n2 1441/2007, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios, en

el capitulo 2.3, destinado a Ovoproductos, se establece que estos productos deben de ser ausentes de Salmonella.

El método de analisis es por sementera con medio de cultivo selectivo para estd de acuerdo con la 1ISO11133-2:2003
y ISO 6785:2001(IDF 93:2001).

Responsabilidad

La aplicacion del método descrito en esta instruccion de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro colaborador

que tenga recibido formacion para desempeiar estas funciones. Todos los resultados

parametros pre-establecidos deberdn ser comunicados al Jefe del Departamento.

Método

obtenidos fuera de los

Fluxograma

Descripcion del Método

Equipos/Materiales

x
?

(5% 1.
. A
- B | 2.
| 3,
N

A

Pre-enriquecimiento En Medio Liguido No Selectivo.

Pesar, asépticamente, 25 gr. de muestra o pipetar 25 ml (para
productos liquidos).
Mezclar con 225 ml de agua de peptona.

Incubar a 372C durante 16-24 horas.

Agua de Peptona
tamponada

Placas Petri estériles
Pipepator

Pipetas estériles
Frascos de 250ml
Mechero de bunsen
Stomacher

Bascula
Alcohol/Papel/Pinza/
Cuchilo

Estufa

|

ot
&= |

g |

Enriguecimiento en Medio Liguido Selectivo.

Agitar bien el cultivo obtenido en el medio liquido de

preenriquecimiento;
Afiadir 10 ml sobre 100 ml de Caldo Selenito-Cistina.

Incubar a 432C durante 18-24 horas.

Caldo Selenito-Cistina

Pipetador

Pipetas estériles.
Frascos de 100ml
Mechero de bunsen
Alcohol

Estufa
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Aislamiento de Salmonella

Fluxograma

Descripcion del Método

Equipos/Materiales

A

4

(gl

Aislamiento Diferencial Sobre Medios Sélidos Selectivos.

7. Sembrar sobre las placas de SMID preparadas, partiendo de los
medios liquidos selectivos de enriquecimiento obtenidos.
8. Incubar a 372C durante 48 horas.

Medio de cultivo: SM2
(SMID Biomerieux)

Pipetas estériles.
Matraces Erlenmeyer
Mechero de bunsen.
Alcohol.

Asa de siembra.
Estufa

|©

Resultados

9. Elresultado deberd ser ausencia/25 ml o 25 gr. A no ser, se deberd
retener el producto y reprocesar.
10. Apuntar los resultados obtenidos en el registro interno de analisis

del producto final.

Contador de colonias

Edicién:1 - Fecha: 19/10/2011 - Pég.2 de 1




Anexo 7



Deteccion y recuento de Enterobacterias
en PETRIFILM

Primera Edicidn

Objetivo
Este documento se destina a establecer reglas generales para la deteccion y recuento de Enterobacterias en
Petrifilm".

Principios

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son huéspedes normales del intestino de los mamiferos, por lo

tanto, su presencia en el agua y ovoproductos se relaciona con contaminacién de origen fecal. La determinacion

de Enterobacterias nos permite saber si el proceso de pasteurizacion fue eficaz, una vez que su surgimiento post

produccion nos indica algun tipo de contaminacion fecal no eliminada.

En el Reglamento CE n? 1441/2007, relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios,

en el capitulo 2.3, destinado a Ovoproductos, se establece como limites (de 5 muestras analizadas),un resultado:

- Satisfactorio: si todos los valores son inferiores a 10 ufc/ml;

- Aceptable: si apenas 2 muestras se encuentran entre 10 y 100 ufc/ml y las otras 3 inferiores a 10;

- Insatisfactorio: si uno o varias muestras son superiores a 100 ufc/ml o mas de 2 muestras estan entre 10y
100 ufc/ml.

Se utiliza el Petrifilm™ para la deteccidn de Enterobacterias segtin la 1SO 24528:2004. Este método de analisis no

necesita de preparacidon de medios, es de incubacidn rapida y de facil.

Responsabilidad

La aplicacidon del método descrito en esta instruccidn de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro
colaborador que tenga recibido formacién para desempefiar estas funciones. Todos los resultados obtenidos
fuera de los parametros pre-establecidos deberan ser comunicados al Responsable del Departamento.

Método

Flujograma Descripcion del Método Equipos/Materiales

Pipetas 1 ml desechables
Tubos de ensayo

1. Prepara una dilucién 10-', de la muestra en Ringer, si necesario. Alcohol

Mechero de bunsen
Papel absorbente

Levantar la tapa del film.

(=

e ™

Con una pipeta estéril inocular 1 ml de la dilucién en el centro del | Petrifilm

film. Enterobactereaceae
4. Bajar la tapa superior del film con cuidado de que no se formen Count Plate

burbujas. )
5. Co el dispersor hacer presion sobre la superficie para extender la Dispersor

muestra;
6. Esperar un minuto para que el gel solidifique.
7. Incubar a37°C durante 18 a 24 horas, con la muestra hacia

Estufa

arriba, en grupos de 20 films o menos.

8. Contar todas las colonias de color roja con acido e colonias rojas Contador de colonias

con acido e burbujas de gas; Suporte papel: R 03.02

9. Los resultados son expresos en U.F.C./mL LAB

10. Apuntar los resultados obtenidos en el registro interno de andlisis | Suporte informdtico: R

del producto final 03.03 LAB

fe,
./
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Deteccion y recuento de Enterobacterias
en PETRIFILM

6. Interpretacion de Resultados

Ejemplo Resultado Ejemplo Resultado
Colonias =420
Colonias=0 , Cuando los recuentos sobrepasan

las 300 colonias, se debe de contar
las colonias de un cuadrado (1cm?)
y multiplicar por 20 (20 cm’ es el
area aproximadamente inoculada).

El Petrifilm no tiene crescimiento

o . 1y _ | A ‘
Colonias = 13 (diluciéon 10™) = 130 _ J Colonias = 83

Si la muestra se ha diluido antes de i By
inocular, se debe de multiplicar las (oo
colonias obtenidas por el factor de
dilucién.

i o5 Las colonias rojas se distinguen
~" | perfectamente de las particulas
opacas de alimentos.

Colonias = Incontable
Colonias = 143 La distribuciéon de las colonias es
aleatoria y no es posible tener un
resultado aproximado.

7. Almacenamiento Petrifilm™

o Mantener en refrigeracion las o Cerrar las bolsas abiertas, > No refrigerar bolsas abiertas.
bolsas de Petrifilm no abiertas. doblando la extremidad y ° Mantener a <21°C.

o Controlar las fechas de cerrando con cinta adesiva o con o Utilizar hasta un mes despues de
caducidad un clip abierta la bolsa
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Deteccion y recuento de Bacilus cereus
con medio de cultivo

Primera edicién

Objetivo
Este documento se destina a establecer reglas generales por la deteccidn y recuento de Bacillus cereus con
medio de cultivo.

Principios

Bacillus cereus es un microorganismo Gram-positivo, con forma de bastdn alargado, aerobio facultativo y
formador de esporas. La resistencia térmica de las esporas de B. cereus en un medio con elevado contenido de
agua vuelve a este microorganismo un potencial peligro para el desarrollo de una intoxicacidn, si las medidas
higiénico sanitarias y de elaboracién no son las adecuadas.

Los parametros internos definen la cantidad maxima de aceptabilidad para valores inferiores a 10 UFC/mL.

El método de andlisis por sementera con medio de cultivo selectivo para B. cereus esta de acuerdo con la ISO
21871:2006.

Responsabilidad

La aplicaciéon del método descrito en esta instruccidon de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro
colaborador que tenga recibido formacidn para desempefiar estas funciones. Todos los resultados obtenidos
fuera de los parametros pre-establecidos deberan ser comunicados al Jefe del Departamento.

Método

Flujograma Métodos Equipos/ Materiales

1. Fundir el medio de cultivo en bafio —maria, y distribui | Agar
Placas de petri esterilizadas.

Mechero de bunsen
2. Dejar solidificar sobre la mesa; Alcohol

uniformemente en placas

Preparacion Medio de cultura Bacillus cereus

Inoculacién

3. Depositar 0,1 mL de la muestra con una pipeta estéril | Sembradores estériles
Pipetas 1 ml desechables
Mechero Bunsen

Alcohol

sobre el medio de cultivo.
4. Sembrar la superficie del medio con un sembrador.

5. Dejar las placas secar antes de incubar.

6. Incubar las placas a 30 2C durante 24 a 48 horas, en
Estufa
posicidn invertida

Recuento

7. Contar todas las colonias circulares lisas de color rosa con

un halo;
Contador de coloni

8. Los resultados son expresos en U.F.C./mL ontador de colonias
9. Apuntar los resultados obtenidos en el registro

interno de analisis del producto final
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Aislamiento e identificacion de Clostridium perfringens
con medio TSN

1. Primera Edicion

2. Objetivo
Este documento se destina a establecer reglas generales por el aislamiento e identificacion de Clostridium
perfringens.

3. Principios

El Clostridium es un género de bacterias anaerobias, bacilos grampositivas, pardsitas y sapréfitas algunas de
ellas, que esporulan y son moviles, en general por intermedio de flagelos peritricos. No todas las especies son
patogenas, algunas forman parte de la flora intestinal normal. Los mais importantes son el Clostridium
botulinum y el Clostridium perfringens. O C. perfringens é o microrganismo anaerdbio mas frecuente en los
alimentos.

Los pardmetros internos definen la cantidad maxima de aceptabilidad para valores inferiores a 10 UFC/mL.

El método de analisis por sementera con medio de cultivo selectivo para Clostridium perfringens esta de acuerdo
con la1SO11133-2:2003.

4. Responsabilidad

La aplicacién del método descrito en esta instruccion de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro
colaborador que tenga recibido formacidén para desempefiar estas funciones. Todos los resultados obtenidos
fuera de los parametros pre-establecidos deberan ser comunicados al Jefe del Departamento.

5. Método

Flujograma Descripcion del Método Equipos/Materiales

Placas de petri esterilizadas

Preparacion Pipetas 1 ml esterilizadas
1. Depositar con una pipeta estéril, 1ml de muestra | Papel absorbente
en una placa de Petri estéril. Mechero de bunsen
Alcohol
Inoculacién
2. Afadir el medio de cultivo TSN a la placa de
Petri. Medio de cultivo Agar
3. Mesclar bien sin levantar la placa. triptona-sulfito-neomicina
4. Dejar solidificar sobre la mesa. (TSN)
5. Afadir otra capa de medio a la placa y dejar
solidificar.
Estufa

6. Prepara una jarra de anaerobiosis
7. Incubar a 462C durante 24 horas

Jarra de anaerobiosis
Bolsas de Co,

Recuento

8. Contar todas las colonias con un halo negro

9. Los resultados son expresos en U.F.C./ml Contador de col6nias

10. Apuntar los resultados obtenidos en el registro
interno de analisis del producto final
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INSTRUCCION DE TRABAJO
pH-meter Hanna HI - 2221

1. Primera Edicion

2. Objetivo

Este documento se destina a describir el modo de funcionamiento del pH metro Hanna HI - 2221.

3. Manual de instrucciones

El manual se encuentra en la carpeta de Manuales de equipos de Laboratorio, en la sala de andlisis fisico-

quimicos.

4. Utilizacion

El pH-metro realiza la medida del pH de una solucién por un método potenciométrico. El equipo es constituido por un
electrodo de vidrio de alta sensibilidad y una sonda de temperatura (el comportamiento del electrodo depende de la
temperatura de la solucién analizada). Se utiliza para medir el pH de muestras de ovoproductos.

El control del pH de los ovoproductos durante la produccidn y de los productos finales es importantisimo para garantir
la calidad y salubridad de estos productos pues se relaciona con la inhibicién de la carga microbiana.

5. Método

Flujograma

Descripcion del Método

CFM RANGE

CAL SETUP CLR

Medicién del pH

A w N e

Encender el instrumento en la tecla ON;

Sumergir la sonda cerca de 3 cm en la muestra a analizar;

Mover suavemente y esperar que el electrodo se estabilice;

Visualizar la lectura del pH en el centro de la pantalla y la temperatura en el lado derecho.

e Para medirse soluciones diferentes se debe enjaguar el electrodo con agua desionizada y después con

la solucién a medir para prevenir contaminaciones cruzadas.

Medicion de la temperatura

1.
2.
3.

Encender el instrumento en la tecla ON;
Sumergir la sonda de la temperatura en la muestra;

Esperar que el valor se estabilice para leer el valor.

Calibracion en tres puntos (pH 4.01, 7.01 y 9.18)

1.
2.

w K N o u

11.
12.
13.
14.

Poner las soluciones tampdn en frascos para proceder a la calibracién.

Sumergir el electrodo e la sonda de temperatura aprox. 3 cm en una solucién tampdn y mover
suavemente.

Presionar “CAL”. Aparecera en la pantalla “pH” y “CLEAR CALL if new electrode”

Presionar “CLR” si se estd usando un nuevo electrodo o para apagar el historial de calibracion.
Aparecerd “done” en la pantalla. Presiona “CAL” para continuar la calibracion.

Aparecerd en la pantalla “CAL”, “pH” y “BUFFER 7.01”. Para alterar el tampdn utilizar las flechas (V A ).
Mientras la lectura no se estabiliza, el simbolo Z parpadea.

Cuando se estabiliza el simbolo “CFM” parpadea. Presionar la tecla “CFM” para confirmar la calibracion.
Quitar el electrodo y la sonda y limpiarlos.

Cambiar la solucién tampdn y sumergir el electrodo y la sonda.

Elegir el valor del tampdn que se esta midiendo usando las flechas.

Mientras la lectura no se estabiliza el simbolo & parpadea.

Cuando se estabiliza el simbolo “CFM” parpadea. Presionar la tecla “CFM” para confirmar la calibracion.
Proceder igual a 11y 12 para el Gltimo punto de calibracién.

Presionar “CAL” para que quede memorizado.
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INSTRUCCION DE TRABAJO
pH-meter Hanna HI - 2221

Tapa
Proieciora

Orificio
/ Llenado
& Referens

Cimara
Referenda

Hilo
Hilo
Referenda
Unidn,
Referencia

Ampolla
e Vidrio’

Mantenimiento del electrodo

1. Substitucion de la solucion electrolito

* Retire la tapa protectora.

* Agite el electrodo como lo haria con un termémetro clinico para eliminar las burbujas de aire que pudieran
haber quedado dentro de la ampolla de vidrio.

* Si la ampolla estd seca, sumerja el electrodo en Sol. de almacenamiento HI70300 durante al menos una
hora.

¢ Si el nivel de la solucidon de rellenado (electrolito) estda a mdas de 1 cm por debajo del orificio de llenado,
afiada Sol. 3,5 M KCL+AgCl HI7071 para los de una union.

2. Almacenamiento
* La ampolla de vidrio debera mantenerse himeda y no permitir que se sequen.
e Sustituya la Sol. de la tapa protectora por unas gotas de Sol. de Almacenamiento HI70300 o, a falta de
esta, Sol. de Llenado (HI7071 para los electrodos de una union).
* Sino dispone de ninguna de estas soluciones, también puede utilizar agua del grifo durante un corto
periodo (un par de dias).
* NUNCA GUARDE EL ELECTRODO EN AGUA DESTILADA.

3. Mantenimiento Periédico
* Inspeccione el electrodo para ver si estd rayado o tiene grietas, en cuyo caso tendria que ser sustituido.

BT

g * Situviera depositos de sales, lavelo con agua.
Limpieza del electrodo
1.1. Diario - después de utilizar el pH meter, limpiar con agua destilada y colocar en Solucién de
almacenamiento.
1.2. General - Sumérjalo en Sol. General de Limpieza Hanna HI7061 durante aprox. 1 hora.
1.3. Eliminar peliculas, suciedad o depdsitos en la membrana/unidn:
= Proteinas: Sumérjalo en Sol. Limpieza de Proteinas HI7073 durante 15 minutos.
Soluciones utilizadas
o Solucién de almacenamiento: HI 70300L

o Solucién de limpieza del electrodo: HI 7073L

® Solucidn Electrodo (electrolitos): HI 7071

A\

Puntos clave de inspeccion

El bulbo de vidrio en el extremo del electrodo de pH es sensible a descargas electrostaticas. Evite tocar este bulbo
de vidrio en todo momento.

Primeros auxilios
Tfno urgencias: 112

No se aplica.

Medidas en caso de derrame

k

Seguridad y salud

Tfno Emergencias: 112

Para evitar dafios o quemaduras, no realice mediciones en hornos microondas.
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PRV

Medicion del Extracto Seco
Equipo: SARTORIUS MA 30

Primera Edicion

Objetivo
Este documento se destina a establecer reglas generales para la determinacion de extracto seco de una
muestra de huevo, yema o clara con el Analizador de Humedad Sartorius - MA 30.

Utilizacion

El extracto seco es determinado en productos liquidos y en productos en polvo (huevo entero, yema o
clara). La determinacion del extracto seco permite saber cudl es el ajuste que es necesario para que el
producto se quede dentro de las especificaciones del producto.

Responsabilidad
La utilizacién del equipo para determinacion del extracto seco es del responsabilidad de
Método

. , Equipos/
Fluxograma Descripcion del Método .
Materiales
1. Encender equipo en la tecla ON/ OF.
N 2. Elevar la cubierta, colocar platillo y filtro en su ubicacion
y cerrar.
3. Tarar el aparato presionando CF. Aparece en la pantalla
TAR.
4. Presionar ENTER vy aparecerd en la pantalla 0,000g con el
icono de una cucharilla. e Analizador de

5. Sacar el platillo y el filtro y colocar la muestra en el Humedad Sartorius

platillo. La muestra debe estar entre 0,460 y 0,880 g MA-30
aproximadamente.

e platillos aluminio

6. Distribuir la muestra equitativamente en el platillo y |
cubrir con el filtro.

filtros fibra vidrio,

e cucharillay/o

7. Colocar nuevamente en el equipo, bajar la cubierta y espatula
pulsar ENTER. Se inicia el proceso automaticamente.

8. Cuando termina el proceso de medicidon emite una sefial
acustica y nos indica END (FIN) e el resultado queda
indicado en la pantalla hasta una nueva medicidn.

9. Para iniciar otra medicidn presionar Cf y ENTER.
Continuar como indicado en el punto 5.

10. Limpiar el exterior del equipo con una tela suave y
agua.
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INSTRUCCION DE TRABAJO
Viscometer Brookfield DV - Il + Pro

Primera Edicion

Objetivo

Este documento se destina a describir el modo de funcionamiento del Viscometer Brookfield DV - Il + Pro.

Utilizacion

El viscosimetro es utilizado para medir la viscosidad de productos liqguidos como huevo entero, yema o clara. La
viscosidad varia con el tipo de producto y con los aditivos afiadidos. Asi, la clara de huevo presentard una viscosidad
inferior a la del huevo entero que por su turno tendra una viscosidad menor que la de la yema pura o de la yema con
sal. La viscosidad del ovoproducto es importante para que el producto que se vaya a producir tenga la textura deseada
y que esté de acuerdo con las especificaciones de los clientes.

Método

Fluxograma

Descripcion del Método

Elegir velocidad
(RPM)

Menu de la
Pantalla

Elegir
spindle

1. Encender el viscometer en el pulsador que se encuentra en la lateral.

2. El equipo pedira automaticamente el autozero - seguir las instrucciones que aparecen en la pantalla:
2.1. Quitar el spindle si se encuentra alguno conectado;
2.2. Pulsar cualquier botdn y esperar que el aparato hago el autozero.

3. Conectar el spindle de acuerdo con la muestra que se va a utilizar (Tabla 1).

4. En el painel principal definir cual es el spindle (S 61, S 62, S 63, S 64) que se va a utilizar, pulsando

SELECT SPINDLE y elegir con las flechas T\ .

Definir la velocidad (30, 60, 100, o 200 RPM) pulsando SET SPEED y elegir con las flechas T{..

Bajar la cabeza del equipo hasta que la muestra a analizar cubra la zona hundida del spindle.

Pulsar MOTOR ON / OFF para iniciar el analisis.

© N o U

Leer el resultado en la pantalla:

- Esquina superior izquierda: viscosidad en mPas.

- Esquina superior derecha: temperatura de la muestra en 2C.

- Esquina inferior izquierda: el valor de las rotaciones (RPM).

- Esquina inferior derecha: porcentaje de la velocidad utilizada.

9. Para cambiar las RPM (rotaciones por minuto) pulsar las ™ hasta que se quede en la velocidad
deseada y que el porcentaje de la velocidad se encuentre por encima de 10.

10. Terminar la lectura pulsando MOTOR ON/ OFF.

11. Levantar la cabeza del equipo y retirar la muestra.

12.Remover y limpiar el spindle con agua e papel suave.

13. Para reiniciar, empezar en el punto 3.

14. Para apagar el equipo, pulsar el pulsador que se encuentra en la lateral.
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INSTRUCCION DE TRABAJO

Viscometer Brookfield DV - Il + Pro

Tabla 1- Spindle a utilizar para cada producto

Spindles Velocidad (RPM) Muestra
S61 200 Clara
Huevo Entero
S62 100
Huevo Con sal
Yema Pura
$63 60 Yema con sal bajo
extracto
s6a 30 Yema com sal alto

extracto

A\

No use productos quimicos agresivos o disolventes muy concentrados.

Puntos clave de inspeccion

Tfno urgencias: 112

Primeros auxilios

No se aplica

Medidas em caso de derrame

k

No se aplica

Seguridad y salud
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INSTRUCCION DE TRABAJO
Conductimetro Serie InLab 738

Primera Edicion

Objetivo

Este documento se destina a describir el modo de funcionamiento del Conductimetro Serie InLab 738.

Manual de instrucciones

El manual se encuentra en la carpeta de Manuales de equipos de Laboratorio, en la sala de analisis fisico-

quimicos.

Utilizacion

El conductimetro es utilizado para medir la capacidad de conduccion eléctrica del agua. Esto se relaciona con la
pureza del agua, cuanto menor el valor de la conductividad mas pura es el agua.
De acuerdo con el Real Decreto 140/2003 de 7 de Febrero, la conductividad del agua debera ser de 2.500 uS 7

cm™ para 20°C.

Método

Flujograma

Descripcion del Método

I ‘ -
N

&

Calibracion

1. Coloque el electrodo en el estandar de calibracién definido y pulse CAL.
2. Por defecto, el medidor de conductividad llega al punto final automaticamente una
vez que la sefial se ha estabilizado.

3. Para aceptar la calibracién y volver a la medicién de muestras, pulse READ.

Calibracion

Medicién

Mediciéon de muestras

1. Coloque el electrodo en la muestra y pulse READ para iniciar la medicion: el
decimal parpadeara.
2. Cuando la sefal se estabiliza, la pantalla se congela automaticamente.

Consejos de utilizacién

e Enjuague el sensor con agua destilada o desionizada entre las mediciones. Si no
puede disponerse de agua de esta calidad, enjuague el sensor con la solucién que
va a medir;

e Aseglrese de que la solucién queda por encima de la camara de la celda, de
forma que toda ella quede sumergida;

e Confirme que la zona de medicién del electrodo no presente burbujas durante la
medida;

e Para muestras de diferentes temperaturas debe dejar tiempo suficiente al sensor
para que se estabilice;

e Eliminar los sélidos acumulados en la cdmara de la celda con una varilla de
algoddn empapada en una solucién de detergente y después enjaguar con agua
destilada o desionizada;

e Para evitar dafos por estdatica en el equipo, desconecte siempre el electrodo de
conductividad del medidor antes de limpiarlo.
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INSTRUCCION DE TRABAJO
Conductimetro Serie InLab 738

A\

No se aplica.

Puntos clave de inspeccién

Tfno urgencias: 112

Primeros auxilios

No se aplica.

Medidas en caso de derrame

k

Tfno Emergencias: 112

Seguridad y salud

Evitar tocar la zona de la camara del sensor. Antes de limpiarlo, desconecte siempre el sensor del medidor;

No utilice el sensor a temperaturas fuera del intervalo recomendado;

No use productos quimicos agresivos o disolventes muy concentrados.
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Verificacion de limpieza
con torundas Clean Trace (Water & Surface)

. Primera edicion

. Objetivo

Este documento se destina a describir el método interno de verificacion de las limpiezas de las superficies/ equipos en
contacto con los productos y de las aguas de CIP.

. Principios

La verificacién de las limpiezas puede ser verificada mediante testes de bioluminiscencia. Estés testes determinan la
presencia de ATP de microorganismos o otros residuos que no fueran destruidos con la desinfeccién e los traduce en un
valor que debe ser inferior a 200 URL.
Es mui importante que los materiales e equipos que estan en contacto con los ovoproductos no presenten valores fuera
de los parametros definidos para evitar la contaminacion cruzada de los productos.

. Responsabilidad

La aplicacion del método descrito en esta instruccion de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro colaborador que
tenga recibido formacién para desempeniar estas funciones. Todos los resultados obtenidos fuera de los pardmetros pre-
establecidos deberdn ser comunicados al Jefe del Departamento.

. Método

Fluxograma

Descripcion del Método

Equipos/ Materiales

@

Andlisis de superficies en contacto con ovoproductos:

1. Sacar la torunda de su funda con cuidado.

2. Pasar el algoddn sobre la superficie a analizar, cubriendo una
superficie correspondiente a aproximadamente 10 cm’

3. Colocar nuevamente la torunda en su funda, presionando
hasta el fondo para que se mezcle la muestra con el reactivo.

4. Agitar ligeramente.

5. Introducir la torunda en el equipo de bioluminiscencia y
presionar el boton ENTER (verde de la derecha).

6. Esperar hasta que finalice la lectura del equipo.

7. Anotar el resultado en el registro de limpieza
correspondiente.

Torundas Clean Trace
Surface®
Clean Trace

Luminometer

Andlisis de las aguas de aclarado de las distintas lineas:

1. Sacar la torunda de su funda con cuidado.
2. Abrir la muestra del ultimo aclarado.
3. Introducir la torunda de aguas, agitando ligeramente dentro

del frasco toma muestras, sin rozar con las paredes del vaso.

4. Colocar nuevamente la torunda en su funda, presionando

hasta el fondo para que se mezcle la muestra con el reactivo.

5. Agitar ligeramente.
6. Introducir la torunda en el equipo de bioluminiscencia y

presionar el boton ENTER (verde).

7. Esperar hasta que finalice la lectura del equipo.
8. Anotar el resultado en el registro de limpieza

correspondiente.

Torundas Clean Trace
Water®
Clean Trace

Luminometer
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Determinacion de Cloruro Sédico
por valoracion con Titrador Automatico

Primera Edicion

Objetivo
Este documento se destina a describir el método de determinacidn del porcentaje de cloruro sédico en una
muestra utilizando un titrador automatico — modelo 848 Titrino Plus (Manual no.: 8.848.8002 ES).

Utilizacién

Con la vasta gama de productos con sal que se fabrican en la empresa y con las exigentes especificaciones de
clientes, necesitamos obtener datos de cloruro sddico fiables tanto para el ajuste de mezclas como para el
analisis fisico-quimico final del producto. Ese porcentaje se determina por titrometria con nitrato de plata.

Responsabilidad

La aplicacion del método descrito en esta instruccion de trabajo es del Técnico de Laboratorio o de otro
colaborador que tenga recibido formacién para desempefiar estas funciones. Todos los resultados obtenidos
fuera de los parametros pre-establecidos deberan ser comunicados al Responsable del Departamento.

Método
Fluxograma Descripcion del Método Equipos/Materiales

A. Preparaciéon Muestra: e Cuchara

- Pesar entre 0,5y 1,0 gr de muestra a analizar y * Vaso precipitacién 100ml
registrar el valor; e Bascula (0,001g)

= - Afiadir 60 ml de agua desionizada; e Agua desionizada

- AC]Id‘Iflcar la solucién con 3 a 4 gotas de acido e Acido Nitrico 2N
nitrico; Panel absorb

- Colocar un iman dentro del vaso (para agitar la * apl)e absorbente
muestra durante la valoracion). e Iman

B. Funcionamento Titrador:

- Encender el tritador en el botén STOP;

- Elegir el método “CLORUROS”, que ya estd
programado con el tampdn a utilizar, la
dosificacion adecuada y con los calculos
necesarios para la obtencidn del resultado. e Tritador 848 Titrino Plus

- Introducir el valor de muestra pesado
anteriormente,

- Verificar si el electrodo y el doseador se
encuentran bien posicionados para iniciar la
titracién y pulsar “START” dos veces.

- Ajustar, si necesario, la velocidad de agitacion
deseada con las flechas.

C. Resultados:

- El resultado de la medicion surge en la pantalla o
se puede seleccionar previamente la opcion de
impresion de informes.

Apuntar los resultados obtenidos en el registro
interno de andlisis de producto en fabricacién o
producto final.
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INSTRUCCION DE TRABAJO

Puntos clave de inspeccion

g% Primeros auxilios
Tfno urgencias: 112

Medidas em caso de derrame

Acido Nitrico: Ventilar el area afectada. Neutralizar los residuos con carbonato sédico. Aclarar abundantemente
con agua. No absorber con aserrin.

ﬁ Seguridad y salud
i Tfno Emergencias: 112

Debera tener atencion en lo manoseo de los productos quimicos utilizados.

Al final de cada operacidn, separe los residuos en los diferentes cubos de basura (de acuerdo con lo que esta
definido).
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INSTRUCCION DE TRABAJO

Primera Edicion

Objetivo

Este documento se destina a establecer reglas generales para reconstituir la clara en polvo para

que se utilice como clara normal.

Principio del método

La clara en polvo es un ovoproducto que debido a tener bajo contenido de humidad posee una
fecha de caducidad mas larga do que comparado con la clara de huevo liquida. Puede ser utilizada
como clara liquida, pero para eso es necesario volver a hidratar el polvo en las proporciones

correctas.

4. Responsabilidad
Departamento de calidad.

Método

1. Enla bascula determinar el peso de la clara en polvo
gue se pretende rehidratar.

2. Para cada grama de polvo, afiadir 7g de agua.

3. Con la vareta, mezclar cuidadosamente el polvo en
el agua hasta que no haya particulas pegadas a la
vareta.

4. Colocar el vaso medidor con el iman en el agitador
magnético hasta que esté todo disoluto.

5. Apagar el agitador magnético y retirar el iman.

6. Reposar 5minutos.

*Nota: Debe-se remover la espuma antes de las
determinaciones fisico-quimicas.

e Bascula KERN PLS
4200-2A

e Vaso medidor

e Agitador magnético

e Iman

Vareta
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INSTRUCCION DE TRABAJO

1. Primera Ediciéon

2. Objetivo

Este documento se destina a establecer reglas generales para la determinacion de la fuerza de gel
de ovoproductos después de la coccidon, como por ejemplo, clara de huevo, clara en polvo
rehidratada o salchicha de clara utilizando el analizador de textura “Brookfield CT3 Texture

analyzer”.

3. Principio del método

La textura es uno de los parametros de aceptabilidad de los alimentos mas importante en la
industria alimentaria. Asi, debe asegurarse que la clara después de cocida tenga una textura
aceptable por el consumidor. Los procesos quimicos y/o térmicos a que se simete la clara pueden
cambiar las suyas caracteristicas. Con el analizador de textura si puede determinar la fuerza de gel
de la clara conociendo para una determinada deformacién cual es la tensidn ejercida en una

muestra cilindrica.

4. Responsabilidad
Departamento de calidad.

5. Meétodo

5.1. Determinacidn de la fuerza de gel de la clara liquida

-
Yo
Loa

Llenar 3 vasos plasticos con 100 ml de clara
liqguida cada vaso y quitar la espuma;

Cerrar mui bien con la tapa;

Identificar los vasos con el lote en la tapa y en el
vaso;

Colocar los vasos en el bafo-maria a 959C por
30 minutos;

Retirar y enfriar los vasos en agua fria (hasta
que se queden a 252C aprox.);

Remover la clara cocida de los vasos con el
cuchillo sin deshacer la forma cilindrica;

Cortar con el auxilio de una regla uno cilindro
con 3 cm de altura a partir del fondo de la
muestra con cuidado para que la superficie a
analizar estepa o mas lisa posible;

Poner el cilindro cortado en el centro del plato
del texturémetro;

Hacer una prueba, pinchando el START del
texturémetro

Repetir la prueba por los otros dos cilindros;
Registrar los valores de la carga (Peak Load)
obtenidos en cada prueba.

Vasos plasticos 100
mL con tapa roja
Bafio-Maria con
termostato
Termografo
Cuchillo / espatula
Papel absorbente
Papel de aluminio
Regla
Texturémetro
Brookfield CT3

Texture analyzer
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INSTRUCCION DE TRABAJO

5.2. Determinacion de la fuerza de gel de la clara en polvo
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Rehidratar la clara en polvo como descrito en la
IT — rehidratacion de la clara en polvo

Llenar 3 vasos plasticos con 100 ml de clara
liquida, filtrdndose la espuma;

Cerrar muy bien con la tapa;

Identificar los vasos con el lote en la tapa y en el
Vaso;

Reposar 5 a 10 minutos;

Colocar los vasos en el bafio-maria a 95°C por
30 minutos;

Retirar y enfriar los vasos en agua fria (hasta
lograr una temperatura de 25°C aprox.);
Remover la clara cocida de los vasos con el
cuchillo sin deshacer la forma cilindrica;

Con el auxilio de una regla cortar un cilindro
con 3 cm de altura a partir del fondo de la
muestra con cuidado para que la superficie a
analizar estepa o mas lisa posible;

Poner el cilindro cortado en el centro del plato
del texturémetro;

Hacer una prueba, pinchando el START del
texturémetro

Repetir la prueba por los otros dos cilindros;
Registrar los valores de la carga (Peak load)
obtenidos.

Vasos pldsticos 100
mL con tapa roja
Bafio-Maria con
termostato
Termografo
Cuchillo / espatula
Papel absorbente
Papel de aluminio
Regla
Texturémetro
Brookfield CT3

Texture analyzer
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INSTRUCCION DE TRABAJO

5.3. Determinacion de la fuerza de gel de la salchicha de clara.

Con las tijeras, remover la tripa de la salchicha
sin herirla y con cuidado para no romperla;
Cortar con el auxilio de una regla 3 cilindros de
3 cm de altura en el centro de la salchicha. No
utilizar las puntas;

Poner un cilindro cortado en el centro del plato
del texturémetro.

Hacer una prueba, pinchando el START del
texturémetro;

Repetir la prueba por los otros dos cilindros;
Registrar los valores de la carga (Peak Load)
obtenidos.

Tijeras

Cuchillo / espétula
Papel absorbente
Papel de aluminio
Regla
Texturémetro
Brookfield CT3
Texture analyzer

pHmetro

6. Resultados

Hacer la mediana del Peak Load obtenido en las pruebas y multiplicarlo por 7,96 (area del

cilindro de la sonda).

El resultado es la fuerza de gel [g/ cm?].

7. Parametros del texturémetro:

Teste: Normal

Trigger: 3,98
Deformation: 4,2 mm

Speed: 1,5 mm/s
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INSTRUCCION DE TRABAJO

1. Primera Edicion

2. Objetivo
Este documento se destina a establecer reglas generales para verificar la capacidad de formacién de
espuma de clara (clara a punto de nieve) y también la estabilidad de la espuma.

3. Principio del método
Las proteinas existentes en la clara de huevo son las responsables por la formacién de espuma. El proceso
térmico o quimico a que se somete la clara puede cambias las propiedades de las proteinas, y asi, cambiar
la capacidad de formacién y la estabilidad de la espuma.
Este ensayo puede ser aplicado a clara cruda, clara pasteurizada o clara en polvo rehidratada.

4. Responsabilidad
Técnico o responsable del laboratorio.

5. Meétodo

1. Verificar las condiciones fisicoquimicas (pH,
temperatura, °Brix, extracto seco y viscosidad)
y sensoriales (color, aspecto, olor) del
producto;

2. Con el recipiente de 100 mL determinar el peso | ® Batidora
del recipiente y también del recipiente con 100 SINMAG MIXER

mL de clara; SM-200C (cap.
3. Con un vaso medidor de 1L, medir 600mL de 20L)
claray poner en la batidora; e Vaso medidor 1L

4. Encender la batidora en la primera velocidad | ® Cuchara
por solo un minuto. Cambiar para la segunda | e Probeta 100 mL

velocidad otro minuto; e Embudo con
5. Batir la clara en la tercera velocidad durante 2,5 gasa

minutos; e Bascula KERN
6. Determinar el peso de 100 mL de espuma con PLS 4200-2A

el recipiente de 100 mL; e Recipiente 100
7. Transferir los 100 mL de espuma para el mL

embudo con la gasa y poner en una probetade | e Reloj/
peso conocido; cronografo
8. De 10 en 10 minutos apuntar el valor del peso
del liquido (durante 1 hora);
*Nota 1: el batido debe ser hecho a temperatura inferior a 10°C

*Nota 2: la espuma debe ser pesada y transferida para el
embudo o mas rapidamente posible.
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INSTRUCCION DE TRABAJO

6. Registros

Recipiente de 100 mL (g)
Recipiente + 100 mL de Clara (g)
Recipiente + 100 mL de Espuma (g)

Tiempo (min) 0 10 20 30 40 50 60
Probeta + liquido (g)

*Nota: por los 0 minutos el peso es de la probeta vacia.

7. Interpretacién de resultados

= Elvalor de la densidad de la espuma es obtenida por:

Peso Espuma (g)
Volumen Espuma (L)

2

/dm

= la capacidad de formacidn de espuma es determinada por la expresion:

Peso Clara — Peso Espuma

X 100
Peso Espuma

= La estabilidad del batido es verificada por el grafico correspondiente a los valores de liquido
perdido durante 1 hora registrados de 10 en 10 minutos.
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