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ABSTRACT

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF EGG SHELL
POWDER AND OPTIMIZATION OF ITS
PREPARATION TECHNIQUE

The objective of this research was to analyze the
microbiological profile of hen egg shell powder distributed to
poor communities asan alternate cal cium source, and optimizing
powder preparation technique through efficient hygiene and
sanitary safety. The sampling was carried out inthedistribution
units of Pastoral da Crianga program of the Catholic Church, in
Goianiamunicipality, Brazil. Ten egg shell powder sasmpleswere
collected in the preparation places of product, at different
moments during September to December 2001. It was observed
that some samples presented considerable levels of aerobic
mesophilic, total coliforms (at 35C), and moulds and yeasts, but
not contamination with thermotolerant coliforms (at 45C),
Saphylococcus aureus, Bacillus cereus, and Salmonella sp. Egg
shell powder produced through the standard technique, which
included essentially washing egg shells, immersionin chlorinated
solution, boiling, drying, and milling process, did not show
contamination by microorganisms. It was concluded that the
optimized technique assures process efficiency and hygienic and
sanitary quality for the product.

RESUMO

A pesquisa teve o objetivo de analisar o perfil micro-
bioldgico do pé da casca de ovo de galinha distribuido a
comunidades carentes, como fontea ternativade célcio, bem como
otimizar atécnica de elaboragéo do produto, visando eficéciae
seguranca em termos higiénico-sanitérios. A amostragem foi
realizada em unidades de distribui¢o do programa Pastoral da
Crianga, da Igreja Catdlica, em Goiania-GO, Brasil. Foram
coletadas dez amostras do pé da casca de ovo, nos locais de
producéo e em diferentes momentos, nos meses de setembro a
dezembro de2001. Osresultadosrevel aram que a gumas amostras
apresentavam niveis consideraveis de mesofilos aerobios,
coliformes a 35°C (totais), bolores e leveduras, ndo havendo,
entretanto, contaminag&o por coliformesa45°C (termotol erantes),
Saphylococcus aureus, Bacillus cereuse Salmonella sp. O p6 da
cascade ovo obtido segundo atécnica padronizada neste estudo,
que incluiu essencialmente os procedimentos de lavagem das
cascas, imersao em solucéo clorada, fervura, secagem etrituragéo,
ndo apresentou contaminagdo por microorganismos. Assim,
concluiu-se que a técnica otimizada assegura a eficéacia do
processamento e a qualidade higiénico-sanitériado produto.

KEY WORDS: calcium, food microbiology, food analysis, food
contamination.

INTRODUCAO

O p6 da casca de ovo € um ingrediente de
multimisturas alimentares distribuidas no Brasil por
organizagdes ndo-governamentais, visando combater
adesnutricdo infantil (Vizeu et al. 2005). Alémdisso,
€ preconizado o uso desse p6 como fonte alternativa

PALAVRAS-CHAVE: cdcio, microbiologiadeaimentos, andlise
dealimentos, contaminacdo de alimentos.

decélcio, em programas sociais, destacando-se dentre
elesaPastoral da Criancadalgreja Catolica (Naves
2003). A casca de ovo é processada de forma
artesanal nas unidades da Pastoral para obtencdo do
po, que é distribuido a comunidades carentes. Por se
tratar de um subproduto do ovo, suscetivel a
contaminagdo por bactérias, sobretudo do género
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Salmonella, representa um risco potencial a salde
humana quando manuseado em condi¢des higiénicas
inadequadas.

A contaminacao dos ovos pela bactéria
Salmonella ocorre, na maioria das vezes, através da
casca, sendo que fatores como umidade, tempo e
temperatura de armazenagem séo condicles criticas
para a migracéo da bactéria, da superficie da casca
para as estruturas internas do ovo (Frazier &
Westhoff 1993, Schoeni et al. 1995, Silva Junior
2005). Oliveira & Silva (2000) constataram
contaminagdo por Salmonella em aproximadamente
10% das amostras de casca de ovo comercializado
na cidade de Campinas, S8o Paulo. Ressalta-se,
ainda, que 0 ovo é um excelente meio paradesenvol-
vimento e multiplicacdo de outros microorganismos,
como, por exemplo, os coliformes (APHA 2001,
Cardoso et al. 2001, ICM SF 19804).

Nos Estados Unidos e em varios paises da
Europa, desde o final da década de 1970, foram
relatados inimeros surtos de enfermidades trans-
mitidas por alimentos, sendo aSalmonella enteritidis
caracterizadacomo o sorotipo e agente predominante
de tais enfermidades (CDC 1992, CDC 2003). No
Brasil, os surtos por S enteritidis tem aumentado
nos ultimos anos e, com freqiiéncia, relacionam-se
ao consumo de alimentos contendo ovos crus ou
semicrus (Gongalves 1998, Peresi et al. 1998, Santos
et al. 2002). As toxinfecgOes alimentares ocorrem,
fundamentalmente, por causa de condi¢des improé-
prias de processamento de alimentos, tais como:
inadequada higiene pessoal, de utensilios e do
ambiente; manutencdo de alimentos em temperaturas
gue favorecem o crescimento bacteriano; e emprego
de matéria-primacontaminada (Silva Junior 2005).

O presente trabal ho teve 0 objetivo de analisar
o perfil microbioldgico do p6 da casca de ovo
distribuido pela Pastoral da Crianca em Goiania, e
otimizar atécnicade elaboracdo do produto visando
eficécia e seguranga em termos higiéni co-sanitérios.

MATERIAL E METODOS

Coleta e processamento das amostras

A coletafoi realizadanas unidades daPastoral
da Criancadalgreja Catodlica, nacidade de Goiania,
durante os meses de setembro a dezembro de 2001.
Foram colhidas, assepticamente, dez amostras (peso
minimo de 200 g), sendo acoletarealizada de forma
deatéria, em diferentes momentos, nos locais de
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producdo edistribui¢do do p6. A coletaeotransporte
das amostras foram realizados de acordo com as
técnicas estabel ecidas pela American Public Health
Association (APHA 2001).

Foram pesadas 25 g da amostra e colocadas
em recipiente esterilizado. Em seguida, adicionou-se
caldo lactosado a0,1% (diluic&o 10%) e procedeu-se
a homogeneizagdo. A partir desta dilui¢do inicial
(10%), foram feitas as diluigdes seriadas 102 e 103
em tubos de ensaio contendo agua peptonada
esterilizada a 0,1%. Todos os procedi mentos micro-
bi ol 6gicosforam realizados de acordo com o protocol o
descrito pela APHA (2001).

Procedimentos microbiol 6gicos

Para proceder a analise de microorganismos
mesofilos aerdbios, utilizaram-se placas de Petri
contendo agar padr&o para contagem (PCA). Apos
incubacédo das placas (35-37°C por 24-48 horas),
realizou-se a contagem das coldnias presentes.

Para a enumeracgédo de coliformes a 35°C
(totais) e coliformes a 45°C (termotolerantes), foi
utilizada a técnicado nimero mais provavel (NMP),
empregando-se diluices decimais com semeadura
em caldo lactose verde brilhante bile 2%, contendo
tubo de Durhan invertido, sob incubag&o a 35°C por
24-48 horas. As amostras positivas foram semeadas
em tubos contendo caldo EC e tubo de Durhan
invertido, com posterior incubag&o em banho-maria
circulante a 45°C por 24 horas, e confirmagdo da
presenca de coliformes 45°C (fecais) por meio das
provasdeverificagdo daproducdo doindol eutilizacgo
do citrato.

A contagem de boloreselevedurasfoi realizada
em meio agar-batata-dextrosado (BDA), acidificado
com é&cido tartérico 10% até atingir pH 3,5, com
posterior incubagdo a 25°C por trés a cinco dias.

A contagem de Staphylococcus aureus foi
realizada em &gar Baird Parker (BP) usando-se
diluicdes de 10* a 103, com posterior incubagdo a
35°C por 24-48 horas. As colbnias suspeitas foram
testadas paraaproducéo de coagul ase, termonuclease
e prova de oxidac&o e fermentacdo de glicose e
manitol.

Para a contagem de Bacillus cereus utilizou-
seasemeduaraem agar Manitol adicionado degema
de ovo e Polimixina B. Apds incubagéo a 35°C por
24-48 horas, as col 6nias suspeitasforam testadas para
motilidade, reducdo do nitrato, Voges-Proskauer,
hemdlise, fermentacdo anaerdbica da glicose,
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crescimento rizoide, formagdo de cristaisdetoxinae
decomposicéo datirosina.

A pesquisa de Salmonella sp. foi realizada
semeando-se as amostras em frascos contendo agua
peptonada e tamponada a 1% e incubadas a 35°C
por 24 horas. A partir da cultura pré-enriquecida,
transferiu-se 1,0 mL do cultivo paraum tubo contendo
caldo tetrationato, solugdo aquosade verde brilhante
a 0,1% e solug&o iodo-iodetada. Em outro tubo,
adicionou-se 1,0 mL do cultivo e 10 mL de cado
Selenito-Cistina, com incubag&o a43°C por 24 horas.
Para o isolamento e selec&o, foram usados os caldos
de enriquecimento seletivo, procedendo-se o
isolamento pela técnica de esgotamento em placas
de &gar verde-brilhante vermelho-de-fenol-lactose-
sacarose (BPLS), com novobiocinaeégar xiloselisina
desoxicolato (XLD), a35°C por 24 horas. Apds este
procedimento, aidentificacdo bioquimicadas culturas
suspeitasfoi realizadausando-se caldo triptona, caldo
vermelho de metila e Voges-Proskauer, agar
fenilalanina, agar citrato de Simmons, caldo ducitol,
meio contendo KCN, caldo malonato, eteste de agéo
sobre osaminoécidosargining, ornitinaelisina

A interpretacdo dos resultados foi feita de
acordo com os critérios microbiol 6gicos estabel ecidos
nalegislacdo brasileira(Brasil 2001).

Otimizacao da técnica de elaboracdo do p6 da
casca de ovo

A partir da forma de preparo do pd da casca
de ovo pradronizada pela Pastoral da Crianca,
otimizou-se uma técnica de preparo do p6 que
garantisse aqualidade higiénico-sanitéariado produto,
conforme os parametros preconizados pela
International Commission on Microbiological
Specification for Foods (ICMSF 1980b) e Silva
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Junior (2005), assim como a eficacia do proces-
samento em termos de simplificagdo e reducéo de
custos. O pé foi obtido de cascas de ovos brancos de
galinha, adquiridas em um estabel ecimento comercial
local. A otimizagdo datécnicade producéo do pd da
casca de ovo incluiu o teste de duas formas de
secagem das cascas, ao final do processo — secagem
a0 sol durante duas horas, e secagem em estufa a
60° C por umahoraetrintaminutos. Apdsaobtencdo
do pd, as amostras foram submetidas a analises
microbiol dgicas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Osresultados das andlises microbiol 6gicasnas
amostras de p6 da casca de ovo estéo descritos na
Tabela 1. Observou-se que a contagem de mesofilos
aerdbios variou entre 1,8 x 102 UFC.g' e 3,0 x 10°
UFC.g*. A norma brasileira vigente sobre padrdes
microbiol6gicos para alimentos (Brasil 2001) ndo
estabelece os padrdes minimos de tolerancia para
mesofilos em ovos, nem em suplementos minerais,
produtos que mais se assemel ham ao analisado neste
estudo. Entretanto, a Portaria n°® 451 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil 1997),
revogada pela resolucdo RDC n° 12 (Brasil 2001),
preconiza o limite de 10° UFC.g* para Contagem
Padrdo em Placas. Por esse parametro, 0s niveis
detectados em algumas amostras (10° UFC.g?) sdo
consideraveis, embora estejam abaixo desse limite.

Em relagdo aos coliformes totais (Tabela 1),
constatou-se que as amostras estavam contaminadas
em niveis bastante variaveis (<0,3 NMP.g! a>1600
NMPg?). A presenca desses microorganismos nos
alimentos podeindicar contaminacdo de origem fecal
ou ocorréncia de enteropatdgenas, o que € utilizado

Tabela 1. Contagem de mesofilos aerdbios, coliformestotais, coliformestermotol erantes, boloreseleveduras, Staphyl ococcus aureus
eBacilluscereus em amostras originai s de p6 dacascade ovo fornecidas pelaPastoral da Criancade Goiania, eem amostras

do produto elaborado segundo técnica otimizada.

Microorganismo Amodtra Pagtordl da Orianca Amogractimizada
(UrCgh)?

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 AF AS

Mestfilcs aerdhics 27x10°  30x10° 60x10"  72x10 18x10 30x10° 60x1F  30x10? <10x10'  10x10° <10x10"  18x10°
Cdiformestotas’ 1,09 > 1600 <03 170 1 7 2 7 2 14 <03 2
Cdifamestenutderates’ <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03 <03
Bdareseleveduras 18x10"0  11x10°  70x10" 17x10" 12x10' 16x10° <10x10' <10x10' <10x10'  14x10'  <10x10"  1,1x10"
Sahfoomsaras <10x100 <10x10'  <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10" <10x10" <10x10"
Badillusceras’ <10x10" <10x10" <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10' <10x10" <10x10" <10x10"

- UFC: unidade formadora de colénia; - AF:. amostra seca ao forno;

5- contagem estimada.
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como indicador de qualidade higiénica (Franco &
Landgraf 1999). N&o foram encontrados coliformes
termotolerantes nas amostras (<0,3 NMP.g1),
evidenciando que estas ndo tiveram contato direto
ou indireto com material fecal (Varnam & Evans
1991).

Osniveisconsideraveisde mesofil os aerdbios,
coliformes totais e bolores e leveduras, constatados
em algumas amostras como as de nimero 2, 4 e 6
(Tabela 1), sugerem possivel contaminagdo apds o
processamento térmico, visto que a imersdo em
solucdo clorada e a exposicdo do produto a
temperaturas el evadas inviabilizam a sobrevivéncia
de microorganismos (Silva Junior 2005). Estes
microorgani smos sdo indicadores de condigdesgerais
de processamento, ratificando a importancia da
adequada higiene pessoal, dos utensilios e do
ambiente, paraevitar acontaminacdo do produto pés-
processamento térmico (Bourgeois et al. 1994,
ICM SF 1980a).

Por outro lado, n&o houve contaminagéo
microbiana das amostras por S. aureus e B. cereus
(Tabela 1), conforme a legislagdo brasileira (Brasil
2001). Além disso, as amostras analisadas nao
apresentaram agentes do género Salmonella,
responsaveis por surtos de toxinfecgles alimentares
(ICM SF 1980b).

A pesquisa de Salmonella sp. é bastante
relevante, sobretudo quando amatéria-primadutilizada
€ 0 ovo e seus subprodutos. Oliveira& Silva (2000)
pesquisaram o género Salmonellaem ovoscomerciais
e encontraram niveis de contaminag&o considerados
altos em amostras de casca e de gema. Esse fato
refor¢a a importancia da adogé@o de procedimentos
higiénicos adequados no preparo do pé da casca de
ovo, afim de se obter um produto seguro em termos
higiénico-sanitarios. Nao foram encontrados relatos
de pesquisa sobre Salmonella sp. em pé de casca
deovo. Emrelacdo ao ovo integro cru como matéria-
prima do pé da casca de ovo, os resultados obtidos
podem ser comparados com o0s padrdes
microbiol 6gicos sanitarios para ovos e derivados,
proposto pelalegidacéo brasileira, que determinaque
a bactéria Salmonella sp. esteja ausente nesses
produtos (Brasil 2001).

A partir desses resultados, foi realizada a
otimizac&o da técnica de preparo do pé da casca de
ovo visando eficacia no processamento em termos
de reducgé&o de custos e das possibilidades de
contaminago. E descrito naliteratura que aredugdo
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significativados microorgani Smos ocorre apds cinco
minutos de sua exposi¢éo & uma solucdo clorada na
concentragdo entre 100 ppm e 200 ppm (10 mL de
hipoclorito de s6dio/1,0 L de agua) (ICM SF 1980b,
Silva Junior 2005). A técnica descrita pela Pastoral
da Crianga determina que as cascas de ovos devam
permanecer por trinta minutos em soluc&o cloradae
por quinze minutos em agua fervente, sendo este
tempo excessivo e desnecessario. A técnica
otimizadano presente estudo compreendeu aimerséo
das cascas em solucéo clorada na concentracéo de
200 ppm — 10 mL de agua sanitaria (hipoclorito de
sodio a 2%), diluidos em 1,0 L de &gua — durante
cinco minutos, e fervura por dez minutos (Figura 1).
Portanto, a técnica preconizada pela Pastoral foi
simplificada, reduzindo provavel mente os custos de
produgéo.

O perfil microbiol 6gico do pé dacascade ovo
obtido conforme a técnica otimizada, que incluiu
diferentes processos de secagem, € mostrado na
Tabela 1. Observa-se que a amostra seca ao forno
apresentou nivelsde contaminagdo irrel evantes, eque
naamostra seca ao sol, emboratenha sido detectada
contaminagdo microbiana, estatambém foi bastante
baixa. A contagem de mesofil os aerébiosnaamostra
seca ao sol sugere que essa forma de secagem pode
ser usada, desde gque haja protecdo adequada das

Higiene pessodl do menipulador, higienizagio do local detrabalho e dos utensilios que seréo
usados na produggo do pd da cascade ovo

\ 4
Lavagem das cascas em &gua corrente com aquebraparda das cascas, aéaremogio
completa das Ujidedes

A 4

Imersio em solugio doradapor 5 min - 1 colher de sopa (10 ml) de dgua sanitérial
(hipod orito de sidio) para cadalitro de &gua e enxéglie
das cascas em dgua corrente

A

Colocar as cascas em dgua fervente por 10 min e escorrer adgua apds fervura

v

Dispersar as cascas enumtabulero limpo e colocé:|as parasecar ao forno. Triturar as
cascas aé obter umpd

A

Coar 0pd emum pano fino elimpo. Acondidonar 0 pd emumredpientelimpoe
adequadamente fechado

Figura 1. Fluxogramade processamento do p6 dacascade ovo de
galinhaconformetécnicaotimizadano presente estudo
(*- Usar aguasanitériapura, sem perfume, indicadapara
desinfeccdo dealimentos, conformerétul o do produto).
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cascas durante 0 processo. Isso contribuiria para
maior reducdo dos custos do produto, ja que este €
destinado a comunidades carentes. Por outro lado, a
técnicade secagem ao forno é mais segura, poisevita
a contaminagdo do produto ao final do processo, e
seu custo pode ser reduzido ao se aproveitar as
elevadas temperaturas de fornos apds o preparo de
biscoitos e bolos. Nos dois casos, a obtengéo do p6d
da casca de ovo de acordo com a técnica otimizada
neste estudo resultou num melhor perfil
microbiol6gico em relacdo as amostras da Pastoral
da Crianca. Demonstra-se, assim, a eficacia da
técnicaem assegurar aqualidade higiénico-sanitéria
do produto. Além disso, osresultados mostram que o
tratamento da amostra com hipoclorito de sodio e
temperatura elevada é essencial para garantir a
auséncia de microorgani smos patogéni cos.

A imersdo dacascade ovo em solucéo clorada,
seguida de fervura e secagem constituem etapas
criticas no preparo do pé e, portanto, devem ser
monitoradas. Nesse sentido, deve-se seguir
corretamente adilui¢éo do hipoclorito de sddio, bem
como os tempos de imersdo e de fervura das cascas.
Nas etapas de secagem ao sol e moagem das cascas,
€ importante que os utensilios usados estejam
higienizados de forma adequada, e que as cascas
sejam protegidas com um pano limpo. Apés a
moagem, as cascas trituradas devem ser coadas
através de um pano fino e limpo para evitar cascas
mal trituradas e que possam representar fonte de
contaminagdo. Por ultimo, o controle higiénico das
embal agens e dos|ocal s de armazenamento minimiza
0 risco de contaminag8o pOs-processamento e
asseguraaqualidade do produto. O prazo devalidade
do p6 da casca de ovo € praticamente indefinido,
guando armazenado em locais frescos e a tempe-
ratura ambiente.

Os possivels perigos na producéo do pé da
casca de ovo podem ser a contaminacao por
microorganismos patogénicos (Salmonella sp. e
Escherichia coli) e a presenca de fragmentos de
cascas mal trituradas. Assim, a adoc&o de medidas
preventivas naelaboracdo do produto € essencial para
garantir a qualidade higiénico-sanitaria desse
suplemento nutricional, que é distribuido a
comunidades carentes visando o combate a
deficiénciade célcio.

Goiania-GO, Brasil —www.agro.ufg.br/pat

117

CONCLUSAO

1. As amostras de p6 da casca de ovo destinadas a
comunidades carentes apresentaram contagens de
mesofilos aerdbios, coliformes totais e bolores e
leveduras consideradas sem risco hiolégico,
embora, em alguns casos, 0s niveis detectados
sejam indicativos de condic¢Bes inadequadas de
processamento.

2. As amostras de p6 da casca de ovo ndo eviden-
ciaram contaminagdo por bactérias patogénicas
(Salmonella sp), potencialmente patogénicas
(Staphylococcus aureus e Bacillus cereus), nem
por agentes indicadores de contaminag&o fecal
(coliformes termotol erantes a 45°C).

3. A técnica de elaboracdo do p6 da casca de ovo
otimizada no presente estudo assegura a eficécia
do processamento e aqualidade higiénico-sanitéria
do produto.
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