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Resumo

O desenvolvimento industrial acelerado, como resposta ao aumento desenfreado da procura,
potencia uma suscetibilidade acrescida a doencas alimentares com etiologia em alimentos
contaminados. As andlises microbioldgicas a produtos para consumo humano sao
preponderantes como estratégias preventivas, assegurando que alimentos potencialmente

contaminados nao se disseminem no mercado e afetem a saudde da populacao.

Os objetivos do presente trabalho consistem em validar o método normativo ISO 21527-2:2008;
executar auditoria técnica ao método 1SO 10718:2015 e averiguar se os pressupostos das

normas estao a ser cumpridos no laboratdrio.

A metodologia foi subdividida em duas partes. Na primeira foram testadas 54 amostras,
preparadas em condicoes de precisao intermédia, e executados um total de 208 ensaios, com o
intuito de avaliar o desempenho do método. A segunda parte consistiu na execucao de uma
auditoria, para averiguar se 0s pressupostos estdo a ser cumpridos, e consequentemente, a

detecdo de nao conformidades.

Os dados obtidos demonstram resultados satisfatdrios que atestam os pressupostos em estudo,
0 que pressupoe que o método cumpriu os requisitos definidos para o uso especifico, ou seja, 0
laboratdrio denota capacidade para executar o método de forma competente, o que origina
resultados confidveis. No que concerne a auditoria técnica, foram detetadas nao conformidades,

que perante acoes corretivas, permitird o processo de acreditacao do método.

Palavras-chave: controlo de qualidade; validacao de métodos; auditoria; acreditacao



Abstract

The accelerated industrial development, as a response to the unrestrained increase in demand,
potentiates anincreased susceptibility to foodborne diseases with etiology in contaminated food.
Microbiological analysis of products for human consumption are preponderant as preventive
strategies, ensuring that potentially contaminated foods do not spread in the market and affect

the health of the population.

The objectives of this work are to Validate the 1ISO 21527-2:2008 standard method; to perform a
technical audit of the I1SO 10718:2015 method and ascertain whether the assumptions of the

standards are being met in the laboratory.

The methodology was divided into two parts. In the first part, 54 samples, prepared under
intermediate precision conditions, were tested and a total of 208 tests were performed, in order
to evaluate the performance of the method. The second part was the execution of an audit to

verify if the assumptions are being met and consequently, the detection of any non-conformance.

The data obtained show satisfactory results that attest to the assumptions under study, which
presupposes that the method has met the requirements defined for the specific use, i.e., the
laboratory denotes the ability to competently perform the method, which leads to reliability.
Regarding the technical audit, non-conformities were detected and the respective corrective

actions will be the starting point for the method accreditation process.

Keywords: quality control; method validation; audit; accreditation
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1.Introducao

A realidade do quotidiano laboral aponta para um mundo em crescimento, cada vez mais
competitivo. As empresas adotam estratégias e medidas potenciadoras com intuito de projetarem a
sua marca na tentativa de se demarcarem das restantes que possam, igualmente, oferecer servicos
na mesma drea de atuacdo. Para Kritikos (2014), empreendedores inovadores sao vitais nao sé para a
competitividade econédmica como para o desenvolvimento de oportunidades de emprego. Porém so
conseguem atingir patamares superiores se forem recetivos a constante inovacao. De facto, a
competitividade é uma realidade cada vez mais distinta entre as empresas mundiais. A taxa de oferta,
habitualmente, atinge percentagens superiores a procura e a qualidade, a confianca e os resultados
sobressaem no momento da afirmacdo de novas parcerias entre potenciais clientes e empresas. E
certo que as firmas devem-se reger de acordo com as leis governamentais de cada pais e respeitar
normas estabelecidas por esses mesmos organismos. Contudo os empreendedores sao capazes de
introduzir tecnologias inovadoras, novos produtos e novos servicos, potenciando a economia interna
de uma sociedade e criando oportunidades de trabalho de curto e longo termo. (1,2)

A sociedade, comparativamente com décadas passadas, aumentou o0s seus niveis de educacao e
literacia e, deste modo, tornou-se mais exigente no que respeita a qualidade dos produtos para uso
proprio ou consumo. Uma empresa focada na qualidade promove uma cultura que resulta em atitudes,
comportamentos, acées e processos que valorizam as necessidades e visam a satisfacao dos
clientes, uma vez que a qualidade dos servicos e produtos inclui, igualmente, a percecao do valor e
beneficio para o cliente. (1,2)

Os sistemas de gestao de qualidade compreendem variaveis através das quais as empresas
identificam os seus objetivos e definem os processos, e os recursos, para alcancar os resultados
desejados. Os conceitos e os principios que definem a gestao da qualidade capacitam as instituicoes
para os desafios que enfrentam no dia-a-dia, incutindo medidas rigorosas imprescindiveis que visam
garantir os padrdes essenciais de um dado producto. (3,4,5,6)

Para a Silliker Portugal, S.A. o controlo de qualidade visa estabelecer politicas e procedimentos de
trabalho que visem assequrar a qualidade do servico prestado, garantindo que todos os ensaios
realizados sejam sempre executados de acordo com os métodos estabelecidos, com os requisitos dos
clientes e segundo o referencial normativo ISO/IEC 17025:2017".

A 1SO/IEC 17025:2017 intitulada “General requirements for the competence of testing and
calibration laboratories” 2 foi desenvolvida com o objetivo de promover a confianca no
funcionamento dos laboratdrios, através de requisitos que demonstrem que estes operam de

forma competente, imparcial, consistente e que denotam capacidade em gerar resultados

'Também designada por 1SO 17025 neste documento.
2 Requisitos gerais para a competéncia de laboratdrios de ensaio e calibracao.



vdlidos. As empresas devem-se basear nesta norma internacional para planear e implementar
intervencoes que estabelecam uma base para aumentar a eficacia do sistema de gestao, com o
intuito de alcancar melhores resultados e diminuir os efeitos negativos dos diversos
procedimentos. Por sua vez, clientes, parceiros e autoridades reguladores podem reconhecer a
competéncia de um dado laboratdrio pela utilizacao da norma citada. (7,8)

A Unido Europeia (2004) refere que um dos objetivos fundamentais da legislacao alimentar visa
a procura de um nivel eficaz de protecao da vida e da saide humana. Qualquer empresa do
sector alimentar que se dedique a processos de producao, transformacao, armazenamento e
distribuicao de géneros alimenticios deve adotar o sistema Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP) ou em portugués Andlise de Perigos e Controlo de Pontos Criticos. O sistema
HACCP pode ser definido como um conjunto de principios técnico-cientificos, sistematicos, que
abrangem a identificacao, avaliacao e controlo de riscos bioldgicos, quimicos e fisicos ao longo
da cadeia de producao de alimentos, evitando potenciais inconformidades que podem resultar em
dano para o consumidor, de forma a garantir que ndao estejam a disposicao alimentos nao
seguros. Varios autores citam o Codex Alimentarius para determinar os sete principios

fundamentais para a aplicacao de um sistema HACCP (Tabela ). (9,10,11,12,13)

Tabela | - Principios do Sistema HACCP

Principios do Sistema HACCP

| — Identificar os perigos e medidas preventivas Identificar variaveis que possam ser evitadas,
eliminadas ou reduzidas para niveis aceitaveis.

Il - Determinar os pontos criticos de controlo Identificar os PCC nas fases em que o controlo é

(PCC) imprescindivel para eliminar um dado risco ou
reduzi-lo para valores satisfatdrios.

Il — Estabelecer limites criticos para cada PCC Limites que separam a aceitabilidade da
inconformidade.

IV — Monitorizar/controlar cada PCC Estabelecer e aplicar processos eficazes de
vigilancia.

V - Estabelecer medidas corretivas Quando a vigilancia define que um PC nao se
encontra sob controlo.

VI - Estabelecer procedimentos de verificacao Processos regulares a efetuar de forma a garantir
eficacia dos pontos anteriores.

VIl - Criagao de registo e documentacao Elaboracdo de sistemas de documentos e

registos adequados.

Cada empresa é responsavel pelo cumprimento dos principios do sistema, devendo adotar
uma posicao flexivel de modo a que este possa ser aplicavel em todas as situacdes. Contudo o
HACCP, dado a sua complexidade, denota limitacbes, nomeadamente no que concerne as
pequenas e médias empresas. A falta de tempo, recursos financeiros e pessoal especializado
pode promover uma quebra de relacdao entre as normas, o que resulta numa alteracao da

conformidade dos pressupostos do sistema. Contudo de forma a prevenir, ou em determinados



casos eliminar ou reduzir os perigos, devem ser tidos em conta requisitos que permitam a
aplicacao efetiva do sistema, nomeadamente as estruturas, equipamentos, higienizacao, controlo de
pragas, abastecimento de dgua, recolha de residuos, materiais em contacto com
alimentos, higiene pessoal e formacao. Estes requisitos tendem a conferir e controlar os perigos
associados ao meio envolvente ao processo de producao. Para verificar e determinar a
conformidade das normas, a competéncia de execucao dos sistemas e a aplicacao e
cumprimentos dos requisitos, as empresas sao submetidas iniimeras vezes a auditorias. (9,12,13)

As auditorias aos sistemas de seguranca alimentar e HACCP servem para verificar se os requisitos
e os planos HACCP estao efetivamente implementados e sao adequados, podendo ser consideradas
como processos de comparacao da realidade com o estabelecido, constituindo um importante meio a

gestao empresarial e laboratorial. (6)

2. Silliker Portugal, S.A.
A Silliker Portugal, S.A. é uma empresa multinacional norte-americana, presente em cerca de 21

paises. Definida como instituicao independente de prestacao de servicos, intimamente relacionada
com diversos ramos do sector agroalimentar, apresenta resposta as necessidades do mercado no que
concerne a qualidade e seguranca alimentar. Desde meados de 2014 que adota internacionalmente a
designacao de Meérieux NutriSciences e dedica-se a proteger a saudde dos consumidores,
apresentando um vasto leque de servicos analiticos e de consultadoria para as industrias do sector
alimentar e da nutricao. Paralelamente, abrange diferentes vertentes, nomeadamente nas dreas da
agua e ambiente, bens de consumo, farmacéutica, cosméticos e agroquimicos. Em Portugal, o
laboratdrio situa-se em Vila Nova de Gaia e conta com cerca de uma centena de colaboradores
subdivididos nos diversos departamentos e com funcdes distintas. (3)

O Departamento de Microbiologia, onde se desenvolveu o presente trabalho, é responsdvel pelo
controlo microbioldgico de uma variada gama de produtos alimentares oriundos de distintas fontes.
Uma vez que os padroes de qualidade e seguranca alimentar exigem a determinacao da presenca de
diversos microrganismos, como por exemplo Salmonella spp e Escherichia coli, suscetiveis de causar
danos severos a sadde do consumidor, o trabalho desenvolvido diariamente pelos técnicos deste
departamento surge como imprescindivel para a concretizacao da garantia de qualidade de um dado
género alimenticio. O trabalho efetuado no laboratdrio de microbiologia esta definido de modo a
permitir que as amostras avancem num trajeto de sentido Unico, nao existindo cruzamento entre
materiais e produtos. Desta forma garante prdticas eximias na manipulacao dessas mesmas
amostras, respeitado as boas praticas de laboratdrio definidas pelo departamento. (3)

Numa altura em que a promocao da qualidade e seqguranca alimentar se acentua, e que a oferta de

servicos de andlises e assessoria escasseia, a empresa assume uma posicao de lideranca no sector



de atividade e estabelece como pilares fundamentais a reacao, compromisso, confianca, proatividade,

coeréncia, solucao, lideranca e qualidade. (3)

3.0hjetivos

A formulacgao dos objetivos incidiu sobre critérios passiveis de serem atingiveis e com pertinéncia
acrescida para a tematica desenvolvida. Nesse sentido foram definidos cinco objetivos essenciais,
apresentados nos pontos abaixo, que visam, particularmente as estratégias de desenvolvimento do
presente trabalho. Assim, os objetivos formulados sao:

»  Adquirir competéncias em validagcao de métodos;

Adquirir competéncias na realizacao de auditorias técnicas;
Averiguar se os pressupostos das normas estao a ser cumpridos no laboratdrio;
Compreender os conceitos inerentes a vinicultura.
Executar auditoria técnica ao método ISO 10718:2015;

Validar o método normativo ISO 21527-2:2008.

YV V V V V

4. Sistema de Gestao da Qualidade

0 termo qualidade nao é unanime globalmente, pois a percecao individual e social pode influenciar
a experiéncia de cada um. Em termos industriais denota uma conotacao de mais e melhor, atendendo
a determinadas condicoes e/ou parametros inerentes ao consumidor, sendo este que, em Ultima
instancia, determina a classe e a qualidade do produto/servico. (14,15)

O conceito “Qualidade” de um produto encontra-se inequivocamente associado ao sentido de
bem-estar, satisfacao do cliente e fiabilidade do mesmo, sendo que, nesse sentido, pode ser definida
como o grau de satisfacao dos requisitos referentes a um conjunto de caracteristicas intrinsecas, ou
seja, exibe o resultado da combinacao de caracteristicas do projeto e da producao, determinantes na
satisfacao que o produto possa proporcionar ao consumidor, durante o seu uso. Tal definicao remete-
nos a cogitar em termos como, fiabilidade, adequabilidade e durabilidade, que na realidade nao sao
mais do que caracteristicas individuais que em conjunto constituem a qualidade do produto. Em
termos gerais, tem vindo a tornar-se num fator intrinseco a competitividade global, sendo que a
medida que a concorréncia aumenta, dada a globalizacao dos mercados, a evolugao técnica,
tecnoldgica e a exigéncia do cliente aumentam exponencialmente de forma proporcional. Assim,
qualquer que seja a definicao de Qualidade, esta deve potenciar resposta as necessidades do cliente,
de forma clara e distinta, tendo por base o tipo de produto que se estd a produzir e/ou o servico que se
estd a prestar. (14,15,16,17)

A gestao da qualidade cada vez mais se afirma como componente central das estratégias de

desenvolvimento organizacional, assim como um método de defesa perante a incerteza e a



complexidade da envolvente competitiva, que toda e qualquer empresa enfrenta no seu quotidiano.
Na atualidade, a exigéncia do cliente é mais notdria no que concerne a qualidade dos produtos ou
servigos exigidos, ostentando uma necessidade de melhoria constante. Atendendo a esta premissa,
para que ocorra uma gestao de qualidade eficaz, esta deve ser orientada no sentido de criar pilares
fundamentais, isto é, deve ostentar uma matriz essencial, bem definida, em matéria de concecao,
fabrico e/ou prestacao de servico e utilizacao. (15,16,18)

No que respeita a qualidade em termos de conce¢ao devem ser abrangidos os dados que remetam
tanto para as necessidades como para as expectativas do consumidor, em que o projeto as incorpore,
quer em termos funcionais, quer em termos técnicos. Por sua vez, a qualidade do fabrico, ou da
prestacao de um dado servico, garante as caracteristicas do produto, tendo em conta o que o
consumidor espere desse mesmo produto/servico. Como o préprio nome indica, a qualidade de
utilizacdo determina as competéncias em termos de desempenho/performance. Em situacdes mais
especificas, pode ainda ser definido um parametro extra que remete para a qualidade relacional, que
implica a eficdcia dos contactos com os clientes, incluindo os clientes internos. De salientar que a
qualidade pode ser afetada por todas as pessoas que estabelecem esse mesmo contacto. A
pertinéncia de obter o maior grau de satisfacao é essencial a sobrevivéncia de qualquer empresa e do
préprio produto pelo que a criagao, manutencao e aperfeicoamento de um Sistema de Gestao da
Qualidade (SGQ) torna-se imprescindivel, uma vez que este surge como uma estrutura organizacional
criada para gerir e garantir a Qualidade, os recursos necessarios, os procedimentos operacionais e as
responsabilidades estabelecidas. (14,16,17,19)

Um Sistema de Gestao da Qualidade denota um conjunto de medidas organizacionais aptas a
transmitir a confianca de que um determinado nivel de qualidade estd a ser alcancado, de
preferéncia com o minimo custo. Este sistema é capaz de alcancar e otimizar objetivos, assegurando
de forma sistematica a atribuicao de recursos e responsabilidades, para que a organizacao, no que
respeita a qualidade, cresca viavel, efetiva e competitiva. A implementacao de um SGQ permite que
cada membro de uma empresa saiba o que fazer e o que se espera do seu trabalho, como fazer o seu
trabalho, como e quando realizar as suas tarefas, permitindo que cumpra com as especificacoes
técnicas essenciais e obrigatdrias. (16,18)

0 sistema de gestdao (SG) implementado denota como objetivo assequrar a qualidade, e
integridade, de todos os dados obtidos através de uma doutrina de organizacao, e de gestao, baseada
em procedimentos, sequndo os quais todas as actividades se planificam, concretizam, controlam,
registam e consequentemente sao apresentadas. Em termos gerais, procura auxiliar as organizacoes
a ampliar continuamente a satisfacao dos seus clientes, atendendo as necessidades e expectativas.
Estas expectativas sao ininterruptamente refletidas em requisitos tanto materiais, como em servicos

e informacdes e sao comuns globalmente, independentemente da empresa. Em suma remete-nos



para um conceito de uma rede internacional de informacdes sobre normas, padroes e qualificacoes
para o alcance da qualidade por exceléncia. (16,20,21)

Para assegurar que todos os elementos de uma dada empresa atuam de forma equipardvel, foi
concebido um documento como base de referéncia de todo 0 SGQ, o Manual da Qualidade. (14)

0 Manual da Qualidade da Silliker Portugal, S.A. determina, de forma descritiva, a metodologia de
funcionamento de um dado laboratdrio, nao s6 pela simples execucao dos métodos analiticos, mas
também pela identificacao de todas as possiveis causas de variacao relacionadas com as amostras,
com os métodos e com a informacao, mitigando assim o seu efeito sobre a fiabilidade dos resultados
analiticos, 0 que promove, por sua vez, uma melhoria continua. (14)

Nesse sentido, com 0 mesmo, pretende-se:

> Comunicar as politicas, os procedimentos e os requisitos da qualidade (assegurando a
qualidade do servico prestado ao cliente);

» Descrever e implementar um sistema de gestao eficaz;

» Apresentar interna e externamente o SG como forma de demonstracao do cumprimento dos

requisitos danormaSO/IEC 17025:2017;

» Proporcionar a base documental para auditar o SG;

> Formar os colaboradores nos requisitos do SG (incutindo o espirito da qualidade e a

importancia que cada um assume nas tarefas que desempenha, exponenciando a relevancia que

estas denotam no resultado final, tendo como objetivo a melhoria continua);

> Proporcionar a continuidade do SG e respetivos requisitos em situacao de mudanca. (14)

Todas as atividades desenvolvidas num laboratdrio sao avaliadas reqgularmente através do
recurso a auditorias: técnicas (focadas nos métodos), auditorias internas (quimica, microbiologia e SG),
auditorias de 3.2 parte (acreditacdo e outros reconhecimentos) e, caso solicitado, auditorias de
clientes. (14)

A consciencializacao das organizacoes de que a implementacao de um Sistema de Gestao da
Qualidade traz beneficios a organizagao e que a satisfacao dos clientes esta sempre em primeiro
lugar, sao determinantes para o sucesso da organizacao. Nesse contexto, um SGQ documentado é um

pré-requisito para a obtencao da acreditacao. (19)

5. Acreditacao

Em pratica laboratorial, procedimentos analiticos bem-sucedidos resultam, geralmente, de
habilidades bem desenvolvidas, e praticadas, no que concerne ao manuseamento de materiais, no
cuidado e atencao na preparacao de amostras e reagentes, seguindo rigorosamente as instrucoes do
processamento ao longo das suas etapas, e na antecipacao a potenciais fatores influenciadores

envolvidos no método. A inddstria alimentar depara-se quotidianamente com indmeros desafios



impostos pela sociedade global, desde o produtor até ao consumidor final. A procura por produtos
seguros e de qualidade é um objetivo atingivel que carece de um esforco coletivo de todos os setores
e, consequentemente, de todos os recursos, humanos e materiais, envolvidos. Laboratérios que
promovam estas diretrizes sao encarados como os mais fidedignos. De salientar que, hoje em dia, as
empresas sao mais exigentes e, um fator selecionador dos servicos prestados por um laboratdrio
compreende o facto de este promover métodos de ensaio acreditados. Assim as andlises laboratoriais
efetuadas por um laboratdrio com metodologias acreditadas, sequndo a norma ISO/IEC 17025:2017,
demonstram maior confianca e credibilidade. Torna-se imprescindivel, numa inddstria cada vez mais
competitiva, demonstrar a competéncia técnica do laboratdrio. (22,23,24,25)

O processo de acreditacao encontra-se sujeito a legislacao que obriga a um funcionamento dos
laboratdrios de forma dinamica, sendo esse mesmo funcionamento apurado através de um sistema
de avaliacao de conformidade rigoroso, baseado nas normas redigidas, e emitidas, pelos organismos
internacionais de acreditacao, nomeadamente a European Cooperation for Accreditation (EAF, a ILAC
(International Laboratory Accreditation Cooperation) e a IAF (International Accreditation Forum). Os
critérios de acreditacao dependem essencialmente da tipologia do laboratdrio, porém, para
laboratdrios de ensaio e calibracao devem ser cumpridos os requisitos expressos no referencial
normativo ISO/IEC 17025:2017, seguido a nivel mundial, permitindo que distintos paises estabelecam
protocolos, ou acordos, baseados na avaliacdo e aceitacao mutua dos sistemas de acreditacao de
cada um deles. Para além de servir de pilar ao Sistema de Qualidade do laboratdrio surge como
referéncia para atestar a competéncia do mesmo denotando principios técnicos e de gestdo a serem
adotados para garantir a qualidade dos servicos prestados e demonstrar a sua competéncia técnica.
(25,26,28)

No nosso pais, como membro integrante da EA, o Unico organismo responsavel pela acreditacao
nacional é o Instituto Portugués de Acreditacao (IPAC), em consonancia com as disposicoes referidas
pelo Regulamento (CE) n? 765/2008, sendo uma entidade que denota independéncia e
imparcialidade e exerce atividade como autoridade publica, sob a supervisao do Estado Portugués,
impondo-se como agente regulador dos organismos de avaliacao da conformidade. Nesse sentido,
visa prestar um servico em prol da seqguranca e qualidade, ao selecionar, treinar e qualificar um
conjunto de avaliadores e peritos, que se encontram sujeitos ao dever do sigilo profissional e
imparcialidade. (18,19)

A Silliker Portugal S.A., no seu Manual da Qualidade (2021) define acreditacdo como o
“Reconhecimento, por parte de uma entidade independente, relacionado com a avaliacdo da

conformidade e a demonstracao da competéncia na realizagcao dessas atividades.”, seqguindo o0s

3 Detém, entre outras, a responsabilidade de executar um sistema de avaliagdo do IPAC e divulgacdo dos resultados
decorrentes dessa avaliagao.



pressupostos do IPAC que refere que corresponde aum “..procedimento através do qual o organismo
nacional de acreditacdao reconhece que uma entidade é competente para efetuar determinadas
atividades de avaliacao da conformidade (e.g.: ensaios, calibracao, certificacao, inspecdo).”. Segundo a
mesma entidade a acreditacao é voluntaria, porém “.. num ndmero crescente de dreas, o respetivo
enquadramento legislativo identifica a acreditacao como condicdao necessdria para o exercicio da
atividade.”. (14,24, 25 ,27)

O processo de acreditacao é moroso e acarreta encargos elevados a nivel econémico, de
rentabilidade de tempo e na necessidade de profissionais qualificados, face a exigéncia de
cumprimento rigoroso no ambito da acreditacao. Estes fatores dependem, sempre, da estrutura e
funcionamento de cada laboratdrio. A demora do processo na atribuicao da acreditacao é justificada
pelas distintas etapas que engloba (Tabela Il) detalhadas no Regulamento Geral de Acreditacao
(DRCO01), podendo ser resumidas em trés importantes momentos:

» a solicitacao, que compreende a apresentacao de uma candidatura que se inicia com o envio

dos formularios correspondentes a atividade técnica que pretende desempenhar;

» aavaliacao, que consiste na andlise dos documentos e na avaliagao presencial;

> a decisao que, sendo favordvel, remete para a emissao de um certificado de acreditacao. (28,

29)

Sempre que um laboratdrio, ou entidade, possua um certificado é obrigado a cumprir todos os

principios estabelecidos e encontra-se autorizado a utilizar o selo de acreditacao nos boletins de

andlise e certificados de calibragao. (28,29)

Tabela Il - Processo de Atribuicdo de Acreditacdo

Processo de Atribuicao de Acreditacao
Fase Descricao
1- Abertura de um processo de candidatura junto ao IPAC, onde serd atribuido um
cddigo de registo a entidade e um gestor de processo;
2 - Envio dos documentos/formuldrios ao IPAC.
1- Nomeacdao de uma Equipa Avaliadora por parte do IPAC;
2 - Avaliacao documental, visita prévia e/ou auditoria presencial (data comunicada
aos membros da entidade) onde surge o primeiro relatério com detecao de nao
Avaliacao  conformidade, opinides e oportunidades de melhoria;
3 - Periodo de planificagao das acoes corretivas em resposta as eventuais
observacoes registadas de forma a demonstrar o cumprimento das normas de
acreditacao.
1- Equipa avaliadora examina o plano de acées corretivas e emite um parecer;
2 - Analises processual pelo IPAC;
Decisao 3 - Emissao do certificado de acreditacgao, se decisao favoravel, uma vez
regularizadas as custas do processo;
4 - Autorizacao para utilizacao da marca da acreditacao.

Solicitacao/
Candidatura



Obter acreditacao, mesmo sendo um processo complexo, denota beneficios para as entidades em
termos organizacionais, técnicos, éticos e em termos de posicao no mercado. As principais vantagens
relacionam-se com a imagem de qualidade que o laboratdrio transmite, fruto da implementacao de
procedimentos de controlo mais rigorosos, a obrigatoriedade de rastreabilidade registada, o
reconhecimento de se tornar uma entidade independente (com a possibilidade de cooperar com
outras entidades acreditadas) e a oferta de uma resposta mais rapida e eficaz. Em suma a acreditacao
surge como uma preponderante estratégia de marketing, uma vez que proporciona o reconhecimento
da qualidade e da competéncia do laboratdrio e a oferta de um servico reconhecido a escala global,
satisfazendo as necessidades do cliente, garantindo respeito, profissionalismo, imparcialidade e
confidencialidade, face aos resultados obtidos, assim como de uma assisténcia permanente. Tais
factos contribuem eficazmente para a sustentabilidade de qualquer laboratdrio/empresa. Manter o
certificado exige a contratacao de manutencao de recursos humanos competentes, instalacoes
apropriadas, recursos materiais adequados, métodos de ensaio e/ou calibracdo validados e uma
revisao contante dos procedimentos, sendo este um meio de consciencializacao sobre a necessidade
de melhorias continuas. (23,27,30)

Contudo, como em qualquer processo com este grau de complexidade, existem dificuldades que
todas as entidades enfrentam, relacionadas com as exigéncias de implementacao dos requisitos da
ISO/IEC 17025:2017. Os custos elevados sao as que mais se evidenciam e encontram-se
intimamente conectados a necessidade de recrutamento de recursos qualificados, a otimizacao de
infraestruturas, a aquisicao de equipamentos adequados, e consequente manutencao, e aos
processos de auditoria. Paralelamente, o excesso de documentacao produzido pode complexificar o
funcionamento do laboratdrio e, aquando da implementacao da norma surge uma sobrecarga de
trabalho consequente, relacionada com a averiguacao do cumprimento dos requisitos normativos ou
com a retificacao de possiveis falhas detetadas. (19,23)

A acreditacao pelas entidades competentes surge como o sinal mais evidente da competéncia do
laboratdrio. Porém o facto de este ter cumprido todos os tramites e, consequentemente, ter sido
reconhecido como acreditado, nao significa que este estado se mantenha de forma permanente, até
porque tem de existir um esforco para cumprir continuamente os critérios de acreditacao, isto €, como
referido anteriormente, os requisitos que os laboratdrios devem e tém de cumprir. Estes podem ser
classificados como gerais (aplicaveis a todas as acreditacdes) e especificos (depende do tipo de
acreditacao). Os primeiros encontram-se definidos no DRCOO1 e os especificos dependem do tipo de
laboratdrio. (27,28,29,30)

No caso concreto da Silliker Portugal S.A., a mesma possui uma acreditacao flexivel global o que
lhe concede autorizacdao para “.incluir atividades adicionais (produto e/ou pardmetro e/ou

documento normativo) no seu dmbito de acreditacdo com base nas suas prdprias validacées, sem a



avaliagdo do Organismo Nacional de Acreditacdo antes da operacao (producdo de resultados) da
atividade." Tal facto permite, simultaneamente, introduzir métodos novos (modificados ou
desenvolvidos pelo laboratdrio), contudo nao inclui a introducao de novos principios de andlise. Esta
acreditacao tanto pode ser do tipo A (implementacdo de métodos normalizados) como do tipo B
(implementacdo de métodos desenvolvidos internamente ou adaptados pelo laboratdrio).
Paralelamente a empresa denota, tambhém, uma acreditacao flexivel intermédia que lhe proporciona a
capacidade para “..implementar novas versoes de documentos normativos no ambito da acreditagao,
pressupondo-se que a nova versao apresente caracteristicas similares a anterior..". (14)

Um laboratdrio acreditado é comprovado pela atribuicao de um certificado onde se encontra
expresso, ao pormenor, o ambito da acreditacao que, dada a avaliacdo, pode nao abranger todas as
atividades que a empresa exerce, sendo essa uma decisao do IPAC. Este documento revela um
nimero de registo inequivoco* e, como anteriormente referido, o processo de atribuicdo encontra-se
acessivel a toda e qualquer identidade, de forma imparcial e nao discriminatdria, independentemente
da sua natureza (publica ou privada), dimensao ou atividade, desde que os critérios de acreditacao
sejam cumpridos. O certificado tem uma validade de trés anos, ainda que de forma a avaliar se os
laboratdrios continuam a cumprir os requisitos, devam ser executadas reavaliagoes periddicas, sendo
que a primeira deve ocorrer até doze meses a contar da data de atribuicao da certificacao. De salientar
que o processo €é continuo e inclui acées de acompanhamento e monitorizacao. Importa referir que
uma entidade acreditada pode perder a acreditacao sempre que deixar de estar ativa ou entao pode,
em qualquer momento, requerer a extensao, reducao, suspensao ou anulacao da sua acreditacao.
Para que o estado se mantenha ativo sao realizadas auditorias que atestam a validade do certificado.
(24,28,29)

A acreditacao concedida as entidades é o resultado de mudiltiplos esforcos que abrangem uma
melhor qualidade na prestacao de determinados servicos. Um laboratdrio acreditado transmite

confianca acrescida e um compromisso eficaz para com o cliente. (19,23)

6. Validacao

Qualquer laboratdrio acreditado deve cumprir, de forma eficaz, a globalidade dos preceitos
expressos na norma ISO/IEC 17025:2017, assim como os pressupostos definidos pelo IPAC através
do guia para a aplicacao dessa mesma norma (OGC 001). Na pratica, qualquer laboratdrio submete-se
a obrigatoriedade de evidenciar a validacao dos métodos de ensaio, garantindo, simultaneamente, a
qualidade dos resultados obtidos e um desempenho satisfatdrio. Nesse sentido, é cada vez mais
perentdria a necessidade de comprovar essa mesma qualidade, cientes de que por vezes, possam ser

revelados possiveis erros (sistematicos e/ou aleatdrios) que potenciam, consequentemente, uma

40 nimero de acreditacao da Silliker S.A. é LOO8T.
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deturpacao significativa dos resultados finais. Sendo a validacao um requisito subentendido a norma,
a mesma refere que um laboratdrio “deve validar métodos nao-normalizados, métodos desenvolvidos
pelo proprio laboratdrio e métodos normalizados que sejam utilizados fora do ambito previsto ou
modificados de alguma forma. .." (8,30,31)

Por validacao subentende-se a “comprovacao, através de evidéncias objetivas, de que o método
cumpriu os requisitos para uma aplicacdo ou uso especifico pretendido”, o que, em termos gerais,
resulta na concretizacao de procedimentos de validacao de métodos normalizados e nao
normalizados. Os primeiros abrangem as metodologias que se regem precisamente pela norma ou
documento normativo (NP, ISO, NF), enquanto que, os seqgundos, representam os métodos que nao
estao incluidos na definicdo de um método normalizado, ou seja, “métodos provenientes de
adaptacoes de métodos normalizados ou métodos integralmente desenvolvidos pelo laboratdrio”.
(30,31,32)

Laboratdrios que adotem, no seu quotidiano, métodos normalizados precisam, simultaneamente a
validacao, de certificar que demonstram competéncias técnicas para os executar, ou seja, para
assegurar que o laboratdrio revela capacidade para efetuar as atividades declaradas. Para o efeito,
garantindo essa especificidade, efetiva-se uma validacao secunddria ou verificacao, que avalia o
trabalho desenvolvido pelo laboratdrio e, consequentemente, comprova o cumprimento das
especificacoes e da adequacao ao método normalizado. (30,31,33,34)

A verificacao traduz-se na capacidade de um determinado laboratdrio replicar um método
normalizado, com um nivel de desempenho aceitdvel, sendo que deve ser concretizada quando o
laboratdrio pretende implementar esse mesmo método. Para o efeito, a verificagao almeja assegurar
que o laboratdrio é competente em conceber dados de desempenho similares aqueles estabelecidos
na validacao primaria. (32)

Os laboratérios devem elaborar um protocolo de validacao do método, que varia conforme a
natureza qualitativa ou quantitativa do mesmo, com o intuito de apurar se os métodos aplicados sao
apropriados a sua execucao. (Tabela I1l). Por sua vez, a validacao de uma determinada metodologia
deve refletir o contexto real de trabalho quotidiano, o qual pode ser expresso pela utilizacao de
matrizes alimentares contaminadas, de forma natural e/ou artificial, devendo o primeiro caso ser
privilegiado sempre que possivel, porém a vertente artificial €, nao raramente, a Unica solugao
disponivel. De salientar que a adicao de microrganismos contaminantes, a uma matriz, nao se
comporta de forma equivalente a presenca de contaminantes inatos, uma vez que apenas simula, de
forma discreta, esta presenca. (27,30,32,34)

Os métodos sujeitos a validacao sao, genericamente, subdivididos em qualitativos, cuja resposta

exibe a presenca, ou auséncia, do microrganismo alvo numa determinada porcao de amostra, ou

n



quantitativos, cuja resposta relaciona-se com a quantidade do microrganismo alvo evidenciada numa

determinada amostra. (32,34)

Tabela Il - Protocolo de Validacao da Silliker S.A. para alimentos

Protocolo de Validagao de Métodos de Alimentos
Identificacdao das matrizes analisadas em rotina.
Experiéncia do método.

Principio do método.

Métodos Qualitativos
Realizacao no minimo de 30 ensaios, dos quais
no minimo 10 positivos, e no minimo 2 brancos e
abrangendo as diferentes matrizes, para o
calculo da sensibilidade, especificidade,
eficiéncia, seletividade, taxa de falsos positivos
e taxa de falsos negativos.

Métodos Quantitativos
- Realizacao no minimo de 30 ensaios, dos
quais 10 amostras naturais contaminadas, e no
minimo 2 brancos e abrangendo as diferentes
matrizes, para o cdlculo das caracteristicas do
desempenho:  cdlculo da  sensibilidade,
especificidade, eficiéncia, seletividade, taxa de

falsos positivos e taxa de falsos negativos.
- Carta de controlo do DPCS ou carta de
amplitude de duplicados (impresso 10.178).
- Realizagao de 10 ensaios positivos em
paralelo, para os grupos de matrizes aplicaveis,
para o cdlculo daincerteza.
Uma participacao satisfatéria num ensaio de comparacao interlaboratorial (impressos 1Q.250A -
Avaliacao dos circuitos interlaboratoriais — Microbiologia Quantitativa, e 10.250B Avaliacdo dos
circuitos interlaboratoriais — Microbiologia Qualitativa), se aplicavel.

Em microbiologia, tendo por base as metodologias utilizadas, os métodos sao validados perante a
avaliacao de parametros especificos, nomeadamente: exatidao, incerteza, precisao, sensibilidade,
especificidade, taxa de falsos positivos, taxa de falsos negativos, seletividade, eficiéncia e coeréncia.
(27,32,34)

6.1. Precisao

A precisao é definida como a “concordancia entre os resultados obtidos por aplicacao do mesmo
procedimento de ensaio vdrias vezes em materiais idénticos, em condicoes definidas’, sendo
considerada uma medida do grau de repetibilidade ou reprodutibilidade de um dado método (Quadro I).

(32,33,35).

Repetibilidade expressa a precisao de um método de ensaio efetuado em condicoes
experimentais similares, num curto intervalo de tempo. As varidveis inerentes devem
ser tao idénticas quanto possivel no que concerne ao analista, ao laboratdrio, ao
equipamento e aos reagentes utilizados, isto é, devem ser os mesmos.

Reprodutibilidade manifesta a precisao de um método de ensaio executado em
condicoes experimentais dispares, utilizando o mesmo método, numa mesma amostra,
variando as condicoes de medicao, ou seja, técnicos, laboratdrios, técnicas de

Quadro | - Definicao de repetibilidade e reprodutibilidade
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Na prética, a realidade dos laboratdrios nao é demonstrada eficazmente através destes termos,
uma vez que a situacao de variabilidade dos resultados laboratoriais, a longo prazo, nao se encontra
contemplada. Desta forma, tornou-se preponderante, a concecao de um termo mais inclusivo,
conhecido como precisao intermédia, ou reprodutibilidade intralaboratorial, sendo esta definida como
“concordancia dos resultados obtidos no proprio laboratdrio, em ensaios espacados no tempo e
independentes, aplicando o mesmo método de andlise a mesma amostra e nas condicoes normais de
funcionamento do laboratdrio com respeito aos operadores e equipamento utilizado”, ou seja, variam
os analistas, os equipamentos, os lotes de material, 0s reagentes utilizados, os meios de incubacao e o
periodo temporal. Desta forma, a sua quantificacao consiste em executar distintas medicoes sobre
uma amostra, ou padrao, variando os parametros experimentais em cada uma delas. Em termos
gerais aceita-se como sendo mais representativa da variabilidade de resultados num laboratdrio, e
como tal, mais aconselhdvel de usar. (32,34,35)

A precisdo é obtida através do desvio padrdao de reprodutibilidade (Sg), infracitado, sendo

habitualmente expressa como desvio padrao relativo ou coeficiente de variacao®. (32, 34)

i =matriz alimentar

n
1 (yiA — YiB ) 2 Yia =log(resultado da primeira réplica)
Sk = |Z Yis =log(resultado da sequnda réplica)
n 2
i=1 n = ndmero total de amostras

6.2. Estimativa daincerteza
A avaliacao daincerteza (Quadro 1), através de uma abordagem global, também reconhecida como
“top down’” ou "black box’, de um determinado método, representa o meio essencial para determinar a

fiabilidade do mesmo, baseando-se no estudo estatistico de uma série de observacdes repetidas do
resultado final. (36,37)

Incerteza: “Termo utilizado para definir a dispersao dos valores /resultados atribuidos a
uma anadlise laboratorial, indicando o nivel de confianca estimado”, sendo um “... parametro
associado ao resultado de uma medicao que caracteriza a dispersao de valores que se
pode razoavelmente atribuir a grandeza medida.”

Quadro Il - Definicdo de incerteza

> 0 desvio padrao relativo é calculado dividindo o desvio padrdo de reprodutibilidade pela média e multiplicando por 100,
sendo expresso em percentagem.
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A incerteza de um determinado ensaio encontra-se inteiramente conectada a varidveis que,

usualmente, ndo se repetem, tais como: (32,37)

» Incerteza da leitura: dada a inter-relacao do olho e da mente humana. Por exemplo de

leituras repetidas, pelo mesmo analista, podem advir resultados dispares.

VvV V. V V V V V V VY

Equipamentos.

Variabilidade das matrizes;

Preparacao da amostra: relacionada com homogeneizacao incorreta da amostra preparada;
Pesagem: inclui a incerteza da calibracao das balancas.

Variacao nos meios de cultura, tais como o pH;

Determinacdes volumétricas, exemplo da pipetagem;

Recuperacao de microrganismos stressados

Competitividade de microrganismos (presentes na amostra)

Desempenho dos recursos humanos/ Técnicos laboratoriais;

Tais varidveis, conjuntamente, determinam a incerteza que, como mencionado anteriormente, é

estimada através de uma abordagem global, baseada em resultados experimentais com replicacao da

mesma analise, sendo calculado o desvio padrao de reprodutibilidade intralaboratorial. A combinagao

das mesmas pode ser retratada através de um diagrama simplificado (Imagem 1), sendo a mesma a

representacao grafica do processo analitico. (37)

Sampling

\

Equipment,
culture media
and reagents

\

Laboratory
sample

Sub-sampling/Primary
dilution

Result

=
‘% /
=

Matrix

Residual random

Operator/time
errors

Imagem 1- Abordagem global da incerteza (Fonte: Silliker, 2009)

De forma a determinar a incerteza (U), é necessdrio ter em consideracao um fator k, que neste

caso, apresenta o valor de 2, que corresponde aproximadamente a um nivel de confianca de 95 %.

Deste modo, a incerteza é expressa pela sequinte férmula: U = 2 X Sz .(32,36,37)

A incerteza pode ser, indubitavelmente, tida como uma medida da qualidade do resultado, quando

corretamente estimada, isto €, quanto menor a incerteza, maior a qualidade. Assim sendo, o valor
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verdadeiro, deverd estar alocado, como demonstra a Imagem 2, ao intervalo de incerteza definido

para o resultado obtido. (35)

Resultado
Valor
Verdadeiro

Incerteza

Imagem 2 - intervalo de estimativa da incerteza (Fonte: RELACRE, 2007)

De salientar que a estimativa da incerteza possibilita unicamente avaliar a confianca dos
resultados e, deste modo, nao deve ser comparada com a competéncia do laboratdrio. Destaca-se
ainda o facto da incerteza nao poder ser aplicada a outros métodos, na medida em que é estimada

para apenas um. (36,38)

6.3. Exatidao

A exatidao de um método analitico permite avaliar a proximidade entre o valor obtido pelo método
de andlise e o valor de referéncia, convencionalmente aceite como verdadeiro. Tal parametro pode ser
estimado com a participacao em ensaios interlaboratoriais. (32,35)

O fator de desempenho “z-score”, que atendendo a sua definicao “indica quantos desvios-padrao
um resultado se encontra da média’, sempre que empregue, possibilita a quantificacao da avaliagao

do desempenho alcancada pelo laboratdrio, sendo este calculado pela expressao matematica: (32,35)

— (Xlab_ v)
S

Z

Esta férmula conjuga o resultado obtido pelo método de andlise em estudo (X:a»), 0 resultado
aceite como verdadeiro (X,) e o desvio-padrao (S) resultante do conjunto de dados obtidos por todos
os laboratdrios presentes no ensaio interlaboratorial. (32,35)

Uma vez calculado, o fator de desempenho é avaliado segundo uma escala de pontuacao (Imagem
3) que determina se um dado resultado é considerado satisfatdrio/aceitdvel, questiondvel ou
incorreto. Assim sendo, podemos constatar que quanto menor o resultado do “z-score” melhor

rendimento obteve um dado laboratdrio. (32,35)

0 1 2 3

1z

Imagem 3 - Esquema representativo da avaliacao da exatidao por “z-score”
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6.4. Carta de amplitudes ou duplicados

A carta de amplitudes é uma ferramenta essencial através da qual se obtém os critérios de
precisao, representado, igualmente, ao longo do tempo, a disparidade de valores entre distintos
ensaios repetidos (>2) do mesmo material, ou de materiais diferentes, no que respeita a uma
determinada gama de trabalho. Assim sendo, as cartas denotam particular pertinéncia na verificacao
de desempenho de um dado processo, isto €, se 0 mesmo se encontra em situacao de controlo,
permitindo, consequentemente, identificar possiveis nao conformidades. Tal facto torna-as,
internacionalmente, aceites como um dos meios mais eficazes de proceder a um controlo continuo no
que concerne aos resultados obtidos. Em termos praticos permite, concomitantemente, a analise do
controlo da qualidade dos produtos através de uma representacao grdfica como a expressa na
Imagem 4.(32,35,39)

3,27 Bn

Imagem 4 - Carta de Amplitudes ou de Duplicados (Fonte: RELACRE, 2007)

A carta de duplicados, utilizada como meio de controlo de qualidade, representa, de forma
individualizada, tanto na sua elaboracao como apresentacao, as caracteristicas inerentes de cada
método e, permite, simultaneamente, o cdlculo do critério de precisao. Para o efeito devem ser
reunidos um minimo de 15 resultados iniciais, oriundos de uma amostra subjugada a critérios de
precisao intermédia, ou seja, em dias diferentes, executado por todos os analistas e equipamentos.
(32,35,39)

No que concerne ao critério de precisao, o mesmo é calculado através da formula R x 3,27, sendo
gue dever-se-a transmutar cada par de duplicados (executados por distintos analistas) em Log10. Em
seguida procede-se a determinacao do valor da amplitude (Rlog) dos logaritmos |LogD1-LogD2|%e,
consecutivamente, da média dessas mesmas amplitudes em que R= 5 (Rlog/n). O valor de critério de
precisao é comummente utilizado como metodologia de verificagcao da variabilidade dos duplicados
concretizados durante o ano, por rotina, pelos diferentes analistas, devendo ser reavaliado

esporadicamente. Serve igualmente para avaliar o desempenho dos técnicos. (39)

6 D1 - duplicado um; D2 — duplicado dois.
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6.5. Parametros de desempenho do método
Os parametros de desempenho para um método encontram-se descritos na Tabela IV, hbem como,

as suas formulas matematicas. (30,32)

Tabela IV - Parametros de desempenho de um método

Parametros de desempenho do método

Eficiéncia: Fracdo de coldnias/ensaios totais corretamente atribuidas na contagem presuntiva.

(n? ensaios presuntivos verdadeiros + nensaios nao presuntivos verdadeiros)

Eficiéncia = -
f nototal de ensaios

Especificidade: Fracao total de negativos, corretamente atribuidos na contagem presuntiva.
Normalmente a especificidade é >80%

n? ensaios nio presuntivos verdadeiros
n%ensaios nio presuntivos verdadeiros + n%ensaios presuntivos falsos

Especificidade =

Seletividade: Racio do nimero de ensaios alvo com o ntimero total de coldnias. Normalmente os
resultados nao sao validos se seletividade for <10%.

nensaios presuntivos verdadeiros

Seletividade -
ne total de ensaios

Sensibilidade: Capacidade do método em detetar o organismo-alvo. Fracao do total de positivos,
corretamente atribuidos na contagem presuntiva. Normalmente a sensibilidade é >90%.

n? ensaios presuntivos verdadeiros

Sensibilidade = —; - - - 5 - = -
nensaios presuntivos verdadeiros + nensaios nao presuntivos falsos

Taxa de falsos positivos (TFP): Fracao de positivos (por exemplo: coldnias tipicas) que demonstram
ser devido a organismos nao-alvo

nlensaios presuntivos falsos

TFP = — ) ) - E : -
(n%ensaios presuntivos verdadeiros + n® ensaios presuntivos falsos)

Taxa de falsos negativos (TFN): Fracdao de negativos (por exemplo: coldnias atipicas) que
demonstram ser coldnias alvo.

n? ensaios niao presuntivos falsos
" n2 ensaios nio presuntivos falsos + n%ensaios presuntivos falsos

TFN
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7. Auditoria

As auditorias resultam da necessidade dos laboratdrios cumprirem os pressupostos essenciais a
manutencao da acreditacao e consistem, principalmente, numa avaliacao presencial com o intuito de
proceder a um diagndstico detalhado, e sistemadtico, das atividades desenvolvidas no ambito desse
mesmo processo de acreditacdo. Sequndo a Silliker Portugal S.A. (2021) podemos distinguir
diferentes tipologias de auditorias que se realizam no local onde a empresa desenvolve as atividades,
avaliando, desta forma, o cumprimento dos critérios relacionados com a conformidade dos requisitos
acreditados e a eficacia dos sistemas de gestao empresarial. Nesse sentido a empresa define a
auditoria da qualidade como um “processo sistemadtico, independente e documentado para obter
registos, afirmacées factuais ou outra informagdo e respetiva avaliacao objetiva com vista a
determinar em que medida os requisitos normativos sao satisfeitos.”. Cada empresa é responsavel
pelo desenrolar, em termos de planeamento e implementacao, das suas auditorias, sendo que as
mesmas podem ser divididas em auditoria de primeira parte, ou interna, que consiste na avaliagao
“..executada por uma organizacdo aos Sseus proprios sistemas, procedimentos e instalacoes,
recorrendo a pessoal proprio qualificado ou a auditores contratados.”. Em estreita associacao a esta
surge a auditoria técnica, que é realizada “..preferencialmente por um analista (técnico de laboratdrio)
aos ensaios. Com esta metodologia pretende-se garantir que todos os métodos do ambito da
acreditacao sdao auditados no minimo a cada dois anos..e 0s restantes métodos auditados em
periodos nao superiores a 4 anos.”. Paralelamente sao igualmente definidas pelo menos mais duas
tipologias de auditoria, conhecidas como externas, nomeadamente a de segunda parte (efetuada por
um cliente aos seus fornecedores ou subfornecedores) e a de terceira parte (efetuada por um
organismo externo independente). De salientar que as auditorias externas nao substituem as
auditorias internas. (40,41,42)

A realizacao de auditorias visa verificar, periodicamente, se os métodos obedecem aos requisitos
do sistema de gestao e da norma ISO/IEC 17025:2017. Os resultados dessas mesmas auditorias,
principalmente as nao conformidades, fornecem informacoes extremamente pertinentes nao so para
avaliar o sistema de gestao da entidade e as atividades de ensaios e calibracao, mas também para
proceder as revisoes e retificacdes necessarias, ou seja, funciona como uma ferramenta essencial, de
confianca e eficdcia, de apoio a pratica quotidiana, auxiliando a empresa a melhorar o seu
desempenho. O recomendado, ainda que nao seja um protocolo totalmente obrigatdrio, é que as
mesmas sejam realizadas no minimo com uma periodicidade anual, devendo, para tal, ser executado
um planeamento cuidado e detalhado das acdes a realizar. (40,41,42)

A realizacao de auditorias internas num dado laboratério assume, assim, uma importancia
preponderante dada a possibilidade de identificacdo e/ou correcao de nao conformidades assumindo

o cumprimento continuo dos critérios expressos no certificado de acreditacao. (40)
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As auditorias internas sao da responsabilidade do laboratdrio” e podem ser executadas por
elementos do proprio laboratdrio (desde que esteja evidenciado que possuem competéncias técnicas
para o ambito a auditar e para os métodos envolvidos) ou por elementos externos com aptiddes para
as atividades desenvolvidas pela empresa. O planeamento é a base de uma auditoria eficaz. Nesse
sentido, um plano de auditoria deve ser executado de forma a que esteja expresso quais 0s critérios
da auditoria, que fungdes serao auditadas, datas, hordrio e equipa de auditores, devendo incidir sobre
todos os elementos que comp6em o sistema de gestdo. Na preparacao de uma auditoria, a pessoa, ou
a equipa, responsdvel deve ter acesso prévio a documentos pertinentes, manuais, relatdrios
anteriores e registos do departamento a ser auditado para verificar se estao em conformidade com os
requisitos. Preferencialmente devera ser o responsavel técnico da qualidade a proceder a auditoria,
porém a mesma pode ser executada por qualquer outro técnico qualificado (treinado para tal) de
forma singular ou com apoio de um elemento da equipa de auditores. Os auditores nao devem auditar
as suas proprias atividades sendo que, na impossibilidade de tal acontecer, os gestores devem
assegurar que as atividades dos auditores também sejam avaliadas por elementos pré-nomeados.
(40,41,42)

O processo de auditoria deve ser iniciado com uma reunidao de apresentacao prévia onde sao
abordados os procedimentos a serem executados, 0 cronograma, os critérios a auditar e a pertinéncia,
para a empresa, dos dados resultantes do procedimento. Posteriormente, numa vertente pratica, a
auditoria desenvolve-se através de um rol de atividades que pretendem identificar os pressupostos
normativos, que inclui a formulacdao de questoes, técnicas de observacao dos procedimentos,
examinacao das instalacoes e avaliacao dos registos de forma a que o/a auditor/a determine a
conformidade com o sistema de gestdo, baseando-se na documentacao respetiva (manuais de
qualidade, procedimentos técnicos, ficheiros de teste dos equipamentos, entre outros) e a forma como
estes estao a ser implementados. Os dados devem ser recolhidos sem formular juizos de valor ou
promover inseguranca aos elementos auditados, de forma a serem os mais eficientes e fidedignos
possiveis. O término da auditoria deve resultar na compilacao de registos que devem incluir a
identificacao dos requisitos auditados, pessoal envolvido, documentos e registos analisados, assim
como as atividades auditadas e os métodos utilizados (presencial, simulacdo, avaliacao de registos,
observacao, entre outros). Para a formulacao dos mesmos, sob a forma de um relatdrio, o auditor deve
rever, cuidadosamente, quais as informacdes relevantes e pertinentes, particularmente nao
conformidades e manifestar recomendacoes para melhorias. Os aspetos positivos também devem
ser incluidos como forma de promover a continuidade de boas préticas. (40,41,42)

As nao conformidades detetadas devem ser reportadas ao responsavel do departamento auditado

de forma a serem implementadas acoes corretivas e estratégias de atuacao. Sempre que for

’ Ainiciativa de programar e concluir uma auditoria é da responsabilidade dos gestores do laboratdrio.
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constatada uma nao conformidade que possa comprometer o resultado de uma calibracao, ensaio ou
inspecao, a atividade correspondente deve ser descontinuada até que a acao corretiva apropriada seja
tomada e comprovadamente bem-sucedida. Apds a apresentacdao das mesmas na reuniao final, deve
ser estabelecido um prazo, pelo responsavel do departamento, para que sejam definidas e aplicadas
as medidas que assegurem os critérios normativos. Todos os registos resultantes da auditoria devem
ser arquivados por um determinado periodo de forma a servir de apoio a todos os elementos

intervenientes. (42,43)

8. Os fungos na Indistria Alimentar

Os paises industrializados deparam-se com um problema crescente de contaminacao de
alimentos, de etiologia microbioldgica, representando um problema de satide publica, com enormes
efeitos socioecondmicos. Para responder a este desafio, os governos tém aumentando o
investimento na pesquisa de novas e inovadoras estratégias de controlo relativamente ao
crescimento microrganico prejudicial. Este esforco internacional continuo visa prevenir perdas anuais
brutas de cerca de 30% assim como minimizar a incidéncia de patologias de origem alimentar que tem
vindo a despoletar a um ritmo acelerado, apesar da introducao das normas HACCP e da promulgacao
de regulamentos de seguranca alimentar. (44,45,46)

A contaminacao microbiana, em qualquer fase do processo de plantacao, colheita, manipulacao e
comercializacao é evidente, e este problema tanto pode ser despoletado pelo produtor, vendedor ou
até mesmo pelo consumidor. Nas ultimas décadas muitas foram as discussdes sobre as principais
causas que podem estar na base da situacao, considerada por muitos uma questao de satde publica
global. Concluiu-se que as alteracdes das praticas agricolas e alimentares, o aumento das
exportacoes e as alteracdes sociais, como a permuta dos habitos de consumo e a mobilizacao social,
sao as mais comuns. Além destas, vdrios fatores como as caracteristicas fisico-quimicas, as prdticas
de manuseamento e confecdo, os intervenientes pré-colheita (dgua da rega, solo ou sementes
contaminadas), as condicdes de armazenamento (temperatura, humidade e atmosfera) e as
condicoes de transporte também foram realcadas como potenciais influenciadores da populacao
microbiana. Alguns estudos acrescentam que ambientes muito quentes e humidos ou eventos
climaticos extremos aumentam o risco de deterioracao por contaminacdo. Sem descurar, por todas
estas possiveis causas, o risco de contaminacao cruzada. (44,45,46,47)

Os fungos (bolores e leveduras) desempenham varias funcdes nos ecossistemas e sao
abundantes no meio ambiente, sendo os que mais contribuem para a contaminacao dos alimentos ao
longo da cadeia alimentar e, a deterioracao que instiga nos consumiveis, provoca perdas significativas
para a industria, ainda que muitos deles sejam essenciais no campo da biotecnologia e tenham

distintas aplicacoes industriais, como na producao de certos farmacos, alimentos e bebidas. A
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evolucao destes microrganismos permite-lhes colonizar em ambientes diversos e hostis, tornando-
os resistentes aos fungicidas convencionais, o que, consecutivamente, aumenta a sua incidéncia no
meio ambiente, infetando colheitas e deteriorando alimentos. De facto, os fungos constituem uma
ameaca a seguranca alimentar, destruindo cerca de 25% dos produtos agricolas através de doencas
ou deterioracdao do mesmo. Inclusive podem provocar estragos nos estados mais avancados de
producao sendo que, sequndo Davies et al (2021), cerca de 10% dos produtos colhidos sao destruidos
no periodo pds colheita. Esta deterioracao é associada a efeitos negativos da qualidade organolética
dos produtos, tais como o sabor, 0 aroma, a estética, entre outros. Porém, o comportamento da
populacao microbiana, da qual resulta a alteracao das caracteristicas do produto, é maioritariamente
determinado pelas propriedades do alimento. (44, 45, 48)

Alguns fungos podem colocar em risco a vida humana e animal, pela producao de metabolitos
toxicos, as micotoxinas, que representam um perigo para a saude, originando infecoes oportunistas,
em hospedeiros suscetiveis, sendo que, em alguns casos, atuam como agente cancerigeno. A sua
aptidao a infecao advém da capacidade das mesmas em se manterem estdveis perante alteracdes de
temperatura e denotarem tolerancia a pH acido, resultado da evolucao microbiana e adaptacao ao
meio envolvente. (49)

Apesar do uso de conservantes e da otimizacao das medidas de higienizacao reduzirem a
deterioracao alimentar, certos fungos denotam elevada resisténcia e podem persistir em condicoes,
por vezes, consideradas indspitas. Muitas estratégias sao praticadas ha centenas de anos, contudo,
nas ultimas décadas demonstram-se inadequadas no combate a contaminacao por fungos e outros
microrganismos, e tanto o crescimento populacional como as alteracoes climaticas trazem novos
desafios a estas mesmas estratégias. No sentido de aumentar a seguranca alimentar é essencial
controlar todos as varidveis e encontrar solucdes, reais ou potenciais, para o problema (Imagem 5).
(44,4550)

m
' 4 .
Challenges W Potential

solutions

- Fungicide synergies

- Fungicide resistance

- Tightening chemical legislation @é g Qg U] £ - Natural P!’O'dUCtS
- Potential reduced fitness of resistant LY - RNA fungicides
cultivars ﬂ - Biological control

- Public/regulatory concerns: GMOs \_ - Passive control

Stored-foods :
- Preservative resistance - Natural product preservatives

- Preservative combinations

- Industry and consumer trends : :
(e.g. low sugar, ‘clean’ labelling) - Biological control
. - Risk assessment )
-

Imagem 5 — Desafios e solucdes perante contaminacdo por fungos. (Fonte: Davies et al, 2021)
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Reconhecer e compreender a fonte, e os microrganismos envolvidos, contribui consideravelmente
para o controlo das colonizagdes indesejadas. Para minimizar o efeito provocado por essas coldnias,
dever-se-a otimizar os procedimentos padronizados e potenciar boas condutas de producao. Muitas
dessas praticas, origindrias do esforco internacional, dos paises industrializados, visam a reducao da
atividade da agua do alimento, o processamento térmico, a adicao de conservantes, a reducao dos
niveis de oxigénio no embalamento (adocdo de embalamento a vacuo ou através de processos de
atmosfera controlada) e o armazenamento refrigerado. A implementacao de cada uma destas
estratégias pode nao ser adequada a todos os grupos de fungos, pelo que a conjugacao de duas ou
mais ird reduzir a quantidade de microrganismos que podem deteriorar os produtos o que, para além
de garantir a seguranca alimentar, permite restringir a contaminacao para taxas aceitdveis. (47,51)

A agua é essencial a existéncia e a sua escassez é um fator que limita a vida. Apenas organismos
especialmente adaptados podem lidar com essa possibilidade no seu ambiente natural. Desta forma,
uma estratégia de conservacao alimentar visa a reducao da dagua através de processos de secagem
e/ou adicao de solutos concentrados, como sal ou acticar. Reduzir a atividade da dgua para valores de
0.9 previne o crescimento da maioria das bactérias. Contudo, muitos fungos, conseguem crescer em
valores de atividade de dgua de 0.8, aproximadamente, sendo que, foram registados fungos que
crescem em valores de atividade da dgua a rondar os 0.61. Esses microrganismos sao denominados
de xerofilicos, ou osmofilicos se conseguirem crescer em ambientes altamente concentrados.
(50,52,53,54)

Determinadas estratégias de processamento alimentar podem libertar o produto da presenca de
fungos, ou, em contrapartida reduzir a colonizacao do mesmo. Contudo, com tempo suficiente, os

fungos que resistem podem eventualmente desenvolver-se e deteriorar o alimento. (44,55)

8.1.15021527.2:2008

A ISO 21527-2:20088 “Microbiologia de alimentos para consumo humano e animal - Método
horizontal para enumeracao de leveduras e bolores - Parte 2: Técnica de contagem de coldnias em
produtos com atividade de dgua menor ou igual a 0,95 engloba as condutas normativas que
especificam o procedimento técnico no que concerne a enumeracao de bolores xerdfilos e leveduras
osmdfilas em produtos destinados ao consumo humano e alimentagao para animais, cuja a atividade
da dgua seja inferior ou igual a 0,95 (Tabela V). Porém, a presente norma nao é passivel de ser
aplicada a recursos cuja atividade da agua apresenta valores iguais ou inferiores a 0,60, nao

possibilitando, desta forma, a enumeracao de esporos e a detecdo de micotoxinas. (56)

8 Traducao de "Microbiology of food and animal feeding stuffs — Horizontal method for the enumeration of
yeasts and moulds — Part 2: Colony count technique in products with water activity less than or equal to 0,95’
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Tabela V -Atividade da dgua conforme as matrizes

w?ter Food examples/matrices
activity (aw)

095 Alimentos altamente pereciveis (frutas frescas e enlatadas, legumes, carne, peixe), leite,
Y enchidos cozidos, paes, alimentos que contenham até 4 % de sacarose ou 7 % de NaCl (sal)
091 cheddar, carnes curadas, concentrados de frutas contendo 55% de sacarose ou 12% de NaCl
c (sal)

Salsicha fermentada, pao de Id, queijo seco, margarina, alimentos contendo 65% de sacarose ou
20,87

15% de NaCl (sal)

Concentrados de frutas, leite condensado, “syrup” (xarope), farinha, bolos com alto teor de
20,80 . . o o .

acucar, leguminosas com 15% a17% de humidade
20,75 Geleia, marmelada, frutas cristalizadas, macapao, “marshmallows”
20,65 Aveia em flocos com 10 % de humidade, geleia, melaco, frutos secos
»060 Frutos secos com 15% a 20% de humidade, caramelo, mel, barras de cereais, racao para caes,
Y alimentos granulados, graos, cereais e produtos a base de cereais
20,50 Noodles com 12% de humidade, especiarias com 10% de humidade
20,40 Ovo em pd com 5 % de humidade, torrao
20,30 Biscoitos, bolachas, crostas de pao com 3 % a 5 % de humidade, molho desidratado
20,03 Leite em p6 com 2% a 3% de humidade, sopas desidratadas, café soltvel

Na prdtica, a preparacao das amostras submetidas aos
ensaios laboratoriais obedece a um protocolo bem
definido, que devera ser cumprido de forma a evitar
resultados erréneos (Imagem 6). A dgua peptonada a 0.1%
surge como o meio utilizado para a preparacao da
suspensao inicial e respetivas diluicoes. Esta escolha é
justificada pela potenciacao do crescimento microbiano,
uma vez que as peptonas sado utilizadas como fonte de
carbono, nitrogénio, vitaminas e minerais. Paralelamente,
denotam, também, um efeito tensioativo, auxiliando na
diminuicao do choque osmdtico, o que preserva,
consequentemente, a integridade morfoldgica e celular
microbiana. Uma vez executada a suspensao inicial,
procede-se a inoculacdo no meio seletivo DG18 (Dichloran
Glycerol Agar), com recurso a um método de
espalhamento, pois, comparativamente ao método de

incorporacao, promove um crescimento mais uniforme e

Preparacdo da suspensio-mae:

Xg amostra + 9X agua peptonada 0,1%
STOMACHER

v

Fazer as diluicdes em 9ml agua peptonada
0,1%

¥

A partir da amostra/suspensdo-
mée/ diluicdes, retirar 0,1ml para DG18
(espalhamento).

+ v

Deixar secar. Incubar as placas viradas para
cima e num saco de plastico aberto:
5 a 7 dias®@(25¢1)°C

v

Contar os bolores e leveduras presentes.

Imagem 6 - Fluxograma da IS0 21527-2:2008

(Fonte: Silliker,2022)

isolado das culturas ftingicas. Na sua constituicdo o DG18 contém glucose (como fonte de carbono),

triptona (que fornece nitrogénio), vitaminas e minerais, dicloran (que atua como antifingico que inibe

o desenvolvimento de fungos de propagacao rapida, minorando o tamanho das suas coldnias) e

cloranfenicol, um antibiético que impede o crescimento bacteriano. Posteriormente, a esta solucao, é
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adicionado glicerol, numa concentracao maxima de 18%, o que promove a reducao da atividade da
agua no meio. (56, 57)
9. Vinicultura

Nos tempos modernos, a vinicultura representa uma das inddstrias que mais contribui para a
economia dos paises industrializados e enfrenta desafios didrios que ameagam nao sé a qualidade do
vinho como a sua comercializacdo. (58)

0 vinho é o resultado de um processo bioquimico, e ecoldgico, complexo que se inicia com a
vindima, continua com os processos de fermentacdo, envelhecimento (em castas prdprias) e
engarrafamento. Os microrganismos sao o cerne do processo de vinificacao, tanto para o bem como
para o mal, uma vez que 0s processos bioquimicos e a interacao entre bactérias, virus e fungos
desempenham um papel fundamental no produto final, dado que podem afetar a qualidade do vinho. A
composicao quimica do mesmo depende igualmente da acao de cada um deles, isto porque podem
afetar as caracteristicas da uva antes da colheita e durante a fermentacao e, concomitantemente,
metabolizam a frutose, e outros componentes, em etanol, didéxido de carbono e diversos produtos
secunddrios que, em conjunto, contribuem para o cardcter individual do vinho. Logo, é sequro afirmar
que todas as espécies envolvidas tém um papel importante na composicao quimica, ainda que as
leveduras assumam um papel mais fulcral por serem responsaveis pela conducao da fermentacao
alcodlica. (59,60)

Muitos fatores afetam a ecologia microbiana da producao de vinhos, das quais a composicao
quimica do sumo da uva e os processos de fermentacao sao os mais significativos. As leveduras e as
bactérias Iaticas sao os microrganismos que mais intervém neste processo no que concerne a
fermentacao alcodlica e malolatica, respetivamente. Em ecossistemas microbianos complexos, que
denotam diferentes espécies e linhagens, existe a possibilidade de ocorrer interacao entre estes, o
gue também determina a ecologia final do produto. (60,61)

A fermentacao alcodlica é um processo biomecanico que ocorre de forma espontanea, por
processos sequenciais, produzidos por diferentes cadeias de leveduras presentes nos cachos das
uvas, nas adegas ou selecionadas de acordo com alguns fatores. A fermentacao maloldtica
corresponde a uma fermentacao bacteriana que transforma acido malico em dcido latico e diéxido de
carbono, sendo as bactérias Iaticas responsaveis pelo processo, maioritariamente, pertencentes as
espécies Oenococcus e Lactobacillus plantarum. Durante a fermentacao maloldtica, as bactérias
consomem as fontes de carbono residual, tornando-as inacessiveis para 0S microrganismos que
podem deteriorar e alterar as propriedades organoléticas do vinho. Este tipo de fermentacao é
considerada secundaria no processo de vinificacao, contudo promove a estabilidade microbiana e

melhora a acidez do vinho. (61)

24



Em termos microbioldgicos salientam-se trés fases nas quais 0s microrganismos podem
prevalecer no processo de vinificacao e influenciar a qualidade do produto final. A primeira fase,
envolve a matéria prima, onde a microflora natural é afetada indiretamente por condicoes externas
como a variedade da uva, o seu estado na colheita e a sua saude, a temperatura, a chuva, o solo e a
utilizacao de inseticidas e fungicidas. Tal significa que as uvas enviadas para a adega nem sempre se
encontram nas melhores condi¢des o que pode afetar a biodiversidade. De salientar, igualmente, que
as uvas interagem diretamente com o equipamento vinicola que, se nao apresentar as melhores
condicdes de higienizacao surge como inoculador de microrganismos repercutindo-se no sumo da
uva. A segunda fase pode ocorrer durante a fermentacao. O sumo de uva, nesta etapa, contém a flora
natural do fruto combinada com a flora proveniente da adega e dos equipamentos. A composicao do
sumo (pH baixo e alto teor acticar e acido) conjugado com a adicao de di6xido de enxofre cria um
ambiente propicio ao desenvolvimento de leveduras e bactérias durante a fermentacao alcodlica.
Muitos microrganismos podem crescer, e desenvolver, no mosto® pelo que a introdugdo de
determinadas estirpes de leveduras, previamente selecionadas, como a Saccharomyces cerevisiae e
bactérias laticas, como as Oenococcus, podem controlar a acao prejudicial das mesmas. Estas
espécies sao eficientes na conversao de acticar em etanol e acido malico em acido latico, o que
suprime o desenvolvimento de outros fungos e bactérias. Na terceira fase, apds a fermentacao, o
dano do vinho pode ocorrer na garrafa, ou mesmo, durante o armazenamento em barris. Nesta etapa
as regras sanitarias da adega devem ser escrupulosamente cumpridas e torna-se absolutamente
critica a reducao dos niveis de oxigénio e a utilizacao de agentes antimicrobianos, em dosagens
controladas, de forma a garantir um produto estavel e resistente a leveduras e bactérias. Os fungos
também podem assumir um papel contaminante quando presentes nas rolhas de cortica ou nos barris
de armazenamento. (58,59,62)

A presenca de microrganismos, inclusive os desejaveis, durante todo o processo de producao de
vinhos, carece sempre de uma avaliacao cuidada, na necessidade de atuar de forma a proteger a
qualidade do produto e promover a seguranca para o consumidor. Identificar e reconhecer os
potenciais riscos e comportamentos microbianos é uma das estratégias de prevencao mais eficazes.
Toit e Pretorius (2000) referem ser crucial compreender em que condicdes determinados
microrganismos podem causar contaminacao do vinho, assim como alterac6es no sabor, odor e cor na
presenca de certas condi¢oes. Compreendendo estes processos serd possivel combater eficazmente
a contaminacao do vinho e desenvolver novos métodos de conservacao. (59,60)

As interacoes envolvidas nos processos de producao vinicola, particularmente na fermentacao do

sumo de uva para vinho, através da atividade microbiana, produzem metabolitos primdrios e

% Sumo das uvas frescas adocicado, resultante da pesagem/prensagem da fruta, composta essencialmente por
agua (70-85%) e elementos determinantes no processo de fermentacao alcodlica, no sabor, acidez e aroma.
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secunddrios que alteram as caracteristicas organoléticas do produto final, tais como o aroma e o
paladar, tornando-o menos apetecivel para o consumidor ou, na pior das hipdteses, impréprio para
consumo. (63)

0 sabor do vinho é uma percecao sensitiva Unica que varia de individuo para individuo, dependendo
tanto da experiéncia do consumidor como da composicao quimica do mesmo, sendo esta ultima
considerada a base da resposta sensorial e, que por sua vez é determinada por vdrios fatores, ja
referidos anteriormente, como a variedade da uva, as condi¢oes geograficas, as condicoes viticolas do
cultivo da uva, a ecologia microbial, os processos de fermentacao e as préprias praticas vinicolas. A
resposta definitiva é o resultado de interagdes quimiosensoriais complexas dificeis de prever dada a
influéncia de todos os fatores envolvidos ao longo do processo. As propriedades organoléticas do
vinho resultam de varios compostos, geralmente resultante do metabolismo das leveduras, tais como
alcoois superiores, dcidos organicos, éteres, aldeidos, dcidos gordos e compostos sulfurados. Em
determinadas situacdes podem surgir subprodutos do metabolismo que afetam as propriedades do
vinho e, consequentemente a sua qualidade. Uma das alterac6es com maior incidéncia, e que
permanece como um desafio para a industria, € a denominada “odor, ou sabor, a rolha” que afeta
negativamente a experiéncia e aceitabilidade do consumidor e deprecia as propriedades do vinho.
Este é, de facto, um problema sério que as industrias enfrentam, sendo vulgarmente identificado
como um odor, ou sabor, a terra, mofo, humidade, madeira, fumado ou a fenol que mascara o paladar e
o0 aroma natural do vinho, afetando a sua qualidade e inviabilizando a sua venda e consumao. Varios
estudos demonstram que este efeito é da responsabilidade da cortica, e reflete o resultado da
producao de determinados compostos volateis, que surgem no vinho, tendo a sua origem na rolha.
(59,60,61,64,65)

As rolhas de cortica sao, desde ha seculos, o vedante de elei¢ao para as garrafas de vinho dado as
indmeras aplicabilidades da matéria prima, porém representam, igualmente, um dos fatores que
influencia negativamente as propriedades do vinho, particularmente porque alguns necessitam de
envelhecer na garrafa. A cortica representa a casca do sobreiro (Quercus suber L™) sendo constituida
essencialmente por polissacarideos (celulose e hemicelulose), suberina, lignina, extratos (como os
triterpenos) e compostos inorganicos, denotando propriedades particulares, das quais se destacam a
térmica, acustica, compressivel, viscoeldstica, impermedvel para gases e liquidos, reciclavel,
biodegradavel e com alta resisténcia a abrasao. A suberina, presente na parede celular da cortica, por
se tratar de uma substancia cerosa com propriedades impermeabilizantes é a responsavel por
conceder a capacidade de alta resisténcia a degradacdo e a baixa permeabilidade do material.

Industrialmente, a cortica é utilizada em abundancia em ilimitadas aplicacdes para a producao de

100 crescimento da arvore é lento e denota uma alta capacidade de regeneragdo, sendo, desta forma, a sua
exploracao industrial, e comercial, sustentavel.
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produtos com valor desde rolhas, roupas e aderecos, mobilidrio, revestimentos, calcado, material
desportivo, isolante, entre muitas outras. (63,64,66)

0O odor arolha, ou odor de cortica, regista uma ocorréncia considerdvel, o que afeta negativamente
a industria e representa uma questao perentdria para produtores, vendedores e consumidores. Varios
estudos laboratoriais relatam distintos compostos, como agentes etiologicos deste problema, tais
como anisais, guaiacol, geosmina, pirazinas, sesquiterpenos e compostos alifdticos. Contudo nenhum
é mais citado do que os haloanisdis, sendo o mais incidente o 2,4 6-tricloroanisol (TCA), um
metabolito fingico com odor a mofo que se forma através da biometilacao do 2,4,6-triclorofenol
(TCP). Outros haloaniséis, como o 2,3,4,6-tetracloroanisol (TeCA), o pentacloroanisol (PCA) e 0 2,4,6-
tribromoanisol (TBA), também podem ser encontrados, ainda que em menor incidéncia. Estes
compostos sao normalmente produzidos por metilacao microbiana - uma reagao quimica onde
intervém diversos microrganismos- dos seus halofendis (presentes na casca dos sobreiros) durante a
producao e armazenamento de rolhas utilizadas para engarrafar o vinho. Consequentemente
transitam da rolha para o interior da garrafa, produzindo o sabor a rolha. Como referido anteriormente,
outros compostos voldteis foram, igualmente, identificados na rolha, alterando as propriedades
organoléticas do vinho. O guaiacol” é responsavel pelo aroma a fenol ou a fumado, a geosmina pelo
aroma forte a mofo e a terra, ja os compostos 1-octeno-3-ol e 1-octeno-3-ona sao responsdveis por
um aroma equiparavel ao cogumelo enquanto que o composto 2-metoxi-3,5-dimetilpirazina
promove um aroma leve de bolor. Varios autores afirmam que a terminologia de odor/sabor a rolha s6
deve ser aplicada nos casos de contaminacdo do vinho com aroma a bolor e/ou mofo.
(60,61,63,64,65)

Nos anos recentes, os vinicultores estao cada vez mais atentos ao crescimento de bolores nas
rolhas do vinho. Os bolores, enquanto organismos aerdbicos, sao bastante intolerantes ao alcool,
contudo a espécie Penicillium surge como excecao, tendo sido relatada a sua presenca em niveis de
alcool com um volume aproximado dos 16%. Em alguns casos, fragmentos de mofo em vinhos
envelhecidos resultam, provavelmente, de uma transferéncia em etapas anteriores de
processamento ou do contacto com equipamentos, ou recipientes de armazenamento contaminados.
Os fungos filamentosos que crescem nas porosidades da cortica, como parte da microflora natural, ou
por contaminagao, em suma, sao 0s principais responsaveis pelas alteracoes do aroma e sabor do
vinho, contudo as leveduras e as bactérias também podem, e devem ser implicadas no problema.
(58,60)

" Este composto também tem sido associado a contaminacdo de sumos de fruta, bebidas a base de fruta e leite
achocolatado.
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9.1.1S010718:2015

A 1SO 10718:2015% “Caracterizacdo de rolhas de cortica de reduzida carga microbiana por
contagem das unidades formadoras de coldnias (ufc) de bolores, leveduras e bactérias, suscetiveis de
extracao e de crescimento em meio alcodlico” corresponde a norma que determina a metodologia a
utilizar para enumerar as coldnicas microbianas (bolores, leveduras e bactérias) que eventualmente
possam ser identificadas em rolhas de cortica, e que denotam capacidade de desenvolvimento em
meio alcodlico, sendo que, em determinadas condicoes, podem ser extraidas durante os trés meses
subsequentes a entrega. A presente normativa abrange todos os tipos de rolhas de cortica, aptas a
serem utilizadas, desde que os processos de higienizacao e acondicionamento inerentes tenham sido

garantidos, ou seja, a todos os tipos de rolhas em que as condicoes assépticas e herméticas foram

respeitadas. (67)

Extracdo: Acertar o pH a 3-3,5 da

Numa vertente adicional a norma solugéo de extracdo. (com acido
tartarico 10%. ~36 gotas (4ml) para
epe . 1000ml)
especifica, de igual modo, os valores -
limite das unidades formadoras de Distribuir 90 ml em frascos de 250ml.
Esterilizar na autoclave (121°C/15
coldnias submetidas a ensaios __min).
Deixar arrefecer.
analiticos incluidos no documento. v
. Adicionar 10 ml etanol 96% ndo
Para serem consideradas rolhas com desnaturade, a cada frasco,
asseticamente.
baixo teor de germes, os resultados
v

obtidos devem estar concordantes Colocar 4 rolhas em cada frasco.

Preparar 2 frascos. Garantir que
estdo completamente submersas.

com os intervalos de valor infra: (67)

» <10 ufc de bactérias por rolha; ¥

Mexer os frascos durante 1h, a

» <10 ufc bolores e leveduras por velocidade 140- 160 rpm, temp.

20-25°C.
rolha;
. ope ‘_..—-"'_'_-_.-._._._.-.._ _-_‘-‘_‘-‘-‘-_‘_""-—._A.
A metodologia utilizada para : - - — - -
Filtrar a solucao de extracido de Filtrar a solucdo de extragio do
enumerar leveduras bolores e um dos frascos. Colocar a outro frasco. Colocar a membrana
! membrana no meio WLD. no meio M Green.
bactérias incide sobre procedimentos T M

de incubacao, em meios de cultura
Inverter as placas e incubar

especificos, apds extracao com 30:2°C 3 dias.

recurso a uma solucao alcodlica com a v

Observar e contar as colonias
todos os dias (utilizando um
contador de colénias manual)

adicao de dcido tartdrico (Imagem 7).

Seguidamente procede-se a uma

técnica de filtracao por membrana. Os Imagem 7 - Fluxograma da IS0 10718:2015. (Fonte: Silliker, 2018)

reagentes e meios de cultura utilizados encontram-se expressos na Tabela VI. (67,68,69,70)

12 Titulo Original: Cork stoppers — Characterization of a low-in-germs stopper, through the enumeration of colony-forming
units of yeasts, moulds and bacteria, capable of both being extracted and growing in alcoholic medium
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Tabela VI - Reagentes e meios de cultura da ISO 10718:2015

Solucao de extracao (solucao de Ringer, acido tartarico e dlcool a 96%)

- Solucao de Ringer apresenta propriedades isotdnicas, ou seja, 0s sais que constituem a solu¢ao fomentam
o equilibrio osmético do meio, certificando a integridade morfoldgica e celular dos microrganismos.
- 0 dcido tartdrico ajusta o pH entre 3-3,5, e juntamente com o alcool simulam a composicao do vinho.

MGreen Agar

Composigdo em g/L
Dextrose 50 Agar 15

Verde de Bromocresol 0,026  Caseinapeptona 5

21

Gelatina peptona 5  Sulfato de Magnésio

Fosfato de potdssio 2

Tiamina

0,05

Extrato de levedura 9

Diastase

0,05

A gelatina e caseina peptona fornecem nitrogénio,
vitaminas, minerais e aminodcidos essenciais para o
crescimento microbiano. O extrato de levedura é fonte de
vitaminas. A dextrose é fonte de carbono e energia. O agar
é o agente solidificante. O fosfato de potdssio é o agente
tampao. O sulfato de magnésio, a tiamina e a diastase
fornecem ides, minerais e nutrientes. O verde de
bromocresol é o indicador de pH que facilita a visualizacao
e contagem de coldnias fingicas (leveduras e bolores
verdes). Os produtos finais do crescimento microbiano
difundem no meio, reduzindo o pH e tornando-o amarelo.
0O crescimento bacteriano é inibido pelo pH &cido.

Imagem 8 - Coldnias tipicas de bolores no meio MGreen (Fonte,
Condalah,2020)

WLD Agar
Composicao em g/L

Dextrose 50 Agar 20

Verde de bromocresol 0,022  Cloreto de célcio 0,125

Cicloheximida 0,004 Cloretode ferro 0,0025

Sulfato de magnésio 0125  Sulfato de Manganésio 0,0025

Fosfato de potdssio 0,55  Cloreto de potdssio 0,425

Triptona 5  Extratodelevedura 4

A triptona fornece nitrogénio, vitaminas, minerais e aminodcidos
essenciais para o crescimento microbiano. A dextrose é fonte de ,/
carbono e energia. O extrato de levedura é uma fonte de vitaminas.

O fosfato de potdssio é o agente tampao. O cloreto de calcio, de
potdssio e férrico proporcionam os ides necessarios ao equilibrio
osmético. O sulfato de manganésio e magnésio sao fontes de
catides. O verde de bromocresol é o indicador de pH. O agar é o

agente solidificante. A adicao de cicloheximida inibe o crescimento

de bolores e leveduras, ao mesmo tempo que permite a
proliferacao bacteriana (estas apresentam-se brancas). e

Imagem 9 - Coldnias tipicas de bactérias no meio WLD. (Fonte:
Condalab, 2020)
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10. Metodologia

A metodologia consiste nos principios e normas utilizadas com o intuito de desenvolver as
melhores estratégias com vista ao alcance dos objetivos propostos. Define, de forma sistematica, os
métodos utilizados e os caminhos percorridos ao longo do trabalho.

No presente projeto foram realizados dois procedimentos distintos: a validagao secundaria, ou
verificagao, da ISO 21527-2:2008 - “Técnicas de contagem de coldnias em produtos com atividade
de dgua igual ou inferior a 0.95” e a auditoria técnica realizada ao “método das rolhas” de acordo com a
norma IS0 10718:2015.

Na primeira parte deste trabalho foi executada uma validagao secundaria de um método. Para o
efeito, tendo por base a norma ISO supracitada, foram preparadas 54 amostras, entre 23 de fevereiro
e 14 de maio de 2022, de consumiveis alimentares com atividade de dgua compreendida entre 0.60 e
0.95. Na planificacdao do procedimento, de entre o abrangente universo de matrizes alimentares,
foram selecionados os produtos mais representativos do quotidiano da Silliker Portugal S.A™., com
base na Tabela V (no ponto 7.1). Uma vez selecionados, procedeu-se a realizacao de 208 ensaios, dos
quais 198 foram contaminados artificialmente com os microrganismos de referéncia Saccharomyces
cerevisiae e Aspergillus caesiellus e os restantes 10 mantiveram-se sem contaminacao.

A preparacao das amostras respeitou os pressupostos da norma ISO 21527-2:2008 e o protocolo
de validacao da Silliker Portugal S.A.. Tal facto significa que o estudo das amostras foi efetuado em
dias dispares e por distintos analistas, potenciando uma maior variacao nas condicoes operacionais
ao longo do tempo (Imagem 10). Contudo, o procedimento € equipardvel a cada técnico, ou seja, deve
aplicar o mesmo procedimento, desde a suspensao inicial até a contagem final das coldnias, tendo por

base as praticas didrias.

‘ AMOSTRA ‘

— T
/// HK“‘*\

‘ 12 Operador (CondigBes A) ‘ [ 22 Operador (Condicdes B) ‘

Contaminagdo artificial

Suspenséo inicial — ..
(se necessario)

——+ Suspensdo inicial ‘

Andlise Anilise

Condigdes diferentes L_,,—-—

Imagem 10 - Metodologia de Precisao Intermédia (Fonte: Silliker, 2021)

'3 Alimentos degpimsimo urmane (vl farnpasageleias iegusmingsas/manteion, marmelads pastelasigs iebucados,
xaropes e leite condensado) e alimentos para anigraédia (Fonte: Silliker 2021)
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Na preparacao da amostra, cada analista retira uma porcao da amostra original e procede a
concretizacao da suspensao inicial (A e B) numa proporcao 1:10, neste caso concreto 10g de amostra
para 90ml de dgua peptonada a 0.1%. Consecutivamente procedeu-se as diluicoes (10" a1075) em 9ml
de dgua peptonada 0.1% e retirou-se, da suspensao inicial, 0.1ml para o meio DG18, operando a
técnica de espalhamento. Apds secar, as placas foram colocadas, em saco pldstico aberto, e viradas
para cima, em incubacdo por 5 dias a 25°C (+1). Findado o tempo procedeu-se a contagem de coldnias,
de bolores e leveduras, presente nas placas (<150).

Na segunda parte do presente trabalho procedeu-se a uma auditoria técnica, um procedimento
que, segundo a Silliker Portugal S.A. (2019), consiste numa auditoria realizada “..preferencialmente
por um analista (técnico de laboratdrio) aos ensaios.”. Tal procedimento consistiu na observacao de
distintos analistas do Departamento de Microbiologia, entre os dias 13 e 18 de Junho, durante a
execucao técnica do método protocolado na norma ISO 10718:2015. Para o efeito utilizou-se uma
checklist interna (ANEXO 1), que incidiu sobre os parametros essenciais a serem auditados. Para
abranger de forma mais criteriosa os pressupostos da auditoria, as técnicas de observacao ocorreram
em todos os momentos de operacionalizacao da metodologia, ou seja, na preparacao dos meios e na
execucao da técnica de andlise. Em paralelo foi realizada a auditoria vertical que consiste na
rastreabilidade dos resultados obtidos decorrentes do método validado. Em suma, visa a avaliagao de
um boletim analitico, ja emitido, e pretende determinar a eficdcia do Sistema de Gestao e do sistema
de rastreabilidade dos dados gerados pelo técnico.

A metodologia incidiu essencialmente nos pressupostos supracitados e proporcionou a
possibilidade de responder aos objetivos predefinidos pela obtencao de dados essenciais a
operacionalizacao dos dados, discutidos no capitulo infra, e a formulacao de conclusdes pertinentes

ao desenvolvimento sustentavel da empresa.
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11. Resultados e Discussao
11.1. Validacao do Método

O laboratdrio, na sua generalidade, com o intuito de reconhecer que um dado método é adequado a
utilizacao prevista, seqgue um protocolo de verificacao, tendo por base o impresso 1Q.78 - Validacao de
métodos. O mesmo devera conter evidéncias preponderantes para 0s ensaios analiticos, sendo estas

descriminadas nos pontos subsequentes.

11.1.1. Calculo Precisao Intermédia

A precisao intermédia, como definida anteriormente, compreende a precisao avaliada sobre a
mesma amostra (no mesmo laboratério e mesmo método), tendo em conta a variacao de
determinadas condicoes. No presente trabalho, para a sua determinacao foram concretizados 16
ensaios, cujas amostras foram contaminadas artificialmente, com o recurso a materiais de referéncia,
e preparadas segundo os pressupostos da ISO 21527-2:2008 (descrita no ponto 7.1 do presente
documento). As tabelas VIl e VIII traduzem os dados que serviram de base para o calculo do desvio
padrdo de reprodutibilidade, sendo os mesmos tratados com recurso a folha de Cdlculo Microsoft®
Excel (1Q.101 e 1Q.116). Para cada microrganismo foi determinada a precisao intermédia, utilizando o

mesmo processo, porém produzindo resultados dispares.

Tabela Vi - Dados para o calculo do desvio padrdo de reprodutibilidade para bolores xerdfilos

Xa Xb SRi2 Média

Amostra (ufc/g) (ufc/g) logyo (Xa) logio(Xb) (ogX, — logX,,) (%)
1 1,4E+03 1,2E+03 315 3,06 0,0040 3N
2 1,2E+03 14E+03 3,07 313 0,0020 310
3 11E+03 1,2E+03 3,05 3,07 0,0001 3,06
4 1,4E+03 1,2E+03 315 3,07 0,0032 3N
5 1,4E+03 1,0E+03 315 3,00 0,015 3,08
6 1,4E+03 1,2E+03 314 3,07 0,0027 3N
7 4 2E+02 3,5E+02 2,62 2,54 0,0034 2,58
8 2,3E+02 3,9E+02 2,36 2,59 0,0277 2,47
9 4 2E+02 2,3E+02 2,62 2,36 0,0351 2,49
10 4 2E+02 3,9E+02 2,62 2,59 0,0004 2,61
n 3,5E+02 2,2E+02 2,54 234 0,0199 2,44
12 3,4E+03 15E+03 353 319 0,0570 3,36
13 3,7E+03 15E+03 357 319 0,0731 338
14 3,4E+03 3,7E+03 353 357 0,0010 355
15 15E+03 2,6E+03 319 342 0,0269 3,31
16 34E+03 | 2,6E+03 353 342 0,0056 347

n=16

2 SRiZI 0,2737

sR: 0,1308

nX: 48,21
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Tabela VIl - Dados para o cdlculo do desvio padrao de reprodutibilidade para leveduras osmdfilas

Xa Xb Skri® Média
Amostra (ufc/g) (ufc/g) logro (Xa) logo(Xb) (0gX, — logXy) (%)
1 72E+04 8,7E+04 4,86 494 0,0036 490
2 9,6E+04 8 4E+04 498 492 0,0019 495
3 72E+04 9,6E+04 4,86 498 0,0082 492
4 8,7E+04 8 4E+04 494 492 0,0002 493
5 72E+04 8,4E+04 4,86 492 0,0022 4,89
6 8,7E+04 9,6E+04 494 498 0,0009 4,96
7 72E+04 6,5E+04 4,86 482 0,0008 484
8 5,7E+04 6,5E+04 476 4,81 0,0013 478
9 72E+04 5,7E+04 4,86 476 0,0048 4,81
10 72E+04 6,5E+04 4,86 4,81 0,00M 4,83
" 6,5E+04 57E+04 4,82 476 0,0017 479
12 79E+04 8 4E+04 490 492 0,0003 491
13 6,7E+04 8 4E+04 483 492 0,0045 488
14 79E+04 6,7E+04 490 4,83 0,0025 4,86
15 8,4E+04 75E+04 492 4,87 0,0012 490
16 79E+04 75E+04 490 4,87 0,0003 4,89

n=16

T Spi’: 0,0355

sR: 0,0471

x: 78,03

Calculando o desvio padrao relativo (Tabela 1X) para os bolores xerdfilos e leveduras osmdfilas,

obteve-se uma percentagem de 0,27% e 0,06%, respetivamente.

Tabela IX - Calculo do desvio padrao relativo

Formula Calculo
. 0,1300
Bolores Xerdfilos %RSD = X 100 = 0.27%
Sk 48,21
%RSD = —x 100
. 2 x 0,0471
Leveduras Osmofilas %RSD = 78.03 X 100 = 0.06%

Tendo por base o valor de referéncia de 2,5%, sendo os resultados obtidos inferiores, podemos

afirmar que a dispersao de resultados em relacao a média é pequena.

11.1.2 Incertezas
A estimativa da incerteza foi calculada com base no desvio padrao de reprodutibilidade, resultando
nos dados apresentados na Tabela X. A incerteza deverd ser expressa na mesma unidade que o valor

do resultado final, ou seja, em ufc/g, uma vez que se trata de matrizes sdlidas, e arredondada para

4 Segundo 0 PCQ.33 - Validacdo de métodos da Silliker Portugal S.A.
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dois algarismos significativos. De salientar que a operacao de arredondamento foi concretizada na

fase final do cdlculo de forma a evitar o efeito de erros cumulativos.

Tabela X -Estimativa da incerteza para bolores xerdfilos e leveduras osméfilas

Férmula Calculos Expressao de resultados®
1,7+ 0,26 log 10 (ufc/qg)
Uboluresxem’filus U = 2 X 0,13
5,0x102 ufc/g, 2,7x102 - 9,1x102
U = 2 X SR
1,7+0,10log 10 (ufc/q)
Ulevedurasusmdfilas U = 2 X 0,05
5,0x102 ufc/g, 4,0x10%- 6,3x10?

Como referido anteriormente, a incerteza surge como o parametro associado ao resultado de uma

medicao e, simultaneamente, caracteriza a dispersao de valores passiveis de serem atribuidos a

mensuranda. Desta forma, na emissao de um holetim analitico, o resultado final sera complementado

com a estimativa da incerteza, o que significa que ha uma probabilidade de 95% do resultado

verdadeiro de bolores xerdfilos e leveduras osmdfilas, do produto, estar dentro deste intervalo.

11.1.3. Exatidao

A avaliacao da exatidao, isto é, a comparacao entre o valor do laboratdrio e o valor aceite como

verdadeiro, adveio da participacdo no ensaio interlaboratorial “LGC-Ronda QMS 310-amostra O5F",

no dia 23 de fevereiro de 2022. A Tabela Xl retine os dados obtidos nesse mesmo ensaio.

Laboratory
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO
POR-OPO

Tabela XI - Valores de "z-score" resultantes do ensaio interlaboratorial

Matrix
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal
Oatmeal

Target

Osmophilic yeast
Osmophilic yeast
Osmophilic yeast
Osmophilic yeast
Osmophilic yeast
Osmophilic yeast
Osmophilic yeast
Xerophilic mould
Xerophilic mould
Xerophilic mould
Xerophilic mould
Xerophilic mould
Xerophilic mould
Xerophilic mould

5 A titulo exemplificativo.

Method Z-SCORE = PASS / FAIL
IS0 21527-2 0,76 P
IS0 21527-2 0,46 P
IS0 21527-2 0,42 P
ISO 21527-2 0,66 P
ISO 21527-2 0,32 P
ISO 21527-2 0,67 P
ISO 21527-2 0733 P
ISO 21527-2 053 P
ISO 21527-2 0,65 P
ISO 21527-2 0,95 P
IS0 21527-2 0,33 P
IS0 21527-2 0,39 P
ISO 21527-2 0,53 P
IS0 21527-2 0,45 P
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Analisando a tabela é possivel constatar que o valor de z-score é inferior a 2, logo o resultado do
laboratdrio é considerado aceitdvel, demonstrando, desta forma, que o mesmo denota um bom

desempenho para o método em estudo.

11.1.4. Carta de amplitudes

A determinacao do critério de precisao (CP) compreendeu a execucao de 15 ensaios em duplicado,
sendo os resultados obtidos processados, e analisados, com recurso a folha de célculo Microsoft®
Excel, tendo por base o descrito no ponto 5.4.

Atendendo aos graficos, constata-se que a linha central, representada a azul, corresponde a média
das amplitudes, enquanto que a linha superior, representada a vermelho, simboliza o critério de
precisao. Uma vez que sao necessarios apenas 15 dados para o cdlculo do CP, importa salientar que,
visualizando o grafico, os pontos excedentes representam o desempenho do método, assim como,
dos prdprios analistas. Analisando o grafico, concluiu-se que os resultados obtidos sao satisfatdrios,
na medida em que nenhuma das amplitudes ultrapassa o CP.
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11.1.5. Caracteristicas de desempenho

A avaliacao das caracteristicas de desempenho permite determinar, de forma generalizada, a
credibilidade do método, a sua fiabilidade e a qualidade dos resultados apresentados. Para o efeito,
procedeu-se a execucao de um total de 208 ensaios, recorrentes de 54 amostras, dos quais se
registaram 198 positivos e 10 brancos. Tais procedimentos refletem a realidade do laboratdrio tendo
por base os cdlculos de determinados parametros, nomeadamente a sensibilidade, especificidade,
eficiéncia, seletividade, taxa de falsos positivos e a taxa de falsos negativos. De salientar que para a
operacionalizacao dos dados, sintetizados na tabela XII, recorreu-se a folha de calculo Microsoft®

Excel (10.78).

Tabela Xl - Dados para o cdlculo dos paréametros de desempenho da IS0 21527-2:2008

Ensaios de amostras . Ensaios de amostras
. . Ensaios de amostras .
Amostras | Ensaios contaminadas - . contaminadas
o nao contaminadas
artificialmente naturalmente
54 208 198 10 0
Ensaios presuntivos
+ -
Confirmados/ + (@) Verdadeiros positivos (b) Falsos negativos a+hb
verdadeiramente | - (c) Falsos positivos (d) Verdadeiros negativos c+d
a+c b+d n
Ensaios presuntivos
+ -
Confirmados/ + (@) 198 (b) O a+b
verdadeiramente | - (o (d)10 c+d
a+c b+d n=208

Dos 198 ensaios, referentes a amostras contaminadas artificialmente, considerou-se a
globalidade dos mesmos como ensaios presuntivos, porém os 10 ensaios, de amostras nao

contaminadas, estabeleceram-se como ensaios nao presuntivos.

11.1.5.1. Sensibilidade

A sensibilidade é essencial para as andlises laboratoriais, uma vez que exibe a capacidade de um
determinado método em detetar o microrganismo alvo, isto €, a totalidade de positivos na contagem
presuntiva. A sua base de cdlculo, tendo por base a férmula, é traduzida pelo nimero de ensaios

presuntivos, considerados verdadeiros, sobre o somatdrio desses mesmos ensaios com 0s nimeros
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de ensaios nao presuntivos, porém verdadeiros. Esta equacao é multiplicada por 100, e o resultado

expresso em percentagem:

a x100 <> 198

— o)
(a+b) (198+0) X 100=100%

Neste caso em particular, a sensibilidade, em ambos os métodos apresentou um valor de 100%.
Salientando que, em termos gerais o presente parametro deve denotar um valor superior a 90%,

conclui-se que, para o método em avaliacao, estamos perante uma sensibilidade adequada.

11.1.5.2. Especificidade

O parametro de especificidade é considerado dispar da sensibilidade uma vez que possibilita, por
sua vez, detetar a fracao de total de negativos. Para o efeito emprega-se a férmula representada,
sendo determinada pelo nimero de ensaios nao presuntivos verdadeiros, sobre a soma desses com o
ndmero de ensaios presuntivos, porém falsos. Uma vez mais o resultado da equacao é multiplicado

por 100 e expresso em percentagem:

da 10
(d+c) = (10+0)

x 100 =100%

Analisando os dados supracitados, conclui-se que o método denota uma especificidade
satisfatdria, na medida em que se obteve um resultado superior a 80%, pressuposto essencial para a

sua validacao.

11.1.5.3. Taxa de Falsos Positivos e Taxa de Falsos Negativos

A taxa de falsos positivos e falsos negativos representam dois principios essenciais no que
concerne a validacao de métodos de ensaio, uma vez que representam uma das varidveis mais
preponderantes na adulteracao involuntdria de resultados, tornando-os incoerentes, aquando da
analise microbioldgica.

A taxa de falsos positivos revela a fracao de dados que representa os organismos nao-alvo, sendo
calculada, pelo nimero de ensaios presuntivos falsos, sobre o somatério do nimero de ensaios
presuntivos verdadeiros com o ndmero de ensaios presuntivos falsos. De forma andloga aos
parametros supracitados, o resultado, da equacao, é multiplicado por 100 e expresso em

percentagem:

x 100 =0%

0
@ty X100 < oer0)
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No que concerne a taxa de falsos negativos, a mesma representa a fracdo de resultados negativos
que demonstram ser coldnias alvo. O seu cdlculo é determinado pela soma do ndmero de ensaios nao
considerados presuntivos, porém verdadeiros, com o nimero de ensaios nao presuntivos verdadeiros,

sob os ensaios nao considerados presuntivos, verdadeiros. De igual modo, a equacao, é multiplicada

por 100 e o seu resultado expresso em percentagem:

b 4100 &

O -0,
(b+d) (0+10) x 100=0%

Atendendo aos cdlculos advindos dos ensaios realizados, a percentagem de falsos positivos e
negativos correspondeu a 0%, concluindo-se que os resultados podem ser encarados como fidveis e

crediveis.

11.1.5.4. Seletividade

A seletividade representa a aptidao de um dado método em diferenciar, de forma inequivoca, o
organismo alvo, sem interferéncia, de potenciais microrganismos presentes da amostra
(microrganismos nao-alvo). A equacao determina a percentagem de seletividade alcancada, sendo

obtida pela divisao dos ensaios alvos com o total de ensaios, multiplicada por 100:
£ X100 <> == x 100 =95%
n 208

Uma vez que o valor obtido é superior a 10%, conclui-se que o método denota uma seletividade
satisfatdria, sendo considerado valido.
11.1.5.5. Eficiéncia

A eficiéncia de um método é obtida através do somatdrio do nimero de ensaios presuntivos
verdadeiros e o nimero de ensaios nao presuntivos, igualmente verdadeiros, sobre o total de ensaios.

Esta equacao é multiplicada por 100 e o seu resultado expresso em percentagem:

(198+10)

@ x100 <> x 100

Na generalidade dos 208 ensaios executados, decompostos em 198 ensaios de amostras
contaminas artificialmente e 10 ensaios de amostras nao contaminadas, a eficiéncia obtida, para
ambos os métodos, obteve uma valorizagao de 100%, concluindo-se que os métodos apresentam-se

como totalmente eficientes para os objetivos propostos.
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