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Abstract

Salmonelia sp. is one of the main microorganisms that causes
outbreaks of food borne diseases associated to poultry, and among its
derivatives, the chicken meatballs are getting the favorites of the
consumer. In the attempt to improve microbiological food safety, a
method that has been hardly studied is the irradiation. To study the
viability of the use of ionizing radiation originated from ®Co and electrons
accelerator in the reduction of Salmonella sp., frozen chicken meatballs
were inoculated with 10* CFU/g of Sa/monella sp., with needle and
syringe. Subsequently they were exposed to doses of 1.5, 2.0, 2.5 and
3.0 kGy and Salmonella sp. was enumerated. Chicken meatballs were
exposed to doses of 3.0, 4.0 and 5.0 kGy and submitted to sensory
analysis. The gamma radiation from %°Co was effective in the reduction of
Salmonella sp. inoculated in chicken meatballs. The ionizing radiation
originated from electron beam was not effective in the conditions applied
in this research. The commercial chicken meatballs prepared with chicken
meat, mixed up with soy protein, seasoning and anti-oxidants additives
did not loose their sensorial quality when exposed to doses of 3.0, 4.0
and 5.0 kGy and, in a general way, the consumers showed to be disposed
to buy the irradiated product.



1-Introdugao

1.1. Consideracoes gerais

As enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs) sdo um
problema mundial. A ampla relagdo comercial entre as nac¢des tem
estimulado a rapida distribuicdo global ndo sbé de alimentos, como
também de patdgenos por eles veiculados. Outro fato a ser considerado
sdao os recentes avangos na produgdo e técnicas de processamento de
alimentos, bem como as subseqlientes mudangas na tendéncia do
consumo de alimentos, que resultaram na emergéncia de novos
microrganismos patogénicos ou re-emergéncia de outros como
Salmonella Enteritidis (SACKEY e cols., 2001).

A magnitude do problema das ETAs e as conseqlUéncias para a
salde e economia estdo documentadas na literatura (BUZBY & ROBERTS,
1997; MOTARJEMI & KAFERSTEIN, 1997; SOCKETT, 1993; WHO, 1999).
A maior parte dos prejuizos financeiros para as pessoas afetadas por
ETAs esta relacionada com a perda de rendimentos devido a auséncias no
trabalho e gastos com medicamentos. O custo do tratamento meédico
dependera da severidade e duragdo da doenga e se a internagdo
hospitalar @ necessaria ou ndo. A enfermidade raramente é fatal.

Ja em 1976, o Comité de Seguranga Alimentar do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (USDA Food Safety Committee) se
preocupava em estimar o custo anual total devido a surtos de ETAs e
verificaram que eram gastos em torno de 300 milhdes de dodlares
(FAGERBERG & AVENS, 1976). Em 1994, o USDA avaliou que o gasto
anual entre o custo médico e a perda de produtividade atingiu de 5 a 6
bilh&es de ddélares (LEE, 1994). Além disso, a contaminagdo de alimentos
com microrganismos patogénicos pode causar severas perdas
econdmicas as industrias de alimentos devido ao recolhimento de
alimentos suspeitos ou comprovadamente contaminados, principalmente
nos Estados Unidos.



Segundo DOYLE (1993), nos Estados Unidos, estima-se que 1 em
cada 10 pessoas apresenta alguma forma de ETA. De acordo com este
autor, estatisticas do Centro para o Controle de Doengas (CDC) indicam
que o0 nimero de casos de ETA continua aumentando devido a diversos
fatores, entre eles:

e manipulagdo inadequada dos alimentos pelos préprios
consumidores, e/ou manipuladores que ndc estdo informados dos
perigos;

e maior interesse pelo consumo dos chamados "alimentos naturais”,
gue incluem alimentos de origem animal ou vegetal consumidos crus ou
mal cozidos;

esaumento na populacdo de pessoas imunodeprimidas devido a
enfermidades como AIDS, cancer e também transplantes;

e aumento da ocorréncia de microrganismos patogénicos causadores
de enfermidades transmitidas por alimentos e

e aumento continuo da populagdo idosa.

Ainda nos Estados Unidos, cerca de 30% da populagdo sofre
anualmente com ETAs (MEAD e cols., 1999), sendo que Salmonella sp. e
Campylobacter sp. sao 0s principais agentes causais (BUZBY & ROBERTS,
1997; CDC, 2002).

De acordo com a Comissao Internacional para Especificagdes
Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF, 1996), o primeiro surto de ETA
laboratorialmente confirmado de Salmonella sp. envolveu 57 pessoas que
haviam ingerido carne bovina. S. Enteritidis foi isolada do sangue do
animal e de érgdos de um dos individuos que foi a ébito.

Na América Latina, entre os anos de 1997 e 2002, foram relatados
ao PANALIMENTOS, da Organizagdo Panamericana da Salde, 565 surtos
de salmonelose, como pode ser observado pela Tabela 1. Desses, 151
foram comunicados pelo Brasil, nos quais estiveram envolvidas 4492
pessoas com 2 mortes. Os alimentos a base de carne de frango e ovos foi
uma constante, estando presentes em 190 surtos na Ameéricg Latina
(33,63%) e 87 (57,63%) no Brasil (Tabela 2) (SIRVETA, 2003). Os dados
referentes ao Brasil estdo, provavelmente, aquém do real uma vez. que



as ETAs ndo sdo de notificagdo compulsoria ao Sistema de Salde.
Somente apds o0 surgimento do SIRVETA, em 1995, é que se comecgou a
ter uma melhor compreensdao do problema dessas enfermidades no
Brasil.

Segundo JAKABI e cols.(1999), no Brasil, S. Enteritidis comegou a
ser associada a surtos de ETAs envolvendo ovos e carnes de aves a partir
de 1983.

Especificamente no Estado de S3do Paulo, tem-se verificado um
aumento no relato de surtos por Salmonella sp. e, mais especificamente,
por S. Enteritidis. Segundo KAKU e cols. (1995), a primeira notificagdo
nesse Estado, de um surto de ETA por Salmonella sp, ocorreu em julho
de 1993. Esse surto afetou 211 individuos de uma escola em Pontalinda
ao qual estiveram expostas 772 pessoas. ARAUJO e cols. (1995)
descreveram 4 surtos na cidade de Sorocaba e, na regidao de Campinas,
no periodo de 1994-1995, 15 dos surtos notificados foram causados por
S. Enteritidis (PISSANI e cols., 1995). Em Santo André, FUZIHARA e cols.
(1995) relataram a ocorréncia de 4 surtos de salmonelose e, na regido
noroeste do Estado, no periodo de julho de 1993 a junho de 1997 foram
notificados 23 episddios, no qual estiveram envolvidas 906 pessoas com
295 hospitalizacdes (PERESI e cols., 1998).

TAVECHIO e cols.(1996) constataram que S. Enteritidis foi o
sorotipo mais frequente entre os isolados de fontes ndc humanas no
periodo de 1991 a 1995.

Em 2000, no Estado de Sao Paulo, 13,7% dos surtos de ETA
causados por bactérias notificados ao Centro de Vigilancia Epidemiolégica
tiveram como agente Salmonella sp. (CVE, 2001).






Nos Estados Unidos, no periodo de 1983-1993, foram notificados
504 surtos por S. Enteritidis. Nesses surtos, 18.195 pessoas foram
afetadas, com 1.978 (10,9%) hospitalizagdes e 62 dbitos (0,34%) (CDC,
1994). Em 2001, o numero de casos aumentou para 5.198 (37,9%) entre
0s 13.705 casos de ETA diagnosticados (CDC, 2002).

Na Espanha, no ano de 1997, S. Enteritidis foi o sorotipo mais
freqientemente identificado, sendo responsavel por 75% dos surtos
descritos (MINISTERIO DE SANIDAD Y CONSUMO, 1998). J4 em 1999,
um total de 6919 casos de salmonelose foram relatados ac “Sistema de
Informacién Microbiolégica” (SIM), com 172 casos para cada 1 milhdo de
pessoas.

Na Italia, SCUDERI e cols. (1996) relataram, no periodo de 1991-
1994, 1.379 surtos por Salmonella sp., sendo 473 deles por S. Enteritidis
com 5.650 casos. Na Argentina, no periodo de 1986-1993, foram
notificados 150 surtos com 6230 casos (CAFFER & EIGUER, 1994).

Salmonella sp. também é um dos principais microrganismos
causadores de ETAs na Inglaterra, Pais de Gales, Suécia, Japdo, Coréia e
México (TODD, 1989; LINDQVIST e cols., 2000; GUTIERREZ-COGCO e
cols., 2000; LEE e cols., 2001).

1.2. Caracteristicas da doenga

As doencas causadas por Sal/monella sp. costumam ser
subdivididas em trés grupos: febre tifdide causada por S. Typhi, febres
entéricas causadas por Sa/monella Paratyphi (A, B e C) e as enterocolites
(ou salmoneloses) causadas pelas demais salmonelas (JAY, 2000).

A febre tiféide s6 acomete o homem e normalmente é transmitida
por agua e alimentos contaminados com material fecal. Os sintomas sdo
muito graves e incluem septicemia, febre alta, diarréia e vomitos (JAY,
2000).

O reservatério de S. Typhi € o homem. Algumas pessoas se tornam
portadoras durante muito tempo, mesmo apos o término dos sintomas.
Esses portadores costumam ser a principal fonte de contaminagdo de



agua e alimentos, fazendo com que alguns casos de febre tiféide sejam
associados ao consumo de leite cru, mariscos e vegetais crus (JAY,
2000).

As febres entéricas sdo bastante semelhantes a febre tifdide, mas
os sintomas clinicos sdo mais brandos. Geralmente ocorrem septicemia,
vOmitos e diarréia. Enquanto a febre tiféide pode se prolongar por oito
semanas, as febres entéricas tem duragdo de, no maximo, trés semanas.
Estas doencas também podem ser causadas por consumo de dgua e
alimentos, especialmente leite cru, vegetais crus, mariscos e ovos (JAY,
2000).

As salmoneloses caracterizam-se por sintomas que incluem
diarréia, febre, dores abdominais e vémitos que aparecem, em média, 12
a 36 horas apds a ingestdo do microrganismo, durando entre um e
quatro dias. De modo geral, a enterocolite por Salmonella nao necessita
de tratamento com antibidticos. Nos recém-nascidos e criancas
pequenas, a salmonelose pode ser bastante grave, ja que o
microrganismo pode atingir a corrente circulatdria e provocar lesdes em
outros érgdos. No adulto, algumas patologias, quando presentes, podem
agravar a doenga (JAY, 2000).

1.3. Caracteristicas do microrganismo

O Género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e
compreende bacilos Gram negativos ndo produtores de esporos. A
maioria é modvel, através de flagelos peritriqueos, com excegado feita a S.
Pullorum e S. Gallinarum, que sdo imodveis. S3o0 anaerdbios facuitativos,
catalizam D-glicose e outros carboidratos produzindo acido e
normalmente gas (exceto S. Typhi), sdo oxidase negativos, catalase
positivos, indol e Voges-Proskauer negativos e sdo capazes de utilizar o
citrato como unica fonte de carbono. Descarboxilam lisina e ornitina,
produzem H,S e ndo hidrolizam uréia (HOLT e cols., 1994).

A temperatura ideal para multiplicacdo de Sa/monella sp. é 35-
379C, sendo a minima de 5°C e a maxima de 47°C. Vérios estudos



indicam, no entanto, que valores maximo e minimo dependem do
sorotipo. O pH 6timo para a multiplicagdo desses microrganismos é
proximo de 7,0, sendo que valores podem variar entre 4,5 e 9,0
(D'AQUST, 1989).

A atividade de agua minima para sua multiplicacdo é de 0,93.
Esses microrganismos ndo toleram concentracdes de sal superiores a 4%,
mas sua tolerancia aumenta com o aumento da temperatura na faixa de
10 a 30°C. O nitrito é inibitério e seu efeito é acentuado pelo pH acido
(D’AQUST, 1997).

A taxonomia do género Salmonella é baseada nas caracteristicas
bioquimicas e soroldgicas, que incluem a composicdo de seus antigenos
de superficie, que sdo os antigenos somaticos (O), os flagelares (H) e os
capsulares (Vi) (D'AQUST, 1997).

O género Salmonella compreende duas espécies: S. enterica e S.
bongori. S. enterica é dividida em seis subespécies: enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Sorotipos pertencentes a S.
enterica subespécie enterica sdo geralmente designados pelo nome do
local onde o sorotipo foi isolado pela primeira vez. Esses nomes ndo sao
mais escritos em italico e aparecem com a primeira letra mailscula
(POPOFF e cols., 1998).

As salmonelas estdo ampiamente distribuidas na natureza, sendo o
trato intestinal do homem e de animais o principal reservatério natural.
Bovinos, suinos e caprinos podem se contaminar através da agua, ragao
e ambiente contaminados por este microrganismo (ROBERTS, 1990).

Entre os animais, as aves sdo os reservatorios mais importantes,
pois podem ser portadores assintomaticos, excretando o microrganismo
continuamente pelas fezes. Animais nessas condigdes podem causar
contaminacdes cruzadas de grande importancia nos abatedouros de aves,
pois as bactérias eliminadas nas fezes podem entrar em contato com a
agua utilizada no processamento (ICMSF, 1996).

Os alimentos mais envolvidos nos surtos sao os de origem animal,
sendo que a carne de frango tem sido a mais comumente implicada. Sua
importdncia como principal veiculo de Sa/monella sp. relaciona-se a



diversos fatores, entre eles o dificil controle da contaminagdo das
matrizes e © aumento do consumo de produtos a base de frango. Ao se
comparar o consumo da carne de frango com o de outras carnes,
SOCKETT (1995) observou que quando a temperatura € mais alta,
principalmente nos meses de verdao, ha um aumento nos riscos
associados ac produtc devido ao transporte, manuseio, cozimento e
estocagem inadequados. Apesar desses fatores terem sido considerados
por um autor americano, eles também podem ser validos para o Brasil.

O mecanismo pelo qual Sa/monella sp. coloniza ¢ frango ndo estd
completamente elucidado. No entanto, sabe-se que 0s principais sitios de
colonizacao localizam-se no ceco (BRYAN & DOYLE, 1995).

Nas plantas de processamento, as carcagas passam por uma serie
de operacbes onde a contaminagdo pode ocorrer atraves do proprio
ambiente, dos equipamentos, das mdos dos trabalhadores e, também,
através da contaminacdo cruzada pelo contato com aves contaminadas.
As etapas de escaldagem, depenagem e evisceragdo sac o0s principais
pontos de transferéncia de microrganismos (BRYAN & DOYLE, 1995).

O problema da contaminacdo € agravado pela criagdo em massa.
Salmoneloses devido a ingestdo de carnes de aves e derivados ocorrem
principalmente como resultado de falhas no bindmio tempo -
temperatura 0 que acarreta a sobrevivéncia e multiplicagdo de
patégenos; ou recontaminagao apds o cozimento devido ao contato com
superficies, mdos ou utensilios que tenham sido previamente
contaminados com frango cru.

Em estudo realizado por LEITAO (1979) foi constatada a
contaminacdo por Salmonella sp. em 4,9% de 182 amostras de carcagas
de frango adquiridas em agougues, na cidade de Campinas — S.P.

MACHADO e cols. (1994), em Santa Catarina, constataram a
ocorréncia de Salmonella sp em 10% e de Campylobacter sp em 56,6%
das amostras do ceco examinadas logo apds o abate. Na linha de
processamento, isolou-se Salmonella sp. em 13,3% das amostras de
agua de escaldagem e o percentual de Campylobacter sp na superficie do
produto foi de 50%.



Em 2000, FUZIHARA e cols. isolaram varios sorotipos de
Salmonella sp. entre eles, S. Enteritidis em 41% das 100 amostras
coletadas em um abatedouro da cidade de Maud, SP. O patégeno foi
detectado em 42% das carcagas de frango, 71,4% das amostras de agua
dos contéineres, 23,1% dos utensilios e 71,4% dos equipamentos, como
freezers e refrigeradores.

Ja na cidade Sdo Paulo, verificou-se que 44% das 41 amostras de
sobrecoxas de frango adquiridas em agougues e feiras apresentaram
diversos sorotipos de Salmonella sp., entre eles S. Enteritidis (WORCMAN
- BARNINKA e cols., 2001).

A contaminagao de carcacas de frango e outros produtos derivados
ndo ocorre sO no Brasil como mostram estudos realizados em outros
paises. Alguns desses sdo relatados a sequir,

Na Espanha, CARRAMINANA e cols. (1997) constataram que os
niveis de contaminacdo por Salmonella sp. em carcagas de frango,
durante ¢ processamento em um abatedouro de aves, variaram entre 20
e 70%. DOMINGUEZ e cols. (2002) isolaram Salmonella sp. em 71
(35,83%) das 198 amostras processadas, resultados semelhantes aos
obtidos por RUSUL e cols. (1996) na Malasia e UYTTENDAELE e cols.
(1999) na Bélgica. Segundo DOMINGUEZ e cols. (2002), esse alto indice
de contaminacdo observado pode indicar que a incidéncia de salmonelose
humana na Espanha é superior aos 12 mil casos relatados em 1999,
situacdo similar ao que ocorre em paises mais industrializados
(DOMINGUEZ e cols., 2002).

A incidéncia de Salmonella também tem sido estudada em carne
de aves em outros paises, como, Reino Unido (PLUMMER e cols., 1995),
Grécia (ARVANITIDOU e cols., 1998) e Bélgica (UYTTENDAELE e cols.,
1998, 1999).

Apesar das carcacas de frango apresentarem baixa contaminagao
no inicio do processamento, as salmonelas disseminam-se no tanque de
escaldagem devido & agdo mecanica, evisceragdo e, mais ainda, no final
do processamento onde ha permanéncia do microrganismo e até mesmo
aumento no seu numero por contaminacdo proveniente de outras
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Para a irradiacdo de alimentos, sb sdo permitidos os raios gama de
radionuclideos %°Co com 1,33 MeV e *¥’Cs com 0,662 MeV; raios X, com
energia maxima de 5 MeV, e feixe de elétrons, gerados por maquinas
operadas com energia maxima de 10 MeV (DIEHL, 1990). Os mais
empregados, devido a custo e facilidade de obtengdo do radionuclideo,
s30 0s raios gama provenientes de 5°Co.

A seguranga e eficicia da irradiagdo de alimentos, como
demonstrado por varios experimentos e estudos, sdo amplamente aceitos
por agéncias internacionais de regulamentacdo e organizacBes de satde
publica e alimentar nacionais e internacionais. A irradiacdo de alimentos
tem sido utilizada nos Estados Unidos ha mais de 30 anos e a irradiagdo
de produtos derivados de aves é permitida e realizada com seguranca
desde 1992 (FSIS, 1999).

Apesar do baixo poder de penetracao do feixe de elétrons,
geralmente de apenas 3,8 cm em maquinas com energia de 10 MeV
quando comparado ac raio gama (20 a 30 cm), 0 uso de aceleradores de
elétrons, que produzem os feixes de elétrons, vem recebendo atencdo
devido a diversos problemas com irradiadores que utilizam como fonte o
%9Co (RENWICK & HANSEN, 1996).

LOPES-GONZALEZ e cols. (1999), comparando a influéncia das
varias condicdes de embalagem na sobrevivéncia de E. coli O157:H7
inoculada em hamblrgueres de carne bovina submetidos a irradiacdo
com raios gama (%°Co) e feixe de elétrons, constataram que o valor Do
para essa bactéria era maior nas amostras irradiadas com raios gama sob
temperatura de -15°C do que a temperatura de 5°C.

CHUNG e cols. (2000) verificaram que o tratamento de bifes de
carne bovina com raio gama foi mais eficiente na redugao de contagem
total de bactérias do que o com feixe de elétrons. S. Typhimurium nao foi
detectada apods os dois tratamentos e Pseudomonas fluorescens o foi
somente apos tratamento com feixe de elétrons.

As doses necessdrias para tornar o alimento microbiologicamente
seguro depende do tipo de patdgeno, do nivel de redugdo desejado, do
tipo de alimento e das condigdes do processo de irradiagdo. A irradiagao
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com doses entre 3,0 e 7,0 kGy reduz de maneira eficiente 0 nuUmero de
células vegetativas de todas as bactérias patogénicas (THAYER e cols.,
1996). Porém, nem sempre a dose necessaria (D,) para se obter o efeito
desejado é aquela tolerada (D) pelo alimento. Esta dose - D; - pode ser
obtida através da andlise sensorial do alimento irradiado e deve ser
sempre maior do que a dose necessaria.

1.5. Analise sensorial

Entre os métodos sensoriais disponiveis para se medir a aceitacdo
e preferéncia dos consumidores com relagdo a um ou mais produtos, a
escala hedobnica estruturada de nove pontos é provavelmente o método
afetivo mais usado devido a confiabilidade e validade de seus resultados,
além de facilidade de utilizagdo pelos provadores (STONE & SIDEL,
1993).

Os dados obtidos em um teste de aceitacdo, utilizando a escala
hedénica, sdo submetidos @ uma analise de variancia (ANOVA) seguida
de outros procedimentos estatisticos, dentre os quais o teste de Tukey,
que verifica se ha diferenga significativa entre duas médias, a um dado
nivel de confianga, normaimente 95% (STONE & SIDEL, 1993).

Outra forma de se avaliar os resultados da escala heddbnica é a
analise da distribuicdo de freqguéncias dos valores heddnicos obtidos por
cada amostra, através de histogramas. Os histogramas tornam possivel a
visualizacdo da segmentacdo dos valores hedbnicos de cada amostra,
revelando o nivel de aceitacdo e rejeicdo da mesma e permitindo a
comparacdo dos desempenhos de duas ou mais amostras que
participaram do estudo.

SUDARMADII & URBAIN (1972) observaram o desenvolvimento de
odores desagraddveis e destruicdo de certos nutrientes em carne de
frango irradiada com doses superiores a 2,5 kGy. HANIS e cols. (1989)
verificaram o aparecimento de odor desagradavel em carne de frango
irradiada que aumentava, ndo somente com o aumento da dose de
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radiagdo mas, também, com a elevagdo da temperatura. No entanto, eie
desaparecia ap6s a fritura ou cocgao da carne de frango irradiada.

MIYAGUSKU (2001) constatou o desenvolvimento de odor de
queimado em carne de peito de frango cru a medida em que a dose de
irradiagao foi aumentada. A dose de 3,0 kGy foi considerada como
adequada para garantir um produto com maior vida Gtil sem alteracdes
perceptiveis no aspecto sensorial.
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As culturas de Salmonella sp. foram mantidas a 4°C em TSA
suplementado com 50 pug/mL de acido nalidixico, que atuou como
marcador.

3.2.3. Irradiagdo das almondegas

3.2.3.1. Preparo do indculo

A partir das culturas-estoque obtidas em 3.2.2., as 4 cepas de
Salmonella foram semeadas na superficie de placas contendo TSA
suplementado com acido nalidixico (50 pg/mL). As placas foram
incubadas a 37°C por 18 a 24 horas. Decorrido o periodo de incubacdo, 5
coldnias de cada cepa foram transferidas para 4 diferentes Erlenmeyers
de 250mL contendo 50 mL de TSB suplementado com 0,6% de extrato
de levedura (YE)(L21, Oxoid) (TSB-YE) e acido nalidixico (50 pg/mL)
(Sigma, Saint Louis, USA). Esses frascos foram incubados a 37°C por 12
horas, sob agitacao de 140 rpm (Innova 4000, New Brunswick Scientific,
Nova Iorque, EUA). Posteriormente, as quatro culturas foram misturadas
em um frasco estéril a fim de se obter um “poocl” e a absorbancia
determinada em comprimento de onda de 540nm em espectrofotémetro
(modelo Ultrospec 2000, Pharmacia Biotech, EUA), a fim de se obter
cultura com 10! UFC/mL, conforme curva de crescimento realizada
previamente.

Com base na curva de crescimento, foram feitas as diluicdes
adequadas em solugdo salina {NaCl 0,85%, Synth) para que o nivel de
inéculo nas alméndegas fosse de 10* UFC/g de almdndega congelada de
frango. Paralelamente, 1 mL de cada diluicdo foi semeado, em
profundidade, em placas e adicionado TSA suplementado com acido
nalidixico e incubadas a 37°C por 24 horas, a fim de se confirmar a
populacdo do inéculo.

3.2.3.2. Inoculagao e Acondicionamento

As alméndegas, congeladas a —-189°C, foram inoculadas com 0,25 mL
do inéculo obtido em 3.2.3.1. com auxilio de seringa e agulha estéreis.
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Posteriormente, as almdndegas, inoculadas com cerca de 10* UFC/g de
Salmonella sp., foram acondicionadas em embalagens plasticas de
polietileno de forma que cada uma tivesse 4 unidades (cerca de 100g).
As embalagens foram seladas empregando seladora térmica (mod. 300T,
Barbi Ind. Mecanica Ltda, Itu, BR) e estocadas a -18°C até o momento
de serem processadas. Para cada experimento foram preparados 20
pacotes de almdndegas, sendo 2 pacotes para cada dose e fonte de
radiacdo ionizante utilizada, perfazendo um total de 80 almdndegas.

3.2.3.3. Irradiagao

As amostras congeladas foram transportadas para o Instituto de
Pesquisas Energéticas e Nucleares - SP (IPEN - CNEN) em caixas com
isolamento térmico e expostas a doses de 1,5 kGy, 2,0 kGy, 2,5 kGy e
3,0 kGy, empregando raios gama, provenientes de fonte de %°Co
(irradiador Gamma Cell-220, Atomic Energy of Canada, LTD, Kanata,
CA) e feixe de elétrons, com o equipamento Dynamitron (Radiation
Dinamics Co., modelo JOB 188, Nova Iorque, EUA), com energia de
1,5 MeV, poténcia maxima de 37,5 kW e corrente elétrica de 2,5 mA.
Amostras testemunhas acompanharam o processo em todas as
repeticdes. Todo o processo foi realizado em duplicata e em 4 ocasides

diferentes.

3.2.3.3.1. Dosimetria

Os dosimetros, Gammachrome YR Batch 6 (Harwell — Oxfordshire,
Reino Unido) nos experimentos 1 e 2 e Amber 3042 Batch H (Harwell —
Oxfordshire, Reino Unido) nos experimentos 3 e 4, foram dispostos entre
as embalagens no caso da radiagao gama.

No caso do feixe de elétrons, os dosimetros CTA (Fuji — Tokio,
Japdo) foram utilizados na superficie e no centro das alméndegas
congeladas de frango néo inoculadas e cortadas ao meio.
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3.2.3.4. Enumeragdo de Sa/monella sp. apbs irradiacdo

Apds a irradiagdo, as aimdndegas de duas embalagens por dose (8
almdndegas no total) foram homogeneizadas e 25g deste foram pesados
e adicionados de 225 mL de TSB-YE com 0,3% de glicose. A partir dessa
diluicdo, procedeu-se a diluicdo decimal seriada em solucdo salina
fisiolégica (0,85% NaCl, Synth). Foram semeados, em duplicata, 1mL de
cada diluicdo em placas de Petri, sobre as quais foi adicionado TSA-YE
(Agar Tripticase Soja suplementado com 0,6% de Extrato de Levedura)
suplementado com glicose {(0,3%) e 50ug/mL de acido nalidixico. Apds a
solidificacdo do meio, as placas foram incubadas a 35 - 37°C por 20 a 24
horas. Posteriormente, realizou-se a contagem das coldénias e aplicou-se
os respectivos fatores de correcao das diluigdes. O resultado foi expresso
em UFC/g, da média da contagem das placas e, posteriormente,
transformado em log;c UFC/qQ.

A apresentacdo esquematica das etapas de inoculagdo das
alméndegas, irradiacdo até a contagem das colbnias encontra-se na
Figura 1.
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o 6leo estava ou ndo queimado ou rangoso. Apéds fritas, as almdndegas
foram acondicionadas em potes plasticos com papel absorvente,
identificados com o codigo da amostra e mantidas em estufa (Estufa
Retilinea, FANEN Ltda, S3o Paulo, BR) a temperatura de 50-55°C até o
momento de serem servidas.

3.3.3. Teste sensorial de aceitacdo

Com a finalidade de se avaliar o efeito da radiacdo sobre o
produto, foi realizado um teste sensorial afetivo com as quatro amostras
descritas na Tabela 3.

Participaram do teste 50 consumidores habituais de aiméndegas de
frango, recrutados no campus da Universidade de Sao Pauloc (USP),
sendo 32 individuos do sexo feminino e 18 do sexo masculino. O
questionario de recrutamento utilizado para selecionar consumidores para
o teste afetivo € mostrado no Anexo 1.

O teste de aceitacdo foi realizado no laboratério de Ensino de
Graduacgdo do Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP. Antes do inicio do teste, foi
solicitado aos provadores que mantivessem siléncio e que se sentassem a
uma distancia minima de um metro entre si, a fim de evitar trocas de
informacao e influéncia muatua nos resultados individuais.

As amostras foram servidas aos consumidores a temperatura de
50-55°C em pratos plasticos codificados com numeros de trés digitos
(Tabela 3), com apresentagdo monadica e em ordem determinada por
um planejamento experimental de blocos completos balanceados e
casualizados, proposto por WAKELING & MacFIE (1995).

Os consumidores avaliaram a aceitacao através da escala hedénica
estruturada mista de nove pontos e a intencao de compra de cada
amostra (STONE & SIDEL, 1993). Perguntas abertas sobre as razdes de
agrado/desagrado dos consumidores e as justificativas de compra foram
incluidas nas fichas do teste, cujo modelo é apresentado no Quadro 1.
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Quadro 1: Modelo de ficha utilizada no teste afetivo com as almdéndegas
de frango.

Avaliacao sensorial de almondegas de frango

Nome: data:

amostra; XXX

1.Vocé estd recebendo uma amostra codificada de alméndega de
frango. Por favor, prove a amostra e indique na escala abaixo 0 quanto
vocé gostou ou desgostou de seu SABOR.

) 9.gostei muitissimo

) 8.gostei muito

) 7.gostei moderadamente

) 6.gostei ligeiramente

) 5.ndo gostei/ nem desgostei

) 4.desgostei ligeiramente

) 3.desgostei moderadamente

) 2.desgostei muito

Lo T S T T . T e T i T . T}

)} 1.desgostei muitissimo

2. Diga o que vocé mais gostou com relacdo ao sabor da alméndega:

e
3. O que vocé menos gostou com relacdo ao sabor:

4. Se vocé encontrasse este produto a venda:

( ) 5. certamente compraria
( ) 4. provavelmente compraria
( ) 3. talvez compraria / talvez nao compraria
( ) 2. provavelmente ndao compraria
( ) 1. certamente ndo compraria
Justifique sua resposta:

OBRIGADO POR SUA PARTICIPAGCAO!
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4. Resultados e Discussao:

4.1. Analise microbiolégica

A Tabela 4 apresenta a média de 4 experimentos, em duplicata,
das populagbes dos diversos grupos de microrganismos analisados antes
do processo de irradiacao. Sal/monella sp. ndo foi detectada nas amostras
analisadas antes do processo de irradiacdo. Por esses resultados,
verifica-se que as amostras analisadas encontravam-se em boas
condigdes higiénico-sanitarias.

Tabela 4. Populagdes (log UFC/g) de bactérias laticas,
Enterobacteriaceae, microrganismos psicrotroficos e Pseudomonas sp. em

alméndegas de frango antes da irradiacdo {média de 4 experimentos).

Grupo de microrganismos Populacdao microbiana (log UFC/g)
Bactérias laticas 3,71
Enterobacteriaceae 2,16
Microrganismos psicrotréficos 3,56
Pseudomonas sp. 1,83

4.2. Reducdo da populacdo de Salmonella sp. apoés
irradiacao

Apds contaminagdo e exposicdc a radiagdo gama e ao feixe de
elétrons, constatou-se uma maior redugdo na populagdo de Salmonella
sp. inoculada nas almdndegas congeladas de frango irradiadas com raios
gama (Tabela 5 e Grafico 1).
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menor redugdo ocorreu, provaveimente, devido a geometria da
almoéndega de frango e técnica de inoculacdo utilizada, que simulou uma
situagdo real, isto &, em que toda a drea da almdndega estivesse
contaminada.

Contrario ac observado em nosso estudo, CHUNG e cols. (2000)
verificaram a redugdo de 6 ciclos log de S. Typhimurium em fatias de 1
cm de carne bovina, tanto quando expostas a doses de 1,5 kGy como de
3,0 kGy, empregando raios ionizantes provenientes de fonte de °Co e de
feixe de elétrons proveniente de maquina de 1,0 MeV.

Os resultados obtidos concordam com os de THAYER e cols. (1995b)
que verificaram a redugdo para niveis ndo detectaveis de 10* UFC/g de
Salmonella Enteritidis em carne de frango mecanicamente desossada
exposta a 3,0 kGy (raios gama).

ABU-TARBOUSH e cols. (1997) demonstraram que uma dose de 2,5
kGy (raios gama) foi suficiente para reduzir as populagbes de Sa/monella
sp., Yersinia sp., Campylobacter sp. e coliformes a niveis ndo detectaveis
em carne de frango.

No entanto, na literatura ndo ha consenso sobre a dose de radiagdo
para controlar Salmonella sp. em carne de frango. A reducdo de
aproximadamente 4 ciclos log com a dose de 3,0 kGy, obtida por nés,
concorda com o recomendado pelo USDA (1992), MORRISON e cols.
(1992) e é similar aocs valores obtidos por THAYER & BQOYD (1992) e
LAMUKA e cols. (1992). Entretanto, outros autores afirmam que doses
maiores de radiacdo s3o necessarias para inibir Sa/monella sp. e
asseqgurar um produto estavel e saudavel do ponto de vista sanitario e
microbiolégico. Entre eles, HANIS e cols. (1989) que constataram que a
dose de 5 kGy nao foi suficiente para reduzir S. Typhimurium para niveis
ndo detectaveis em frango refrigerado.

Enquanto FARKAS (1987) e VIANA (1993) relataram doses entre 3,0
e 5,0 kGy para inativar as bactérias ndo formadoras de esporos em
carnes, aves e peixes, PATTERSON (1988) afirmou que doses maiores,
entre 5,0 e 7,0 kGy, sdo necessarias para reduzir a populagdo de
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Salmonella sp. em varios tipos de carnes, concordando com os dados
obtidos por SPOTO e cols. (2000) que encontraram dose de 6,0 kGy.

IDZIAK & INCZE (1968) observaram a reducdo do ndmero de
coldnias vidveis de Sa/monella sp. em carne de frango irradiada com 5,0
kGy e conservada por 20 dias sob refrigeragdo.

Em relagdo ao uso de feixe de elétrons, HEATH e cols. (1990)
utilizando uma maquina de 3,0 MeV verificaram que doses de 1,0 kGy
foram suficientes para reduzir para niveis ndo detectaveis a populagdo de
Salmonella sp. em coxas de frango. SADAT & VOLLE (2000), empregando
uma maquina de 10,0 MeV, utilizaram dose de 5,0 kGy para irradiar
embalagens de 10 kg de carne de aves mecanicamente desossada
congelada. Por outro lado, LEWIS e cols. (2002) constataram que as
doses de radiagdo de 1,0 e 1,8 kGy provenientes de aceleradores de
elétrons com 10,0 MeV foram efetivas na redugdo de microrganismos em
filés de peito de frango.

No presente trabalho, entretanto, o feixe de elétrons ndo foi eficaz,
pois mesmo doses de 3,0 kGy foram insuficientes para reduzir 1 ciclo log
do microrganismo. No entanto, convém ressaltar que o equipamento
utilizado neste trabalho tem energia de apenas 1,5 MeV, enquanto o
utilizado por HEATH e cols (1990) tinha energia de 3,0 MeV e o de SADAT
& VOLLE (2000) e LEWIS e cols. (2002), energia de 10 MeV. Quanto
menor a energia da maquina, menor é 0 poder de penetragdo da
radiacdo, o que explica, provavelmente, os resultados obtidos. Um outro
fator a ser considerado é que em coxas de frango e filés de peito de
frango, a contaminagdo foi superficial, 0 que ndo ocorreu nas alméndegas
do nosso trabalho.

Verifica-se, pela Tabela 6 e Gréfico 2, uma variagdo de 0,68 a 1,14
kGy para os valores de D, para Sa/monella sp. em almodndegas
congeladas de frango quando expostas aos raios gama. Através da
dosimetria, verificou-se que 0s raios gama atingem toda a area da
almdéndega com as doses solicitadas.
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consumidores que rejeitaram os produtos, dando-lhes notas abaixo de 5
- ndo gostei, nem desgostei (menos de 10%, em todas as amostras).

A andlise da distribuicdo de frequéncias de valores hedénicos
indicou que a aceitabilidade das amostras é bastante similar,
independentemente da dose de radiagdo aplicada.

A analise de variancia dos valores de aceitacdo (Tabela 7) revelou
que ndo houve diferenga significativa ao nivel de 5% de significancia
entre as amostras testadas. Entretanto, efeito “consumidores” foi
significativo (p<0,05), fato este comum em testes de consumidores os
quais, via de regra, diferem entre si com relagdo ao grau de gostar ou
desgostar das amostras testadas.

Tabela 7. Andlise de Variancia dos resultados do teste de aceitacao
de aimodndegas de frango.

Causa de GL: Graus SQ: Soma
L MQ* = SQ/GL F calculado p
variagao de liberdade Quadratica
Amostra 3 4,975 1,658 1,30 0,28
Consumidores 49 103,625 2,115 1,66 0,01
Residuo 147 187,27 1,274
Total 199 295,875

*Média Quadratica

A Tabela 8 apresenta as médias de aceitagao das quatro amostras
analisadas, juntamente com os resultado do teste de médias de Tukey.

As almdndegas irradiadas com dose de 5,0 kGy obtiveram a maior
média de aceitacdo - 7,4 - enquanto as meédias das demais amostras
situaram-se entre 6,9 e 7,1. Entretanto, ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre essas médias, segundo o teste de Tukey.

Com a finalidade de justificar os resultados da avaliagdo da
aceitacdo das almdndegas de frango, foi solicitado aos consumidores que
citassem as caracteristicas que mais gostaram e as que menos gostaram
nas amostras. Os comentarios mais citados sequem listados na Tabela S.
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Tabela 8. Médias de aceitacdo das amostras de alméndega de
frango (1 = desgostei muitissimo, 5 = ndo gostei/nem desgostei, 9 =
gostei muitissimo).

Amostras Médias™ % de % de
Almdndegas de frango aprovagao ** rejeicdo ***
N&o irradiada (0 kGy) 7,1 78 4
Irradiada com 3,0 kGy 6,9 72 6
Irradiada com 4,0 kGy 7.1 80 4
Irradiada com 5,0 kGy 7.4 80 2

Nota: *Médias nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de significincia pelo
Teste de Tukey.

** notas > a 7
*** notas < 5

Os dados da Tabela 9 mostram que o tempero e o sabor de frango
foram os atributos sensoriais mais apreciados pelos consumidores em
todas as amostras. E interessante notar que os consumidores referiram-
se a sabor e tempero suave nas trés amostras irradiadas.

Com relacdo aos atributos menos apreciados, os consumidores
constataram principalmente fraco sabor de frango e sabor caracteristico
de fritura das amostras. Se, por um lado, houve uma boa parcela dos
consumidores que apreciaram o tempero das almdndegas, houve
também os que ndo apreciaram esta caracteristica.

Em relagdo a textura das amostras, alguns consumidores
consideram as almdndegas como sendo “secas” e “esponjosas”,

provavelmente devido a presenca de proteina de soja na formulagdo.
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Tabela 9. Caracteristicas sensoriais mais apreciadas e menos

apreciadas mais freqluentemente citadas pelos consumidores no teste de

aceitacao.
Tipo de Caracteristicas mais No. de Caracteristicas menos No. de
almdndega apreciadas respostas apreciadas respostas

Sabor de dleo de fritura 6

Sabor de frango 15 Excesso de tempero 4

N30 irradiada Tempero i3 Sem sal 4

Textura Gorduroso 3

Maciez 2 Textura seca/ 3

esponjosa/mole

Excesso de condimento 7

Tempero i5 Salgado 4

Irradiada com Sabor de frango 6 Sabor de rango 3

3,0 kGy Sabor suave 4 Sabor de 6leo de fritura 5

Textura/consisténcia 3 Sabor de frango fraco 4

Muito seco. 3

Tempero i4 Sabor de frango fraco 5

Sabor de frango 5 Sabor de 6leo de fritura 5

Irradiada com  Consisténcia/textura 4 Seco 2

4,0 kGy Sabor suave 3 Rangoso 1

Quantidade de sal 3 Sabor de frango alterado 1

Tempero suave 3 Textura esponjosa 1

Sabor de 6leo de fritura 6

Tempero 11 Salgado 5

Irradiada com Sabor de frango 6 Oleoso 2

5,0 kGy Sabor suave Muito macio/omido 2

Textura macia 4 Textura espenjosa 1

Sabor residual de rango 1

De uma forma geral, as informacoes da Tabela 9 justificam a alta

aceitacdo das amostras (Tabela 8). Provavelmente, a presengca de

proteina de soja, condimentos e agentes antioxidantes na formulagdo

contribuiu para a manutencdo da qualidade sensorial das almdndegas, de

forma que ndo houve maodificagdo negativa no sabor do produto

irradiado.
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comprasse”) e de 10 a 20% ndo estariam dispostos a comprar as
alméndegas (respostas entre as categorias “2 - provavelmente ndo
compraria” e “1- certamente ndo compraria).

A analise de variancia dos valores de intengdo de compra (Tabela
10) revelou que ndo houve diferenca significativa ao nivel de 5% de
significancia (p>0,05) entre a intengdo de compra das amostras testadas.
Similarmente ao ocorridoc na avaliacdo da aceitagdo, o efeito
“consumidores” foi significativo (p<0,05), indicando que os individuos
diferiram entre si com relag8o ao interesse de comprar ou ndo as
amostras, conforme observado na distribuigdo de fregliéncias de intengdo

de compra da Figura 5.

Tabela 10. Anadlise de Variancia dos resultados da avaliacdo de
intengdo de compra de alméndegas de frango.

Causa de GL: Graus de  SQ: Soma
MQ* = SQ/GL F calculado p

variagao Liberdade Quadratica
Amostra 3 0,255 0,085 0,13 0,94
Consumidores 49 64,505 1,316 1,95 0,001
Residuo 147 98,995 0,673
total 199 163,755

*Média Quadratica

A Tabela 11 apresenta as médias de intengdo de compra das
quatro amostras analisadas, juntamente com os resultados do teste de
médias de Tukey. As quatro amostras de almdéndegas obtiveram médias
de intencd@o de compra de 3,5, ou seja, entre as categorias "3 - talvez
comprasse/talvez ndao comprasse” e "4 - provavelmente compraria”.
Observa-se que as almdndegas irradiadas com dose de 4,0 kGy
obtiveram 6% a mais de notas na regido de aprovac¢d@o (entre 4 e 5 da
escala de intencdo de compra). Porém, este fato ndo contribuiu
significativamente para diferencia-la das demais amostras.
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Tabela 11. Médias de intengdo de compra das amostras de
almdndega de frango (5=certamente compraria, 3=talvez comprasse/
talvez ndo comprasse, 1=certamente ndo compraria).

Amostras Médias™ % de % de indecisdo ou
Almoéndegas de frango aprovagao ** rejeicao***
Nao irradiada (0) 3,6 50 50
Irradiada com 3,0 kG 3,5 52 48
Irradiada com 4,0 kG 3,5 56 44
Irradiada com 5,0 kG 3,6 50 50

Nota: *Médias nao diferem significativamente entre si ao nivel de 5% de significancia pelo
Teste de Tukey,
** notas > 3

*** notas < 3

Com a finalidade de justificar os resultados da avaliagdo da
intencdo de compra das almdéndegas de frango, solicitou-se aos
consumidores que citassem as caracteristicas que mais gostaram e as
que menos gostaram nas amostras. Os comentarios mais importantes
seguem listados na Tabela 12.

Os comentdarios da Tabela 12 sobre as propriedades sensoriais das
amostras indicam que o tempero, o sabor e a textura das amostras foram
0os principais fatores motivantes de compra para alguns consumidores.
Por outro lado, o sabor caracteristico de gordura (fritura), ou relacionado
a rango, e a textura foram fatores citados como desmotivantes da
compra do produto.

Apesar da boa qualidade sensorial das amostras revelada no teste
de aceitagdo, os resultados da avaliagdo da intengdo de compra
demonstraram que a escolha dos consumidores em levar ou ndo o
produto para casa ndo depende apenas da qualidade sensorial, mas de
outros fatores extrinsecos como 0 preco e a conveniéncia de preparo do

mesmao.
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Tabela 12. Razdes citadas pelos consumidores justificando a

compra ou ndo das alméndegas de frango.

Tipo de
almdéndega

Compraria porque...

N3o compraria porque...

N3do irradiada

Sabor suave
Boa textura
Casca crocante
Tempero
Dependeria do prego
Conveniéncia

Sabor fraco de frango
Gorduroso/oleoso
Muito mole
Sabor estranho

Irradiada com
3,0 kGy

Tempero
Aparéncia
Crocdncia da casca
Dependeria do preco

Sabor estranho
Gorduroso/absorve muito éieo
Sabor de frango neutro
Muito salgado
Sabor de rango
Pouco tempero
Textura “borrachosa”
Seca

Irradiada com
4,0 kGy

Mais Umida
Tempero
Sabor
Maciez
Sabor suave
Aroma agradavel
Sabor de frango
Aparéncia
Casca crocante

Falta tempero
Sabor de produto
industrializado
Sabor de gordura de frango
Sabor de farinha
Textura “borrachosa”

Irradiada com
5,0kGy

Suculéncia
Sabor e aroma suave
Textura
Dependeria da ocasido
Conveniente e pratico

Consisténcia mole/ quebradica
Sabor de soja
Falta sabor de frango
Muito salgado




41

5. Conclusotes

Os resultados obtidos nas condicbes desta pesquisa permitem
concluir que:

- a radiagdo gama mostrou-se viavel na redugcdo de Salmonella sp.
inoculada em alméndegas de frango.

- 0 acelerador de elétrons utlizado, com energia de 1,5 MeV, ndo se
mostrou adequado na reducdo de Sa/monella sp. inoculada em
alméndegas de frango.

- as almoéndegas comerciais formuladas a base de carne de frango,
em combinacdo com proteina de soja, condimentos e aditivos
antioxidantes ndo perderam sua qualidade sensorial quando expostas as
doses de 3,0; 4,0 e 5,0 kGy. Os consumidores, de maneira geral,

mostraram-se dispostos a comprar o produto irradiado.

- a dose de radiacdo gama tolerada pelas alméndegas de frango foi
de 5,0 kGy, 70% superior a dose necessaria — 3,0 kGy - para reduzir a
populagdo de Sa/monella sp. em 4 ciclos log, o que confirma a viabilidade

do processo estudado.
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Anexo 1

Questionario utilizado no recrutamento de consumidores para o
teste afetivo com almoéndegas de frango

CADASTRO DE CONSUMIDORES ANALISE SENSORIAL DE ALIMENTOS

Estamos recrutando consumidores para participar de uma
degustacao de alméndegas de frango, a ser realizada nos dias 17 e 18 de
fevereiro de 2003.

Caso seja selecionado, vocé provara quatro diferentes amostras do
referido produto e o teste levara cerca de vinte minutos. Se vocé estiver
interessado em participar, por favor, preencha o questionario abaixo.

Nome: data:

Telefone para contato/ramal:

E-mail:
1. Sexo
( ) masculino ( ) feminino
2. Idade (faixa etdria):
( )18-24
( )25-34
( )35-44
( ) 45-54
( )55o0uacima
3. Vocé é a pessoa responsavel pela compra de alimentos em sua casa?
( )Sim ( ) Nao

4. \océ consome ou ja consumiu ALMONDEGAS DE FRANGO?
( )sim ( )ndo
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Em caso positivo, indique na escala abaixo o quanto vocé gosta ou desgosta

de ALMONDEGAS DE FRANGO:

(
(
(
(
(
(
(
(
(

) 9.gosto muitissimo

) 8.gosto muito

)} 7.gosto moderadamente

) 6.gosto ligeiramente

) 5.ndo gosto/ nem desgosto
) 4.desgosto ligeiramente

) 3.desgosto moderadamente
) 2.desgosto muito

) 1.desgosto muitissimo

5. Vocé tem alergia ou restricdo de consumo de algum tipo de alimento:

( )sim ( )ndo

Em caso positivo, diga qual ou quais alimentos:

6. Vocé tem restricdo de consumo de frituras?

( Ysim ( )ndo

7. Esta fazendo uso de algum medicamento?

( )sim ( )ndo

Em caso positivo, diga qual medicamento:

Termo de responsabilidade:

Estou ciente dos objetivos da avaliagdo sensorial aqui descrita,
sou responsavel pela veracidade das informag¢des apresentadas e
autorizo os responsaveis pela conducdo do teste a utilizar as
informagoes na selegdo de degustadores.

Sao Paulo, /

/ 2003.

Assinatura:

R.G.

OBRIGADO POR SUA PARTICIPACAO!



