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Il Resumo

O uso de materiais de referéncia (MR) é uma das principais ferramentas
utilizadas para garantia e controle da qualidade de laboratérios de microbiologia
de alimentos. No Brasil, a RDC n.° 12/01 da Anvisa prevé como um dos parametros
para a avaliacdo da qualidade de queijos a enumeracdo de estafilococos
coagulase positiva (ECP). O grande desafio na producdo de MR destinados a
ensaios microbiolégicos é a instabilidade natural dos micro-organismos, o que
dificulta o desenvolvimento e a manutengéo desses MR. O objetivo deste estudo foi
produzir um MR quantitativo destinado ao ensaio de enumeracéo de ECP em matriz
queijo. Uma amostra de queijo ultrafitrado com contagem de ECP <10 UFC/g e
numero de aerdbios viaveis de 1,22 x 103 UFC/g foi utilizada como matriz para
producdo do MR. A matriz foi distribuida em frascos, contaminada com a bactéria
alvo em concentracéo especifica e submetida a liofilizacdo. Como crioprotetor,
foi utilizada sacarose. O MR produzido foi considerado homogéneo e estavel a
temperatura < -70 °C durante todo o periodo estudado (dez meses). O material
apresentou estabilidade a 4, 25, 30 e 35 °C durante quatro dias; contudo, 0s
resultados indicam que, a 35 °C, ocorre um decréscimo na concentragéo celular.
A =20 °C, o MR apresentou-se estavel durante 48 dias. Conclui-se que o material
apresentou todos os requisitos necessarios de um MR de qualidade e poderia
ser transportado aos laboratérios participantes de um ensaio de proficiéncia
a temperaturas de até 35 °C por até quatro dias, uma vez que os resultados
indicaram a manutencao da concentracao celular neste periodo. Esse foi o
primeiro trabalho a descrever uma metodologia de producdo de MR contendo
ECP em matriz queijo.

Palavras-chave: Material de referéncia; Queijo, Estafilococos.

B Summary

The use of reference materials (RM) is one of the principal tools used for
assurance and quality control in food microbiology laboratories. In Brazil, Anvisa
RDC n° 12/01 specifies the enumeration of coagulase-positive staphylococcus
(CPS) as one of the parameters for evaluating cheese quality. The main challenge
in the production of RM destined for microbiological assays is the natural instability
of the microorganisms, which makes it difficult to develop and maintain them.
This study aimed to produce a quantitative RM for use in enumeration assays of
CPS in cheese matrixes. A sample of an ultra-filtered cheese with a CPS count
of <10 CFU/g and a total n° of viable aerobes of 1.2 x 108 CFU/g was used as
the matrix to produce the RM. The matrix was distributed in flasks, contaminated
with specific concentrations of the target bacteria and submitted to freeze-drying.
Sucrose was used as the cryo-protector. The RM produced was considered
homogeneous and stable at < -70°C during the entire study period (10 months).
The material was shown to be stable at 4, 25, 30 and 35 °C for 4 days, although the
results indicated a decrease in cell concentration at 35 °C. At -20 °C the RM was
stable for 48 days. It was concluded that the material showed all the necessary
requirements for a quality RM and could be transported to the laboratories taking
part in a proficiency test at up to 35 °C for up to 4 days, since the results indicated
maintenance of the cell concentrations during this period. This is the first study
to describe a methodology for producing MR containing CPS in a cheese matrix.

Key words: Reference material; Cheese; Staphylococcus.
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Il 1 Introducao

Um material de referéncia (MR), de acordo com
a NBR ISO/GUIA 30 (ABNT, 2000), € um “[...] material
ou substancia que tem um ou mais valores de
propriedades que s&o suficientemente homogéneos
e bem estabelecidos”. O uso de MR é amplamente
aceito como ferramenta indispensavel e confiavel para
comparacao de resultados de analises, sendo um dos
pilares para o controle de qualidade metodolégico (ABNT,
2000; PHILIPP et al., 2007). Os MR podem ser utilizados
nos laboratérios de microbiologia de alimentos como
parte do seu programa de garantia da qualidade, no
controle interno dos ensaios, na validacdo de métodos,
no treinamento de pessoal e na avaliagdo da precisao do
laboratério (ABDELMASSIH et al., 2011).

Atualmente, existe uma necessidade de MR para
microbiologia de alimentos homogéneos, precisos e
estaveis (ABDELMASSIH et al., 2011). Além disso, os
MR disponiveis podem apresentar desvantagens, como:
dificuldade de manipulacao ou dissolucao, alto valor de
incerteza associada, problemas de heterogeneidade
e elevados custos de transporte em temperatura de
congelamento (PHILIPP et al., 2007).

Os MR destinados a andlises microbiologicas na
area de alimentos disponibilizados por provedores de
ensaios de proficiéncia (EP), em geral, atendem aos
escopos de ensaios qualitativos (presenga/auséncia)
e quantitativos. Os MR quantitativos visam a avaliar
a capacidade do laboratério de enumerar o(s) micro-
organismo(s) alvo(s) de forma precisa e exata (PETERZ
e STENERYD, 1993; INCQS, 2012a, b, c).

A problematica no desenvolvimento e na
manutencao de MR para EP na area de microbiologia esta
na sensibilidade das células as variagdes de temperatura
e ao estresse durante o processo de dessecacéo
(IN'T VELD, 1998; PHILIPP et al., 2007). Alteracbes na
concentragdo celular ou perdas da viabilidade podem
ocorrer durante as etapas de produgéo e estoque
(WESSMAN et al., 2011).

Em sua maioria, os relatos encontrados na literatura
cientifica sobre o preparo de MR destinados a ensaios
microbiolégicos em alimentos sao aqueles que utilizam o
leite como matriz (IN'T VELD et al., 1999; SCHULTEN et al.,
2001; ROSAS et al., 2010; BRANDAOQO et al., 2011; INCQS,
2012a, b, ¢). Também existe um relato da producao de
MR em matriz carne bovina (VIEIRA et al., 2011) e outros
que utilizaram matrizes inertes, como caldo contendo soro
e inositol (PETERZ e STENERYD, 1993), e carbonato de
célcio (ABDELMASSIH et al., 2011).

A necessidade de uma dieta adequada e de uma
melhor qualidade de vida, € a busca por alimentos mais
saudaveis levaram a um aumento no consumo de leite e
produtos lacteos, como o queijo. Dentre 0s diversos tipos
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de queijo, o tipo Minas Frescal € um produto tipicamente
nacional, de tecnologia simples e de larga aceitacao no
Pais. Por ser alimento de pronto consumo e indicado para
idosos, gestantes e convalescentes, inclusive em dietas
hospitalares, a sua inocuidade é de suma importancia
para que este ndo venha a causar riscos a saude do
consumidor (VISOTTO etal., 2011). No Brasil, aRDC n.® 12
de 2001 (BRASIL, 2001), que estabelece o Regulamento
Técnico sobre Padrbes Microbiolégicos para Alimentos,
tem como um dos parametros da avaliacdo da qualidade
de queijos a quantificacdo de estafilococos coagulase
positiva (ECP).

Até o momento, pelo menos 50 espécies e
subespécies de Staphylococcus spp. com potencial
de producéo da enzima coagulase ja foram descritas.
Contudo, seis espécies principais compdem 0 grupo
dos ECP, sendo o Staphylococcus aureus subsp. aureus
o principal agente causador de surtos de doencas
transmitidas por alimentos (BENNETT e LANCETTE, 2001,
HENNEKINNE et al., 2010). A intoxicacé&o transmitida por
Staphylococcus spp. enterotoxigénicos é provocada pela
ingestdo de enterotoxinas pré-formadas nos alimentos
(HENNEKINNE et al., 2010).

Em razao da caréncia de métodos relativos a
producao de MR em diferentes matrizes alimenticias e da
necessidade do uso dos MR para garantia da qualidade e
da confiabilidade dos ensaios realizados nos laboratérios
de microbiologia de alimentos, o objetivo deste estudo
foi desenvolver um MR quantitativo, para enumeracao
de ECP em matriz queijo, utilizando-se como técnica de
preservacéo a liofilizacao.

I 2 Material e métodos

2.1 Selecéo e preparo da matriz

Uma amostra de queijo Minas produzido pelo
processo de ultrafiltragéo foi analisada para verificacao
do nivel de contaminac&o por ECP, segundo Bennett e
Lancette (2001), e da carga microbiana total de aerébios
vidveis presente na matriz, segundo Maturin e Peeler
(2001).

A matriz de queijo foi distribuida, em condi¢oes
assépticas, em frascos de vidro estéreis com capacidade
de 10 mL (2 g/frasco) até um total de 216 frascos. Rolhas
de borracha estéreis para liofilizacéo foram posicionadas
nos frascos. Os frascos foram congelados em freezer
a temperatura £ =70 °C (Thermo, EUA) por 24 horas e
submetidos a um ciclo de liofilizagdo por 24 horas, em
aparelho liofilizador K105 (Liotop, BRASIL).

2.2 Producao do material de referéncia

A metodologia de producéo do MR contendo ECP
em matriz queijo (MR STAO1) desenvolvida neste trabalho
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teve como base o estudo descrito por Rosas et al. (2010).
Em adicéo, foi utilizada a sacarose como crioprotetor para
producao do MR (BRANDAO et al., 2011; WESSMAN et al.,
2011).

Uma cepa de S. aureus subsp. aureus da colegao
de micro-organismos do Setor de Alimentos/INCQS,
isolada a partir de uma amostra de queijo tipo “ricota” e
identificada pelo Sistema VITEK 2 V. 04.02 (BioMerieux),
foi utilizada neste estudo. A cepa foi cultivada em caldo
infusdo cérebro-coracédo (Merck, ALEMANHA) a 35 °C
por 24 horas. A cultura foi centrifugada a 10.000 rpm
por 10 minutos (Eppendorf, EUA) e o sedimento foi
ressuspenso em solucéo salina peptonada (SSP) a 0,1%.
A concentracédo de células foi ajustada em aparelho
fotocolorimetro (Libra S2, Biochrom, INGLATERRA) em 520
nm até uma transmitancia de 2% (= 2,6 x 10° células/mL)
e diluida em SSP a 0,1% contendo 100 mM de sacarose,
até atingir uma concentragéo alvo de 2,6 x 10*células/
mL. Esta solu¢cdo foi homogeneizada e volumes de
0,5 mL da suspensao foram utilizados para contaminagcéo
dos frascos contendo a matriz de queijo pré-liofilizada
(item 2.1). Os frascos foram congelados e submetidos
novamente a um ciclo de liofilizacao por 24 horas.

A partir da solucéo utilizada para contaminacao
dos frascos, foi realizada a quantificacdo do nimero de
células em &gar tripticaseina de soja (TSA) (Difco, EUA),
incubado a 35 °C por 48 horas. Essa quantificacéo foi
realizada no momento da contaminac&o do primeiro e
do ultimo frasco, com objetivo de verificar a variagdo da
concentracéo celular durante o tempo necessario para
o preparo do lote.

2.3 Controle da qualidade do material de referéncia

O candidato a MR produzido foi submetido aos
ensaios de controle para verificar se este atendia aos
requisitos necessarios de um MR. A inspegéo visual e a
verificacdo de vacuo foram incluidas com a intencéo de
avaliar a qualidade final do MR liofilizado.

2.3.1 Inspecéo visual e verificacdo de vacuo

Apos a liofilizacao, os frascos foram inspecionados
visualmente para verificacdo da presenca de possiveis
defeitos (aspecto estranho, presenca de liquefacéo
ou caramelizacdo das amostras). Posteriormente, foi
realizada a verificacdo do vacuo conforme descrito por
Rosas et al. (2010). Os frascos que apresentaram algum
defeito ou nao apresentaram vacuo foram descartados,
e os demais foram lacrados com tampa metalica,
identificados e estocados em freezer a temperatura <
-70 °C.

2.3.2 Estudo da homogeneidade

Dez frascos do lote, selecionados aleatoriamente
utilizando-se a ferramenta de numeros aleatérios do
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programa do Microsoft Office Excel® 2010, foram
enumerados, em duplicata, sob condi¢cbes de
repetitividade, segundo Bennett e Lancette (2001).

Os frascos selecionados foram reconstituidos com
2 mL de SSP a 0,1% e mantidos em repouso durante
15 minutos. Apos este periodo, a matriz foi retirada do
frasco e transferida para um saco plastico estéril com
filtro (Nasco, EUA), seguido da adicdo de 16 mL de
SSP a 0,1% para atingir a proporgédo 1:10. O saco foi
homogeneizado em aparelho Stomacher® (Seward Fisher
Scientific, CANADA) durante 1 minuto. Aliquotas de 0,5
mL foram semeadas, em duplicata, em superficie de
agar Baird Parker (Difco, EUA) e as placas incubadas
a 35 °C por 48 horas. Apo¢s este periodo, foi realizada a
contagem das coldnias caracteristicas (negras com halo
de clarificac&o).

A homogeneidade foi avaliada segundo o Protocolo
Internacional Harmonizado (THOMPSON et al., 2006),
atribuindo-se um desvio padrao alvo (s,) de 0,25 Log,,
UFC/g da concentragéo celular (INCQS, 2012a, b, c).
Primeiramente, as contagens das placas foram convertidas
em log,,. Em seguida, aplicou-se o teste de Cochran e
realizou-se a anélise de variancia (Anova), utilizando-se
o programa Microsoft Office Excel® 2010. A avaliagédo
da homogeneidade foi realizada comparando-se o valor
da variancia entre as amostras (52 _ ) e o valor critico
da homogeneidade (c), em que o MR é considerado
homogéneo quando §? | < c.

2.3.3 Estudo da estabilidade

O estudo da estabilidade foi realizado em longa e
curta duracéo. O teste em longa duracgéo foi realizado na
temperatura de referéncia (< -70 °C). A estabilidade em
curta duracéo foi avaliada em temperaturas que simulam
o transporte do MR aos laboratérios nas temperaturas
de 4, 25, 30 e 35 °C, e na temperatura de estoque nos
laboratérios, apés o recebimento do MR (=20 °C).

O estudo em longo prazo foi realizado segundo o
modelo classico (ISO, 2006) durante o periodo de dez
meses. Foram realizadas sete anélises em intervalos
de tempo determinados, sendo que, em cada analise,
realizou-se a enumeracao de seis frascos, selecionados
aleatoriamente, utilizando-se a técnica descrita no estudo
da homogeneidade.

O estudo em curta duragéo nas temperaturas de 4,
25, 30 e 35 °C foi realizado utilizando-se 0 modelo isécrono
(LAMBERTY et al., 1998), que se baseia no estoque
dos frascos em diferentes periodos de tempo, com a
realizacao das analises sob condi¢cdes de repetitividade.
Oito frascos do lote estocados a temperatura < =70 °C
foram selecionados aleatoriamente e acondicionados em
quatro embalagens (dois por embalagem) proprias para
transporte de material bioldgico (Concepta, BRASIL).
A cada dia, estas embalagens foram estocadas nas

75



http://bjft.ital.sp.gov.br

Desenvolvimento de material de referéncia para microbiologia de alimentos

contendo estafilococos coagulase positiva em matriz queijo
BRANDAO, M. L. L. et al.

temperaturas de 4, 25, 30 e 35 °C, até um total de quatro
dias. Apos o quarto dia de incubacédo, os 16 frascos
utilizados mais dois frascos estocados a < =70 °C (dia
zero) foram enumerados conforme a técnica descrita no
estudo da homogeneidade.

O estudo em curta duracé&o na temperatura de
—-20 °C foi realizado utilizando-se o modelo classico
(ISO, 2006). Este estudo visou a avaliar a estabilidade
do MR durante o periodo em que estaria estocado no
laboratério participante, na temperatura de -20 °C,
simulando o prazo de 48 dias de estocagem. Quatorze
frascos do lote produzido, selecionados aleatoriamente,
foram acondicionados a —20 °C. Neste mesmo dia, foi
realizada a enumeragéo de estafilococos em dois frascos
estocados a < -70 °C (dia zero). A cada sete dias, dois
frascos foram enumerados conforme a técnica descrita
no estudo da homogeneidade.

A avaliagéo da estabilidade do MR foi realizada
pela anélise de residuos da regressao em conjunto com
a Anova, utilizando-se o programa Microsoft Office Excel®
2010.

I 3 Resultados e discussao

A amostra de queijo selecionada apresentou
contagem de ECP <10 UFC/g, sendo assim considerada
uma matriz satisfatéria para producao do MR. O numero
total de viaveis aerdbios encontrado foi de 1,2 x 103
UFC/g. Esta gquantificag&o foi realizada com o objetivo
de determinar a carga microbiana presente na amostra.

A concentracdo celular da suspensao utilizada
na contaminacdo dos frascos se apresentou dentro
da mesma faixa logaritmica, contendo 4,134 e 4,141
log,, UFC/mL no inicio e no término da produgéo,
respectivamente. Os resultados indicam que o tempo
total para contaminac&o dos frascos foi suficiente para
estabilizacao da concentracéo bacteriana.

Na inspecgéo visual dos frascos apos a liofilizacéo,
foi verificado que o material apresentou coloracéo branca
com auséncia de brilho. Nenhuma amostra apresentou
colapso ou caramelizacao.

Em 36 (16,7%) frascos do lote, ndo foi detectado
vacuo. Este resultado foi similar aos obtidos por outros
autores que utilizaram o processo de liofilizagcdo no
preparo de MR e também obtiveram auséncia de vacuo
em até 20% dos lotes produzidos (ROSAS et al., 2010;
VIEIRA et al., 2011).

Tabela 1. Analise de regresséo do estudo de estabilidade.

Temperatura (°C) <-70 -20
Coeficiente Angular 0,00045 0,00075
Limite Inferior (95%) -0,00053 -0,0069
Limite Superior (95%) 0,0014 0,0084
Resultado Estavel Estavel

No estudo de homogeneidade, o lote apresentou
osresultados de: ¢ = 0,017 e 52 = 0,0064, sendo assim
considerado homogéneo (THOMPSON et al., 2006). O o,
de 0,25 atribuido para avaliacédo deste MR foi baseado no
valor adotado pelos provedores de EP, mas, para atender
ao critério do Protocolo Internacional harmonizado, o MR
produzido seria considerado homogéneo com um 6, de
até 0,08.

Outros autores ja produziram MR homogéneos
utilizando o processo de liofilizagdo. Rosas et al. (2010)
produziram dois lotes de MR contendo Salmonella em
leite que foram homogéneos com valores de 6, de
0,10 e 0,27. Em trés rodadas de EP, lotes contendo
Escherichia coli, bactérias mesodfilas e Bacillus cereus
em leite foram homogéneos com valor de o, de 0,25
(INCQS, 2012a, b, c). Diversamente, Vieira et al. (2011)
obtiveram MR homogéneos contendo Salmonella em
matriz carne bovina crua; no entanto, ao utilizarem carne
cozida e enlatada como matriz, relataram insuficiéncia de
homogeneidade. Com a utilizagc&o de outras técnicas de
producao, Abdelmassih et al. (2011) produziram dois lotes
de MR contendo um esporo de B. cereus e outro esporo de
Clostridium perfringens, adsorvidos em precipitados de
carbonato de célcio, que se apresentaram homogéneos.
Em pesquisas que utilizaram a técnica de spray-dryer, a
comparacéo dos resultados obtidos foi dificultada, uma
vez que os autores utilizaram outro teste estatistico na
avaliagdo da homogeneidade (IN'T VELD et al., 1999;
SCHULTEN et al., 2001).

A média das contagens do teste de homogeneidade
foi de 3,159 log,, UFC/g, demonstrando que o lote teve
uma perda de 0,376 log,, (10,64%) de concentragéo
apos o processo de liofilizacdo. A sensibilidade aos
procedimentos de congelamento e liofilizacdo varia de
acordo com a espécie bacteriana e a cepa (PETERZ e
STENERYD, 1993). O conhecimento da concentrac&o
microbiana, apds o processo de liofilizacéo, é importante
para que o laboratério produtor considere esse fator no
momento do planejamento experimental de preparo do
MR, para obtencéo da concentracao final alvo.

No estudo de estabilidade, a andlise estatistica de
regressao demonstrou que o MR foi considerado estavel
em todas as temperaturas durante os periodos estudados,
pois o intervalo de confianca a 95% abrange o valor zero
(ISO, 2006), conforme visualizado na Tabela 1.

4 25 30 35
-0,043 -0,013 -0,0078 -0,24
-0,15 -0,23 -0,094 -0,53

0,062 0,21 0,079 0,050
Estavel Estavel Estavel Estavel
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Outros autores também obtiveram resultados
satisfatérios na producao de MR estaveis a temperatura
<-70 °C, durante todo o periodo estudado, tendo o leite
como matriz e a liofilizagcdo (BRANDAO et al., 2011;
INCQS, 2012a, b, c) ou spray-dryer (SCHULTEN et al.,
2001), como técnica de preservacéo.

No estudo de estabilidade nas temperaturas
de transporte, o maior valor em moédulo do coeficiente
angular obtido foi na temperatura de 35 °C, demonstrando
assim uma variagdo maior da concentracao de células ao
longo do tempo (Tabela 1). Essa variagdo pode ser mais
bem visualizada na Figura 1, que apresenta o gréafico da
estabilidade em curta duracéo.

Estes resultados foram similares aos obtidos nas
trés rodadas de EP realizadas pelo INCQS, em que os
MR utilizados apresentaram estabilidade a 4, 25 e 35 °C,
durante os quatro dias de estudo (INCQS, 2012a, b, c).
Apesar de o célculo estatistico preconizado pela /SO
Guide 35 (ISO, 2006) ter considerado o lote estavel a 35
°C, na Figura 1 é possivel observar uma clara tendéncia
no sentido decrescente do numero de células ao longo
dos dias, indicando que, caso este MR fosse mantido
nestas condi¢cGes por mais tempo, a concentragéo
celular poderia ser comprometida. Esses resultados
foram semelhantes aos relatados por Vieira et al. (2011),
que conseguiram produzir dois lotes de MR contendo
Salmonella em carne bovina estaveis durante quatro dias
nas temperaturas de -20, 4 € 25 °C, porém instaveis a 35
°C. Rosas et al. (2010), ao estudarem a estabilidade de um
MR contendo Salmonella em matriz leite durante 7 dias,
obtiveram estabilidade a 4 °C, mas observaram falta de
estabilidade a 25 e 37 °C. Estes autores relataram que a
perda expressiva na concentracao bacteriana ja se inicia
no segundo dia de estoque a 37 °C, com subsequentes
redugdes ao longo dos dias, o que também foi constatado
no lote produzido neste estudo.

O MR STAO1 poderia ser transportado aos
laboratérios participantes de um EP a uma temperatura de
até 35 °C em um periodo maximo de quatro dias, uma vez

4,0
3,5 L
30 1 +—
2,5 1 L
2,0 1
1,5 4
1,0 4
0,5 1
0,0 T T T T

0 2

Tempo (dias)
¢ 4°C m25°C A30°C @35°C

Figura 1. Grafico de regressao linear das médias de
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que os resultados estatisticos indicaram a manutencéo
da concentracdo de células do MR neste periodo. No
entanto, durante o envio do MR, seria importante o
monitoramento da temperatura ao longo do transporte
com o uso de registradores, de forma a garantir que a
referida faixa de temperatura e o prazo de envio néo
sejam excedidos.

Os dados da literatura demonstram que os MR
produzidos pela técnica de spray dryer sao estaveis
por longos periodos a -20 °C (IN'T VELD et al., 1999;
PHILIPP et al., 2007). No caso dos MR produzidos pelo
processo de liofilizacdo, Rosas et al. (2010) observaram
que o estoque, por longos periodos a —20 °C, pode
comprometer a estabilidade dos MR. Estes autores
produziram dois lotes de MR contendo Salmonella em
leite estaveis por trés meses, mas com tendéncia de
decréscimo da concentragéo celular ao longo do tempo,
sendo que, apds um ano, esses MR ndo se encontravam
mais estaveis. O MR STAO1 apresentou estabilidade a
—-20 °C durante 48 dias com baixo valor do coeficiente
angular, tendo assim a perspectiva de ser estavel nesta
condicao por um periodo muito maior. Este resultado pode
estar associado ao uso da sacarose como crioprotetor, o
que pode ter proporcionado uma maior estabilidade dos
micro-organismos na matriz.

A obtencé&o de MR estaveis por periodos mais
longos a temperaturas mais elevadas é importante, pois
nem todos os laboratérios possuem equipamentos para
armazenar MR a temperatura < -70 °C. Deste modo, 0s
laboratérios que adquirissem os MR poderiam estocéa-los
em equipamentos mais usuais, como freezer comum, e
utiliza-los em um prazo de validade maior.

Il 4 Conclusodes

Conclui-se que o material apresentou todos os
requisitos necessarios de um MR de qualidade e poderia
ser transportado aos laboratérios participantes de um
EP a temperaturas de até 35 °C por até quatro dias,
uma vez que 0s resultados indicaram a manutencao da
concentracao celular neste periodo. Este foi o primeiro
trabalho a descrever uma metodologia de producéo de
MR contendo ECP em matriz queijo.
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