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Estudo do efeito antimicrobiano de compostos naturais, como alternativa aos

conservantes sintéticos

Resumo

A atual tendéncia dos consumidores por produtos naturais tem vindo a traduzir-se numa
procura constante por alternativas a utilizacao de conservantes sintéticos. Neste sentido, a
incorporacao de extratos naturais, que garantam a estabilidade microbioldgica dos produtos,
apresenta-se como uma area promissora. O presente estudo visa a aplicacao de compostos
antimicrobianos a base de 6leos essenciais, como forma de substituir o sorbato de potassio
(E202), atualmente utilizado nos preparados FRULACT. A sua utilizacao devera permitir
aumentar a aceitacdo por parte do consumidor final, bem como prevenir contaminacdes
ambientais, levando, igualmente, a um aumento da autenticidade do preparado. A avaliacao
da capacidade antimicrobiana dos 6leos essenciais testados, foi efetuada avaliando a sua CM/
sobre microrganismos isolados de matérias-primas e do ambiente industrial, identificados por
RT-PCR. Dada a dosificacao dos preparados em iogurte, estudou-se paralelamente o efeito dos
oleos essenciais nas culturas starter dessa matriz. Para além disso, e porque estes compostos
se caraterizam por possuirem propriedades organoléticas peculiares, impos-se a realizacao de
uma série de analises sensoriais com recurso a provadores internos da empresa. Os
resultados permitiram concluir que os o6leos essenciais de Bay, Thym e Girofle clou
apresentaram valores de CM/ inferiores, quando comparados com o0s restantes oleos
essenciais testados. Mais ainda, nao se verificou influéncia nas culturas lacticas analisadas -
S. thermophilus com Ig(UFC/g) superior a 8 - e a aceitacao dos provadores a nivel organolético,
apesar de nao ser total, foi boa indicadora da possivel aplicacao dos oleos de Giroffe clou e de
Thym, no PC (preparado de cereais) e no PFB (preparado de frutos do bosque),
respetivamente. Por Ultimo, a contaminacdo dos preparados com culturas de fungos
filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus sp e Penicillium sp. revelou a incapacidade
do 6leo essencial de 7Aym em controlar o desenvolvimento fungico, enquanto a utilizacdo de
Girofle clou levou a um decréscimo superior a 2, em termos de Ig(UFC/g), da carga inicial.
Ainda assim, com este 6leo essencial, nao foi possivel garantir a estabilidade do preparado

durante os 42 d de acondicionamento das matrizes sob condicdes de refrigeracao.

Palavras chave: oleos essenciais; preparados de fruta/cereais; Bay, Thym, Girofle clou,

culturas starter, contaminacao fungica.
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Study on the antimicrobial effect of natural compounds, as an alternative to synthetic

preservatives

Abstract

The consumer’s current trend for natural products has created a constant demand for
alternatives to the use of synthetic preservatives. As so, the incorporation of natural extracts
that ensure the microbiological stability of the products has become a promising area. The
present study aims for the application of antimicrobial compounds based on essential oils, as
a way to substitute potassium sorbate (E202), currently used on FRULACT preparations. Their
use should allow for the increase of the final consumer’s acceptation, as well as prevent
environmental contaminations, leading to an increase on authenticity of the preparation. The
evaluation of the antimicrobial activity of the tested essential oils was made by evaluating the
MIC for microorganisms that were isolated from the raw materials and industrial environment,
identified by RT-PCR. Due to the dosage of the preparations in yoghurt, the effect of essential
oils on the starter cultures of that matrix has been studied, as well. Besides that, and because
these compounds are characterized by their peculiar organoleptic properties, the realization of
a series of sensorial analysis was in order, achieved with the help of internal (part of the
company) tasting subjects. The results lead to the conclusion that Bay, 7hym and Griofle clou
essential oils exhibit the lowest M/Cvalues, when compared to the remaining essential oils that
were also tested. Moreover, there was no influence on the analysed lactic cultures - S.
thermophilus with 1g(CFU/g) exceeding 8 — and the acceptation of the tasters at the
organoleptic level, despite it not being unanimous, was a good indicator for the possible
application of the Girofle clou and Thym oils, on cereals preparation (PC) and field berry
preparation (PFB), respectively. Finally, the contamination of the preparation with filamentous
fungi belonging to Aspergillus sp. and Penicillium sp. genera, revealed the 7hyn7's essential ol
incapacity on fungal development control, while the utilization of Girofle clou leads to a
decrease of more than 2, referring to Ig(CFU/g), on the initial load. Even so, using this essential
oil, it hasn’t been possible to ensure the stability of the preparation over the 42 d of matrix

storage under refrigeration conditions.

Keywords: essential oils; fruit/cereals preparations; Bay, Thym, Girofle clou, starter

cultures; fungal contamination.
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1. Enquadramento geral

O presente projeto foi realizado na empresa FRULACT - Industria Alimentar, S.A., mais
especificamente na unidade localizada na Maia, da qual faz parte o FRUTECH - Centro de
Investigacao, Desenvolvimento e Inovacdo. A concretizacado do projeto surgiu da vontade de
responder a uma necessidade efetiva da empresa em encontrar alternativas ao nivel da

utilizacao de compostos antimicrobianos para a preservacao das matrizes alimentares.

Neste capitulo serdo apresentados a empresa e o tema escolhido, dando-se uma perspetiva

geral da sua abrangéncia e pertinéncia e introduzindo-se os objetivos especificos.



1.1 Aempresa

A FRULACT - Industria Agroalimentar, S.A. surgiu em 1987, na Maia, como resultado da
vontade de transformar frutas e vegetais em preparados de qualidade, através da aplicacdo
das melhores técnicas e aprimoramento das formulacdes. Sendo a industria de produtos
lacteos 0 seu principal mercado, o conhecimento do seu constante desenvolvimento
proporciona uma atividade inovadora de procura pelo que é natural, saudavel e atrativo. Ainda
assim, a atividade da FRULACT tem-se diversificado, apostando também em produtos para as

industrias de gelados, pastelaria e bebidas.

Ao longo dos anos, como resultado da afirmacdo nos mercados nacional e internacional, a
empresa tem vindo a crescer, tornando-se uma referéncia no setor agroalimentar. Atualmente,
conta com, para além da unidade localizada na Maia, duas unidades fabris na Covilha (para
1% e 22 transformacdes), uma unidade em Franca, duas unidades em Marrocos (também para

1° e 22 transformacdes) e uma na Africa do Sul.

Todo o processo produtivo da FRULACT assenta no cumprimento das exigéncias em termos
de Qualidade, Ambiente e Seguranca Alimentar, estando certificada segundo as principais

normas do setor.

As parcerias com 0s seus clientes — nomeadamente a Nestlé, a Danone, a Unilever, a Clesa,
a Lactalis, a Lactogal, a Leche Pascual - sdo a base do investimento da empresa. E nessas
relacdes que nascem novas ideias, movendo a criatividade para alcancar produtos de sucesso.
A inovacédo e a qualidade dos produtos desenvolvidos fazem da FRULACT uma empresa
dindmica, voltada para o futuro e com vontade de enfrentar todos os novos desafios do

mercado.

O FRUTECH - Centro de Investigacdo, Desenvolvimento e Inovacédo, situado na Maia e
inaugurado em 2012, é resultado da afirmacao da empresa, provando a determinacdo em
aumentar a competitividade e inovar com vista a total satisfacao dos clientes. Neste Centro
existem instalacdes piloto, laboratdrios de microbiologia alimentar e de caracterizacao fisico-
quimica e sensorial para a analise dos preparados, os quais permitem uma resposta mais

rapida e eficaz a todos os niveis.



1.2 O tema e os objetivos

A industria alimentar enfrenta diariamente desafios relativos ao controlo da deterioracdo dos
produtos, sendo que esta ocorre maioritariamente devido a reacdes de oxidacao e a acao de
microrganismos (Albarracin, Alfonso, & Sanchez, 2012). Uma estimativa da Organizacao
Mundial de Saude, em 2015, da conta de que uma em cada dez pessoas adoece anualmente
como resultado da ingestdo de alimentos contaminados e, destas, 420 000 acabam por
falecer. Para além disso, € um especial motivo de preocupacéo o facto de um terco das mortes
registadas dizerem respeito a criancas abaixo dos 5 anos, que representam um grupo
particularmente vulneravel (World Health Organization, 2015). Estes dados demonstram a
importancia da seguranca alimentar no controlo da producao de alimentos e provam que,
apesar dos esforcos constantes em garantir a estabilidade dos produtos, esta é ainda uma
area que carece da atencéo dos produtores, de modo a minimizar eventuais ocorréncias que

possam por em causa a total satisfacdo dos consumidores.

De facto, as contaminacdes microbioldgicas prevalecem apesar de todos os esforcos em
seguir as boas praticas de fabrico (GMP — Good Manufacturing Practices) e em cumprir com
as normas de seguranca alimentar exigidas. A perecibilidade dos produtos alimentares obriga
a uma constante preocupacao, por parte dos produtores, com a deterioracéo a eles inerente
- resultante da influéncia de diversos fatores. O controlo de todas as condicdes, ndo so de
producdo, mas também de armazenamento e transporte é essencial. Atualmente, devido a
deslocacao dos produtos para destinos muitas vezes distantes das zonas de producao e a
necessidade do aumento do tempo de vida util, este aspeto tem-se tornado cada vez mais
decisivo na formulacdo de produtos alimentares (Ahmed, Singh, Kour & Gupta, 2013;

Albarracin et al., 2012; Mith et al., 2014).

E, portanto, essencial uma constante procura por formas mais eficazes de eliminar ou reduzir
para niveis aceitaveis todo o tipo de contaminacdes microbianas presentes nos alimentos a
ser comercializados, apostando-se na descoberta e melhoria de métodos que substituam por
completo os existentes, ou pela combinacao desses. De um modo geral, recorre-se a utilizacao
de métodos fisicos, quimicos ou bioldgicos para garantir a seguranca dos produtos, mas
atualmente tem vindo a verificar-se que fatores como o aumento da resisténcia por parte de
alguns microrganismos complica a eficacia no controlo microbiologico. Para além disso, a

aceitacao dos produtos alimentares por parte do consumidor final esta, cada vez mais,



dependente do processamento a que estes sdo sujeitos, nomeadamente ao nivel do
tratamento térmico aplicado a fim de garantir a sua seguranca alimentar. Por um lado, as
alteracOes organoléticas (e.g. cor e sabor) e, por outro lado, as alteracbes na composicao
nutricional, potenciadas pelo processamento térmico adotado, constituem dois dos fatores a
ter em conta na aceitacdo comercial dos produtos. De igual forma, o aumento do
conhecimento do consumidor quanto a funcéo e constituicdo nutricional de determinados
ingredientes presentes nos alimentos, tem levado a crescente tendéncia por conseguir
disponibilizar produtos rotulados como “sem conservantes”, que vao ao encontro das téao
desejadas clean /labels. Neste sentido, torna-se imperativo encontrar alternativas aos
conservantes quimicos utilizados pela generalidade das industrias alimentares, apostando-se
preferencialmente em compostos provenientes de fontes naturais, que ndo sejam obtidos
sinteticamente, mas sim por processos basicos de extracdo (Ahmed et al., 2013; Albarracin

etal., 2012; Mith et al., 2014).

De um modo mais particular, as contaminacdes por fungos apresentam-se como uma area
muito relevante, devido a sua capacidade de desenvolvimento nos mais variados substratos
alimentares, causando deterioracdes microbianas significativas. O seu efeito no produto final
relaciona-se tanto com a alteracao das caracteristicas organoléticas, como com uma eventual
patogenicidade. Este ponto assenta essencialmente na capacidade de algumas espécies de
fungos filamentosos - principalmente pertencentes aos géneros Penicillium, Fusarium e
Aspergillus - de produzir micotoxinas, as quais apresentam um perigo potencial para a saude
dos consumidores, sendo este acrescido pela sua resisténcia a elevadas temperaturas. Estes
fatores traduzem-se muitas vezes em perdas econdmicas avultadas, razao pela qual o setor
agroalimentar retine cada vez mais esforcos no sentido de minimizar este tipo de deterioracao
(Abbaszadeh, Sharifzadeh, Shokri, Khosravi, & Abbaszadeh, 2014; Lacasse, 1995; Souza,
Lima, & Luna, 2005). Assim sendo, a utilizacdo de conservantes sintéticos — dos quais o
sorbato de potassio (E202) é exemplo — constitui uma das vias mais adequadas e de uso
generalizado de modo a garantir a preservacao das matrizes alimentares, por via do controlo
da deterioracao fungica. Como referido, existe uma crescente procura por alternativas
naturais, que correspondam as expectativas dos consumidores, a qual se tem traduzido na
utilizacao de extratos naturais, que garantam a estabilidade microbioldgica dos produtos. De
facto, esta apresenta-se como uma area particularmente interessante, na medida em que

estes podem substituir os conservantes sintéticos comumente utilizados. Numa perspetiva de



utilizacao de conservantes, os 6leos essenciais tém vindo a apresentar resultados promissores,
0 que os torna alternativas potencialmente viaveis e de grande interesse (Albarracin et al.,

2012).

A producéo de preparados para as industrias de lacticinios beneficia do crescimento constante
verificado ao nivel da producdo de produtos lacteos. De facto, a nivel europeu, houve uma
evolucao bastante positiva neste mercado, verificando-se em mais de metade dos paises um
crescimento superior a 6 %, e até 20 %, na producdo anual (European Dairy Association,
2016). Estes dados sao bons indicadores para possiveis investimentos e, dado que por via da
dosificacdo de preparados em matrizes lacteas, estas vém o seu valor acrescido, tanto a nivel
nutricional, como organolético, esta area apresenta-se como particularmente relevante. De
facto, a comercializacdo de iogurtes em que estejam presentes estes preparados aporta
propriedades benéficas para a saude dos consumidores, associadas ao consumo de fruta e
cereais, assegurando um maior teor de substancias como vitaminas, antioxidantes e fibras

(Chandan, 2006; Silva, 2015).

O presente projeto visa a aplicacao de compostos antimicrobianos naturais a base de éleos
essenciais, como forma de substituir o sorbato de potassio (E202), atualmente utilizado nos
preparados FRULACT. A utilizacao deste tipo de compostos tera como principais objetivos: (1)
aumentar a autenticidade do preparado; (2) aumentar a aceitacdo por partes do consumidor
final; e (3) prevenir contaminacdes ambientais pos-pasteurizacao, no momento de dosificacao
dos preparados na matriz lactea, ja no cliente. A utilizacao de 6leos essenciais apresenta
desafios, sendo 0 impacto a nivel organolético um dos principais e de maior dificuldade em

ser contornado.






2. Revisao bibliografica

2.1 Da matéria-prima ao produto acabado

Tendo por base: (1) dados microbiolégicos internos da empresa; (2) a criticidade associada a
determinadas matérias-primas; (3) a patogenicidade associada aos microrganismos-alvo
capazes de constituirem um perigo para a elaboracdo dos preparados; e (4) e as fichas
técnicas dos fornecedores, onde constam os limites microbiolégicos contemplados para a
comercializacdo das matérias-primas analisadas, foram previamente selecionados dois
preparados para dar seguimento a todo o projeto. Esta selecao deveu-se essencialmente a
elevada carga microbiolégica associada as bagas — amora, framboesa e mirtilo - utilizadas no
preparado de frutos do bosque (PFB) e ao trigo e a cevada, ambos presentes no preparado de
cereais (PC). Neste sentido, ambos os preparados sao considerados criticos e, portanto, bons

indicadores dos resultados obtidos.

Assim sendo, o foco para o exposto ao longo deste capitulo manteve-se nos aspetos
relacionados com os dois preparados FRULACT anteriormente selecionados, abordando-se a
fruta e cereais que lhes estdo na base, bem como os problemas a eles associados, o
processamento e o seguimento dado ao produto acabado (PA). Deste modo, pretende-se
apresentar o conhecimento que existe a partida, de forma a contextualizar todo o seguimento

do projeto.



2.1.1 Matérias-primas: fruta e cereais

De um modo genérico, os preparados correspondem a misturas de fruta ou cereais com outros
ingredientes (ver subcapitulo 2.1.2), por forma a obter um produto final atrativo e com
potencial de aplicacdo em diferentes bases alimentares. A fruta e os cereais sdo matrizes
bastante suscetiveis a contaminacdes, ainda que no caso das frutas a perecibilidade seja
substancialmente maior, facto que vai sendo contornado pela reducdo do tempo entre a
colheita e o processamento, e/ou pelo controlo das condicbes de armazenamento,

nomeadamente em termos de temperatura (Pitt & Hocking, 1997; Silva, 2015).

A escolha da fruta a ser utilizada na formulacao de preparados ¢ criteriosa. Ainda que seja
posteriormente sujeita a um processamento, que lhe alterara o aspeto visual, o estado em que
se encontra no momento da elaboracdo de um preparado condiciona a qualidade deste.
Devem entao ter-se em conta aspetos como o estado de maturacao, relacionado com o teor
de acucar, a consisténcia e a cor, o qual é decisivo para as etapas seguintes (Chandan, 2006).
Devido ao seu pH baixo (aproximadamente 4), a fruta € muito mais suscetivel a acao de fungos
filamentosos e leveduras do que de bactérias, contudo, apresenta mecanismos de defesa
bastante eficazes que limitam a variedade de espécies capazes de a contaminar (Adams &

Moss, 1995; Pitt & Hocking, 1997).

Na sua generalidade, as frutas frescas sdo frequentemente deterioradas por fungos
filamentosos dos géneros Penicillium, Alternaria, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Cladosporium
e Botrytis (ICMSF, 2006; Lacasse, 1995; Samson, Hoekstra, Frisvad, & Filtenborg, 1996). Em
bagas, particularmente, a proximidade ao solo torna-as um grupo especialmente suscetivel de
contaminacao fungica, facto que é igualmente favorecido pela sua forma e fragilidade — por
exemplo, a amora contém uma série de protuberancias que facilitam a deterioracao pela acéo
microbiana. Sdo contaminagdes comuns a todas as bagas, as espécies Rhizopus stolonifer e

Mucor piriformis (Pitt & Hocking, 1997).

Em cereais sao normalmente consideradas contaminacdes ocorridas durante o cultivo,
aquelas que se verificam por espécies pertencentes aos géneros Cladosporium, Alfernaria e
Chaetomium. A contaminacao de cereais por espécies do género Penicillium é tida como um
dado adquirido, sendo estas as mais presentes em trigo, cevada e aveia, e estando associadas
essencialmente ao incorreto armazenamento. Para além disso, surgem igualmente espécies

de Fusarium como bastante frequentes na generalidade dos cereais. Apesar do seu efeito



relativamente negligenciavel na deterioracdo de cereais, 0os géneros Wallemia, Aspergillus e
Eurofium sao também frequentemente detetados durante o armazenamento, sendo
favorecidos pela reducao da atividade da agua (a,) verificada neste periodo. Em especial,
algumas espécies de Aspergillus surgem igualmente durante o armazenamento, sendo
particularmente preocupantes devido a producao de metabolitos, aflatoxinas, cujo conhecido
potencial carcinogénico constitui um risco para a seguranca alimentar destas matérias-primas.
Em casos de armazenamento prolongado pode também ser detetado o género Mucor (Adams

& Moss, 2008; Baptista & Venancio, 2003; Pitt & Hocking, 1997; Samson et al., 1996).

As frutas e cerais podem ser utilizados na elaboracao de preparados sob diversas formas. No
caso da fruta destacam-se as seguintes formas de transformacao: (1) através de pedacos
obtidos pelo processo de corte, de acordo com as exigéncias do produto em causa; (2) utilizada
inteira, o que se verifica em algumas bagas, por exemplo; e (3) na forma de polpas e purés.

Os cereais encontram-se normalmente sob a forma de graos, farinhas ou farelos.

2.1.2 Outros ingredientes - aditivos alimentares

A adicao de ingredientes que nao fruta ou cereais impoe-se na medida em que a sua presenca
permite alterar propriedades organoléticas, por forma a aumentar a atratividade do produto
final, no caso iogurtes, bem como corrigir parametros que favorecem a conservacao e o seu

processamento (Aurum Process Technology, 2010; Chandan, 2006; Silva, 2015).

Segundo o Regulamento (CE) N° 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, os
aditivos alimentares podem ser classificados de acordo com a funcédo a que se destinam,
definindo-se para isso classes funcionais. De acordo com o mesmo Regulamento, s&o
exemplos de classes funcionais os edulcorantes, corantes, conservantes, antioxidantes,
acidificantes e reguladores de acidez, intensificadores de sabor, amidos modificados,

estabilizantes e espessantes (Parlamento Europeu, 2008).

Os preparados podem ser adocados pela adicdo do genérico acglcar, a sacarose, ou outros
adocantes considerados nutritivos devido ao seu elevado valor energético, como a frutose.
Para além disso, podem igualmente ser utilizados adocantes intensos, ou seja, com elevado
poder adocante, que sao nao-nutritivos, 0s vulgarmente chamados edulcorantes. Esta

denominacao é vulgarmente utilizada por forma a distinguir os dois tipos de adocantes, sendo,



contudo, a sua aplicacédo nestes termos bastante redutora, dado o seu significado ser
abrangente a todas as substancias que conferem docura, €, portanto, incluir também as
substancias referidas inicialmente. Sdo exemplos de edulcorantes intensos de uso
generalizado: acessulfame K, aspartame, sacarina e sucralose (Chandan, 2006; Teixeira,

Goncalves, & Vieira, 2011).

Outro dos parametros a ter em conta é o controlo da cor, por vezes efetuado adicionando-se
corantes, cuja natureza pode ser natural ou artificial, de acordo com a sua origem de producao

(Chandan, 2006; Silva, 2015).

O sorbato de potassio (E202) é o conservante mais utilizado na industria de preparados,
estando por vezes presente em combinacdo com o benzoato de sodio. Em sistemas
completamente asseéticos, a exposicao a contaminacdes microbiolégicas ambientais € muto
reduzida, pelo que a utilizacdo de conservantes nao se impde. Contudo, a vontade de garantir
uma seguranca adicional, principalmente em industrias cujo negocio se baseie no business fo
business, torna esta pratica essencial (Chandan, 2006). Para além disso, uma outra forma de
conservar produtos alimentares, neste caso atuando contra as reacoes de oxidacao que
provocam alteracdes de cor e de propriedades organoléticas, & através da utilizacdo de

antioxidantes, que constituem, por si s6, um grupo de aditivos alimentares (Parlamento

Europeu, 2008).

E de salientar também o recurso & acidificacio como método de conservacdo, a qual, ndo so
faz sobressair o sabor de alguns frutos, como também ajuda no controlo microbioldgico
aquando da pasteurizacdo. Assim, sao distinguidos os aditivos acidificantes e reguladores de
acidez, em que os primeiros baixam o pH e os segundos, para além disso, asseguram a
estabilidade desse parametro ao longo do tempo. A reducao do pH, tem como principal
consequéncia a reducao da sobrevivéncia microbiana, o que se traduz numa eficacia
igualmente significativa da pasteurizacao quando realizada a temperaturas mais baixas do que
as que seriam necessarias para um pH superior. Este facto é importante na medida em que
quanto mais agressivo for um tratamento térmico, maior sera a perda potencial de nutrientes
e a alteracdo das propriedades sensoriais do PA (Aurum Process Technology, 2010; Silva,
2015). Como agentes acidificantes destacam-se os acidos citrico, lactico e malico, podendo
igualmente verificar-se a adicao de sumo de limao, que apesar de mais dispendioso, favorece

as alegacdes de naturalidade muitas vezes procuradas pelos consumidores. A regulacao da
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acidez é por vezes acompanhada da adicdo de tampdes (e.g. citrato de sddio), de modo a

controlar a variacao do pH (Chandan, 2006).

Os intensificadores de sabor, normalmente associados a adicao de aromas, como o préprio
nome indica, sao adicionados com vista a conferir um sabor especifico ao produto, o qual é
acompanhado de um odor caracteristico. Recorre-se por vezes a combinacao de varios
aromas, por forma a obter uma aromatizacao final mais complexa e que melhor corresponda
as expectativas do consumidor (Silva, 2015). A industria de aromas &, por si sé, palco de
intenso desenvolvimento. De facto, o impacto decisivo que estes ingredientes tém no PA

justifica toda uma procura por inovacao e distincao nesta area.

A utilizacao de amidos modificados, apesar de ser considerada uma classe particular pelo
Regulamento (CE) N° 1333/2008 do Parlamento Europeu e do Conselho, apresenta a mesma
funcdo genérica que a utilizacao de estabilizantes e espessantes, ou seja, conferir textura e
consisténcia ao produto através da retencao de agua. De facto, o amido modificado é o
estabilizante mais utilizado em preparados, podendo derivar de diferentes origens. Ainda
assim, recorre-se também a outros estabilizantes, como pectinas e gomas, nomeadamente a
goma de alfarroba, a goma xantana e a carragenina (Chandan, 2006; Parlamento Europeu,

2008; Silva, 2015).

Com base nas caracteristicas especificas de cada aditivo, a formulacdo serd processada
seguindo algumas regras. Por exemplo, no caso de se utilizar amido, este deve ser
previamente dissolvido em parte da agua (aproximadamente 50 % do total), antes de ser
adicionado aos restantes ingredientes, como os acucares e conservantes. Os aromas e
corantes apenas devem ser adicionados na fase final da preparacao, instantes antes do inicio
da pasteurizacao. A agitacao € continua ao longo de todo o processo e a temperatura vai sendo
aumentada por forma a favorecer a dissolucao de todos os componentes. Estas séo apenas
algumas indicacdes basicas que devem ser seguidas e adaptadas a cada produto especifico,
assegurando que todos os ingredientes utilizados apresentam a funcionalidade pretendida e o
produto final reflete, ndo sé uma formulacéo otimizada, como também um processo produtivo

que permite tirar o melhor partido dessa mesma formulacao (Chandan, 2006).
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2.1.3 Processamento alimentar dos preparados FRULACT

O processamento das matérias-primas inicia-se em unidades de 1? transformacao e conclui-
se nas unidades de 2° transformacdo, nas quais se obtém o PA. Esta producdo compreende
varias etapas, como por exemplo, aquecimento e dissolucao de alguns ingredientes que assim
0 exijam, homogeneizacao e pasteurizacao. Este género de operacdes tem lugar na seccao de
producao, que representa apenas uma das muitas areas que constituem uma unidade

dedicada a esta atividade.

Tomando como exemplo a unidade industrial da FRULACT. em Tortosendo, cuja instalacao
simplificada esta apresentada na Figura 1, diferenciam-se varias seccdes, que, pelas suas
caracteristicas, apresentam diferentes riscos de contaminacdes ambientais dos produtos que

ai sao manipulados.

@ ©|®

Figura 1 - Representacdo esquematica da unidade industrial de Tortosendo.
Nota: 1 - Rececédo/expedicao; 2 - Refrigeracao; 3 — Congelacao; 4- Armazém de secos; 5 — Preparacao de fruta; 6 — Pesagem de secos; 7
- Alergénios; 8 — Lavagem; 9 - CIP (Cleaning In Place); 10 - SIP (Sterilization In Place); 11 - Produgéao.

Antes de mais, importa conhecer o fluxo das diferentes matérias-primas de modo a ser possivel
rastrear a origem de possiveis contaminacdes microbianas, bem como compreender as
possiveis causas das mesmas. Assim, a zona de rececao/expedicao (1) chegam todos os
produtos que sao em seguida encaminhados, de acordo com as respetivas exigéncias,
essencialmente em termos de temperatura, para as zonas de refrigeracao (2), congelacao (3)
ou armazém de secos (4). De acordo com o planeamento das producdes a realizar, ocorre a
preparacao das matérias-primas, tanto na sala de preparacéo de frutas (5), onde estas sao

descongeladas, pesadas, ou sujeitas a uma ordem de transformacdo para obtencao de
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pedacos ou polpas (como abordado no subcapitulo 2.1.1), como na de pesagem de secos (6),
de onde as matrizes passam diretamente para a zona de producao (11). Para além disso, é
realizado o controlo de substancias alergénicas, numa seccao especialmente dedicada para
esse efeito (7). Apos a producao, o PA é encaminhado para a seccdo de rececdo/expedicao e

encontra-se pronto a ser enviado para o cliente.

E de salientar que o controlo das condicdes de higiene compreende, de um modo geral, a
adequada higienizacdo de todas as superficies e o cumprimento das boas praticas de
manuseamento dos alimentos por parte dos operadores. Em certos casos, recorre-se também
a métodos mais rigorosos e especificos, como fluxos de ar e medidas mais apertadas de
higiene do pessoal, como se verifica no caso da sala de alergénios. A limpeza de todo o
material utilizado na producao é também realizada seguindo praticas de utilizacao de produtos
especificos, na zona de lavagem (8), sendo acompanhada da higienizacdo dos contentores
utilizados no embalamento do PA, no CIP (9) - Cleaning In Place - e no SIP (10) - Sterilization

/n Place -, que sao, por esta ordem, etapas de crescente higienizacao.

Todos estes aspetos sao importantes, ainda que se considere que 0s bindmios de
pasteurizacao aplicados, tempo-temperatura, sdo a garantia de uma completa inativacao da
carga microbiana presente no preparado, aguando da ingredientacao. Segundo os padrdes da
FRULACT, a definicdo do bindmio tempo-temperatura de pasteurizacdo é assente nos
seguintes critérios: (1) a carga microbiologica inicial associada as matérias-primas -
determinada de acordo com analises realizadas internamente; (2) a escolha dos
microrganismos-alvo, segundo a respetiva resisténcia térmica; (3) os parametros de inativacao
térmica - tendo por base os valores de pH e a, inerentes ao preparado; e (4) as caracteristicas
estruturais do proprio preparado. De facto, nao interessa apenas assegurar que o PA é seguro
a nivel microbiolégico, mas sim que este seja estavel ao longo de todo o seu tempo de vida
util, razao pela qual se imp6e o recurso a compostos com capacidade antimicrobiana. Desta
forma, é possivel alegar junto do cliente uma total manutencao da seguranca alimentar do PA,
aquando da sua aplicacao no produto a ser comercializado, e até ao momento do seu consumo

pelo cliente final.
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2.1.4 Aplicacao lactea: dosificacdo em iogurte

O iogurte é definido, segundo a Portaria n® 742/92, de 24 de julho, como o produto resultante
da fermentacdo lactica do leite pelas espécies Lactobacillus delbruckii subsp. bulgaricus e
Streptococcus thermophilus, espécies estas que constituem a denominada flora especifica,
sendo considerado aromatizado se incluir ingredientes, tais como fruta e vegetais, ou
derivados destes, sementes, especiarias, etc. Em termos microbiologicos, sdo igualmente
definidos os parametros a ser respeitados na elaboracdo de iogurtes. A Tabela 1 apresenta

valores para alguns dos indicadores considerados.

Tabela 1 - Limites microbiologicos legais aplicados aos iogurtes aromatizados (adaptado de: Ministérios da
Agricultura e do Comércio e Turismo, 1992)

Tipologia Carga / (UFC/cm?)
Flora especifica Minimo de 5 x 107
Fungos filamentosos Maximo de 20
Leveduras Maximo de 200

A fermentacdo do leite é entdo resultado da sinergia das duas estirpes, tendo inicio pela acédo
da espécie Strepfococcus thermophilus, responsavel pela acidificacdo do meio, e que otimiza
as condicbes para o desenvolvimento de Lactobacillus bulgaricus. Durante este
desenvolvimento, sdo fornecidos a espécie S. thermophilus metabolitos essenciais, ocorrendo
igualmente a producdo dos compostos que conferem ao iogurte as propriedades organoléticas
caracteristicas (Lacasse, 1995). Quanto a aditivos alimentares, a legislacdo em vigor estipula
a permissdo para a utilizacdo apenas de aromatizantes naturais, conservantes (acido sérbico
ou sorbato de potassio), estes apenas no caso de inclusdo de fruta ou derivados por carryover,
e corantes, igualmente presentes apenas em por¢des posteriormente adicionadas (Ministérios

da Agricultura Florestas e Alimentacdo e do Comércio e Turismo, 1983).

A estabilidade microbiolédgica dos preparados para aplicacdo em iogurte visa controlar
contaminacdes ao nivel do produto final. De facto, o iogurte é particularmente suscetivel ao
desenvolvimento de leveduras. Esta presenca é favorecida por varios fatores, tais como: (1) a

presenca de acidos, lactose e sacarose; (2) a sua capacidade de hidrolisar as proteinas e a

14



gordura do leite; (3) a tolerancia a baixas temperaturas, como as de refrigeracdo; e (4) o
desenvolvimento fungico em condicdes de pH acido. De um modo geral, apesar dos
procedimentos asséticos adotados durante a producdo de iogurtes dosificados com
preparados de fruta, o produto final é muitas vezes sujeito a deterioracdo microbiana
resultante essencialmente da etapa de combinacao das duas fracdes, Assim, impde-se o
recurso a medidas adicionais de prevencao de contaminacdes, ou seja, 0 uso de conservantes,
de forma a assegurar a sua estabilidade microbiolégica (Lacasse, 1995; Pitt & Hocking, 1997;

Samson et al., 1996).

2.2 Compostos antimicrobianos

As técnicas convencionais de preservacao de alimentos apresentam, por vezes,
inconvenientes relacionados com a perda de nutrientes e a alteracdo das propriedades
organoléticas. Para além disso, muitas vezes ndo sdo suficientes no que diz respeito ao
controlo microbiologico, havendo a necessidade de incorporar compostos antimicrobianos que
garantam a seguranca e estabilidade durante o tempo de vida dos produtos (Ahmed et al.,
2013). Devido em grande parte ao baixo pH, os produtos & base de fruta processada sao alvo
de controlo rigoroso da presenca de fungos filamentosos e leveduras, sendo a eficacia contra
estes microrganismos um fator decisivo na escolha de um conservante adequado (Hui,
2006b). De um modo geral, a deterioracao de alimentos esta dependente nao sé da presenca
de conservantes, mas também das caracteristicas intrinsecas do alimento, como: (1) a, (e os
solutos presentes); (2) a concentracéo de hidrogénio; (3) a tensao superficial de gases, como
0 oxigénio e o didxido de carbono; (4) a consisténcia; e (5) a composicao nutricional. Para
além disso, a temperatura a que os produtos sao expostos, quer durante o processamento,

quer durante o armazenamento, € igualmente determinante (Pitt & Hocking, 1997).

Neste subcapitulo serdo abordados, para além do composto atualmente utilizado nos
preparados FRULACT, o sorbato de potassio (E202), alternativas naturais com potencial de

aplicacao, com especial atencao para os 6leos essenciais.
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2.2.1 Compostos antimicrobianos sintéticos: sorbato de potassio (E202)

O sorbato de potassio (E202) é, em conjunto com acido sérbico, a forma mais comumente
utilizada na conservacao alimentar. Para além destes, o sorbato de calcio completa a lista de
sorbatos permitidos pela Unido Europeia desde 1995, ainda que a utilizacdo destes esteja
condicionada em termos dos niveis de aplicacdo. Possuem igualmente o estatuto GRAS
(Generally Recognized As Safe), pela FDA (Food and Drug Administration) e a sua acao assenta
na inibicao de microrganismos responsaveis pela deterioracdo de alimentos, a qual se observa
tanto para bactérias como para fungos (European Comission, 1995; Hui, 2006b; Mendonca,
1992). A aplicacdo de sorbatos é normalmente realizada para preservar temperos de saladas,
produtos de pastelaria e a base de fruta. Especificamente em produtos de fruta é, devido nao
sO a sua acao microbiana, mas também pela preservacao das caracteristicas organoléticas, o
método mais utilizado, apresentando-se esta ultima como uma vantagem significativa
relativamente a outros conservantes comuns. (Adams & Moss, 1995; Hui, 2006b; Naidu,

2000).

A utilizacao generalizada de sorbato de potassio (E202) como conservante esta associada a
sua natureza bastante estavel, alta solubilidade em agua (139 g/100 mL), sabor suave, alta
eficacia antimicrobiana e elevado espectro de acao relativamente ao pH. Ainda assim, a sua
aplicabilidade so ¢ significativa para alimentos com pH inferior a 7, sendo que a generalidade
dos sorbatos apresenta atividade 6tima para valores iguais ou inferiores a 4,8 — aumentando
progressivamente com a descida deste parametro. O seu efeito bacteriostatico esta
demonstrado para varios patogénicos, incluindo L. monocyfogenes, mas a sua eficacia na
inibicdo do crescimento fungico &, em alguns casos, um pouco limitada, sendo inclusive
inferior a do acido sorbico. De um modo geral, os sorbatos nao afetam os microrganismos
produtores de acido latico, o que os torna preferenciais para o uso como conservantes em
produtos lacteos nos quais existam essas culturas. A gama de concentracdes aplicada em
alimentos encontra-se geralmente entre 0,05 % e 0,3 %, sendo suficiente para alcancar uma
protecédo contra o crescimento microbiano, a qual se caracteriza apenas por uma inibicao do
crescimento celular, dado que a inativacao apenas ocorre na presenca de concentracdes
superiores (Hui, 2006a; Naidu, 2000; Schmidl & Labuza, 2000; Tarté, 2009; Theron & Lues,
2010). Segundo a Diretiva do Parlamento e Conselho Europeu n°95/2/EC de 20 de Fevereiro

de 1995, relativa a aditivos alimentares, o limite maximo de aplicacdo de sorbatos (sejam
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acido sorbico, sorbato de potassio ou sorbato de calcio) em preparados de fruta ou vegetais é

de 1000 mg/kg (European Comission, 1995).

O sorbato de potassio (E202) atua ao nivel da inibicdo do metabolismo de acidos gordos por
parte dos microrganismos presentes e, no caso especifico de bactérias formadoras de
esporos, atua ao nivel da inibicdo reversivel da germinacao dos esporos induzida por
aminoacidos, aquando do crescimento ou da divisdo celular. O mecanismo de inibicdo esta
relacionado com a permeabilidade das membranas dos esporos, alterada na presenca de
sorbato de potassio (E202), acompanhada da auséncia de atividade enzimatica (e.g. das
enzimas liticas) dessas mesmas estruturas (Naidu, 2000; Schmidl & Labuza, 2000). De um
modo geral, a atividade do sorbato de potassio (E202) consiste na alteracdo da membrana
celular, que, em conjunto com a inibicdo das enzimas envolvidas, se traduz numa alteracéo
ao nivel das funcdes de transporte, na modificacdo da morfologia, na inibicdo da atividade
metabolica ou na alteracdo do material genético. O mecanismo especifico varia em funcéo
das estirpes de microrganismos presentes, das condicbes externas e do processamento

(Naidu, 2000).

Apesar da reconhecida eficacia contra bactérias, existem algumas espécies com a capacidade
de o metabolizar. Ainda assim, esta reportada inibicdo de gram-negativas, gram-positivas,
aerobias e anaerdbias, a qual ocorre apenas pela extensdo da fase de laténcia. A atividade
antimicrobiana advém maioritariamente da dissociacao do acido sorbico em sorbato, pelo que
0 aumento da eficacia para valores de pH baixos é explicado por um valor de pAa de 4,75,
que justifica que, em meios com pH elevado, se verifiqgue uma fraca dissociacao (Hui, 2006a;

Schmidl & Labuza, 2000).

O reconhecimento da inibicao fungica e bacteriana do sorbato de potassio (E202) é bastante
generalizado. Ainda assim, estao reportados alguns casos de resisténcia, dados que, pela sua
baixa incidéncia, e tendo em conta que o efeito antimicrobiano depende, nao s6 das estirpes
consideradas, mas também da concentracao de sorbato aplicada, do pH (bem como restantes
caracteristicas da matriz alimentar), do nivel de contaminacao, da temperatura e da exposicéo
prévia, ainda que em quantidades bastante reduzidas, ao agente antimicrobiano, devem ser
estudados de forma cautelosa (Alrabadi, Al-Massad, & Gharaibeh, 2013; Naidu, 2000; Tartg,
2009). De facto, a utilizacdo abrangente deste composto na preservacao alimentar ¢, por si

s0, indicadora da sua eficacia. Para além disso, o facto de se ter verificado que a estabilidade
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do sorbato de potassio (E202) se mantinha durante o aquecimento e 0 armazenamento,

aumentou o seu potencial de aplicacdo (Alrabadi et al., 2013).

2.2.2 Compostos antimicrobianos naturais: 6leos essenciais

Os compostos antimicrobianos naturais podem ter origem vegetal ou microbiologica. De facto,
as plantas podem ser utilizadas como fonte de conservantes, dado que produzem compostos
com propriedades antimicrobianas, como &cidos organicos, compostos fenolicos e
polifendlicos, alcaloides, lecitinas e polipéptidos. Quanto a utilizacdo de culturas protetoras,
que surgem como antimicrobianos de origem microbiologica, esta esta associada a

metabolitos produzidos pelas bactérias do acido lactico — BAL (Cowan, 1999; Rahman, 2007).

Do ponto de vista da aplicacdo de compostos de origem vegetal, as especiarias apresentam-
se como ingredientes de uso generalizado desde a antiguidade. As propriedades conservantes,
mas sobretudo relativas ao sabor e aroma, alargaram a sua aplicacao, a qual teve inicio com
a descoberta de métodos simples que permitiam melhorar as suas caracteristicas, como a
utilizacao de recipientes de azeite para a extracao e destilacao, datados ainda da época antes
de Cristo (Bauer, Garbe, & Surburg, 2001). A producao mais consistente de 6leos essenciais
a partir de especiarias deu-se com o melhoramento das técnicas de destilacdo, surgindo no
século XIll como substancias com potencial terapéutico em farmacias. Ainda assim, a
industrializacao da producao destes compostos naturais apenas ocorreu no inicio do século
XIX devido a crescente procura para aplicacdes em perfumes e na intensificacdo do sabor de
matrizes alimentares (Bauer et al., 2001; Burt, 2004). Apesar da aplicacao anterior em
farmacos, a acao bactericida dos vapores de 6leos essenciais so foi efetivamente medida em
1881. Para além disso, sdo também reconhecidas propriedades antiparasitarias, inseticidas,
antivirais, antifungicas e antioxidantes. Atualmente, a sua aplicabilidade é bastante
abrangente, apresentando-se como ingrediente na formulacdo de produtos de higiene e
pomadas (Ahmed et al., 2013; Burt, 2004; Hyldgaard, Mygind, & Meyer, 2014; O'Bryan,
Pendleton, Crandall, & Ricke, 2015).

Os 6leos essenciais sdo um liquido aromatico oleoso produzido por plantas como metabolito
secundario, podendo ser extraido de diferentes partes (e.g. folhas ou raiz), dependendo da

espécie, através de técnicas como a extracao com solvente ou a destilacdo. Atualmente, a
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destilacao com vapor é a técnica mais amplamente utilizada na producao comercial. Estes
compostos presentam uma baixa solubilidade em agua, sendo preferencialmente dissolvidos
em solventes organicos (Abbaszadeh et al., 2014; Burt, 2004; Cowan, 1999; Figueiredo,
Barroso, Pedro, & Scheffer, 2008; Mith et al., 2014). A sua principal aplicacdo incide nas
propriedades aromatizantes e antioxidantes, contudo a exploracdo das suas capacidades
antimicrobianas, essencialmente devidas aos compostos fenodlicos que entram na sua
constituicao, tem vindo a suscitar um interesse crescente (Abbaszadeh et al., 2014; Lambert,
Skandamis, Coote, & Nychas, 2001). Neste sentido, tém vindo a ser intensificados estudos
sobre a acao antimicrobiana dos o0leos essenciais, sendo conhecidas acfes contra
microrganismos, como bactérias, fungos e virus, e parasitas e contra a oxidacao. Geralmente,
as propriedades antimicrobianas devem-se ao efeito sinérgico da presenca dos compostos
maioritarios e minoritarios dos 6leos. Muitas plantas tém vindo a ser estudadas devido ao seu
potencial, o qual é acrescido pelo facto de possuirem um espectro de acdo bastante amplo,
dificultando o surgimento de resisténcia por parte de microrganismos patogénicos (Albarracin

et al., 2012; Figueiredo et al., 2008; Mith et al., 2014).

2.2.2.1 Composicdo dos oleos essenciais

A composicdo dos oleos essenciais ndo é imutavel numa determinada espécie. De facto, ela
varia em funcdo: (1) do método adotado para realizar a extracéo (e.g. extracdo por solvente
ou destilacdo); (2) do clima e do solo em que a planta foi cultivada; e (3) da parte da planta
escolhida para extrair o ¢leo. Para além disso, 0 modo de armazenamento pode também
refletir-se na composicdo dos dleos essenciais, sendo crucial manté-los tanto quanto possivel
hermeticamente fechados e nao expostos a luz. As modificacdes verificadas variam para
diferentes ¢leos, podendo ser bastante significativas, tendo como principal consequéncia a
sua alteracao, tanto a nivel organolético, como a nivel fisico-quimico, nomeadamente pela
alteracdo da viscosidade. Quanto a temperatura, esta também afeta a composicéo dos 6leos,
ainda que néo exista uma gama favoravel na sua generalidade. Na verdade, existem casos em
gue a estabilidade é maior a baixas temperaturas e outros em que se observa o contrario. De
um modo geral, é conhecido o efeito que as altas temperaturas tém, por provocarem a auto
oxidacao e conduzirem a decomposicao de hidroperoxidos e a formacéao inicial de radicais

livres, mas, por outro, a baixas temperaturas, a estabilidade dos 6leos essenciais pode ser
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perdida como resultado do aumento da solubilidade do oxigénio em liquidos (Alma, Ertas, Nitz,

& Kollmannsberger, 2007; Burt, 2004; Figueiredo et al., 2008; Turek & Stintzing, 2013).

Os compostos da classe dos terpenos representam a quase totalidade dos compostos
presentes nos 6leos essenciais. Estes sao derivados de uma estrutura base, que pode surgir
agregada formando diterpenos, triterpenos, tetraterpenos (os carotenoides), entre outras
configuracdes (Cowan, 1999; Crozier, Clifford, & Ashihara, 2006). A baixa volatilidade dos
diterpenos faz com apenas estejam presentes em oleos essenciais extraidos por destilacao,
enquanto os tri, tetra e terpenos superiores, por serem ainda menos volateis, so se encontram
em fracdes como resinas e gomas das plantas, ndo sendo extraidos durante a obtencao de
oleos essenciais. Os compostos de estrutura basica dos terpenos sdo designados por
monoterpenos, 0s quais se apresentam como os componentes fundamentais dos oleos

essenciais.

Os terpenos, devido a sua grande variedade, séo agrupados em familias de acordo com a sua
estrutura, podendo esta ser linear (e.g. geraniol e linalol), ou constituida por um anel
aromatico, designando-se assim terpenos fenolicos (e.g. timol, carvacrol e eugenol). E
reconhecido que os terpenos fenolicos apresentam um poder antimicrobiano particularmente
interessante, estando em maioria na composicdo de muitos dos o6leos essenciais
comummente estudados (Crozier et al., 2006; Turek & Stintzing, 2013). De facto, o eugenol
surge muitas vezes como componente maioritario em alguns 6leos essenciais, dos quais o
cravinho e o louro sao exemplos (ainda que, como ja referido, a sua composicao varie com
determinados fatores intrinsecos e extrinsecos), estando referida a elevada associacao entre
a capacidade antimicrobiana do éleo essencial e deste componente em especifico (Burt, 2004;
Cowan, 1999; Ohlsson & Bengtsson, 2002). De igual forma, o 6leo essencial de tomilho deve,
em grande parte, o seu efeito na inibicdo de microrganismos a capacidade do timol, ai
presente em maior abundancia (Burt, 2004; Hyldgaard et al., 2014; Pina-Vaz et al., 2004).
Estes dados, apesar de relevantes, nao descuram as relacdes de sinergia e antagonismo
verificadas entre os diferentes componentes presentes A Figura 2 apresenta a estrutura de

alguns compostos fendlicos associados a capacidade antimicrobiana de 6leos essenciais.
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Figura 2 - Estrutura de compostos aromaticos (adaptado de: Gill & Holley, 2004).

Nota: (A) eugenol; (B) trans-cinamaldeido; (C) carvacrol e (D) timol.

2.2.2.2 Modo de a¢do dos 6leos essenciais

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais € maioritariamente resultado da presenca de
compostos fenolicos, ndo descurando que alguns compostos minoritarios, pelo efeito sinérgico
gue produzem, devem igualmente ser tidos em conta. A acdo dos 6leos essenciais esta
essencialmente associada a alteracdes na membrana celular, envolvendo, de um modo geral,
0 aumento da permeabilidade da membrana plasmatica, que, consequentemente, pode levar
a perda de constituintes celulares, e a alteracao dos sistemas enzimaticos e/ou do material
genético (Burt, 2004; Hyldgaard et al., 2014; Lambert et al., 2001; Solomakos, Govaris,
Koidis, & Botsoglou, 2008). De um modo mais particular, estdo reportados mecanismos de:
(1) aumento da permeabilidade da membrana; (2) libertacdo de potassio, acidos nucleicos,
aminoacidos e ATP (adenosina trifosfato); (3) lise celular; (4) inibicdo enzimatica; (5) libertacao
e/ou coagulacdo do citoplasma e seu contetdo; (6) inibicdo da atividade respiratoria; (7)
reducdo do pH das células; e (8) inibicdo da sintese proteica. Ainda assim, importa salientar
gue o mecanismo varia em funcdo da tipologia de 6leo essencial, bem como do microrganismo
que é sujeito a sua acdo (Hyldgaard et al., 2014; Lambert et al., 2001). A libertacao de ides
gue asseguram a manutencao do potencial membranar das células causa a alteracao do
gradiente de pH e do potencial elétrico, comprometendo a forca motriz que regula o transporte
transmembranar e, em ultima instancia, todo o funcionamento celular, o que explica a perda
total de viabilidade das células expostas a acdo dos dleos essenciais (Lambert et al., 2001).
No caso de fungos, mais especificamente fungos filamentosos, foram detetadas reducdes na

producdo de aflotoxinas por espécies de Aspergillus (Arora, 2004; Hyldgaard et al., 2014).
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Tanto para bactérias como para fungos, esta reportado o efeito inibitdrio e a capacidade de
inativacao completa de microrganismos contaminantes. De facto, esta capacidade é de
maxima importancia dado o reconhecimento da resisténcia crescente por parte dos
microrganismos a acao antifungica dos conservantes mais amplamente utilizados, bem como
a incapacidade de eliminar contaminacdes fungicas, registando-se apenas uma inibicdo do
seu desenvolvimento. Isto significa que, contrariamente aos compostos antimicrobianos de
origem sintética, que apenas atuam como fungistaticos, os compostos de origem natural

atuam também como fungicidas (Abbaszadeh et al., 2014).

2.2.2.3 Aplicabilidade dos ¢leos essenciais em preparados

Pelo facto de os 6leos essenciais representarem uma fracao volatil das plantas, a sua aplicacao
em preparados — tendo em conta que estes sao sujeitos a bindmios de tempo-temperatura
elevados — podera ter a si associada varias limitacdes. De facto, o procedimento e a etapa de
aplicacao destes compostos, devera garantir que a atividade antimicrobiana ndo ¢ afetada. A
volatilidade reconhecida dos 6leos essenciais poderia sugerir uma grande suscetibilidade a
aplicacao de gamas de temperatura elevadas, contudo alguns estudos tém revelado o
contrario. Esta inclusivamente reportado um aumento da acado antimicrobiana dos
componentes carvacrol e timol, presentes em varios 6leos essenciais, quando submetidos a
tratamento térmico de 45 °C durante 5 min, o qual &, ainda assim, substancialmente inferior
as temperaturas de pasteurizacdo praticadas pela FRULACT. Para além disso, também as
propriedades antioxidantes se revelaram estaveis em condicdes de processamento alimentar,
tendo sido testadas temperaturas até aos 180 °C, para éleos de tomilho, cravo-da-india,
orégdo, noz-moscada e manijericdo (Leite, Stamford, Lima, Filho, & Marques, 2008; Tomaino
et al., 2005). Para o oleo essencial de orégao foi inclusivamente referido que uma gama de
temperaturas entre 60 °C e 120 °C nao afeta a sua acdo inibitéria sobre microrganismos,
nem a sua composicdo quimica (Leite et al., 2008). Estes dados sugerem um bom potencial
de aplicacao, mesmo em condicOes de processamento alimentar que impliquem a aplicacao

de temperaturas elevadas.

De um modo geral, o caracter natural assegura o estatuto GRAS a maioria dos 6leos
essenciais, bem como a componentes individuais presentes na sua constituicao. Contudo, a

sua aplicacao apresenta dificuldades ao nivel da alteracdo das caracteristicas organoléticas do
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produto final. De facto, o impacto da utilizacdo de 6leos essenciais no sabor dos alimentos é
substancial pelo que & crucial encontrar formas de mascarar essa influéncia. O conhecimento
da concentracao minima inibitoria - CM/- do composto de interesse, capaz de exercer efeito
antimicrobiano sobre a carga fungica presente na matriz, permitira utilizar as quantidades
ajustadas, nao as extrapolando. Contudo, é importante realcar que o estudo da CM/ é
habitualmente desenvolvido em meio de cultura e que, na maioria das vezes, nao corresponde
a concentracdo efetivamente necessaria na matiz alimentar. De facto, as interacdes entre o
oleo essencial utilizado e os constituintes nutricionais do alimento poderdo diminuir a eficacia
da atividade antimicrobiana. Assim, o desafio nesta area consiste no alcance de um
compromisso que, por um lado, garanta a eficacia da acdo antimicrobiana e, por outro,
assegure a aceitacao do produto, pela manutencao das caracteristicas organoléticas que lhe

sao associadas (Bagamboula, Uyttendaele, & Debevere, 2004; Lambert et al., 2001).

Os extratos com potencial antimicrobiano para serem adicionados a determinado tipo de
alimento sdo passiveis de serem utilizados na forma de 6leo essencial ou com recurso a
apenas um ou mais componentes que este inclui (Mith et al., 2014). Contudo, do ponto de
vista da rotulagem de um produto alimentar, é mais favoravel a presenca de um 6leo essencial
como ingrediente do que dos seus compostos isoladamente, pelo facto de as denominacdes
complexas poderem nao ser facilmente aceites pela generalidade dos consumidores, tendo
grande impacto na comercializacao dos produtos desenvolvidos com base na sua utilizacao.
A aplicacéo de dleos essenciais em alimentos devera ter em conta: (1) a manutencao de baixos
valores de pH; (2) a aplicacdo de temperaturas de refrigeracdo para o armazenamento; e (3)
baixos niveis de oxigénio, de modo a assegurar o efeito antimicrobiano pretendido. Para além
disso, contetdos reduzidos de gordura e/ou proteina favorecem a acao sobre bactérias, sendo
o efeito do teor de gordura bastante significativo. Os hidratos de carbono tém a mesma
influéncia, ainda que em menor escala e os niveis elevados de agua e sal sdo também
benéficos a atividade dos dleos essenciais (Burt, 2004). As limitacoes a difusdo sao igualmente
relevantes, sendo que um meio onde exista uma maior mobilidade dos compostos, meio
liguido, por exemplo, favorece o contacto dos 6leos essenciais com 0s microrganismos e,

consequentemente, potencia a sua atividade (Burt, 2004).
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3. Materiais e Métodos

Neste capitulo serao descritos os métodos levados a cabo durante o presente projeto,

referindo-se 0s materiais necessarios e a estratégia adotada.

Todos os procedimentos realizados tiveram lugar nos laboratdrios do departamento de
Inovacao da FRULACT. As analises microbioldgicas efetuadas decorreram no laboratério de
microbiologia — pertencente ao FRUTECH -, com recurso, sempre que necessario, ao
laboratério de Controlo de Qualidade. A elaboracao de preparados, bem como o controlo dos
parametros fisico-quimicos, realizou-se no laboratério de analises fisico-quimicas do mesmo

departamento.

Como referido anteriormente, foram previamente selecionados dois preparados FRULACT, o

preparado de frutos do bosque (PFB) e o preparado de cereais (PC).

Todas as metodologias foram adotadas no sentido de responder aos objetivos especificos do
projeto, nomeadamente garantir a obtencdo de um produto final estavel - tanto a nivel
microbiolégico, como organolético -, aliado a avaliacao da viabilidade das culturas lateas,
aquando da dosificacdo dos preparados em iogurte. E de salientar que este estudo devera
contemplar a avaliacao durante todo o tempo de vida util do produto, no sentido de entender
0 impacto de possiveis alteracdes que, em ultima instancia, poderao influenciar a escolha do
consumidor. Assim sendo, todos os procedimentos adotados ao longo de todo o projeto

seguiram os protocolos internos da empresa, de acordo com as normas europeias em vigor.

De modo a facilitar uma consulta mais objetiva, o presente capitulo encontra-se dividido em
subcapitulos, que refletem as diferentes fases do projeto e sdo explicativos do planeamento

realizado.
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3.1 Preparacédo dos meios de cultura, diluentes e materiais

A preparacdo dos meios de cultura e diluentes utilizados foi sempre realizada de acordo com
as instrucdes expressas nas respetivas embalagens, dissolvendo-se os meios em agua
destilada, nas proporcdes definidas. A sua esterilizacdo, bem como de todo o material
necessario, teve lugar no autoclave, aplicando um bindmio tempo-temperatura de 121 °C, por

15 min.

De um modo geral, os mesdfilos totais foram quantificados utilizando o meio de cultura Plafe
Count Agar (PCA), da VWR Chemicals — Bélgica, enquanto para os fungos se recorreu a
Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol (DRBC), da Liofilchem - Italia. Em ambos os casos
foram seguidos os protocolos internos da empresa, descritos adiante. Foi igualmente utilizado
o meio Potato Dextrose Agar (PDA), VWR Chemicals — Bélgica, durante a obtencao de culturas

puras.

0 uso do meio de cultura PCA esta de acordo com as referéncias normativas, nomeadamente
a IS0 4833-1:2013. O meio DRBC é amplamente utilizado desde ha varios anos, tendo como
vantagem o facto de permitir um controlo do crescimento desenfreado de alguns fungos,
nomeadamente dos géneros ARhizopus e Mucor, o qual se poderia sobrepor as restantes
estirpes e impossibilitar a observacdo dos resultados referentes a outros fungos cuja taxa de
crescimento € menor. Para além disso, & especialmente adequado para produtos lacteos e
frutas e esta de acordo com a ISO 21527:2008 (FDA, 2001; Pitt & Hocking, 2009). Por sua
vez, 0 meio PDA é apropriado também para produtos pasteurizados e permite uma melhor
distincdo das caracteristicas das coldnias, nomeadamente a cor, facilitando a distincdo entre

diferentes géneros (Pitt & Hocking, 2009).

As culturas de Streptococcus thermophilus foram quantificadas através de um meio de cultura
seletivo - ST Agar (Streptococcus thermophilus) - composto por 10 g/L triptona, 10 g/L
sacarose, b g/L extrato de levedura, 2 g/L K,HPQ,, 6 mL/L purpura bromocresol e 15 g/L
agar, diluidos em agua destilada. Todos os ingredientes utilizados na preparacao deste meio,
bem como as indicacées quanto a sua aplicabilidade foram fornecidos pela Faculdade de
Engenharia da Universidade do Porto. Estes dados vao ao encontro do método descrito por

Dave e Shah (1996).
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Ainda relativamente as culturas lacticas analisadas, foi utilizado o meio MRS Agar (de Man,
Rogosa e Sharpe), da Liofilchem - Italia, para quantificar Lacfobacillus bulgaricus, tal como
especificado na norma I1SO 7889:2003 (ISO and IDF, 2003) e descrito por varios autores
(Lourens-Hattingh & Viljoen, 2011; Zahoor, Rahman, & Faroog, 2003).

Para obtencado das suspensdes-méae, em frascos de 100 mL utilizou-se Buffered Peptone Water
(BPW) - agua peptonada -, da Merck — Alemanha. Para as diluicbes decimais sucessivas,
obtidas a partir das suspensdes-mae, recorreu-se ao meio de suspensao Maximum Recovery
Broth (MRB), fornecido por Liofilchem - Italia. BPW difere do MRB pelo facto de ser
considerado um meio mais nutritivo, de acordo com a sua formulacao. Para além disso, o
BPW, selecionado em detrimento de solucdes salinas, tampao fosfato ou agua destilada —
solucbes estas capazes de constituirem meios, mas nocivas principalmente para o
desenvolvimento de leveduras -, esta largamente referenciado como o melhor diluente para a
preparacao de amostras com vista a enumeracao de microrganismos pelo método de diluicdo

em placa (Pitt & Hocking, 2009).

As placas contendo DRBC, ST e PDA foram preparadas, sempre que possivel, com um minimo
de 24 h de antecedéncia - antes de se proceder a realizacao das analises -, de modo a
assegurar a completa solidificacao dos meios, antecedendo a aplicacéo adequada das técnicas
de espalhamento, da gota e a repicagem de fungos. Para tal, foram vertidos cerca de 15 mL
de meio para cada placa de Petri, sendo estas levemente agitadas de forma a uniformizar o

meio de cultura em placa.

3.2 Caracterizacao microbioldgica de matérias-primas

As matérias-primas contempladas na caracterizacdo microbiologica foram bagas,
nomeadamente amora, framboesa e mirtilo, e cereais - trigo, aveia e cevada -, tendo por base
0s critérios apontados no subcapitulo 2.1. Encontraram-se acondicionadas até ao momento
de analise sob congelacdo e refrigeracdo, respetivamente, e foram caracterizadas
microbiologicamente, segundo a quantificacdo de mesofilos totais e fungos (filamentosos e

leveduras).

A cada uma das matérias-primas anteriormente selecionadas foi associado um conjunto de

fornecedores, cujos parametros microbioldgicos e, consequentemente, o nivel de
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contaminacao - varia. Aquando da rececdo de cada matéria-prima, de acordo com o
fornecedor, é associado um codigo - designado por lote — que permite realizar a
rastreabilidade da mesma. Sao os frutos vermelhos (nomeadamente os frutos do bosque) e
0S cereais que assumem especial interesse. Para além de serem amplamente utilizados pela
FRULACT, podem ter grande impacto na definicdo do bindmio tempo-temperatura de

pasteurizacao, dada a variabilidade da carga microbiana a si associada.

A preparacdo das amostras foi sempre realizada em duplicado (amostras A e B), pesando-se
10 g de matéria-prima para um frasco contendo 90 mL de BPW. A mistura obtida foi entdo
transferida para um saco estéril, seguindo-se a sua homogeneizacdo durante 90 s no
Stomacher (MagMixer® - 400P Interscience). Este método amplamente referenciado, é
considerado eficaz na dispersdo de produtos, especialmente quando apresentam baixa
granulometria, como é o caso da fruta e dos cereais (Pitt & Hocking, 2009). Por fim, foram
novamente transferidos para o frasco de 100 mL, ai permanecendo por um minimo de
30 min, antes de ser realizada a analise. Esta solucdo é designada como suspensdo-mae
(diluicdo 10%). Atendendo ao nivel de contaminacao associada a cada matriz, foi necessario
recorrer-se a diluicdes decimais sucessivas, podendo variar entre 104 e 102 Todo o
procedimento foi invariavelmente realizado em condicdes de assepsia, através do recurso ao

bico de Bunsen.

Apesar de ser foco deste trabalho o controlo de fungos, principalmente ambientais, impds-se
0 conhecimento generalizado do estado microbiologico das matérias-primas, avaliando-se,
para tal, igualmente os mesofilos totais. A quantificacdo de mesofilos totais foi realizada pelo
método de incorporacéo, pipetando-se 1 mL de suspensao correspondente a diluicdo para
uma placa de Petri, seguida da adicdo de 15 mL de meio de cultura PCA. Relativamente a
quantificacdo de fungos, a metodologia utilizada baseou-se na técnica de espalhamento,
consistindo na adicdo de 100 puL de suspensdo a placas contendo DRBC (preparadas
previamente de acordo com o descrito no subcapitulo 3.1). De seguida, com o auxilio de um
espalhador de vidro, sujeito a esterilizacdo com alcool e flamejado a chama, as suspensoes
inoculadas foram devidamente espalhadas pela placa de Petri. Em ambos os casos o
procedimento foi realizado em duplicado para todas as diluicdes consideradas, segundo as

normas ISO 4833-1:2013, para mesdfilos totais, e ISO 21527:2008, para fungos.

28



As placas de Petri contendo DRBC foram incubadas na estufa a 25 °C + 1 °C, durante 5 d,
enquanto para as placas com PCA a temperatura de incubacao foi de 30 °C + 1 °C, durante

72h+ 3 h.

3.3 Caracterizacao microbioldgica do ambiente industrial

A carga microbiologica ambiental, presente durante o processo produtivo, foi estudada
segundo as condicdes aplicadas na unidade fabril de Tortosendo. Para tal, foi realizada uma
analise microbiologica ao meio envolvente das salas de producdo, preparacdo de fruta,
refrigeracdo, congelacdo, armazém de secos, sala de pesagem de secos e alergénios. Para
além das salas referidas, foram também avaliadas a zona de lavagem, de limpeza - Cleaning
/n Place (CIP) - e de esterilizacdo - Sterilization In Place (SIP). Para concretizar a presente
analise, foram tidas em conta trés zonas (A, B e C), tal como ¢é sugerido na Figura 3. Para
além disso, cada zona foi submetida a uma amostragem a trés alturas distintas, ndo estando
estas especificamente definidas. Na verdade, em funcdo dos impedimentos pressentes em
cada sala, nomeadamente pela presenca de equipamentos e consumiveis, ou devido ao fluxo
de operadores, as alturas foram variaveis, a excecdo da altura 1 que correspondia sempre a
uma amostra realizada ao nivel do chdo. As alturas 2 e 3, corresponderam, de um modo geral,

a uma zona intermédia e a zona mais alta na qual, respetivamente.

Alturas Zonas
_ I o
O
(A

Figura 3 - Representacdo da amostragem realizada na unidade fabril em Tortosendo.

A recolha de amostras foi realizada em duplicado expondo placas de Petri abertas, com o meio
de cultura PDA, nos locais e alturas definidos, cumprindo-se um tempo de exposicdo de 10
min. Findo o tempo, as placas foram fechadas e incubadas durante 5 d na estufa a
25 °C + 1 °C. A aplicacao da presente metodologia nao visa obter resultados quantitativos,

mas sim qualitativos, na medida em que é apenas pretendido conhecer o tipo de
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contaminacao fungica presente no ambiente industrial. Assim, o cultivo dos microrganismos

identificados permitira avaliar a eficacia dos compostos antimicrobianos a testar.

3.4 Obtencéo e identificacao de culturas puras

Com base na frequéncia de detecéo fungica, nas diferentes zonas da unidade fabril, e/ou na
sua morfologia foram selecionados os microrganismos provenientes, tanto da caracterizacao
das matérias-primas, como do ambiente. Para a obtencao de culturas puras, realizaram-se
repicagens para placas contendo o meio DRBC. No caso dos fungos filamentosos, retirou-se
com uma ansa metalica, previamente esterilizada & chama, aproximadamente 1 cm2 de meio
de cultura com crescimento fungico e transferiu-se essa porcao para o centro de uma nova
placa. Relativamente ao isolamento de leveduras, € em tudo semelhante ao de bactérias, pelo
gue se recorreu a técnicas por riscado. Para as leveduras, a repicagem foi entdo feita com
ansa de plastico estéril, passando-se a mesma na cultura a isolar e de seguida espalhando a
porcao retirada na nova placa, pela realizacdo de um riscado, como o evidenciado na Figura 4.
As placas foram entdo incubadas em estufa a temperatura de 25 °C + 1 °C, durante

72h+3h.

Figura 4 - Exemplo da aplicacdo da técnica por riscado para isolamento de leveduras.

Posteriormente, para obter uma informacdo mais precisa acerca das diferencas morfologicas
entre as culturas puras obtidas, os microrganismos inicialmente presentes em placas com
meio DRBC foram repicados para placas com o meio PDA, seguindo o mesmo procedimento.
Assim, devido a uma maior distin¢éo entre colonias proporcionada por este meio, foi possivel
confirmar se todas as culturas inicialmente isoladas eram efetivamente distintas. De seguida,

algumas culturas de fungos filamentosos foram observadas ao microscopio 6tico composto
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com o intuito de aferir quanto ao género taxonomico. Para tal, procedeu-se a passagem de
uma ansa estéril pela cultura em causa e, em seguida, por uma gota de agua destilada
previamente colocada numa lamina. Colocou-se a lamela e observou-se ao Microscopio Otico

Composto (MOC), com a utilizacao de diferentes ampliacoes.

Algumas das culturas puras seguiram para sequenciacdo por Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT — PCR). Para isso, as placas seguiram para a empresa

BIOPREMIER, sediada em Lisboa.

3.5 Avaliagdo da concentragao minima inibitoria - CM/

Os oleos essenciais testados foram fornecidos pela empresa H. REYNAUD & FILS, cujas
amostras por eles identificadas foram: Peppermint Cornmint, Romarin, Fennel, Anise,
Cardamome, Girofle clou, Mandarine verte, Pamplemousse, Bay, Mandarine rouge, Citron,

Orange douce, Thym.

A avaliacao da CM/ realizou-se tendo por base concentracdes volumicas de dleo essencial de
0,05%,0,07 %,0,08%,0,1 %e0,2 %, aserem testadas para os microrganismos selecionados
no subcapitulo 3.4. As concentracdes foram obtidas em tubos de Falcon, pipetando-se entre
25 uL (0,05 %) e 100 uL (0,2 %) de oleo essencial, acompanhados da adicao de 50 mL de
meio de cultura PDA, a uma temperatura de 55 °C, de modo a favorecer a dissolucdo. A
solucao foi homogeneizada, vertendo-se, em seguida, o conteudo dos tubos para placas de
Petri - cerca de 15 mL -, e aguardando-se até a sua completa solidificacao. As culturas puras
- mantidas sob refrigeracao - foram entdo repicadas para as placas inoculadas com o 6leo
essencial, de acordo com o método descrito anteriormente (subcapitulo 3.4). Por ultimo, a
observacao e recolha de dados, que, no caso dos fungos filamentosos, consistia na medicéo
do crescimento, foi realizada a partir da margem da porcao repicada (ver Figura 5), aos dias
3, 5 e 7. Durante esse tempo, as placas foram mantidas na estufa a temperatura de

25°C=+1°C.

De modo a permitir uma comparacéo efetiva, foi igualmente avaliada a CM/ do sorbato de
potassio (E202). O procedimento foi similar ao adotado para os oleos essenciais, com
adaptacoes pelo facto de este composto se encontrar na forma granular. Assim, foi

previamente feita uma dissolucdo de 2,5 g de sorbato de potassio (E202) numa solucao
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etanol/agua - proporcao (1:10). As concentracdes volumicas aplicadas foram: 0,05 %, 0,1 %

e 0,2 %.

Figura 5 - Exemplo de placa de Petri para medigédo do crescimento de fungos filamentosos, para avaliacdo da
o/

Por forma a aferir a carga associada aos 6leos essenciais procedeu-se a realizacao da técnica
por espalhamento em meio DRBC, para os dleos Bay, Thym e Girofle clou sem qualquer
diluicdo. As placas foram, tal como nos casos anteriores, incubadas a 25 °C + 1 °C durante

5d.

3.6 Estudo do efeito nas culturas lacticas

As amostras analisadas (em duplicado, A e B) consistiram em iogurte batido natural onde se
adicionou os oleos essenciais Bay, Thym e Girofle clou a 0,07 % e 0,08 % - sem especiais
condicOes de assepsia por forma a expor o produto aos microrganismos ambientais -, bem
como um branco, constituido apenas por iogurte, sem qualquer adicdo. Estas variaveis (6leo

essencial e concentracdo) foram selecionados com base nos resultados da avaliacdo da CM/.

No tempo O foram entdo preparados frascos de 100 mL suficientes para realizar o estudo
durante 28 d, analisando-se aos dias 3, 7, 15, 20 e 28. Cada frasco correspondia a amostras
de iogurte inoculadas com um 6leo, numa concentracao, para um determinado dia de analise.
A adocao desta metodologia pretendeu reduzir possiveis riscos de contaminacao dos frascos
utilizados durante a amostragem, caso contrario, todos os resultados subsequentes poderiam
ficar comprometidos. A definicao da duracéo deste estudo teve por base o tempo de vida util

dos iogurtes utilizados, 21 d, aos quais se acresce uma semana, perfazendo 28 d. O branco
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foi sempre retirado de uma embalagem intacta de iogurte, aberta apenas no momento da

analise e do mesmo lote de producéo que as restantes amostras.

A preparacdo das amostras consistiu na pesagem de 10 g do produto para um frasco contendo
90 mL de BPW, analisando-se apds 30 min de tempo de contacto com o diluente. Realizaram-
se diluicdes decimais sucessivas, sendo que as placas foram divididas em trés partes,
correspondendo as diluicdes 10¢,107 e 10¢, tal como se observa na Figura 6. Para cada
diluicdo, pipetou-se uma gota de 20 L de amostra para a zona da placa correspondente. Apos
solidificacdo da gota, as placas obtidas em duplicado foram invertidas e incubadas na estufa

a 30 °C +1 °C e lidos os resultados apds 72 h + 3 h.

Figura 6 - Exemplo de placas de Petri para quantificacdo de Strepfococcus thermophilus pelo método da gota
(meio de cultura ST).

0 estudo das culturas lacticas compreendeu a monitorizacao de Strepfococcus thermophilus,
e Lactobacillus bulgaricus, utilizando-se para tal, respetivamente, placas em duplicado com
meios de cultura ST e MRS, preparadas como descrito anteriormente (subcapitulo 3.1). No
caso de S. thermophilus a incubacao foi realizada sob condicdes de aerobiose, tal como
amplamente reportado (Dave & Shah, 1996; Tharmaraj & Shah, 2003). Contrariamente, a
incubacdo com vista a quantificacdo de L. bulgaricus ocorreu em anaerobiose, de acordo com

o sugerido em Dave e Shah (1996).

Paralelamente, foram igualmente monitorizadas possiveis contaminacdes ambientais, por
fungos filamentosos e leveduras, as quais, a ocorrer, estdo relacionadas com as falhas de
assepsia durante a fase de preparacéo dos frascos. Para tal, a quantificacdo da carga presente

foi realizada segundo a ISO 21527:2008 (subcapitulo 3.2).
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3.7 Elaboracéo de preparados - analises sensoriais

Os preparados foram elaborados de acordo com as informacdes constantes nas respetivas

formulacdes. Considerou-se um preparado “padrdo” quando o conservante utilizado foi o
sorbato de potassio (E202). Nos restantes casos, foi realizada a adicao de o6leo essencial,
nomeadamente Bay, Thym e Giroffe clou. A selecao dos preparados teve por base analise de

bagas e cereais, de acordo com o0s critérios apresentados no subcapitulo 2.1.

As formulacdes gerais, com indicacao dos ingredientes utilizados para a elaboracao de um

preparado padrdo encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2 - Composicao dos preparados de frutos do bosque (PFB) e cereais (PC)

PFB PC
Agua Agua
Fruta (amora, framboesa e mirtilos) Cereais (trigo, aveia e cevada)
Estabilizantes Acucar
Intensificadores de sabor Estabilizantes
Concentrados Intensificadores de sabor
Sorbato de potassio, E202 Sorbato de potassio, E202
Edulcorantes Acidificante
Acidificante

De acordo com a criticidade associada aos preparados, estes foram sujeitos a bindmios tempo-
temperatura de pasteurizacdo de 85 °C, 10 min, e 95°C, 5 min, para PFB e PC,
respetivamente. Em ambos os casos, os preparados foram aplicados em iogurte natural,

sendo dosificados em concentracdes massicas de 15 %, para o PFB, e a 4 %, para o PC.

Os parametros fisico-quimicos medidos aquando da elaboracao de um preparado de modo a
garantir o cumprimento das especificacoes exigidas pelo cliente, sdo o pH, os compostos
soluveis (CS) e a consisténcia (C). A Tabela 3 apresenta os valores de referéncia exigidos para
cada parametro para ambos os preparados, bem como os obtidos durante o presente projeto.
A medicdo dos parametros fisico-quimicos foi realizada com recurso a um medidor de pH

(Consort C860) e um refratdbmetro (Bellingham + Stanley Ltd. RFM732), para controlo de pH
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e compostos soluveis, respetivamente. No caso da medicao da consisténcia, foi utilizado um
consistometro de Bostwick, tendo-se registado a distancia percorrida pelos preparados durante

60 s.

Tabela 3 - Valores de referéncia e obtidos na caracterizacao fisico-quimica de PFB e PC

PFB PC
Padréao Obtido Padréao Obtido
pH 3.8+0,3 3.98 + 0,05 42 +0,2 4,34 + 0,07
CS / °Brix 8+2 8,79 + 0,85 10+2 10,05 + 0,96
C / (cm/60s) 10+25 10+ 1,02 9+2 8,13+ 1,53

Nota: CS - compostos soluveis; C — consisténcia.

3.7.1 1° Fase

Nesta fase, tendo em conta os resultados provenientes da avaliacado da CM/e do estudo das
culturas lacticas, foram elaborados ambos os preparados com 7hym, Bay e Girofle clou, em
substituicao do sorbato de potassio (E202), bem como um padrao, que servia de comparacao.
A aplicacdo dos oleos essenciais deu-se a quente, logo apos a pasteurizacdo, de modo a
garantir as condices de assepsia, por um lado, e, por outro, assegurando uma dissolucao

adequada. A concentracdo massica aplicada foi de 0,07 %.

A analise sensorial consistiu em dar a provar os preparados ndo dosificados e dosificados em
iogurte de modo a entender quais os 6leos essenciais com maior potencial de aceitacdo. A
prova dos preparados nao dosificados pretendia avaliar as diferencas de um modo mais
significativo, dado que a dosificacao disfarca largamente o sabor conferido pelos 6leos
essenciais. Ainda assim, os resultados apds incluséao em iogurte sao o real foco no que toca a
aceitacdo de novos produtos, dado constituirem a forma como o produto final sera

comercializado.

Como se tratava de uma fase preliminar, o grupo de provadores consistiu apenas nos
funcionarios pertencentes ao departamento de Inovacéo. Esta fase visou restringir o numero
de pares preparado/oleo essencial, selecionando os que apresentavam maior potencial por

forma a serem utilizados nas fases posteriores.
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3.7.2 2% Fase

Os ¢6leos essenciais utilizados nesta fase foram 7hym, para o PFB, e Girofle clou, para o PC,

na mesma concentracao da fase anterior.

Nestas condicdes, as provas foram realizadas tanto para os preparados, como para 0S
preparados dosificados e abrangendo, uma vez mais, os provadores pertencentes ao
departamento de Inovacao. No entanto, nesta segunda fase, os provadores foram convidados
a preencher fichas de Analise Sensorial, de modo a tornar os resultados mais mensuraveis.

Um exemplar dessas fichas encontra-se no Anexo A.

3.7.3 3? Fase

A ultima fase da analise organolética consistiu na realizacdo de analises triangulares para os
mesmos o6leos e aplicacbes da fase anterior. Para tal, utilizaram-se fichas, tal como a
apresentada no Anexo B, em que se pretendia avaliar se os provadores distinguiam entre o
preparado padrao e o preparado com o6leo essencial, ambos dosificados em iogurte. A
aplicacao deste tipo de analise pressupde a prova por cada individuo de trés amostras,
inquirindo-o sobre qual delas Ihe parece diferente. Em metade dos casos a amostra diferente
tinha a presenca do dleo essencial em causa e na outra metade a diferente era o padrao. E
de salientar que, para esta fase, foi necessario alterar a aromatizacdo do PC, apos se testarem

diferentes aromas alternativos, para que fosse prontamente aceite pelo provador.

Segundo esta metodologia considera-se que um produto é aceite se a diferenca nao for
considerada percetivel, sendo que dois produtos sdo significativamente diferentes se, numa

populacdo de 30 provadores, 13 acertarem na prova cega.

3.8 Estudo de preparados contaminados

Para esta etapa do projeto procedeu-se a elaboracdo dos preparados, PFB e PC, com a adicao
do respetivo 6leo essencial anteriormente aprovado (7Aym para PFB e Girofle clou para PC).
Para tal, foram igualmente contempladas analises dos preparados com sorbato de potassio

(E202) e sem nenhum conservante (branco), totalizando seis preparados. Posteriormente, os
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preparados foram contaminados a 1 mL/100 g com um indculo com os géneros Aspergillus
sp. e Peniciflium sp. A escolha destes microrganismos relacionou-se com a elevada frequéncia
do género Penicillium nas analises internas, bem como com a patogenicidade associada as
aflatoxinas produzidas pelo género Aspergillus. Estes factos tornam estas culturas bastante
representativas e permitem a obtencdo de resultados interessantes do ponto de vista da

empresa, dado o historico associado a sua presenca.

A preparacao do indculo foi realizada com base no trabalho de Guarro, Pujol, Aguilar, Llop e
Fernandez-Ballart (1998), sujeito a adaptacdes de acordo com a disponibilidade de material e
equipamentos. Assim, pipetou-se 7 mL de agua destilada para placas de Petri contendo cada
uma das culturas puras. Raspou-se a superficie das placas com uma ansa estéril, de modo a
libertar os esporos, e pipetou-se de cada uma delas, 5 mL para um frasco com 90 mL de agua
destilada esterilizada, perfazendo 100 mL do indculo contendo ambas as culturas. O indculo
assim preparado foi entdo incubado a 25 °C + 1°C durante cerca de 2 h, de forma a potenciar
o desenvolvimento fungico, garantindo a contaminacdo dos preparados. Apds esse tempo,
analisou-se a carga do inoculo, de acordo com a metodologia descrita no subcapitulo 3.6, que
obedece as normas da ISO 21527:2008. Atendendo a que a carga era desconhecida, optou-
se por realizar diluicdes decimais sucessivas até 10, para garantir a obtencao de um numero

quantificavel das culturas em analise.

Em seguida, transferiu-se 5 mL do indculo para cada preparado (500 g) e homogeneizou-se.
Uma parte de cada preparado foi entdo dosificada em iogurte e prepararam-se frascos de
100 mL para a realizacao de analises ao longo de 42 d. Cada frasco foi apenas utilizado para
uma analise, para os preparados dosificados e nao dosificados, sempre em duplicado
(amostras A e B). O que significa que, tal como em casos anteriores e pelo mesmo motivo, foi

apenas realizada uma toma de cada frasco.

A garantia de estabilidade microbioldgica de preparados assenta na sua capacidade em
controlar possiveis contaminacdes durante um tempo correspondente ao tempo de vida Uutil,
28 d, acrescido de 25 %, ou seja, 42 d. Assim sendo, os preparados dosificados em iogurte
foram analisados aos dias O, 7,14, 21, 28, 35 e 42, enquanto os preparados sem dosificacao
foram analisados aos dias 0, 14, 28, 35 e 42. Esta distincao deveu-se as diferencas inerentes
as matrizes em estudo. Para os preparados submetidos ao processo de pasteurizacao, a Unica

carga microbiologica expectavel de ser quantificada € a do indculo, pelo que, tratando-se de
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fungos filamentosos - cujo crescimento acontece de forma fastidiosa -, considerou-se que uma
analise quinzenal seria suficiente, conduzindo igualmente a uma gestdao mais eficiente dos
recursos disponiveis. No caso das amostras de preparado em iogurte, é expectavel o
desenvolvimento de leveduras ao longo do tempo, pelas condicdes favoraveis que esse meio
apresenta. Assim, de modo a prevenir um eventual crescimento acentuado desses
microrganismos, que pusesse em causa a monitorizacao da contaminacao intencional
efetuada, optou-se pela realizacdo de um controlo mais rigoroso, tendo sido realizado

semanalmente.

A contaminacao foi monitorizada através do meio de cultura DRBC, segundo o protocolo

definido no subcapitulo 3.6. Tal como ai, todas as amostras foram analisadas em duplicado.

0 estudo da evolucao da contaminacao contemplou também um estudo das culturas lacticas.
Nesta fase, dada a nao detecao de culturas de L. bulgaricus durante o “Estudo do efeito nas
culturas lacticas” (subcapitulo 3.6), impds-se uma otimizacdo dos recursos disponiveis, pelo
gue se restringiu a monitorizacao a S. thermophilus, realizada de acordo com o descrito no
mesmo subcapitulo. Esta analise foi conduzida no sentido de perceber se a presenca dos

preparados alterava os resultados previamente obtidos.
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4. Andlise e Discusséo dos Resultados

Este capitulo sera dedicado a exposicao de todos os resultados obtidos ao longo do projeto,
analisando-se com base em fundamentos teoricos a importancia dos mesmos. Serdo,
portanto, discutidos pormenorizadamente os resultados de cada etapa, bem como os

parametros que os podem ter influenciado.

O presente capitulo esta, tal como capitulo 3, dividido em subcapitulos, cada um deles
referente a uma etapa do projeto, de modo a aumentar a objetividade do que é apresentado

e facilitar a sua consulta.

De acordo com os critérios microbioldgicos praticados pela FRULACT, produtos cujos
resultados apresentem contagens positivas para a quantificacao de fungos (leveduras e fungos
filamentosos) ndo sdo passiveis de serem expedidos. Tendo por base os métodos de analise
adotados, serao analisados todos os resultados, inclusive aqueles que se apresentem abaixo

do limite de detecao inerente, visto serem considerados representativos para a empresa.
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4.1 Caracterizagao microbiologica de matérias-primas

A caracterizacdo das matérias-primas teve por base a sua identificacao por lotes, de modo a
possibilitar o rastreamento de contaminacdes pela empresa, tal como referido no capitulo 2.
Para além disso, os procedimentos adotados para as bagas e cereais analisados, normas
ISO 4833-1:2013 e IS0 21527:2008, para mesofilos totais e fungos, respetivamente,
asseguram o cumprimento das exigéncias da FRULACT ao nivel da avaliacdo da carga

microbioldgica associada a cada lote de matéria-prima utilizado.

Assim, o grafico da Figura 7 apresenta os resultados obtidos relativamente a caracterizacao
das matérias-primas, em termos de mesofilos totais, leveduras e fungos filamentosos. Os
valores de Ig(UFC/g) dos limites de detecao associados aos respetivos métodos de analise

(descritos no subcapitulo 3.2) sdo de 1, para mesofilos totais, e 2, para fungos.
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Figura 7 - Resultados da quantificac@o da carga microbioldgica para diferentes lotes de matérias-primas.
Nota: M| - mirtilo; FB - framboesa; AR — amora; CE - cevada; AV - aveia; TR - trigo.

Dentro do grupo de bagas analisado, de um modo geral, a amora foi a baga que apresentou
0 maior nivel de contaminacdo, estando presentes os trés grupos de microrganismos
analisados - mesofilos totais, leveduras e fungos filamentosos — em dois dos lotes em

concentracdes acima da do limite de detecdo mais baixo. A diferenca observada quanto ao
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terceiro lote desta matéria-prima, o qual corresponde a um lote escolhido, pode indiciar que a
matéria-prima que Ihe deu origem seja pouco contaminada, diminuindo o impacto do processo
de escolha das bagas, normalmente associado a um aumento da contaminacdo pela

introducao de carga ambiental.

De facto, tal como seria expectavel, por se tratar de bagas, a presenca de microrganismos foi
substancial, facto que é reflexo da especial apeténcia destas frutas para o desenvolvimento de
contaminacdes. Estes resultados mostram que a proximidade ao solo durante o cultivo, bem
como a sua morfologia - em particular o facto de apresentarem protuberancias a sua superficie

- potenciam o desenvolvimento de carga microbiologica (Pitt & Hocking, 1997).

Quanto aos cereais, a aveia foi, por ampla diferenca, aquele que apresentou uma menor carga,
estando inclusivamente abaixo do limite de detecdo em termos de leveduras e fungos
filamentosos. Os resultados relativos aos mesdfilos totais apresentaram-se proximos de valores
de Ig(UFC/g) de 3, para ambas as guias, sendo substancialmente inferior aos valores obtidos
para os restantes cerais, nomeadamente perto de 6 e 5, para cevada e trigo, respetivamente.
De facto, apesar de apenas ter sido possivel analisar uma guia de trigo, os resultados sugerem
gue a cevada seja o cereal mais contaminado de entre todos os analisados, facto que se

observa tanto para mesofilos totais, como para leveduras e fungos filamentosos.

De salientar, igualmente, a variabilidade dos resultados obtidos para os diferentes lotes de
matérias-primas. De facto, tanto a carga quantitativa, como qualitativa, detetada em fruta e
cereais depende inicialmente das condicdes de cultivo, onde a temperatura ambiente e a
disponibilidade de agua e nutrientes € decisiva, bem como do estado de maturacao e das
praticas de producao (Adams & Moss, 2008; Beuchat, 2002). De igual forma, durante o seu
transporte e armazenamento, a temperatura e a humidade relativa sdo fatores que
condicionam o desenvolvimento microbiano, podendo, em conjunto com as determinantes do

cultivo, justificar as diferencas observadas entre os lotes analisados (Adams & Moss, 2008)

4.2 Caracterizagao microbioldgica do ambiente industrial

A caraterizacao do ambiente da unidade industrial de Tortosendo visou, sobretudo, aferir
acerca do tipo de microrganismos, nomeadamente leveduras e fungos filamentosos, que

poderiam estar presentes em cada seccdo, conduzindo ao conhecimento dos dados a nivel
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qualitativo. Neste sentido, e de acordo com a metodologia adotada, os resultados obtidos
foram bastante extensos, apresentando-se neste ponto apenas os mais significativos. A

restante informacdo encontra-se exposta em anexo (Anexo C, Tabela Il).

A Tabela 4 apresenta, entdo, os principais resultados da caracterizacdo do ambiente industrial,
distinguindo-se a presenca de fungos filamentosos e leveduras de acordo com a altura em que

foi possivel a sua detecao.

Tabela 4 - Resultados da avaliacdo da presenca de fungos filamentosos e leveduras nas varias seccoes, e
alturas consideradas, da unidade industrial de Tortosendo

Seccao Fungos filamentosos Leveduras Altura
Producao - X 1,2,3
Preparacao de fruta X X 1,2,3
Pesagem de secos X X 1
SIP - - -
CIP X X 1,2,3
Lavagem X X 1,2
Armazém de secos X X 1,2,3
Congelacéo X X 1,2,3
Refrigeracao X X 1,2,3

Nota: (-) sem presenca de fungos; (X) presenca de fungos.

Antes de mais, importa referir que, tal como é possivel constatar pela analise dos dados da
Tabela 4, nao houve correlacao entre a diferenca de alturas e a predominancia de determinada
contaminacado fungica. Apesar de ser expectavel que os fungos filamentosos, devido
essencialmente ao seu tamanho e peso, estivessem presentes maioritariamente nas zonas
mais altas, tal nao se verificou. Efetivamente, devido as restricdes operacionais da fabrica que
impossibilitaram a realizacdo de uma amostragem em zonas mais altas, observaram-se
diferencas pouco significativas entre o ponto mais baixo (chdo) e o mais alto, ndo sendo
possivel realizar uma analise mais aprofundada deste parametro. Ainda assim, a analise
permitiu constatar que as sec¢cdes com menor carga ambiental associada sao a producao, a

sala de pesagem de secos e a SIP. No primeiro caso deve-se provavelmente as boas praticas

42



de fabrico adotadas, bem como a eficiente limpeza de todas as superficies e a existéncia de
um fluxo de ar que previne as contaminacOes cruzadas. Estes dados sao positivos pois
permitem a empresa avaliar preliminarmente que o sistema de controlo de contaminacoes é
eficaz ao nivel da producdo, zona esta a mais importante — visto ser onde o produto é
pasteurizado e embalado, a fim de ser enviado para o cliente. Um outro ponto importante é o
facto de a sala de pesagem de secos apresentar uma contaminacdo também bastante
reduzida, apenas ao nivel da altura 1. Apesar de ser nesta seccdo que estdo armazenados
produtos como acucar e farinhas, e sdo pesados muitos outros do mesmo género - os quais
estdo normalmente associados a uma elevada carga microbiana - tal ndo se verificou. De facto,
por todos os produtos serem secos, e, por isso, apresentarem valores de atividade da agua
(a.) bastante reduzidos, é expectavel que o ambiente apresente uma humidade relativa baixa,
ainda que esta ndo tenha sido efetivamente medida. Este fator, aliado ao fluxo de ar existente
em toda a seccdo, reduziu a presenca de contaminacdes fungicas, apesar de ndo ser possivel

guantificar a mesma de forma precisa.

A seccao de SIP ndo apresentou qualquer indicio da presenca de fungos, o que é expectavel
e desejavel, na medida em que, sendo uma zona de esterilizacdo de contentores, a existéncia
de qualquer contaminacdo poderia indiciar falhas no tratamento aplicado e,

consequentemente, em toda a rastreabilidade na utilizacdo dos mesmos.

Nas restantes seccoes foi possivel detetar a presenca tanto de fungos filamentosos, como de
leveduras, estando provavelmente associados as contaminacbes cruzadas que ocorrem
nessas zonas. Em todas ¢ comum o facto de haver a manipulacao de diferentes matérias-
primas, 0 que aumenta consideravelmente a propensdo para o desenvolvimento de
microrganismos — a partir de contaminacdes cruzadas. Os resultados obtidos mesmo a baixas
temperaturas como as de congelacdo nao foram inconsistentes, dado que é reconhecida a
capacidade de resisténcia dos esporos dos fungos, podendo essas estruturas sobreviver até

varios anos sob estas condicdes (Sun, 2012).
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4.3 Obtencao e identificacdo de culturas puras

Todas as culturas puras isoladas foram numeradas, distinguindo-se entre aquelas que
provinham da caracterizacao das matérias-primas e do ambiente industrial (as ultimas eram

acrescidas de um “A”, e.g. 1.A).

Determinados microrganismos isolados - leveduras e fungos filamentosos - foram identificados
geneticamente por RT-PCR, tendo sido previamente realizada uma observacdo ao MOC
(Microscopio Otico Composto). Este passo permitiu aferir qual o género taxonomico
provavelmente associado a alguns dos fungos filamentosos isolados. A Tabela 5 resume os
resultados de ambas as analises efetuadas. Informacdes complementares encontram-se em
anexo (Anexo D, Tabela Ill), nomeadamente fotografias das culturas em meio sélido (PDA),
bem como informacao inerente as matérias-primas ou seccdes da fabrica de onde foram
isolados. Essa informacao esta ai referida tanto para as culturas identificadas por RT-PCR,
como para as restantes. De referir que, em alguns dos resultados, néo foi possivel obter uma
identificacao exata, pelo que sao apresentadas as possibilidades de espécies, de acordo com

a informacao fornecida pela empresa BIOPREMIER, onde foi realizado o RT-PCR.

Tabela 5 - Resultados da observacdo ao MOC e da identificacdo por RT-PCR dos microrganismos isolados a
partir das fases de caracterizacao das matérias-primas e do ambiente industrial e respetivas origens de detecdo
(Continua)

. Imagem MOC (ampliacao . Identificacao por
Nimero utilizada) Origem RT-PCR
1000x
1 TR, L, PS Penicillium sp.
2 TR, CE, FB, AR Cladosporium sp.
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Tabela 5 - (Continuacao)

Identificacao por
RT-PCR

Imagem MOC (ampliacao

Origem

Nuamero

Aspergillus sp.

Pseudormonas sp.

17 TR, FB, PS Mucor piriformis
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Tabela 5 - (Continuacao)

. Imagem MOC (ampliacao . Identificacao por
Namero utilizada) Origem RT-PCR
(400x)
19 AR Phoma glomerata
1.A PF, Cong., AS Candida sake
3A PF Pischia sp.
6.A Cong. Phoma pinodella
Phoma sp.;
7A el Peyronellaea prosopidis
Penicillium sp.:
8.A PS, Refr.,PF, CIP P. spinulosur,
P. glabrum
9.A PS Epicoccum njgrum
11.A PF, PS Penicillium sp.

Nota: M| - mirtilo; FB - framboesa; AR - amora; CE - cevada; AV - aveia; TR - trigo.
PF - preparacao de fruta; PS — pesagem de secos; L — lavagem; AS - armazém de secos, Cong. — congelacao; Refr.
- refrigeracéo.

Antes de analisar os dados resultantes da identificacdo das culturas puras, importa fazer
referéncia aos resultados dos microrganismos 11 e 14. Apesar da detecao fungica ser assente
na utilizacdo de um meio seletivo para fungos, a identificacdo por RT-PCR mostrou a presenca
de bactérias entre as culturas puras isoladas. Este facto deve-se a resisténcia das estirpes de
Pseudomonas ao antibidtico presente em ambos os meios de cultura utilizados (DRBC e PDA),
o cloranfenicol, a qual esta referenciada em varios estudos (Fernandez et al., 2011; Strateva
& Yordanov, 2009). Espécies pertencentes ao género Penicillium foram detetadas em trigo e
aveia, bem como nas seccdes de lavagem, sala de pesagem de secos, refrigeracao,
preparacao de fruta e CIP. Tal como seria esperado, este género encontra-se presente em
cereais, sendo usualmente considerado uma contaminacéo resultante do armazenamento
(Adams & Moss, 2008; Baptista & Venancio, 2003; Pitt & Hocking, 1997; Samson et al.,
1996). Também por essa razado, a sua presenca foi praticamente transversal a toda a unidade
industrial por onde passam matérias-primas potencialmente contaminadas por esses fungos

filamentosos. Ainda que nas frutas analisadas nao tenha sido possivel verificar a presenca de
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espécies pertencentes ao género Penicillium, apesar de outros fungos filamentosos estarem
presentes, o facto de ter surgido na caracterizacao do ambiente da sala de preparacao de fruta
indicia que outras frutas poderao igualmente apresentar este tipo de fungos, facto que se
apresenta como bastante provavel, dada a presenca reconhecida deste género em frutas
frescas. Mais especificamente, a espécie P. glabrum, detetada em varias seccoes, é
reconhecida pelo seu habitat em frutas e cereais, e, para além disso, em ambientes fechados,

como sao aqueles onde surgiu (ICMSF, 2006; Lacasse, 1995; Samson et al., 1996).

O género Cladosporium foi identificado em trigo, cevada, framboesa e amora. Dado que ¢
associado a frutas frescas e a cereais, decorrente mais especificamente da fase de cultivo,
esta € uma presenca previsivel neste contexto. Para além disso, varias espécies de
Cladosporium, como C. cladosporioides, C. herbarum, C. macrocarpum e C.
sphaerospermum sao conhecidas pela sua disseminacdo por um largo espectro de habitats,
destacando-se a presenca no solo, em plantas e sementes, bem como no ar (Adams & Moss,
1995; Baptista & Venancio, 2003; ICMSF, 2006; Lacasse, 1995; Pitt & Hocking, 2009;
Samson et al.,, 1996). Ja o surgimento do género Aspergillus em trigo indicia uma
contaminacao que pode ter resultado do armazenamento desta matéria-prima (Adams &
Moss, 2008; Baptista & Venancio, 2003). Este microrganismo é particularmente importante
devido a sua producdo de aflatoxinas que, em ultima instancia, constituem um risco para a
seguranca alimentar dos preparados FRULACT. Transversal as fases de cultivo, colheita e
armazenamento, o género Crypfococcus pode também surgir numa grande variedade de
cereais, pelo que a presenca em cevada e trigo era relativamente previsivel. Para além disso,
esta levedura esta também muitas vezes associada a frutas frescas processadas, facto que
justifica a contaminacédo detetada em framboesa, amora e mirtilo (Dedk, 2008; Oliveira,

Zannini, & Arendt, 2014).

Apesar da sua presenca estar mais frequentemente associada a contaminacdo fungica de
cereais durante o cultivo, fungos filamentosos pertencentes ao género Chaetornium foram
detetados em framboesa. Este facto sugere igualmente um aparecimento nesse fruto durante
0 cultivo, uma vez que pode provir do solo, tal como acontece na contaminacao dos cereais.
(Pitt & Hocking, 1997). A espécie Mucor piriformis, por ser um fungo filamentoso também
associado a contaminacao desta tipologia de baga, vé justificada a sua presenca em
framboesa. Para além disso, de um modo mais geral, todo o género Mucor esta relacionado

com o0 armazenamento prolongado de cereais, bem como com uma ampla variedade de frutas
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(Baptista & Venancio, 2003; ICMSF, 2006; Pitt & Hocking, 1997; Stelato, Concon, Shimada,
& Srebernich, 2010). Ainda na tipologia de bagas, a espécie Phoma glomerata foi isolada de
uma amostra de amora. Para além disso, € uma espécie que pode igualmente ser encontrada
numa vasta gama de substratos ambientais. De salientar a capacidade de fungos filamentosos
desta espécie em apresentar patogenicidade para humanos e plantas, o que constitui um fator

de especial importancia (Samson et al., 1996).

0 género Candida, incluindo a espécie Candida sake, podem surgir em cereais armazenados,
ou provir ainda do cultivo, tal como se verifica para espécies de Pichia, as quais foram
detetadas na sala de preparacéo de fruta (Baptista & Venancio, 2003; Oliveira et al., 2014;
Stelato et al., 2010). Ainda que nao tenham sido detetadas nos cereais analisados, o facto de
existir uma variedade elevada de cereais em circulacao na unidade industrial podera explicar

0 seu surgimento em diversas seccoes.

A presenca da espécie Phoma pinodella e do género Phoma sp., em secdes da unidade
industrial de Tortosendo, indiciam uma contaminacéo pela manipulacao de matérias-primas
onde essas espécies microbianas estejam presentes - nomeadamente cereais, principalmente,
mas também amora, como é sugerido pelo resultado anterior da identificacao de Phoma
Slomerata (Tabela 5) (Samson et al., 1996). Ainda assim, é importante salientar a presenca
destas espécies em zonas onde as condicoes sdo particularmente adversas, congelacao e CIP,
0 que por si sO €& revelador da resisténcia destes microrganismos. Paralelamente a
identificacao do género Phoma, foi também detetada a espécie Peyronellaea prosopidis na
seccao de CIP. Estes fungos nao sao frequentemente detetados, ndo existindo estudos muitos
extensivos quanto a sua presenca em diferentes substratos. Ainda assim, o facto de esta
espécie ter sido ja identificada em soja, pode sugerir a propagacao por plantas semelhantes,
tornando-a uma contaminacao provavel em industrias que utilizem matérias-primas
pertencentes a esta tipologia (Fernandes, Pereira, Silva, Bento, & Queiroz, 2015). Por ultimo,
a espécie Epicoccum nigrum é um fungo filamentoso conhecido pela sua distribuicdo ubiqua,
podendo ser encontrada nos mais diversos substratos, nos quais se incluem cartao degradado,
que podera ser a origem da sua presenca na sala de pesagem de secos. Todo o género esta,
para além disso, associado a isolamentos partir de amostras de solo e ar, sendo
frequentemente encontrado em alimentos, apesar de ndo causar deterioracao significativa (Pitt

& Hocking, 1997; Samson et al., 1996).
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4.4 Avaliacdo da concentragdo minima inibitoria - CM/

Todos os 6leos essenciais foram analisados com vista ao estudo do seu potencial antifungico,
avaliando-se, para tal, a concentracao minima inibitoria, para concentracdes volumicas de
0,06%, 0,07%, 0,08% 0,1% e 0,2%, para os microrganismos previamente isolados
(subcapitulo 4.3). Dada a quantidade de déleos essenciais, e de culturas microbianas
selecionadas, foi necessario proceder a sua selecdo prévia a partir da realizacdo de ensaios
preliminares (cujos resultados estdo igualmente presentes na Tabela 6), pelo que nem todas
as combinacdes 6leo essencial - microrganismo foram testadas. Assim, apenas nos casos em
gue se obteve resultados apelativos para os microrganismos testados inicialmente, se alargou

a avaliacdo das CMk a mais culturas. Os valores de CM5k obtidos encontram-se na Tabela 6.

Sendo este estudo realizado previamente a rececao dos resultados da identificacdo por RT-
PCR, os microrganismos avaliados para cada composto foram selecionados com base na
disponibilidade das culturas puras a cada momento. Ainda assim, para os 6leos essenciais
com maior potencial foram avaliados todos os fungos isolados, de modo a obter uma maior
abrangéncia da sua eficacia na inibicao fungica. Como termo de comparacéo, foi também

avaliada a CM/do sorbato de potassio (E202).

0 facto de nao serem conhecidas nesta fase as estirpes isoladas, fez com que fossem também
estudadas as culturas de Pseudomonas, as quais, segundo os dados da Tabela 6,
apresentaram uma maior resisténcia a acdo tanto dos oleos essenciais (visivel para Giroffe
clou, Bay e Thym), como do sorbato de potassio (E202). Quanto ao sorbato de potassio
(E202), este resultado nao foi de encontro ao esperado, uma vez que a sua acdo contra fungos
se tem revelado inferior a observada para bactérias. No caso especifico de Pseudomonas,
Stanojevic, Comic, Stefanovic e Solujic-Sukdolak (2009), obtiveram uma CM/ inferior a obtida
para espécies de Aspergillus e Candida, o que contraria os resultados do presente projeto.
Ainda assim, pelo facto de serem conhecidos casos de resisténcia de estirpes de
Pseudomonas, para concentracoes entre 0,01 % e 0,3 %, os resultados obtidos podem refletir
essa realidade (Lund, Baird-Parker, & Gould, 2000; Mendonca, 1992; Stanojevic et al., 2009;
Tarté, 2009). Para o género Peniciflium sp. (8A) e para Pseudomonas sp ndo se observou
inibicao pelo sorbato de potassio (E202) em nenhuma das concentracoes testadas. De facto,
para o acido sorbico e seus sais, a resisténcia de algumas espécies pertencentes ao género

Penicifllium é acentuada, podendo ter-se refletido nos valores apresentados (Lund et al., 2000).
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Tabela 6 - CMk, em concentracdes volumicas (%), obtidas para os o6leos essenciais analisados e para o sorbato de potassio (E202)

(Continua)
R} -]
S| % S L : S w
> S| 8 e | = o 2 % Q o | @S
SIE/8 3|8 8|sS g |d |85 /85|98y 88
303§ (3 (8|¥ |83 |F |#Y 3|83 S |8] |mS
3 3 =) Eln = =) S ) o N &
Y ~ ® a ° o°
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Penicillium sp. [1] X X X X X | X 0,1 | 0,07 | 0,08 X X X X X
Cladosporium sp. [2] X X |02 X X X 0,05 | 0,07 | 0,07 X X X X X 0,05
[4] X X X X X | X X 0,1 X X X X X X
Penicillium sp. [5] X X X X X | X 0,1 X X X X X X X
Aspergillus sp. [7] X X X 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05
Aspergillus sp.: [8]
A. chevalieri,
A. amstelodam; 02 1] 02|02 0,07 | 0,05| 0,1
Fungos A hetrocaryoticus
filamentosos | cpaetomium sp.: [15]
C. pratense; X | X 007005 x |02 005 |011005 X | X X | X | X | 005
C. fruticola;
C. indicum
Mucor piriformis [17] X X 102102/ X X 0,05 | 0,05 | 0,05 X X X X X 0,1
Phoma glomerata[19] X X X X X | X | 008 | 02 X X X X X X 0,1
Phoma pinodella [6.A] 0,05 | 0,05 | 0,07 0,2
Phoma sp.; 0,05 | 0,07 | 0,05
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Tabela 6 - (Continuacao)
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Penicillium sp.: [8.A]
P. spinulosurm, 0,08 X X X
Fungos P. glabrum
filamentosos - -
Epicoccum nigrum [9.A] 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05
Penicillium sp. [11.A] 005 | 0,1 | 0,1
[6] 0,05 | 0,05 | 0,05
Cryptococcus sp. [10] X X 0,05 | 0,05 | 0,05 0,05
Leveduras Candida sake [1.A] 0,05 |0,051| 0,05 0,05
Pischia sp. [3.A] 0,07 | 0,2 | 0,05
[4.A] 0,05 | 0,05 | 0,05
. Pseudomonas sp. [11] X X X 0,2 X X
Bactérias
Pseudomonas sp. [14] X X X 0,2 | 0,2 X

Nota: X - ndo houve inibicéo; S - inibicéo a partir do 3° dia.
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Para alguns dos restantes fungos, a inibicdo pelo sorbato de potassio (E202) foi significativa,
tendo-se verificado na menor concentracao testada, 0,05 %, para as culturas de Aspergillus,
Candida sake, Chaetomium, Cladosporium, Crypfococcus e Epicoccum nigrum. Este facto
revela a elevada eficacia deste composto no controlo do crescimento fungico, mesmo numa
concentracdo correspondente a metade da aplicada nos preparados FRULACT. Nos fungos
filamentosos das espécies Mucor piriformis e Phoma pinodella os resultados mostraram um
maior efeito inibitdrio por parte dos 6leos essenciais com maior potencial fungistatico
comparativamente ao do sorbato de potassio (E202). Estes dados sustentam a substituicao
do antimicrobiano atualmente utilizado e refletem a acéo dos éleos essenciais de Giroffe clou,
Bay e Thym contra o desenvolvimento de contaminacdes fungicas. Quanto a atividade do
sorbato de potassio (E202) contra Phoma glomerata, verificou-se o comportamento seguido
também pelos oleos essenciais, os quais apresentaram valores de CM/ superiores,
observando-se que o 6leo essencial de 7Aym nao foi capaz de inibir este fungo filamentoso na

maior concentracao analisada, 0,2 %.

De facto, os resultados da Tabela 6, permitem constatar que o efeito fungistatico dos oleos
essenciais de Girofle clou, Bay e Thym foi significativamente superior ao dos restantes 6leos
testados, para 0s quais se verificou uma total auséncia de inibicdo de alguns microrganismos.
Assim, importa referir algumas especificacdes destes 6leos essenciais. Segundo as respetivas
fichas técnicas, foram obtidos por destilacdo com vapor, provindo: (1) Girofle clou da flor de
Syzygium aromaticum L. syn. Eugenia caryophyllus, (2) Bay de folhas de Pimenta racemosa;
e (3) 7Thym de Thymus zygis. Os bleos essenciais de Komarin, Cardamome, Mandarine verte,
Pamplemousse, Mandarine rouge, Citron e Orange douce nao apresentaram nenhum indicio
de inibicdo fungica para as concentracoes aplicadas, o que demonstra o seu baixo poder
antimicrobiano, tornando-os compostos de uso improvavel do ponto de vista da conservacao
alimentar. De um modo semelhante, Peppermint. Cornmint, Fennel e Anise, revelaram uma
acao bastante reduzida para os microrganismos testados, sendo que nos casos em que houve
inibicdo esta ocorreu quase na totalidade para valores de CM/ correspondentes ao maximo
testado, 0,2 %. Os resultados de Peppermint e Cornmint para o género Chaeformium sp.,
apesar de positivos, por serem dissonantes face as restantes estirpes estudadas ndo sao

suficientes para a indicacao de uma boa eficacia na inibicdo fungica.

Destes 6leos essenciais, é reconhecido que Mandarin, Anise, Orange, Rosemarye Peppermint

inibbem espécies pertencentes aos géneros Penicillium e Aspergillus, facto que nao foi
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presentemente confirmado (Guynot et al., 2003). De facto, para esses géneros, apenas
Peppermint inibiu o crescimento do género Aspegillus sp. (A. chevalieri, A. amstelodamie A.
heterocaryoticus), tendo esta acao apenas ocorrido para a maior concentracdo aplicada.
Importa igualmente analisar os resultados obtidos em funcéo da resisténcia dos fungos a acao
dos oleos essenciais. As culturas de Aspergillus (A. chevalieri, A. amstelodami e A.
heterocaryoticus), Chaetomiun (C. pratense, C. fruticola e C. indicum), Mucor piriformis e
Cladosporium apresentaram uma menor resisténcia, tendo inclusivamente sido inibidos por
6leos essenciais com poder fungistatico limitado. Em sentido contrario, as culturas 4,
Penicillium sp (9 e 8A) e Phoma glomerata sao 0s casos em que se verificou uma menor acao
inibitéria por parte dos oleos essenciais testados. Para estes fungos, mesmos os 6leos
essenciais que demonstraram melhor desempenho na inibicdo, foram, em alguns casos,

incapazes de afetar de forma visivel o seu desenvolvimento.

O oleo essencial de Girofle clou, vulgarmente conhecido como esséncia de cravinho,
apresentou uma inibicdo da quase totalidade dos fungos, tendo sido o 6leo essencial com
melhores resultados (Tabela 6). E reconhecido que a atividade antimicrobiana deste 6leo
essencial se deve em grande parte a elevada concentracdo de um terpeno, o eugenol (que
tem sido encontrada na composicdo do o6leo essencial entre 75% e 85 %), estando
documentada a sua acao, nao so contra fungos, como também contra bactérias (Burt, 2004;
Cowan, 1999; Ohlsson & Bengtsson, 2002). Ainda assim, como referido anteriormente, nao
se observou inibicao das culturas de Pseudomonas, nas concentracoes de 6leo essencial
aplicadas (Tabela 6). Contudo, este resultado contraria o obtido em Mith et al. (2014), cujos
ensaios evidenciaram a inibicdo da espécie Pseudomonas fluorescens a uma concentracao de
0,15 % do 6leo essencial. Hyldgaard et al. (2014), gracas a aplicacdo do composto eugenol,
detetou inibicao a 0,1 % da mesma espécie bacteriana. Como ja referido, estas diferencas
podem dever-se aos diferentes métodos de extracao utilizados, zonas de cultivo e ambiente de
crescimento da planta. De referir, também, que para o fungo 4 nao houve inibicao, contudo,
pelo facto de néo ter sido identificado por RT-PCR, nao é possivel analisar detalhadamente
este resultado. A CM/ mais elevada para este oleo essencial observou-se contra o género
Penicillium (nimeros 1 e 9). Abbaszadeh et al. (2014) e Souza et al. (2005) reportaram a
acao inibitéria do eugenol contra espécies de Penicillium. No primeiro estudo, os dados
mostraram CM#k para P. citrinum e P. chrysogenum, semelhantes as obtidas para as culturas

dos géneros Aspergillus e Cladosporium, corroborado pelos resultados obtidos para as
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espécies pertencentes ao género Penicillium - identificadas como 8.A e 11.A (Abbaszadeh et
al., 2014). Este facto pode indiciar que, dentro de um mesmo género, a suscetibilidade a acao
de um dleo essencial varia significativamente, devendo, por isso, estudar-se, tanto quanto

possivel, espécies isoladas.

Neste estudo, culturas de Aspergillus e Candida sake foram inibidas a valores de CM/ baixos
(entre 0,05 % e 0,07 %). Tal como reportado em Fu et al. (2007), o éleo essencial de cravinho
apresenta atividade antimicrobiana para fungos dos mesmos géneros, pelo que estes
resultados vao ao encontro das expectativas iniciais. De um modo mais particular, para
Candlida albicans esta reportado um valor de CM/de 0,13 %, para o0 mesmo 6leo essencial, o
qual é bastante inferior ao obtido presentemente para Candida sake (0,05 %), indiciando que,
dentro do mesmo género, esta espécie é mais suscetivel a inibicdo (Hammer, Carson, & Riley,
1999). Resultados do efeito do dleo de cravinho para as espécies A. niger e A. flavus,
mostraram inibicdo para uma concentracdo de 0,033 %, substancialmente inferior & obtida
nesta analise. (Martos, Navajas, Lopez, & Alvarez, 2007). Para além disso, o eugenol também
inibe espécies de Aspergillus, o que podera justificar a atividade do dleo essencial, ainda que
se saiba que acao total resulta sempre da interacao entre todos os componentes, maioritarios

e minoritarios (Abbaszadeh et al., 2014; Hyldgaard et al., 2014).

Analisando comparativamente as CMk de Girofle clou e do sorbato de potassio (E202),
observa-se que o conservante empegue nos preparados FRULACT apresentou valores de
concentracao superiores para P. spinulosum/ P. glabrum, Mucor piriformis, Phoma glomerata
e Phoma pinodella. E, nos restantes fungos analisados, as CMk obtidas foram iguais em
ambos 0s casos, resultados estes que sugerem um elevado desempenho do 6leo de Girofie
clou no controlo do desenvolvimento da carga fungica, em condicoes laboratoriais, tornando-
0 numa alternativa com potencial de aplicacdo. Ainda assim, sdo necessarios estudos

extensivos que atestem e alarguem o espectro de acao do 6leo essencial.

A avaliacao das CMk de Bay para as culturas fungicas selecionadas revelou o seu potencial
fungistatico em alguns casos. Contudo, de acordo com os resultados presentes na Tabela 6,
para o género Penicillium sp. (9 e 8.A) ndo houve inibicdo nas concentracdes estudadas, facto
que representa uma desvantagem face aos resultados de Giroffe clou. O principal componente
deste dleo essencial é, segundo a respetiva ficha técnica, o eugenol (49,66 %), estando,

contudo, presente em quantidade inferior & que devera existir no utilizado Girofle clou. Para
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além deste componente, 1,8-cineol e linalool completam, de acordo com varios estudos, os
compostos tidos como ativos neste 6leo essencial (Guynot et al., 2003; lvanovic, Misic, Ristic,
Pesic, & Zizovic, 2010; Ohlsson & Bengtsson, 2002; Suhr & Nielsen, 2003). Esta diferenca,
no teor de eugenol, podera justificar a discrepancia nos valores de CM/ obtidos para os 6leos
essenciais de Bay e Girofle clou, o que uma vez mais atesta o efeito que todos os compostos
presentes tém nas caracteristicas dos 6leos essenciais, mais especificamente ao nivel da sua
acao antifungica. O valor da CM/obtido para a espécie Candida sake (0,05 %, de forma parcial,
apenas a partir do 3° dia) pode ser equiparado ao presente em Hammer, Carson e Riley (1999)
onde, para a espécie Candida albicans, foi obtido um valor de 0,06 % - sendo, em ambos 0s
casos, um bom indicador da eficacia deste dleo essencial para espécies deste género de
levedura. A inibicdo de Bay em fungos filamentosos dos géneros Peniciflium (Tabela 6: 1 e
11.A) e Aspergillus foi observada para concentracdes entre 0,05 % e 0,1 %, o que vai ao
encontro de dados semelhantes, onde se detetou a inibicdo fungica de espécies de espécies

pertencentes a esses géneros (Guynot et al., 2003; Suhr & Nielsen, 2003).

Comparando com a acao do sorbato de potassio (E202), observou-se que a inibicdo por Bay
ocorreu para valores de concentracao inferiores ao do conservante sintético em analise, para
as espécies Mucor piriformis, Phoma pinodella e o género Pseudomonas sp. Contrariamente,
para as culturas de Chaetomium, Phoma glomerata e Cladosporium a CM/ do 6leo essencial

foi superior.

Os resultados da inibicao fungica de 7Aym foram bastante semelhantes aos de Girofle clou e
Bay. Tal como este ultimo, o 6leo essencial de 7Aym nao inibiu os fungos filamentosos
pertencentes ao género Penicillium sp. (Tabela 6: 9 e 8.A) e, para além disso, nao inibiu
igualmente a espécie Phoma glomerata, o fungo filamentoso 4 e as culturas de Pseudomonas.
De facto, este foi, de entre os 6leos essenciais que apresentaram maior potencial (Girofle clou,

Baye Thym), aquele que nao atuou sobre um numero de fungos mais elevado.

Para o género Pseudomonas sp., Thym apresentou inibicdo a 0,2 %, ou nenhuma inibicao.
Este facto estd de acordo com os resultados de Mith et al., 2014, em que a CM/ obtida para
a inibicdo de uma espécie do mesmo género (P. fluorescens), foi superior a 0,1 %. No caso
do estudo individual do timol, composto mais abundante (47,90 %) no ¢6leo essencial de 7hym
- proveniente da planta 7hymus zygis - de acordo com a respetiva ficha técnica e consensual

entre varios estudos, a inibicao da mesma espécie foi conseguida para 0,1 % - 0 que pode
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indiciar que os restantes compostos deste 6leo essencial ndo atuam sinergicamente na acao

antimicrobiana (Burt, 2004; Hyldgaard et al., 2014; Pina-Vaz et al., 2004).

A capacidade de 7hym para inibir espécies dos géneros Aspergillus e Penicillium,
nomeadamente A. flavus, A nigere P. carylophilum e P. roqueforti é reconhecida, ainda que
esse facto ndo tenha sido completamente demostrado nos resultados obtidos (Tabela 6)
(Guynot et al., 2003; Suhr & Nielsen, 2003). Para as espécies de Aspergillus anteriormente
mencionadas, foram obtidas CMk proximas de 0,04 %, valor que se aproxima de 0,05 %, valor
avaliado para o género Aspergillus sp. (Tabela 6: 7) (Martos et al., 2007). Para um estudo
comtemplando um conjunto mais alargado de espécies de Aspergillus, as CMk variaram entre
0,016 % e 0,032 %, o que revela de forma mais evidente a eficacia deste dleo essencial contra
estes fungos filamentosos (Pinto et al., 2006). Ainda assim, ¢ de salientar que o timol tem
sido referido como um inibidor menos eficaz para espécies pertencentes ao género
Penicifllium, comparativamente a Aspergillus e Cladosporium, sendo este Ultimo o género com
menor CM/ (Abbaszadeh et al., 2014). Este facto vai ao encontro dos resultados do presente
estudo, em que para o género Cladosporium sp., Thym teve uma CM/de 0,07 % e, para 0s
restantes fungos, valores superiores, o que mostra uma forte correlacdo entre o efeito do timol
e do oleo essencial como um todo. No estudo de Klaric, Kosalec, Mastelic, Pieckova e
Pepelinak (2006) acerca da atividade antifingica de 7Aym foram também obtidas CMk
superiores para o género Peniciflium sp. as das culturas de Aspergillus e Cladosporium. Para
além disso, no mesmo trabalho, Mucor spp. foi, de entre os fungos analisados, o caso em que
a inibicao ocorreu para valores mais elevados de concentracao do éleo essencial (Klaric et al.,
2006). Este resultado ndo é confirmado no presente estudo, em que se avaliou que o

crescimento de Mucor piriformis foi inibido na menor CM/ avaliada, 0,05 %.

Para a levedura Candida sake foi detetada inibicdo a 0,05 %, que, dado ser a menor
concentracdo aplicada, vai ao encontro do resultado obtido por Hammer et al. (1999) para o
oleo essencial de 7hymus vulgaricus, 0,03 %, desta feita para Candida albicans e dos
resultados para varias espécies de Candida, cujos valores de CM/ variaram entre 0,032 % e

0,064 % (Pinto et al., 2006).

Relativamente aos resultados obtidos para o sorbato de potassio (E202), 7hym apresentou
menor inibicao - maior CM/-, para o género Cladosporium sp. Para além disso, nos casos das

culturas de Phoma glomerata e Penicillium (P. spinulosum e P. glabrum), em que 7hym néo
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mostrou efeito inibitdrio, o sorbato de potassio (E202) apenas conseguiu impedir o
desenvolvimento fungico para o primeiro caso. Ainda assim, é de notar que para Mucor
piriformis e Phoma pinodella se obteve uma CM/inferior a do sorbato de potassio (E202). De
facto, esta foi uma tendéncia observada para os trés dleos essenciais com maior poder
fungistatico - Girofle clou, Baye Thym-, o que revela de forma particular a baixa eficacia deste

conservante sintético contra estas duas espécies.

Seguindo a metodologia descrita no subcapitulo 3.5, ndo se detetou a presenca de nenhuma
contaminacao fungica dos 6leos essenciais de Girofle clou, Baye Thym. Apesar de poder existir
uma presenca abaixo do limite de detecdo, a mesma nao é expectavel, dado o efeito inibitdrio
verificado sobre a vasta gama de fungos testados durante a avaliacdo da CM/. Assim, pode
considerar-se que 0s 6leos essenciais utilizados durante todas as fases posteriores do projeto
ndo apresentam carga fungica detetavel, ndo constituindo este um fator influenciador dos

resultados.

4.5 Estudo do efeito nas culturas lacticas

Por forma a avaliar possiveis influéncias dos 6leos essenciais na matriz lactea onde os
preparados sao introduzidos, era forcoso estudar a evolucédo das culturas lacteas presentes

no iogurte - L. bujgaricuse S. thermophilus - na presenca desses compostos.

A analise das culturas lacticas mostrou que a presenca da espécie L. bulgaricus nao foi
detetada em nenhum momento. De facto, nem mesmo na andlise das amostras
correspondentes ao branco - as quais nao foi feita nenhuma adicéao de 6leo essencial e que
consistiram, em cada momento de analise, na abertura de uma nova embalagem de iogurte
intacta -, se verificou a presenca desta cultura. Este facto pode indiciar, por um lado, a
necessidade de otimizar a metodologia utilizada para a quantificacdo da cultura, ou, por outro,
uma carga muito reduzida, inclusivamente abaixo do limite de detecéo, cujo valor de Ig(UFC/g)
¢ 3. Como a legislacao apenas define a quantidade minima total de bactérias lacticas
presentes em iogurte, nao existe uma evidéncia para a proporcao em que as duas culturas, L.
bulgaricus e S. thermophilus, devem estar presentes no iogurte, pelo que o facto de existir
uma carga reduzida de L. bulgaricus, nao é obrigatoriamente indicativo de um desvio as

normas estabelecidas (Ministérios da Agricultura e do Comércio e Turismo, 1992). Contudo,
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é conhecido que, por forma a obter iogurtes com o sabor apropriado, S. thermophilus e L.
bulgaricus devem estar presentes em proporcdes entre 1:1 e 1:3, o que contraria uma
presenca tao reduzida de L. bulgaricus (Pesic-Mikulec & Niketic, 2009). O efeito do
armazenamento na viabilidade de L. bulgaricus nao é consensual. De facto, existem estudos
gue mostram que o armazenamento de iogurtes com as duas culturas starfer ndo afeta a sua
viabilidade, pelo menos durante um periodo de 35 dias, o que poderia excluir este fator como
originario da baixa quantificacao da cultura de L. bulgaricus (Mani-Lépez, Palou, & Lépez-Malo,
2014). Contudo, Lourens-Hattingh e Viljoen (2011) referem uma perda de viabilidade
acentuada de Lactobacillus sob condicdes de refrigeracdo, devido a reducéo dos valores de
pH, resultante da manutencao da atividade das restantes bactérias lacticas presentes, ainda

gue de forma reduzida, apos o final da fermentacéo (Lacasse, 1995).

No que respeita @ metodologia utilizada, a temperatura de incubacdo pode ser um dos fatores
gue impedem que as culturas lacteas se desenvolvam. Na verdade, para esta cultura, esta
usualmente reportada uma temperatura de 45 °C, em detrimento dos 30 °C presentemente
utilizados (Dave & Shah, 1996). Ainda assim, a ISO 7889:2003 refere uma temperatura de
incubacao de 37 °C, que se encontra mais préxima da utilizada e mostra que este é um fator
cuja influéncia seria pertinente avaliar de modo mais exaustivo, uma vez que a mesma norma
refere também essa temperatura para a incubacao de S. thermophilus, o que ndo demonstrou,
neste estudo, ter limitado a quantificacao destas culturas (ISO and IDF, 2003). Para além
disso, o pH do meio de cultura utilizado - MRS agar - pode ser igualmente determinante. Este
meio apresenta um pH de 6,2 + 0,2, estando distante das condicdes referidas por Tharmaraj
& Shah (2003), em que a incubacao de .. bulgaricus se mostrou eficaz, na utilizacdo do

mesmo meio, para valores de pH de 4,58 e 5,2.

Como referido anteriormente, as amostras foram analisadas ao longo de 28 dias, pelo que o
efeito da presenca dos 6leos essenciais em diferentes concentracoes volumicas foi comparado
com uma amostra sem qualquer adicao, que constituiu o branco. Os resultados da carga
microbioldgica, referente apenas as culturas de S. thermophilus, das diferentes amostras de
iogurte analisadas, encontram-se apresentados na Figura 8, na qual consta igualmente o limite
de detecdo respetivo - carga de 3, em termos de Ig(UFC/g) -, de acordo com o procedimento

adotado (descrito no subcapitulo 3.6).
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Figura 8 - Evolucao do efeito da presenca dos dleos essenciais de 7hym, Baye Girofie clou (a 0,07 % e a 0,08 %)
nas culturas de S. thermophilus.

Pela analise grafica (Figura 8), foi possivel verificar que nenhum dos 6leos essenciais testados
afetou as culturas de S. thermophilus. De facto, para todos os pares dleo essencial/
concentracdo, os valores de Ig(UFC/g) mantiveram-se acima de 9, o que assegura o
cumprimento das exigéncias legais, cuja especificacdo para a flora especifica do iogurte é de
gue seja superior a 5 x 107 colonias/cm: (aproximadamente 5 x 107 UFC/g), ao longo de todo
o tempo de vida do produto (Ministérios da Agricultura e do Comércio e Turismo, 1992). Uma
vez que, tal como referido anteriormente, ndo existe referéncia a proporcao de cada uma das
estirpes da flora especifica, S. thermophilus e L. bulgaricus, considera-se que é cumprido este

requisito.

Relativamente a analise da carga flngica, esta nao foi detetada nas analises realizadas até ao
dia 15, pelo que sdo apenas apresentados os resultados posteriores a esse momento

(Figura 9).

E de assinalar que o branco néo apresentou em nenhum dos dias analisados a presenca de
fungos, facto que devera estar fortemente relacionado com a metodologia utilizada, que
consistiu na analise desta amostra pela abertura, em cada um dos dias, de uma nova
embalagem de iogurte sob condicbes de assepsia. Este resultado indicia que os fungos

presentes nos frascos submetidos a dosificacdo dos 6leos essenciais em estudo, resultaram
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de contaminacbes ambientais, ocorridas durante a preparacao dos fracos das amostras, a
qual nao foi realizada em condicdes de assepsia, de modo a avaliar o efeito que a exposicao
a um ambiente nao controlado teria nos produtos analisados. Ainda assim, a contaminacao
fungica ocorreu, quase na sua totalidade, em valores abaixo do limite de detecéo, sendo esta
tendéncia uma constante se se considerar individualmente cada grupo de fungos. E de
assinalar, ainda assim, a predominancia de leveduras face aos fungos filamentosos, sendo
esta realidade reflexo das condicdes do iogurte serem particularmente favoraveis ao

desenvolvimento desses microrganismos (Pitt & Hocking, 2009).

Os resultados apresentados na Figura 9 refletem a quantificacdo distinta de fungos
filamentosos e leveduras, sendo igualmente apresentado o limite de detecdo da metodologia

adotada (ver subcapitulo 3.6), em que Ig(UFC/g) é 2.

LgUFC/g) 4
3,5

2,5
15

0,5

Dia 20 Dia 28 Dia 20 Dia 28 Dia 20 Dia 28 Dia 20 Dia 28 Dia 20 Dia 28 Dia 20 Dia 28 Dia 20 Dia 28

Branco  Thym 0,07 % Thym 0,08 % Bay 0,07 % Bay 0,08 % = Girofle clou = Girofle clou
0,07 % 0,08 %

I Fungos filamentosos  EEEEEA |eveduras Limite de detecéo

Figura 9 - Evolucéo da carga fungica associada ao estudo do efeito dos ¢leos essenciais de 7hym, Baye Girofle
clou (a 0,07 % e a 0,08 %) nas culturas lacticas.

A baixa representatividade destes resultados, por nao corresponderem a uma presenca de
microrganismos efetivamente detetavel, inviabiliza uma analise mais exaustiva deste estudo.
Contudo, pode observar-se que, de um modo geral, 0 aumento da concentracao dos éleos
essenciais se traduziu numa reducéo da carga fungica, o que indicia uma vez mais a sua acao
antimicrobiana. No caso dos oleos essenciais de Bay e Thym, essa influéncia s6 foi

efetivamente detetada a partir do dia 28, o que indicia um efeito retardado da acao destes
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oleos. De facto, apenas a partir desse momento, para a concentracao de 0,08 %, se observou
uma diminuicado da carga fungica, contrariamente ao verificado para os mesmos compostos
na concentracao de 0,07 %. Importa também referir que na presenca de Girofle clou, o
desenvolvimento de fungos foi mais acentuado, estando inclusivamente acima do limite de
detecao no dia 28, a 0,07 %. O facto dos valores apresentados se deverem em grande parte
a presenca de leveduras poderia ser associado a deterioracao do iogurte, contudo, dado que
tal presenca nao se verificou em nenhum momento na analise do branco, este nao devera ser
um fator justificativo e, assim sendo, é indicativo de uma possivel baixa eficacia de Girofle clou
no controlo da carga fungica. A impossibilidade de realizar analises durante um periodo que
nao exceda o prazo de validade dos iogurtes utilizados, pode ter condicionado em todos os
estudos a quantidade de leveduras presentes nesse produto, dado que estes microrganismos
Sa0 0s principais responsaveis pela deterioracdao ao longo do tempo. Este dado é importante
mesmo tendo em conta os dados do branco, que nao mostraram qualquer indicio da presenca
de nenhum fungo, pela diferenca ja referida nas condicdes a que foram expostas as diferentes
amostras. Assim, comprova-se que a contaminacdo existente nas amostras com oleos

essenciais proveio do meio envolvente, como resultado da sua manipulacao.

4.6 Elaboragdo de preparados - analises sensoriais

As analises organoléticas iniciaram-se com a elaboracéo de preparados com diferentes 6leos
gssenciais, com uma concentracdo massica de 0,07 %. Por um lado, foi escolhida esta
percentagem dado que a diferenca entre esta concentracado e 0,08 %, também em termos
massicos, ndo se mostrou significativa em nenhuma das etapas anteriores e, por outro, o perfil
organolético conduziu a uma melhor aceitacdo por parte dos provadores. Os dleos essenciais

utilizados foram, entao, Girofle clou, Baye Thym.

4.6.1 12 Fase

De um modo geral, foi considerado pelos provadores que o PC apresentava um perfil
organolético mais marcado devido a presenca dos dleos essenciais. Contudo, para que fosse
possivel manter a analise dos dois preparados até ao final do projeto, foi selecionado - com

base nas opinides dos provadores desta fase -, o 6leo essencial com maior potencial de
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aceitacdo no presente preparado. Assim, dado que foi unanime a preferéncia pelo PC com
Girofle clou, optou-se por seguir com esta combinacado. Importa também referir que para a
maioria dos provadores a pior combinacao foi aguela em que estava presente o 6leo essencial
de Bay. De igual forma, para o PFB foi também referido pela quase totalidade dos provadores
que a presenca de Bay alterava fortemente as caracteristicas organoléticas do produto, pelo
que este dleo essencial foi descartado nas fases posteriores. Ainda para o PFB, o 6leo
essencial que, de forma mais abrangente, provocou alteracdes organoléticas menos
assinalaveis foi o 7hym, pelo que esta combinacao foi também utilizada nas restantes fases

das anadlises sensoriais.

De salientar que em todos os casos a dosificacdo dos preparados em iogurte se traduziu numa
maior aproximacao das amostras com 06leo essencial as amostras-padrao - com sorbato de
potassio (E202). De facto, a dosificacdo do preparado em iogurte consiste na sua diluicdo na

matriz, pelo que o perfil organolético ¢ amenizado.

4.6.2 2° Fase

Nesta fase foi pedido aos provadores que preenchessem uma ficha de analise sensorial
semelhante ao exemplo constante em anexo (Anexo A). Pelo facto de os provadores ndao serem
especificamente treinados, os resultados foram bastante dissonantes em alguns casos.
Contudo, sendo esta metodologia seguida na empresa, optou-se por tirar o melhor partido das
informacdes recolhidas. Ainda assim, devido a essa questdo, os resultados nado foram
apresentados sob a forma de médias, mas sim discriminados na sua totalidade (Tabela 7 e
Tabela 8). Como explicado anteriormente, as combinacdes utilizadas nesta fase foram Girofle
cloue Thym, para PC e PFB, respetivamente. Para ambos os casos, tal como na fase anterior
(subcapitulo 4.6.2), foram analisados tanto os preparados como os iogurtes dosificados. Os
resultados apresentados refletem a distancia em termos dos parametros descritores

selecionados dos produtos em causa relativamente ao padrao.

Os dados da Tabela 7, referentes a analise sensorial do PC, comprovam que a disparidade
dos resultados impossibilita uma analise mais detalhada, sendo, ainda assim, de assinalar
alguns aspetos importantes. Tal como na fase anterior (subcapitulo 4.6.1), destaca-se a

diminuicdo das diferencas observadas em todos os parametros quando o preparado foi
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dosificado em iogurte. Para além disso, a caracteristica que, de um modo geral, foi menos
distinguida foi a adstringéncia. Apesar de este parametro ter sido descrito em ensaios
laboratoriais realizados internamente pela empresa, tal nao se verificou de forma significativa
nos oleos essenciais testados neste estudo. Em sentido contrario, o sabor geral, apresentou-
se como o principal parametro destacado durante a prova, apresentando valores proximos do

maximo considerado, 7,1 cm.

Tabela 7 - Resultados das analises sensoriais realizadas ao preparado de cereais (PC) com oleo essencial de

Giroffe clou, a 0,07 %

Girofle clouem PC Girofle clou em PC no iogurte
Provador | Acidez | Docura | Adstringéncia | Sabor | Acidez | Docura | Adstringéncia | Sabor
1 2,2 1,7 0 4,8 1 0 0 1,1
2 1,9 2,4 5,2 2 0 0 0 1
3 0 0 0 1,9 0 0,4 0 0
4 2,3 2,3 0 5,7 0 1,7 1,7 2,6
5 0 0 3,2 58 0,9 0 0 1
6 0,4 -1,4 0,8 6,2 0,8 -1 0,3 0,4
7 5,6 0 0 53 0 0 0 5

Nota: todos os valores apresentados estdo em centimetros (cm), com um erro de medicao 0,1 cm, numa escala de O cm a 7,1 cm. Os
valores positivos revelam um incremento no parametro descritor e os negativos um decréscimo.

Tal como para o PC, na Tabela 8 encontram-se apresentados os dados da analise sensorial

do PFB, efetuada igualmente segundo o exemplo de ficha presente em anexo (Anexo A).

Tabela 8 - Resultados das analises sensoriais ao preparado de frutos do bosque (PFB) com dleo essencial de
Thym, a 0,07 %

Thym em PFB Thym em PFB no iogurte
Provador | Acidez | Docura | Adstringéncia | Sabor | Acidez | Docura | Adstringéncia | Sabor
1 1,1 1,2 0 0,5 0 0 0 0,2
2 0 1,1 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 7,1 0 0 0 7,1
4 1,1 0,3 0 6,7 0 0,3 1,7 0,9
5 0 0 0 59 0,8 0 0 1,5
6 1,7 4.2 4.8 6,4 0,5 0,5 1,4 2,1
7 0 0 0 6,7 0 0 0 0

Nota: todos os valores apresentados estdo em centimetros (cm), com um erro de medicdo de 0,1 cm, numa escala de 0 a 7,1 cm. Os
valores positivos revelam um incremento no parametro descritor e os negativos um decréscimo.
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Os resultados da presenca de 7Aym no PFB seguiram a tendéncia apresentada para Giroffe
clou em PC, ainda que em todos os casos as diferencas observadas tenham sido inferiores,
tanto para o preparado em si, como para este dosificado em iogurte. Assim, a adstringéncia e
0 sabor geral foram os parametros mais e menos destacados, respetivamente. De salientar
que foi unanime que a presenca de iogurte desacentuou as diferencas assinaladas pelos

provadores.

As observacdes efetuadas durante ambas as provas deveram-se essencialmente ao sabor
conferido pelos 6leos essenciais, tendo sido referido um aumento da amargura com a
presenca de Girofle clou no PC, o qual foi desacentuado aquando da prova em iogurte, bem

como o sabor geral associado a cada um dos 6leos.

4.6.3 3? Fase

A 3? fase consistiu na analise triangular dos preparados analisados anteriormente: Girofie clou
para o PC e 7hym para o PFB. Neste caso, apenas foi realizada a prova das amostras em
iogurte, dado que esta matriz & a usualmente utilizada para a aplicacdo dos preparados
FRULACT. Previamente, procedeu-se a otimizacao do perfil aromatico do PC na presenca do
oleo essencial. Para tal, foram testados diferentes aromas, de forma a selecionar uma
alternativa que conduzisse a diferencas organoléticas menos significativas, aquando da
dosificacdo do PC em iogurte. Encontrada uma formulacdo adequada ao presente estudo,
prosseguiu-se para as analises triangulares, decorridas tendo por base o exemplo presente em
anexo (Anexo B). Os resultados mostraram que 19 provadores acertaram na prova do PC e
15 na do PFB. Isto significa que nenhum dos preparados foi aceite, dado que, assim sendo, a
diferenca se considera percetivel, com um intervalo de confianca de 80 % - 0 que acontece

caso se verifique uma resposta correta por parte de, pelo menos, 13 pessoas.

Ainda assim, importa destacar algumas das observacdes feitas pelos provadores.
Aproximadamente 33 % das pessoas referiram que o PC com Girofle clou apresentava
caracteristicas como “mais fresco”, “mais condimentado” e um “sabor mais intenso”. Estas
indicacbes sao uma mais-valia, dado que ainda que o preparado apresente diferencas

significativas face ao padrao, as mesmas nao sao necessariamente negativas - alias as
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observacdes feitas sugerem precisamente o contrario. No caso do PFB, 30 % dos provadores
afirmaram diferencas ao nivel do aumento da docura, frescura e intensidade de sabor,
diminuicdo da aromatizacao e da detecao dos edulcorantes. Tal como para o PC com Girfole
clou, estes sao dados que devem ser analisados com um maior cuidado, dado que indiciam
uma alteracao das propriedades organoléticas de uma forma positiva. Devido a limitacdes de
tempo, tal analise nao foi possivel no presente projeto - contudo, esta dado um primeiro passo
para a obtencado de preparados com 6leos essenciais que preencham os requisitos sensoriais

dos consumidores.

4.7 Estudo de preparados contaminados

De acordo com a metodologia descrita no subcapitulo 3.8, os preparados (PC e PFB) foram
inoculados com culturas de Aspergillus e Penicillium. A carga fungica de cada preparado foi
monitorizada em trés formulacdes distintas: com 6leos essenciais (Girofle clou e Thym); com
sorbato de potassio (E202); sem nenhum composto com efeito conservante, que constituiram
0s brancos. Paralelamente, foi também avaliada a carga de S. thermophilus para os trés casos,
por forma a comprovar os resultados obtidos anteriormente. Os resultados deste estudo
encontram-se expressos nos graficos da Figura 10 e da Figura 11, sendo que se utilizou, tal
como anteriormente, Girofle clou para o PC e 7Thym para o PFB. Tal como no subcapitulo 4.5,
o limite de detecdo associado &, em ternos de Ig(UFC/g), 3, dado que se seguiu a mesma

metodologia (ver subcapitulo 3.8).

10,0 mm Dia 0
Lg(UFC/g) 9,0
E==Dia 7
8,0
7,0 Dia 14
6,0 Dia 21
5,0
B Di
40 Dia 28
3,0 E==Dia 35
2,0 BEEREX] Dig 42
1,0
0,0 e | imite de

detecao

Girofle clou Branco Sorbato de potassio

Figura 10 - Estudo da evolucdo das culturas de S. thermophilus em amostras de iogurte com PC
intencionalmente contaminado.
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Pela analise grafica (Figura 10), foi possivel observar que os resultados obtidos foram ao
encontro dos obtidos previamente, no subcapitulo 4.5. De facto, a quantificacao das culturas
de S. thermophilus conduziu a valores de Ig(UFC/g) acima de 8, cumprindo igualmente os
requisitos exigidos (Ministérios da Agricultura e do Comércio e Turismo, 1992). Para além
disso, nao houve diferencas assinalaveis entre as trés amostras, o que assegura que este 6leo

essencial nao afetou as culturas de S. thermophilus.

10,0
Lg(U FC/g) 9,0 — - — . Dia 0

80 e &

Pt = E=7 Dig 7
7,0 = &
6.0 = = Dia 14
4,0 B = Dia 21
3,0 == =

e = E==1Dia 28
2,0 = =
1,0 E:E E:E: e | imite de
0,0 Fer = detecéo

Branco Sorbato de potassio

Figura 11 - Estudo da evolucdo das culturas de S. thermophilus em amostras de iogurte com PFB
intencionalmente contaminado.

A semelhanca dos resultados obtidos para o PC, o PFB apresentou a manutencdo da
viabilidade da cultura de S. thermophilus, acima de 8, em termos de Ig(UFC/g) (Figura 11).
Este facto assegura, uma vez mais, o cumprimento dos requisitos da legislacao em vigor, bem
como a nao influéncia de 7Aym na flora do iogurte (Ministérios da Agricultura e do Comércio

e Turismo, 1992).

Antes de se iniciar o estudo dos preparados contaminados foi avaliada a carga do inéculo. Os
resultados obtidos mostraram valores de Ig(UFC/g) de 4,92 + 0,32 para Aspergillus sp. e
5,73 + 0,06 para Penicillium sp. (P. spinulosum e P. glabrum). Dado que os preparados foram
contaminados a 1 %, a analise destes no tempo O deveria apresentar uma reducéo da carga,

Ig(UFC/g), de mais de 1 face a carga do inéculo.

A evolucéo da contaminacao fungica dos preparados foi monitorizada para amostras com e

sem iogurte. Na presenca de iogurte, os valores foram invariavelmente calculados tendo em
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conta a dosificacdo em peso - 4% e 15 %, para PC e PFB, respetivamente - sendo assim
possivel fazer uma analise da evolucao da contaminacao dos preparados em iogurte, em vez

de uma analise ao valor global.

A Figura 12 apresenta os resultados para o PC, distinguindo-se as coldnias de Aspergiflus sp.
e Penicillium sp. (P. spinulosum e P. glabrum), nimeros 7 e 8.A, respetivamente. De acordo
com a metodologia adotada, o limite de detecdo corresponde a um valor de Ig(UFC/g) igual a

2, estando 0 mesmo representado na Figura 12 e na Figura 14.

7,0
Lg(UFC/g)
6,0
T
T 1
50 I T -
1 11 1
1 1 1
4.0 i i
“1 ii Ei
20 _B T i _
Ny iii I f
014283542 0 7 1421283542 0 14283542 0 7 1421283542 0 14283542 0 7 1421283542
A B C D E F
. 8A - P. spinulosum; EEEEE 7 - Aspergillus sp. Limite de detecéo
P. glabrum

Figura 12 - Evolucao da contaminacao flngica intencional de PC ao longo do tempo (#/ d).
Nota: (A) preparado com Girofie clou;, (B) preparado com Girofle clou dosificado em iogurte; (C) branco (preparado sem conservante); (D)
branco dosificado em iogurte; (E) preparado com sorbato de potassio; (F) preparado com sorbato de potassio dosificado em iogurte.

Um dado relevante baseia-se no facto da quantificacdo da cultura de Penicillium ser
substancialmente superior a verificada para a cultura de Aspergillus. De facto, para varias
amostras analisadas, a presenca da cultura de Aspergillus nao foi detetada, o que sugere que
as condicoes dos meios ndo sao propicias ao seu desenvolvimento. Este dado foi igualmente
verificado para o PFB (Figura 14). E reconhecido que algumas espécies pertencentes ao
género Penicillium sp. tém capacidade de crescer em ambientes de armazenamento a baixas
temperaturas. Nomeadamente P. glabrume P. spinulosum conseguem desenvolver-se a 5 °C
apods 7 dias, o que é particularmente relevante dado que a seccao de refrigeracao, onde todas

as amostras foram mantidas até ao momento da analise, se encontra a uma temperatura que
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varia entre 0s 4 °C £ 2 °C e 0s 10 °C + 2 °C (Peberdy, 1987). Este dado pode indicar que,
apesar do aumento detetado na carga destes fungos filamentosos nos primeiros dias
analisados, o seu desenvolvimento foi retardado por forca da adaptacado das culturas as
condicoes de refrigeracao. Para além disso, outras referéncias sugerem uma temperatura
minima de crescimento de 7 °C para espécies de P. glabrum (Nevarez et al., 2009) e de 0 °C
para espécies mais resistentes, como P. expansum (Adams & Moss, 1995). De um modo
geral, para determinadas espécies pertencentes ao género Penicillium sp., as temperaturas
otimas de crescimento sdo inferiores as detetadas pelas espécies pertencentes ao género
Aspergillus sp. (Arora, 2004; Marin et al., 1998), o que pode justificar a diferenca observada
a partir do dia 0, sendo que neste dia a temperatura nado tinha ainda condicionado o
desenvolvimento fungico. Nos restantes momentos de analise, observaram-se diferencas mais
significativas que a inicial, do indculo - que foi de Ig(UFC/g) inferior a 1 -, na quantificacao das
duas culturas, evidenciando-se a perda de viabilidade das culturas de Aspergillus durante o
armazenamento a baixas temperaturas. De igual forma, o pH pode influenciar o crescimento
dos fungos filamentosos selecionados. Por exemplo, para a espécie P. glabrum, o pH 6timo
esta referenciado como sendo 5,5 (Nevarez et al., 2009). Contudo, de um modo geral, os
fungos filamentosos crescem em gamas de pH bastante alargadas (entre 2 a 9), ndo sendo
este um fator extrinseco determinante quando se trata de promover o seu desenvolvimento,
mas sim em casos em que se pretende otimizar a producéo de certos metabolitos. O intervalo
considerado 6timo para a generalidade dos fungos filamentosos, incluindo Penicillium e
Aspergillus, é 3,8 — 6,0, o que vai ao encontro dos parametros dos preparados presentemente

utilizados (Kun, 2006; Pitt & Hocking, 2009).

Pelo facto de ndo terem sido detetados fungos, para além da tipologia inoculada no preparado,
considera-se que a matriz se apresenta conforme, dado que a carga fungica introduzida foi
bastante superior a qualquer exposicao ambiental a que os produtos poderao eventualmente
estar sujeitos no decorrer do normal processo produtivo. Para além disso, este facto exclui
uma possivel influéncia de outras estirpes microbianas no desenvolvimento dos fungos

filamentosos com 0s quais se contaminou os preparados.

Na presenca de Girofle clou, observou-se que a partir do dia 28 houve um decréscimo da
carga fungica do PC, Ig(UFC/g), de quase 4, seguido de um aumento a partir do dia 35. Este
comportamento foi bastante semelhante ao detetado para o sorbato de potassio (E202),

podendo indiciar que, apos uma fase inicial em que os fungos se adaptaram as condicdes da
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matriz e, portanto, houve um aumento no desenvolvimento da carga fungica, a acao dos dois
compostos se fez sentir, inibindo esse desenvolvimento. Esta acao retardada dos dois
compostos, mais acentuada na presenca de Girofie clou, nao inviabiliza a sua utilizacdo apenas
indica que as analises deste género devem ser realizadas, tal como no presente estudo, no
minimo ao longo de todo o tempo de vida Util de um produto, por forma a obter uma imagem
completa do efeito de um conservante sobre os microrganismos em causa. Numa fase final,
0 aumento detetado nos preparados pode ter-se devido a perda de atividade antimicrobiana,
a qual resultou num novo incremento do valor da carga fungica, dado este que demonstra
que, tal como o sorbato de potassio (E202), também o ¢leo essencial de Girofle clou, nao
apresentou acdo fungicida, mas apenas fungistatica. Assim, estes dados mostram que a
estabilidade do preparado, conferida pela adicdo de Girofle clou, ndo foi conseguida nestas
condicdes ao longo dos 42 dias, da mesma forma que ocorreu para o sorbato de potassio
(E202), ja que nas duas ultimas analises efetuadas (dias 35 e 42) a carga volta a surgir acima

do limite de detecao.

Pela analise comparativa dos resultados do branco - preparado sem adi¢cao de conservantes -
é possivel considerar que uma eventual diminuicdo da carga fungica numa fase final do
armazenamento podera ter ocorrido devido a perda de viabilidade das culturas pela longa
exposicao as condicdes do PC. Contudo, como este comportamento apenas se verificou neste
caso, tal nao deve ter influenciado os resultados obtidos na presenca de Girofle clou e de
sorbato de potassio (E202). De ressalvar que, no ultimo dia de analises, a deterioracdo do
branco, com e sem iogurte, foi também visivel por uma perda da viscosidade das amostras,
fator associado, no caso da presenca da matriz lactea, a sua deterioracdo (Lacasse, 1995).
No entanto, a partir do dia 28 foi visivel que o branco, nao dosificado, comecou a apresentar
alteracOes visiveis, neste caso foi notéria uma mudanca na cor, que se tornou mais
esbranquicada, comparativamente ao padrao (Figura 13). O facto de nenhuma destas
alteracdes ter sido detetada na presenca de Giroffe clou, é igualmente positivo para a aplicacao

deste 6leo essencial neste preparado.

Apesar de no caso do PC dosificado em iogurte, a contaminacao estar praticamente em todos
os dias analisados abaixo de uma carga, em Ig(UFC/g), de 2, importa referir que houve um
aumento da carga fungica tanto no branco, como em presenca de Girofle clou e sorbato de
potassio (E202). Este facto podera dever-se a baixa dosificacdo do PC - 4 % -, que se traduz

numa maior quantidade de iogurte e, consequentemente, numa maior atividade da agua (a,).
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Figura 13 - Fotografias das amostras de PC ao dia 28.
Nota: (A) amostra formulada com sorbato de potassio; (B) branco.

De facto, o iogurte utilizado apresenta um pH de 4,18 + 0,01 e 9,3 °Brix + 0,1 °Brix. Assim,
sendo o desenvolvimento fungico favorecido por valores de a, elevados, ainda que estes
microrganismos apresentem uma tolerancia notavel a este parametro, este comportamento

era espectavel (Pitt & Hocking, 2009).

De igual modo para o PFB, foi feita uma quantificacéo separada dos fungos introduzidos no

preparado, estando os resultados na Figura 14, bem como o respetivo limite de detecao.
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Figura 14 - Evolucao da contaminacéo fungica intencional de PFB ao longo do tempo (Z/ d).
Nota: (A) preparado com 7hym, (B) preparado com 7hym dosificado em iogurte; (C) branco (preparado sem conservante); (D) branco
dosificado em iogurte; (E) preparado com sorbato de potassio; (F) preparado com sorbato de potassio dosificado em iogurte.

70



Primeiramente, é de salientar que a analise as amostras de PFB nao foi efetuada no periodo
previamente estabelecido. Este facto deveu-se a detecao visual de deterioracao tanto do PFB,
como deste dosificado em iogurte, na presenca de 7hym (Figura 15 e Figura 16). Por este
motivo, ndo se prosseguiu com este estudo até ao dia 42, dado que esta observacao era, por
si s0, indicadora do mau controlo da contaminacao por parte deste 6leo essencial. De referir
que, face aos resultados incoerentes do dia 28 dos preparados nao dosificados,
nomeadamente com 7Aym e sorbato de potassio (E202), realizou-se uma analise também ao

dia 35, por forma a consolidar essa informacao.

Figura 15 - Fotografias das amostras de PFB ao dia 28.
Nota: (A) amostra formulada com sorbato de potassio (E202); (B) amostra formulada com 7Ayrm; (C) amostra sem conservante - branco.

Pela observacao da Figura 15 ¢ facilmente detetavel que o desenvolvimento fungico alterou
por completo o aspeto das amostras com 7Aym e do branco, em compara¢ao com aquelas a

gue havia sido adicionado sorbato de potassio (E202).

Figura 16 - Fotografias das amostras de PFB dosificado em iogurte ao dia 28.
Nota: (A) amostra formulada com 7/ysm7; (B) amostra sem conservante - branco.
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Como verificado pela andlise grafica (Figura 14) e pela observacdo das amostras (Figura 15 e
Figura 16), o 7hym nao foi capaz de controlar o desenvolvimento dos fungos filamentosos
introduzidos nos preparados, nao exercendo o seu efeito fungistatico. De facto, mesmo tendo
apenas em consideracdo 0s aspetos visuais, a contaminacao desenvolveu-se
significativamente na presenca do 6leo essencial, estando, ou nao, o PFB dosificado em

iogurte.

Uma vez mais, é de assinalar o controlo do iogurte pela auséncia de fungos a excecao das
culturas que foram propositadamente inoculadas na matriz. Analisando os dados quantitativos
da carga fungica (Figura 14), é notavel a influéncia desprezavel de 7Aym no PFB, dado que a
carga se manteve na ordem dos 4, valor de Ig(UFC/g), tal como se verificou para o branco. A
excecdo do dia 28, cujo resultado se deveu provavelmente a uma fraca homogeneizacdo da
amostra - e consequente analise de uma porcao cuja carga fungica nao foi tao significativa -,
todas as amostras com 7Aym apresentaram uma contaminacdo fungica acima do limite de
detecao. Ainda assim, é de salientar que a estabilidade nos valores observados indicia uma
acao deste dleo essencial na inibicdo do desenvolvimento dos fungos utilizados. Contudo, pelo
facto de 0 mesmo comportamento ter ocorrido no branco, essa inibicao pode dever-se nao a
acao de 7hym, mas a condicionantes do meio de PFB para o desenvolvimento fungico.
Comparando estes dados com os obtidos na presenca do sorbato de potassio (E202),
facilmente se deteta que este conservante foi mais eficaz no controlo microbiolégico -

apresentando, a partir do dia 14, valores abaixo do limite de detecéo.

Para os preparados dosificados em iogurte, detetou-se, de um modo geral, um aumento
constante da carga associada as amostras do branco e com 7Aym, em contraste com a
estabilizacdo no caso do sorbato de potassio (E202) (Figura 14). Tendo por base os valores
de compostos soltveis (8 °Brix + 2 °Brix para o PFB e 9,3 °Brix + 0,1 °Brix para o iogurte),
o PFB tem uma maior a,, pelo que seria de esperar que na presenca do iogurte (com menor
a) os fungos nao apresentassem uma tendéncia de crescimento acentuada. Contudo,
provavelmente pelo facto do PFB ser dosificado a 15 % no iogurte, sendo este um valor
bastante elevado para a generalidade dos preparados, e também pelas diferencas de a, nao
serem previsivelmente muito significativas, esta influéncia nao se fez sentir. Ainda assim, pela
dissolucao da carga no tempo O ao dosificar o PFB em iogurte, os resultados mantiveram-se
maioritariamente abaixo do limite de detecao, impossibilitando uma analise mais detalhada.

Este facto também podera ter refletido a dificuldade dos fungos filamentosos que constituiram
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0 inéculo em desenvolver-se quando presentes em baixa quantidade no produto, como

constatado, de igual forma, para o PC (Figura 12).
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5. Conclusdes e Recomendacoes

A analise microbiologica das matérias-primas utilizadas nos preparados em estudo, PC e PFB,
realizada com vista a quantificacdo de mesofilos totais, leveduras e fungos filamentosos,
mostrou que, de entre as frutas analisadas — mirtilo, framboesa e amora -, a amora apresentou
a carga microbiana mais elevada. Relativamente aos cereais, a aveia apresentou-se como
aquele em que se detetou uma presenca menos acentuada de microrganismos e, em sentido
contrario, os resultados da analise da cevada mostraram que esta é matéria-prima mais
contaminada, de entre todas as estudadas. Estes dados apresentam-se como fundamentais
do ponto de vista da seguranca alimentar dos produtos comercializados pela empresa, na
medida em que esta necessita de aferir acerca do estado microbiolégico das matérias-primas
utilizadas. Contudo, concluiu-se que os resultados obtidos no decorrer do presente projeto nao
sao preocupantes, dado que a pasteurizacdo aplicada durante o processamento alimentar

inativa toda a carga microbiana identificada.

Realizada segundo um método qualitativo, a caracterizacdo do ambiente industrial da unidade
de Tortosendo, permitiu aferir que as seccdes de producao, sala da pesagem de secos e SIP
apresentam a menor diversidade de fungos presentes. Nas restantes seccdes, a presenca,
tanto de fungos filamentosos como de leveduras, ¢ indicadora de possiveis contaminacoes
cruzadas resultantes da manipulacdo de diferentes tipologias de matérias-primas. Ainda
assim, pelos resultados obtidos, foi possivel concluir que as praticas de fabrico adotadas,
principalmente ao nivel da producéo e esterilizacdo do material, sdo eficazes na reducao

qualitativa dos fungos ambientais.

0 isolamento de fungos, realizado com base nos resultados das etapas anteriores, permitiu
identificar géneros e, em alguns casos, espécies de fungos filamentosos e leveduras.
Destacam-se, pela sua presenca mais diversificada, e pela relevancia dessa mesma presenca,
espécies pertencentes aos géneros FPenicillium sp. e Aspergillus sp.. De um modo geral, tanto
0s géneros referidos, como os restantes identificados vao ao encontro do expectavel neste
contexto, dado serem frequentemente associados a contaminacdes de produtos como frutas

e cereais, e também a nivel ambiental.

De acordo com os dados obtidos pela avaliacao das CM# dos diferentes 6leos essenciais, foi
notorio o maior potencial de Girofle clou, Bay e Thym, relativamente aos restantes testados.

Estes resultados corroboram estudos anteriores realizados tanto com estes 6leos essenciais,
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como com alguns dos seus componentes, revelando-se promissores como agentes

antimicrobianos.

A influéncia dos éleos essenciais com maior potencial, avaliados de acordo com os resultados
das CMk, nas culturas lacticas do iogurte permitiram concluir que 7hym, Bay e Girofle clou
nao afetaram as culturas de S. thermophilus. Quanto ao estudo do seu efeito em L. bulgaricus,
ndo foi possivel obter conclusdes, uma vez que essas culturas ndo foram detetadas em
nenhum dos momentos de analise, para nenhuma das amostras. Tendo em vista a obtencéao
de uma total compreensdo neste contexto, sera, de facto, vantajoso aferir o efeito dos 6leos
essenciais nas culturas L. bulgaricus. Para tal, deverdo ser testadas diferentes condicdes de

crescimento, nomeadamente ao nivel do pH do meio utilizado e da temperatura de incubacao.

Quanto as propriedades organoléticas dos preparados contendo os 6leos essenciais Girofie
clou, Bay e Thym foi notdria uma alteracao significativa em ambos os preparados, PC e PFB,
na presenca de Bay - facto que levou a exclusao desse 6leo essencial das fases subsequentes
do projeto. Fazendo uma analise abrangente a todas as fases de analises organoléticas, foi
possivel constatar que a utilizacao de Girofle clouem PC e Thymem PFB conduziu a alteracdes
percetiveis relativamente ao padrao. Contudo, estes dados impdem que se refira que algumas
das observacoes dos provadores foram no sentido de enaltecer as caracteristicas conferidas
pelos o6leos essenciais, tendo inclusivamente sido afirmado que essa presenca melhorava o
perfil sensorial dos preparados. Para além disso, o facto da utilizacdo de aromas alternativos
ter melhorado o perfil organolético do PC, com Giroffe clou, indicia que um estudo mais
aprofundado nesta area podera conduzir a uma aceitacdo mais generalizada e que melhor
corresponda as exigéncias dos consumidores. De facto, é recomendado que tal seja
contemplado em ensaios posteriores, visto ter ficado demonstrada a forte influéncia dos
diferentes aromas, 0s quais se mostraram capazes de ajudar a “mascarar” a presenca do

oleo essencial.

De modo a otimizar as alternativas a base de o6leos essenciais ao sorbato de potassio (E202),
impde-se a realizacao de ensaios subsequentes em que se afira, por exemplo, a sinergia entre
diferentes oleos essenciais. E de salientar que, para que haja sinergia é necessario que a
concentracdo aplicada seja inferior a soma das concentracdes individuais de cada o¢leo
essencial, o que se traduz, obviamente, numa reducao da quantidade destes agentes

microbianos nas matrizes alimentares e, consequentemente, num menor impacto organolético
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(Burt, 2004). Assim, sera possivel aliar a aceitacdo dos consumidores - pela utilizacdo de
conservantes naturais - a um perfil organolético mais agradavel. De facto, inUmeros estudos
tém sido realizados de modo a avaliar esta possibilidade. Bassolé e Juliani (2012) referiu
sinergia na inibicao bacteriana de 6leos essenciais provenientes de diferentes espécies de
plantas, nomeadamente O. wuigare/ Rosmarinus officialis (correspondente ao éleo Romarin),
Lippia multifiora/ Mentha piperita (Peppermint), M. piperita/ O. basilicum, C. zeylanicum/ S.
aromaticum (Girofle clot). Para além disso, também para fungos, nomeadamente
pertencentes aos géneros Aspergiflus e Penicillium, estao identificadas relacdes sinérgicas
quando utilizados os dleos essenciais de tomilho e orégao (Stevic et al., 2014). Paralelamente,
também os componentes dos 6leos essenciais tém apresentado sinergia, o que podera
igualmente ser um bom indicador (Bassolé & Juliani, 2012; Burt, 2004). O desenvolvimento
nesta area tem sido promissor, indiciando que o futuro podera passar pelo alcance efetivo de

conservantes naturais a base de 6leos essenciais para aplicacao em preparados.

Para os preparados contaminados a 1% com um inoculo das culturas de Aspergills e
Penicillium, foram atestados os resultados obtidos quanto a viabilidade das culturas de S.
thermophilus, nao tendo, uma vez mais, sido verificado qualquer efeito devido a presenca dos
o6leos essenciais. Tanto no caso do PC, como do PFB, verificou-se que, de entre as culturas
presentes no indculo, a cultura de Peniciflium foi mais quantificada, o que permite constatar
a maior resisténcia deste género as condicdes consideradas, nomeadamente em termos de

temperatura.

Na presenca de Girofle clou, no PC, foi detetada uma diminuicdo da contaminacao, o que
atesta o efeito fungistatico deste éleo essencial, ainda que de forma mais retardada do que o
verificado para o sorbato de potassio (E202) - 28 dias, em vez de 14. Ainda assim, pelo facto
de ter havido um aumento da carga fungica na fase final da analise, a eficacia de Girofle clou
no controlo da contaminacao intencionalmente realizada nao foi completamente conseguida,
ainda que nao tenha sido observado nenhum tipo de alteracées visuais ao nivel de nenhumas
das amostras com este dleo essencial, tal como foi verificado no branco. Contudo, esse
incremento final, observado também para o conservante sintético atualmente utilizado -
sorbato de potassio (E202) -, é indicativo da nao existéncia de uma acéo fungicida em nenhum
dos compostos. Relativamente a contaminacao de PFB, foi evidenciada a incapacidade do 6leo

essencial de 7hym controlar o desenvolvimento fungico. De facto, a deterioracdo dos
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preparados, mesmo dosificados em iogurte, foi evidente a partir do dia 28, o que inviabilizou,

desde logo uma analise mais extensiva.

De modo a obter uma informacao mais detalhada e pertinente, seria crucial avaliar também o
efeito dos dleos essenciais em preparados contaminados com leveduras. De facto, pela
elevada propensdo dos iogurtes para o desenvolvimento destes fungos, o seu controlo pelo
agente antimicrobiano dos preparados ai introduzidos € imperativo, uma vez que se pretende
que a estabilidade microbioldgica seja assegurada em todo o produto final (Lacasse, 1995;
Pitt & Hocking, 1997; Samson et al., 1996). Tal ndo foi presentemente possivel devido ao

tempo disponivel, ficando ainda assim feita a sugestao para trabalhos futuros.
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Anexos

Anexo A
Ficha de avaliagdo sensorial do produto X
Nome: Data:
Descritores Definicdo Menos (-) Padr3o Mais (+)

Acidez Percecdo da acidez do preparado =
Dogura Percecao da dogura do preparado I

Adstringéncia Sensacdo de aperto da mucosa bucal I
Sabor Sabor do preparado comparativamente ao l I

padrdo (Sabor incaracteristico — lgual) | I

NOTA: A avaliagio deve ser realizada através da comparacédo com o padrao

Causas da diferenca observada ao nivel do sabor geral, se aplicavel:

Figura | - Exemplo de ficha de analise sensorial utilizada para a 2? fase da analise organolética de preparados.
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Anexo B

Tabela | - Exemplo de ficha de analise triangular utilizada na 3? fase da analise sensorial de preparados

Data da aplicacao em PA

Data da prova de sabor em iogurte -

Identificacao das amostras N

Observacodes

Nota: S - resposta certa; N - resposta errada.
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Anexo C

Tabela Il - Resultados da presenca de fungos filamentosos e leveduras nas sec¢bes da unidade industrial de

Tortosendo
(Continua)
Seccao Zona Altura F.f. L. Seccao Zona Altura F.f. L.
A 1 - B 2 -
A 1 B 3 -
A 2 - B 3 -
A 2 C 1 -
A 3 ) Pesagem de c 1 X
A 3 secos c ) )
B 1 - C 2 -
B 1 X C 3 -
Producio B 2 : & S -
B 2 SIP 1 -
B 3 - SIP 1 -
B 3 X SIP 2 -
C 1 = SIP 2 -
C 1 SIP 3 -
C 2 = SIP 3 -
C 2 X CIP 1 X
C 3 - CIP 1 X
C 3 ] CIP 2 X
Limpeza
A 1 X CIP 2 - X
A 1 X CIP 3 - X
A 2 - X CIP 3 - X
A 2 Lavagem 1 X
A 3 - Lavagem 1 - X
A 3 X Lavagem 2 X
B 1 X X Lavagem 2 X
B 1 X Lavagem 3 -
Preparacio B 2 X X Lavagem 3 -
de fruta B 2 X 1 X
B 3 - X 1 X
B 3 X | Armazém de 2 X
C 1 X X secos* 2 X
C 1 X 3 X
C 2 - X 3 X
C 2 X 1 -
C 3 - X 1 X X
C 3 X . 2 X X
A 1 - Congelacao* » X X
Pesagem de A 1 X 3 -
sSecos A 2 - 3 ; X
A 2 Refrigeracao- 1 X
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Tabela Il - (Continuacao)

Seccao Zona Altura F.f. L. Seccao Zona Altura F.f.
A 3 - - 1 -
P d & | Refrigeragi 2 X
esagem de B 1 ) . efrigeracao » X
secos
B 1 - - 3 -
B 2 - - 3 X

Nota: F. f. = Fungos filamentosos; L. = Leveduras.
(-) sem presenca de fungos; (X) presenca de fungos.
* - sec¢Oes com apenas uma zona de amostragem.
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Anexo D

Tabela Il - Identificacdo dos microrganismos isolados nas fases de caracterizacdo das matérias-primas e do
ambiente industrial, incluindo fotografia das culturas em meio solido, locais onde foram detetados e resultado da
identificacdo por RT-PCR (quando aplicavel)

(Continua)
Identificacao por
Nuamero Fotografia Presenca RT-PCR (quando
aplicavel)
TR1 (origem do
1 isolamento), L (2), PS Penicillium sp.
(1,2)
TR1 (origem do
isolamento), CE1, CE2
2 Cladosporium sp.
FB2, FB3, AR1, AR2,
AR3
A CE2 (origem do
isolamento), CE1
AV1 (origem do
5 Penicillium sp.
isolamento), TR1
TR1 (origem do
6 isolamento), CE1, CE2,
AR1, AR2, AR3
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Tabela Il - (Continuacéo)

Nuamero Fotografia

Identificacao por

Presenca RT-PCR (quando
aplicavel)
TR1 (origem do
Aspergillus sp.
isolamento)
Aspergillus sp.:

TR1 (origem do A. chevaliert

isolamento) A. amstelodami;

A. heterocaryoticus

10

CE2 (origem do
isolamento), CE1, FB1,
FB3, TR1, AR1, AR2,
AR3, MI1, MI2

Cryptococcus sp.

11

CE2 (origem do
isolamento), CE1, FB1,
FB3, TR1, AR1, AR2,
AR3, MI1, MI2

Pseudomonas sp.

14

13 .
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CE2 (origem do

isolamento)

CE2 (origem do
isolamento), CE1, MI1,
TR1

Pseudomonas sp.




Tabela Il - (Continuacéo)

Identificacao por

Numero Fotografia Presenca RT-PCR (quando
aplicavel)
Chaetomium sp.:
15 FB2 (origem do C. pratense;
isolamento) C. funicola;
C. indicum
FB2 (origem do
16
isolamento)
FB2 (origem do
17 isolamento), TR1, PS Mucor piriformis
(1,2)
FB3 (origem do
18
isolamento)
AR2 (origem do
19 Phoma glomerata
isolamento)
PF (1A, 2C, 1C, 3C,
1.A 3A, 1B, 2B, 3B), Cong. Candida sake
(3), AS (1A)




Tabela Il - (Continuacéo)

Identificacao por

Numero Fotografia Presenca RT-PCR (quando
aplicavel)
PF (3B, 2C, 2A, 3C,
2.A
3B, 1B, 2B, 1C), PS (1)
3.A PF (2C) Pischia sp.
4.A Refr. (2), Cong. (2)
5.A PF (3B)
Cong. (1)
6.A Phoma pinodella
Phoma sp.;
7.A CIP (2)

Peyronellaea prosopidis
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Tabela Il - (Continuacéo)

Identificacao por

Nuamero Fotografia Presenca RT-PCR (quando
aplicavel)
PS (1, 3), Refr. (2, 3), Penicillium sp..
8.A PF (1C, 1B, 2B, 3B, P. spinulosum;
1A), CIP (1) P. glabrum
9.A PS (2) Epicoccum nigrum
PS (1, 2, 3), Refr. (1),
10.A
Cong. (2)
11.A PF (1A), PS (3) Penicillium sp.
12.A Refr. (2)
13.A Cong. (3), PF (3B, 2B)
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Tabela Il - (Continuacéo)
Identificacao por
Numero Fotografia Presenca RT-PCR (quando

aplicavel)

14.A Cladosporium sp.

Nota: M| - mirtilo; FB - framboesa; AR - amora; CE - cevada; AV - aveia; TR - trigo.
PF - preparacao de fruta; PS — pesagem de secos; L - lavagem; AS - armazém de secos, Cong. — congelacao; Refr.
- refrigeracéo.
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