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RESUMO

O consumidor moderno procura cada vez mais produtos alimentares mais naturais,
minimamente processados, livres de aditivos sintéticos, mas cuja elevada qualidade,

seguranga estejam garantidas e se possivel, com tempo de vida prolongado.

Aliado a isso, a legislagao atual impoem medidas de protegao dos consumidores e de
controlo dos géneros alimentares, de forma a ir ao encontro das necessidades do mercado e
dos consumidores. Dentro dessas medidas destaca-se os termos de utilizagdo/uso impostos
aos aditivos sintéticos, num clima de compromisso entre os possiveis efeitos adversos na
salde e a necessidade de manter no mercado determinados alimentos tradicionais. Neste
contexto, as indUstrias alimentares sao desafiadas a uma constante adaptagao e inovagao,
incluindo a busca de novas matérias-prima naturais com capacidade antimicrobiana e

antioxidante capazes de produzir efeitos benéficos na conservagao dos seus produtos.

Neste campo de agao, certas plantas aromaticas que sao utilizadas na alimentagado com uma
acao sensorial, tém vindo a ser estudas com o intuito de, através das propriedades
antioxidantes e antimicrobianas que possuem, conseguirem potenciar a conservagao dos
alimentos. Adicionalmente, a procura de materiais ediveis capazes de se conjugar com a

protecao dos alimentos tém também sido valorizada.

Assim este trabalho é um contributo para a busca por novos métodos de conservagao dos
alimentos, através do desenvolvimento de revestimentos comestiveis e ecoldgicos (ex.
biofilmes e solugoes ediveis) incorporados com oleo essencial Oreganum virens e extrato
aquoso Oreganum vulgare, para consequente aplicacao destes revestimentos em enchidos

portugueses, nomeadamente a alheira e painho.

Palavras-Chave: Seguranca alimentar; Plantas aromaticas; Oleos essenciais; Extratos

aquosos; Biofilmes; Produtos Carneos; Conservagao
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ABSTRACT

The modern consumer is increasingly seeking more natural foods, minimally processed, free
from synthetic additives, but whose high quality, safety are guaranteed and if possible, with
prolonged lifetime. Along with that, the current legislation impose protective measures for
consumers and control of foodstuffs in order to meet the needs of the market and
consumers. Within these measures, the use of synthetic additives is restricted to roles based
on the compromise between their possible adverse effects on health and the need to
maintain certain traditional foods on the market. In this context, food industries are
challenged to constant adaptation and innovation, including the search for new natural raw
materials with antimicrobial and antioxidant capacity, capable of producing beneficial effects

on the conservation of their products.

In this field of action, certain aromatic plants that are used in diet as spices, have been
studied in order to enhance food preservation through their antioxidant and antimicrobial
properties. In addition, the demand for edible materials able to combine with food

protection have also been valued.

This work is intended to be a valid contribution to the search for new food preservation
methods, through the development of edible and ecological biofilm and coating formulations
incorporated with essential oil of Oreganum virens or a water extract of Oreganum vulgare,

for consequent aplication in traditional portuguese sausages, namely alheira and painho.

Key-words: Food safety; Aromatic plants; Essencial oils; Water extracts; Edible films; Meat

Products; Conservation
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|-INTRODUCAO

|.Enquadramento do tema de trabalho

A qualidade, seguranga e autenticidade dos alimentos constituem preocupagoes dos
consumidores atuais. Assim, os produtores, as industrias alimentares, industrias
transformadoras e retalhistas tém que assegurar a integridade e seguranga dos alimentos nos
diversos niveis: fisico, quimico, bioldgico, sensorial e nutricional (Oussalah et al., 2004). Esta
seguranga nao € s6 mantida através do fabrico de produtos seguros e com qualidade, é
também importante a existéncia de uma equipa responsavel pelo controlo alimentar, que
seja capaz de fazer face aos inUmeros desafios e problemas que colocam em causa a
qualidade e seguranga do alimento e dos seus consumidores, isto €, a contaminagao e a
deterioragao dos alimentos (Moreira, 2011). Adicionalmente as boas praticas ao longo da
cadeia alimentar, “do prado para o prato”, sao fundamentais para evitar perdas funcionais
dos alimentos, isto porque a contaminagao e deterioragao pode ocorrer em qualquer etapa
do processamento do produto (produgao, transformacgao, transporte ou armazenamento do

produto) (Jayasena e Jo, 2013) (Silva et al., 2014).

Apesar de serem muitas as formas e fatores associados a inutilizagdio de um alimento,
nomeadamente através de processos fisicos, quimicos e bioldgicos, o presente trabalho é
focado em duas principais vias da degradagao alimentar: |) aquela derivada da oxidagao das
gorduras, proteinas e vitaminas e Il) a derivada do desenvolvimento microrganismos

(bactérias, virus e parasitas) (Jayasena e Jo, 2013).

Reconhecendo os problemas associados a alimentagao, na evolugao do ser humano assistiu-
se a uma renovagao de estratégias preventivas e de prolongacao do tempo de vida util do
produto (Negi, 2012). Apesar disso, algumas destas praticas nao passam incolumes aos olhos
dos consumidores mais atentos. Refira-se o exemplo do uso de aditivos antimicrobianos e
antioxidantes sintéticos, os quais sao associados como causadores ou promotores de

doengas, entre as quais as do foro oncoldgico (Ramos, 2012).

Apesar das autoridades competentes afirmarem a sua seguranga e confianga, existem
diversos autores que reafirmam as suas preocupagoes sobre o uso de aditivos sintéticos nos
alimentos (Carocho, Morales e Ferreira, 2015) (McCarthy et al., 2001) (Karre, Lopez e
Getty, 2012) (Ramos, 2012). Este facto provoca desconfianga nos consumidores, que muitas

vezes nao possuem tempo e motivagao para processar este tipo de informacao ou a falta
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dela (Bearth, Cousin e Siergrist, 2014). Estas duvidas estao associadas ao facto de estar
comprovado que a alimentagao esta diretamente associada a salde Humana, que é bem
refletida na frase de Hipocrates “deixa a comida ser medicina e a medicina ser a comida”
(Burt, 2004) (Viuda-Martos et al,, 2011). Desta forma, as pessoas tendem cada vez mais a
apoiar um movimento verde, isto &, procurar produtos mais saudaveis e naturais, amigos do
ambiente, frescos ou pouco processados (Burt, 2004) (Gupta e Abu-Ghannam, 201 1) (Karre,
Lopez e Getty, 2012) (Negi, 2012) (Viuda-Martos et al., 201 I).

Por outro lado, a indlstria depende destes agentes conservantes neste mercado global
crescente e competitivo que se tornou o mundo (Carocho, Morales e Ferreira, 2015). Por
isso € necessaria a existéncia de um equilibrio entre a seguranga alimentar e a saude do
consumidor no imediato, e que adicionalmente nio comprometa a saude publica e do
consumidor a médio/longo prazo devido ao consumo prolongado de aditivos. Naturalmente,
a industria necessita de tempo para se adaptar a esta busca por novas solugoes de
preservacao dos alimentos. (Oussalah et al., 2004) (Realini e Marcos, 2014) (Silva et al,,

2014) (Wrona, Bentayeb e Nerin, 2015).

Nesta procura por alternativas aos aditivos sintéticos, a evolugao da tecnologia é
fundamental. Hoje a pesquisa e investigagao no acondicionamento, revestimento e
embalamento dos alimentos possui um impacto positivo. As embalagens sao mais que
simples estruturas para acondicionar o alimento, possuindo sistemas ativos que interagem
com alimento (Realini e Marcos, 2014) (Silva et al., 2014). Englobado nestes sistemas
inserem-se as solugdes ediveis e biofilmes, que sao aplicados como revestimentos que
envolvem o alimento de forma a conferir uma protecao do mesmo (Campos, Gerschenson e
Flores, 2011) (Oussalah et al, 2004) (Ozdemir e Floros, 2001). Note-se que existem

diferentes tipos de biofilmes e solugoes ediveis no mercado alimentar.

A protecao destes revestimentos pode ser otimizada com a incorporagao de compostos
externos, com propriedades antimicrobianas e antioxidantes. Neste sentido a
implementacao de compostos reconhecidos como seguros (GRAS) com potencial
antimicrobiano e antioxidante pode ser uma alternativa ou complemento aos aditivos
sintéticos/quimicos utilizados atualmente (Campos, Gerschenson e Flores, 201 1) (McCarthy
et al.,, 2001) (Negi, 2012) (Ozdemir e Floros, 2001). Neste contexto, os oleos essenciais e
extratos de plantas aromaticas possuem a vantagem de serem compostos GRAS e de existir

conhecimento da sua aplicagao na alimentagao. Efetivamente, muitas das plantas aromaticas
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sao desde ha séculos utilizadas na alimentagado como especiarias e condimentos para
potenciar efeitos sensoriais, e por essa razao a sua seguranca é efetivamente conhecida.
Adicionalmente, as aplicabilidades medicinais e farmacéuticas que sao atribuidas a algumas
dessas plantas constituem um ponto positivo (Negi, 2012) (Oussalah et al.,, 2004) (Viuda-
Martos et al,, 201 1). Atendendo a estes fatores, a tendéncia atual é a utilizagao de solugoes
ediveis e/ou os respetivos biofilmes biodegradaveis, incorporados com 6leos essenciais e
extratos, comestiveis e que acrescentem valor nutricional ao produto em causa (Campos,
Gerschenson e Flores, 201 1) (Oussalah et al., 2004) (Ozdemir e Floros, 2001). Dentro dos
alimentos, as carnes e produtos carneos sao muito expostos a deterioragoes. No caso
concreto da empresa Irmaos Monteiro S.A., existe a necessidade de prolongar o tempo de
vida atil de varios dos seus enchidos tradicionais Portugueses, entre os quais a alheira

tradicional e o painho.

I.1.10bjetivo do estudo

Tendo em consideragado o texto acima, o objetivo principal deste trabalho é o
desenvolvimento de um revestimento edivel a base de proteinas de soro do leite,
incorporado com extrato e/ou dleo essencial de uma planta aromatica, e a avaliagao da sua
funcionalidade como conservante natural direcionado para produtos carneos,

designadamente nos enchidos alheira tradicional e o painho.
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.2 Revisdo bibliografica

|.2.1Seguranca alimentar

A alimentagao e a salde s3o dois topicos que sempre se relacionaram. Para além de a
alimentagao fornecer elementos essenciais ao funcionamento do organismo, os alimentos
podem também fornecer compostos e substincias bioativas benéficas. Estas substancias tém
a particularidade de promover a saude e prevenir doengas, possuindo para isso propriedades
antioxidantes, antimicrobianas e anticancerigenas (Gupta e Abu-Ghannam, 2011).
Naturalmente, nem todos os alimentos possuem estas capacidades sendo atualmente
utilizada a designacao de alimentos funcionais para diferenciar aqueles com propriedades
benéficas comprovadas (Lokesh, Channarayappa e Venkatarangana, 2015). Muitas vezes a
alimentagao saudavel (ou alimentos funcionais) estdo associados a estilos de vida tradicionais
e de determinadas regices, como é o exemplo da dieta mediterranea, caracterizada por um
modelo de vida, de selegao e consumo de produtos tipicos, entre os quais o azeite, legumes,
peixe, vinho e cereais, que no seu conjunto fornecem compostos (acidos gordos
monosaturados, vitaminas, antioxidantes, etc) que favorecem a saide. Como exemplo disso
mesmo, a dieta mediterranea é associada a reducao da incidéncia de doencas
cardiovasculares, diabetes, certos tipos de cancros e doengas neurodegenerativas (Renna,

Rinaldi e Gonnella, 2015).

Porém existe outra relacao entre o alimento e a salde, esta relativa a fatores externos ao
alimento original e que poem em causa a seguranga, qualidade e integridade do produto.
Nesta ultima relagao a seguranca alimentar é a via ou designagao usada para abordar a
protecao dos alimentos. Note-se no entanto que o termo seguranga alimentar pode ser
entendido por duas vertentes, nomeadamente o de food security e food safety. O primeiro
destes conceitos consiste na garantia da disponibilidade e acessibilidade de géneros
alimenticios em quantidade e com valor nutritivo suficientes para suprimir as necessidades
diarias da populagao e esta normalmente garantido nos paises desenvolvidos. Por outro lado,
o conceito de food sdafety incide nas preocupagoes alimentares relativamente aos quais ha
uma obrigatoriedade de controlo por parte das autoridades oficiais, na medida em que os
alimentos podem constituir um perigo real para o consumidor (Hanning et al., 2012).
Contudo, em seguranca alimentar estas duas vertentes devem estar interligadas. Na Figura |
encontra-se representada de forma esquematica as principais diferengas entre food safety e

food security.
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Em conclusao, pode-se definir um alimento seguro quando existe a percegao que ele nao
constitui perigo para o consumidor e/ou quando é preparado, consumido ou utilizado em

conformidade com a informagoes das autoridades competentes (Machado, 201 I).

Pobreza

Materias primas cruas PO Utilizacdo dos alimentos

N iy
A

Substancias | Food Safery |
—

patogénicas <— Acesso aos

alimentos

Bl Feod securlty /
Processamento 3 S 3 £
/ = = Disponibilidade

; de alimentos

Contaminagoes cruzadas e

Alteracoes
Climaticas

Figura |: Diferengas entre Food Safety e Food security (adaptado de Hanning, et al., (2012)).

A necessidade de controlar e minimizar a ocorréncia dos perigos originou a criagao de
varios mecanismos com vista a caracterizagao do problema de determinado alimento na
cadeia alimentar (produgao, processamento, transporte ou armazenamento) (Figura 2)
(Mariano e Monteiro, 2015). Entre os quais pode destacar-se o refor¢co dos pré-requisitos
de higienizagao, a andlise de risco, a andlise de perigos e dos pontos criticos de controlo
(HACCP), que permitem identificar, prever, precaver e avaliar o perigo (Jevsnick, Hlebec e
Raspor, 2008). Destaca-se ainda o plano nacional de colheitas de amostras (PNCA) que
permite registar a (in)conformidade das normas a aplicar nas amostras e o sistema de alerta
rapido para géneros alimentares e alimentos animais (RASFF), que permite comunicar os
riscos entre autoridades competentes de varios paises de forma rapida e eficaz.
Adicionalmente a rastreabilidade permite identificar a origem do risco e corrigi-lo (Jevsnick,

Hlebec e Raspor, 2008) (Regulamento (CE) n° 178/2002).
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Cadeia Alimentar - "Do Prado para o Prato”
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Figura 2: Cadeia alimentar "do prado para o prato" (adaptado CDC (201 I)).

Uma vez que a alimentagao se tornou num mundo global préprio, é hoje possivel adquirir
géneros alimentares de qualquer parte do mundo com relativa facilidade. Il Esta “abertura de
fronteiras” requer critérios e padroes que devem ser seguidos para se evitarem crises do
foro alimentar. Existem assim elevados padroes de seguranga internacionais instaurados e
que aproximam os paises e suas legislagoes, numa tentativa de criar normas uniformes. Os
padroes sao definidos pelo Codex Alimentarius, criado pela comissao Codex Alimentarius e
integrado pela uniao europeia (membro organizador), organizagao mundial de saide (OMS),
organizagao da agricultura e alimentagao das nagoes unidas (FAO) e outros paises membros.
Efetivamente, s6 através da unido entre paises & possivel garantir um elevado nivel de
protecao da vida e da saide humana. Como exemplo disso mesmo destaca-se a legislagao e

cooperagao aplicada nos paises da uniao europeia (Codex Alimentarius, 2015).

[.2.2 Enquadramento legal europeu na seguranca dos géneros alimenticios

O grande impacto da seguranga alimentar na europa surgiu com a criagao do regulamento
(CE) n°® 178/2002 de 28 de Janeiro de 2002. Esta legislagao teve por base o controlo oficial
dos géneros alimenticios dos estados membros através da determinagao de normas e
principios gerais da legislagao alimentar, criagao da Autoridade Europeia para a Seguranga
Alimentar (EFSA) e estabelece procedimentos em matéria de seguranga dos géneros
alimenticios, com o principal objetivo de garantir um elevado nivel de protecao da vida e da

salde humanas. Adicionalmente surgiram outros regulamentos complementares ao
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178/2002. Entre os quais, o regulamento (CE) n° 852/2004 relativo a higiene dos produtos
alimentares, o regulamento (CE) n° 853/2004 mais especifico relativamente a higiene
aplicaveis aos géneros alimenticios de origem animal, o regulamento (CE) n° 854/2004
identifica controlos oficiais realizados para assegurar a verificagdo do cumprimento da
legislagao relativa aos alimentos para animais e aos géneros alimenticios e das normas
relativas a saude e ao bem-estar dos animais, e o regulamento (CE) n° 882/2004 relativo aos
controlos oficiais realizados para assegurar a verificagago do cumprimento da legislagao
relativa aos alimentos para animais e aos géneros alimenticios e das normas relativas a salde
e ao bem-estar dos animais. No global, estas medidas obrigaram cada pais da comunidade
europeia a reformar e a criar as suas proprias autoridades nacionais segundo estas normas.
Em Portugal a Autoridade de Seguranca Alimentar e Econémica (ASAE) foi fundada no ano

de 2005 com o intuito de responder a estas necessidades.

Apos estas medidas centrais, seguiram-se ainda renovagoes de regulamentos antigos e
formacao de novos regulamentos relativos a cada género e processos alimentares em

particular. Neste trabalho destacam-se os seguintes:

Regulamento (CE) n° 1129/201 1 relativo a aditivos alimentares., que altera o regulamento

(CE) n® 1333/2008 e suas alteragoes.

Regulamento (CE) n°® 450/2009, relativo aos materiais e objetos ativos e inteligentes

destinados a entrar em contacto com os alimentos.

Regulamento (CE) n°1441/2007, relativo a critérios microbiologicos aplicaveis aos géneros

alimenticios, que altera o regulamento (CE) n® 2073/2005 e suas alteragoes.

Regulamento (CE) n°396/2005 que altera a diretiva 91/414/CEE do Conselho, relativo aos
limites maximos de residuos de pesticidas no interior e a superficie dos géneros alimenticios

e dos alimentos para animais, de origem vegetal ou animal.

|.2.3 Deterioracao dos alimentos

Os alimentos enquanto substancias organicas tendem a degradar-se naturalmente com o
tempo. Assim a deterioragao pode ser definida quando o alimento deixa de ser consumivel.
Normalmente é definido um tempo de vida Gtil que consoante o tipo de produto, é
designado de data de durabilidade minima (produto pode ser consumido depois) ou data

limite de consumo (quando existe risco se consumido apds a data definida). Porém o
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alimento pode estar deteriorado e nao ser percetivel ao consumidor e causar problemas de
salde e até ser uma causa de mortalidade (Kilcast e Subramaniam, 2000). Adicionalmente
regista-se também o impacto econdémico da deterioragao alimentar como mais um fator

negativo (Bajpai, Rahman e Kang, 2008) (Montarjemi et al., 1995).

As interagoes entre o alimento, e o alimento e o meio envolvente, condicionam a maior ou
menor deterioragao do produto. Por outras palavras, associado ao alimento existem fatores
intrinsecos e extrinsecos que influenciam o seu tempo de vida. Podem-se referir como
fatores intrinsecos os nutrientes ou constituintes do produto, designadamente a sua
percentagem de agua (atividade de agua), microflora natural, ingredientes/condimentos
adicionados, pH e acidez. Por sua vez como fatores extrinsecos destacam-se a temperatura,
luz, humidade, microflora ambiental, manipulagao, tratamento térmico e composi¢ao da

atmosfera onde o produto se insere (Kilcast e Subramaniam, 2000).

Neste ecossistema alimentar, estas interagoes podem promover o desenvolvimento de
processos deteriorativos, que se estendem por trés categorias principais: a deterioragao
fisica, quimica ou biologica (Kilcast e Subramaniam, 2000). Apesar de a deterioragao fisica ser
a que tem menor impacto ao nivel da deterioragao, esta nao deve ser desprezada (Zheng et
al., 2013). Nela incluem-se possiveis ameagas a integridade do alimento e que potenciam
contaminagoes biologicas e quimicas. Naturalmente, os processos de deterioragao quimica
estao associados a oxidagao dos constituintes dos alimentos, enquanto a componente
biologica é referente a acao microbiana (bactérias, virus e parasitas) que se desenvolve. Estes
fatores isolados ou em conjunto podem originar mudangas significativas ao nivel fisico-
quimico, tais como a alteragao da cor, sabor, textura e ou produgao de odores e aromas
desagradaveis (Zheng et al., 2013). Contudo, deve realcar-se que se o desenvolvimento
microbiano for patogénico, este pode constituir um perigo real para a saude humana, uma
vez que as altera¢oes bioquimicas no alimento podem nao ser percetiveis aquando da

refeicao (Mohareb et al., 2015).

De forma a contrariar este problema, o Homem criou varios métodos de conservagao
capazes de aumentar o prazo de vida Util dos produtos. Contudo estes métodos apenas
atrasam a deterioracao dos alimentos, uma vez que existe sempre a tendéncia natural da sua
degradagao. Para além disso, € importante realgar que a agao do Homem no processamento

alimentar podera acelerar este processo caso nao sejam mantidas as boas praticas adaptadas
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a cada alimento, nas diversas etapas desde o campo até ao prato (Jayasena e Jo, 2013)

(Sanches-Silva et al., 2014).

Nesta necessidade de adaptagado o Homem foi correspondendo as necessidades numa
constante renovagao de métodos e técnicas preservativas capazes de fazer face aos
processos deteriorativos dos alimentos (Sanches-Silva et al., 2014). Destes métodos indicam-
se a refrigeracao, a congelagao, a redugao da atividade de agua, a restricao de nutrientes, as
fermentagoes, a modificagao do pH e pasteurizagoes e, mais recentemente, a utilizagao de
agentes antimicrobianos e antioxidantes sintéticos/quimicos, a irradiagao, o embalamento a
vacuo e/ou atmosfera modificada, embalagens e revestimentos ativos e inteligentes e por fim

a engenharia genética (Kilcast e Subramaniam, 2000) (Negi, 2012).

Numa reflexao global cerca de 25% de toda a comida no mundo produzida (apods colheita e
post mortem, no caso animal) é deteriorada através da agao microbiana (Gram et al,, 2002).
Por exemplo nos alimentos carneos, cerca de um quarto ou mesmo um tergo da produgao

mundial é efetivamente deteriorada (Oussalah et al., 2004).

1.2.4 Alimentos carneos

Segundo o regulamento (UE) n°1129/201 1| os alimentos carneos podem dividir-se em dois
grupos: |) as carnes processadas/transformadas e Il) as carnes nao transformadas. O primeiro
grupo engloba, entre outros, os enchidos e os produtos curados. Ja o ultimo grupo engloba
as carnes frescas e preparados de carne fresca, tais como as salsichas frescas e carnes

picadas.

Apesar da divisao, ambos os grupos enquanto alimentos carneos possuem caracteristicas que
os tornam suscetiveis a deterioragao bioldgica e quimica. Estas caracteristicas devem-se a
propria composicao, englobando as proteinas, lipidos, minerais e também uma pequena
percentagem de hidrato de carbono. Para além disso, existem ainda fatores externos que

podem estar associados a perda de qualidade das carnes. (Regulamento (CE) n°1129/2011)

Neste contexto, torna-se crucial o uso de aditivos para controle de processos deteriorativos
dos produtos carneos. Note-se no entanto que o uso de conservantes e antioxidantes
quimicos ocorre mais frequentemente em produtos carneos transformados, embora exista
regulamentacao para o uso de aditivos nos outros produtos carneos. (Regulamento (CE)

n°1129/2011)
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1.2.4.1 Enchidos e produtos carneos curados

Segundo o regulamento (CE) n.° 853/2004, os enchidos sao produtos carneos pertencentes
ao grupo dos preparados a base de carne, os quais se definem como produtos
transformados resultantes da transformagao da carne ou da anterior transformagao desses
produtos transformados, de tal modo que a superficie de corte a vista permita constatar o
desaparecimento das caracteristicas da carne fresca (Laranjo et al, 2015). Contudo, a
designagao mundial destes produtos centra-se no termo ‘“salsicharia”, que engloba os

enchidos e todos os produtos de transformagao carnea (Mendes, 2013).

Pensa-se que a origem dos enchidos esta relacionada com a necessidade de conservagao da
carne, que assim era picada, adicionada as tripas dos animais (utilizados como invélucros) e
depois passava por processos de maturagao e cura (fumagem), originando um dos mais
antigos produtos alimentares processados. Essa receita foi passando de geragcao em geragao
e devido as caracteristicas organoléticas e nutricionais, hoje reconhece-se a qualidade dos

produtos (Mendes, 2013) (Silva, 2012).

Para além disso, os enchidos sio produtos que caracterizam regides ou mesmo paises,
nomeadamente os paises da regiao mediterranea (Portugal, Espanha, Franga, Itdlia e Grécia),
onde existe uma forte tradicao na sua elaboraciao (Laranjo et al., 2015). Nessas zonas, os
enchidos representam mesmo uma componente econdmica importante. Em Portugal,
principalmente no interior norte do Pais (Tras-os-Montes) encontra-se uma grande
variedade de enchidos tradicionais portugueses (Silva, 2012). Naturalmente, surgiram
estratégias de valorizagao comercial dos produtos tradicionais, através da certificagao e
consequente atribuicdo das marcas: Denominacao de Origem Protegida (DOP), Indicagao

Geogrifica Protegida (IGP) e Especialidade Tradicional Garantida (ETG) (Mendes, 2013).

A seguranca alimentar dos enchidos e produtos carneos fumados estd relacionada com o
processo de cura. A cura de carnes é um procedimento que tem por finalidade conservar a
carne por um periodo de tempo mais longo, além de |he conferir determinadas qualidades
sensoriais, como sabor e aroma mais agradaveis e coloracio vermelha mais atraente

(Mendes, 2013).

Em Portugal, para uma parte dos produtos, pode-se dizer que a cura esta diretamente
relacionada com o processo tradicional de fumagem, que é um método capaz de alterar

sensorialmente os enchidos e conferir propriedades conservantes e antioxidantes através da
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queima de madeira. Pode-se referir a alheira como exemplo. Contudo em alguns casos,
devido a variedade de produtos e métodos de producao, para além da fumagem existe a
necessidade de adicionar agentes de cura nos enchidos e produtos carneos fumados
(exemplo: chourico, salpicao, paio, presunto) (Anénimo) (Mendes, 2013). Estes agentes de
cura, os nitritos e os nitratos, sao sais capazes de combater eficazmente o aparecimento de
bactérias e esporos patogénicos (C. botulinum) e também de alterar sensorialmente o
produto. No entanto a cura com estes agentes apresenta restricoes de utilizagdo, numa
medida preventiva a favor do consumidor, devido as possiveis consequéncias na salde

abordados no decurso do trabalho, no ponto 1.2.5.2.2. (Mendes, 201 3).

[.2.5 Perigos Alimentares

Casos de doenga ou de mal-estar relacionados com a ingestao de alimentos ocorrem em
todos os paises e a todo o instante, mesmo nos paises desenvolvidos. O nimero exato
destes casos é no entanto impossivel de determinar uma vez que mesmo sendo um
problema de grande dimensao, nem sempre é reportado. No entanto, segundo dados de
2011 do centro de controlo e prevencao de doengas (CDC), cerca de 48 milhdes de
pessoas nos Estados Unidos da América ficaram doentes devido a ingestaio de comida
impropria. Destes, cerca de 128 mil necessitaram de cuidados de saude hospitalar e 3 mil
acabaram por falecer. Ainda, segundo a recente campanha da Organizagao Mundial de Saude
(OMS), aproximadamente 2 milhoes de pessoas morrem todos os anos devido a ingestao de
alimentos contaminados, referindo-se a contaminagao por bactérias, virus, parasitas e por

substancias quimicas como as principais causas de morte (OMS, 201 5a).

Estes factos realcam a existéncia de um fator de risco associado a cada refeicao, como
consequéncia da existéncia de um perigo no alimento. Assim define-se o risco como a
probabilidade de um efeito nocivo ocorrer e a respetiva gravidade do mesmo. Enquanto o
conceito de perigo relaciona-se com a presenga de qualquer agente de natureza bioldgica,
quimica ou fisica nos alimentos com potencialidade de causar efeitos negativos na saude
(Hilario, 201 1) (OMS, 2008) (Regulamento (CE) n° 178/2002). Contudo é importante realgar
que os valores nutricionais dos produtos também podem constituir um perigo para a saude,
como sao os casos de um excesso de sal, gorduras, aglcares e a presenga de alérgenos
(ASAE, 2015). Neste ponto de vista a caracterizagcao do alimento na embalagem, através da
rotulagem, é fundamental para que o consumidor tenha liberdade de escolha e em

consciéncia (Bieberstein e Roosen, 2015).
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Por ultimo é importante referir que as escolhas dos alimentos e as praticas de seguranga sao
afetadas pela percecao do risco dos consumidores. Desta forma as doencgas alimentares sao
também influenciadas pela informagao e aptidio que as pessoas possuem aos diversos

alimentos e crencas (Bieberstein e Roosen, 2015).

1.2.5.1 Perigos biolégicos

Qualquer alimento pode ser uma matriz suscetivel de desenvolver todo o tipo de
microrganismos, contudo deve-se entender por perigo biologico a proliferagao de
microrganismos patogénicos nos alimentos. Na verdade, a deterioragao alimentar via
microbiana é normalmente detetada pela presenca de odores e outras alteragoes
bioquimicas e sensoriais que previnem o seu consumo, mesmo quando essa deterioragao
apenas representa uma perda na qualidade nutricional do produto sem constituir perigo para
o consumidor (Mohareb et al., 2015). No entanto, outros microrganismos, afetando ou nao
aquelas caracteristicas, poderao beneficiar o desenvolvimento de microrganismos
patogénicos ou levar a produgao de toxinas, transformando-os em produtos perigosos para
a salde. Este perigo deve-se a possivel agao inécua do ponto de vista sensorial, que torna
dificil detetar a presenga do agente patogénico no alimento e possibilita assim ingestao e

posteriores sintomas (McCarthy et al,, 2001) (Mohareb et al,, 2015).

Do ponto de vista patogénico devem considerar-se 2 vias de agao: |) infegao alimentar e 2)
intoxicagao alimentar. A infecao alimentar é referente ao desenvolvimento microbiano no
alimento, servindo este de veiculo de transmissao microbiana. Por outro lado, a intoxicagao
alimentar é caracterizada pela existéncia de produgao de toxinas causadoras de enfermidade,

para além do desenvolvimento microbiano no alimento (Hilario, 201 I).

De entre as trés naturezas de perigos referenciadas no tépico anterior (1.2.5), estima-se que
o perigo bioldgico representa cerca de 90% das doengas transmitidas pelos alimentos. Este
valor é realmente bastante elevado e justifica-se pela possibilidade dos microrganismos se
desenvolverem naturalmente em qualquer etapa do processamento desde o “campo até ao
prato”, pelo que o sistema de seguranga deve estar bem estruturado ao nivel das principais
fontes de transmissao mais comuns: ambiente, matérias-primas e pessoal manipulador, de

maneira a prevenir o maior numero de casos (ASAE, 2015) (Hilario, 2011I).

Os dados acima referidos englobam doencas transmitidas por bactérias, virus e parasitas, no

entanto salienta-se que de entre um grupo de mais de 250 géneros/tipos de bactérias, virus e
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parasitas, apenas um grupo restrito aparece com maior frequéncia nos alimentos (ASAE,
2015) (Hilario, 2011). O foco de agao principal destes microrganismos € a regiao intestinal,
causando infegoes entéricas (gastroenterites) caracterizadas com sintomas frequentes de
diarreias, vomitos e dores abdominais, classificada como uma doenga auto-limitante
(Fhogartaigh e Dance, 2013). No entanto, cada agente patogénico tem o seu modelo de
desenvolvimento especifico, que pode evoluir com maior ou menor gravidade ao longo do
tempo, caso nao seja diagnosticado e tratado eficazmente. A predominancia de cada agente
variam naturalmente com a regiao geografica e condi¢oes sanitarias dos paises (Fhogartaigh e

Dance, 2013).

Neste contexto, os dados do CDC referem que os virus, nomeadamente os norovirus
(58%), lideram o grupo de agentes causadores de doengas transmitidas por alimentos,
seguidos das bactérias Salmonela spp. (11%), Clostridium perfringens (10%), Campylobacter spp.
(9%) e S. aureus (3%). De entre estas causas, a infecao por Salmonela spp. é a que se encontra
associada a maior percentagem de hospitalizagdes e de mortes (ANEXO a; ¢
respetivamente) (CDC, 2011). Numa recente publicagao da OMS, estima-se que 22
diferentes formas de gastroenterites provocaram 582 milhoes de casos de hospitalizagao em
2010, dos quais resultaram 351 mil mortes. Em paralelo ao estudo do CDC, também a OMS
identificou mais mortes associadas a infecoes por Salmonela typhimutium (58 mil mortes),
seguido da Escherichia coli (37mil mortes) e norovirus (35 mil mortes) (WHO, 2015b).
Globalmente, estes dados permitem destacar as bactérias e os virus como principais agentes
infeciosos nos alimentos na atualidade. No entanto, nao deve ser desprezada a ocorréncia de
outras estirpes, bem como o desenvolvimento de parasitas. Em anexo encontra-se

informagao mais detalhada sobre este topico (ANEXOS c; d; e) (CDC, 201 1).

1.2.5.1.1Batérias

As bactérias sao seres unicelulares que facilmente se multiplicam quando possuem condigoes
favoraveis ao seu desenvolvimento, sendo os alimentos potencialmente indicados para este
desenvolvimento. Na Tabela | encontra-se representado a relagao entre as bactérias e as

doengas alimentares, associadas aos respetivos alimentos. (ASAE, 2015).
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Tabela |: Bactérias e respetivos alimentos associados a doencas de origem alimentar.

Género Espécies Alimentos frequentemente associados.
Arroz, cereais, pratos de carne, vegetais;
Bacillus B. cereus alimentos que tenham tido contacto com
o solo ou com pé.
Leite cru e derivados de animais
Brucella .
E— contaminados.
Alimentos proteicos cris ou pouco
L cozinhados (Gallus gallus -
Campylobacter C. jejuni . ( - 9
galinaceos);
lacticinios.
Carnes insuficientemente curadas ou sem
C. botulinum conservantes; conservas caseiras de
carnes ou vegetais.
Clostridium Alimentos sujeitos a manejamento
C. perfringens inadequado; refrigeragao lenta ou
aquecido a baixa temperatura.

. . . Agua ou alimentos com contaminacio
Escherichia E. coli 8 s
= fecal.

Listeria L. monocytogenes Leite, derivados do leite e saladas.
S. Enteritidis Frango, pato, peru e ovos
S. typhimurium g0, pato, p '
Salmonella S "
. typhimurium ;
yP . Agua.
S. paratyphi
Shigella S. dysenteriae Saladas, leite, aves, produtos horticolas.
Carne, leite, ovos e derivados;
Staphylococcus S. aureus alimentos sujeitos a manipulagao;
alimentos ricos em proteina e agua.
Streptococcus S. pyogenes Leite cru, gelados, saladas, mariscos.
V. cholerae
Vibrio V. Peixe, marisco e moluscos crus ou
parahaemolyticus insuficientemente cozinhados.
V. vulvinicus
Yersinia Y. enterocolitica | Leite cru, aves, carnes, mariscos, vegetais.
* Adaptado de ASAE (2015).

Em relagio a alimentos carneos, as principais bactérias causadoras de doengas derivadas por

ingestao destes produtos sao a Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni,
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Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum e Escherichia coli (ASAE, 2015) (Oussalah et al.,
2004) (Ramos et al., 2014). Note-se que associado aos alimentos carneos encontram-se
bactérias com elevada percentagem de casos de hostipalizagoes e até mortes (Anexo a; b; c),

pelo que o intuito de controlar o seu desenvolvimento é uma prioridade.

1.2.5.1.2 Virus

Os virus sao agentes infeciosos de tamanho inferior ao das bactérias. Estes sao constituidos
por uma capsula proteica ou capside que envolve o genoma (icido desoxirribonucleico
(DNA) ou acido ribonucleico (RNA)), podendo ou n3ao apresentar uma outra camada a
envolver o capside (envelope). Ao contrario das bactérias, os virus necessitam de células
vivas para se desenvolverem e por isso, uma vez nos alimentos, nao se multiplicam mas

também nao se desativam, a nao ser que sejam tratados adequadamente com temperatura

(confecio) (ASAE, 2015) (Luxo, 2014).

A relagcao entre virus e doengas de origem alimentar coloca o norovirus como principal virus
transmissor de doenca, nomeadamente a gastrenterite. A sua transmissao deve-se ao
consumo de dagua, goticulas ou aerossois contaminados, transmitidos por pessoas infetadas e
que contaminam os alimentos (Luxo, 2014). Esta via de transmissao é semelhante para o
caso de astrovirus e rotavirus, mas a sua agao infetante € mais direcionada para criangas e
pessoas com imunidade reduzida. A transmissao dos virus das hepatites E e A esta também
associada ao consumo e uso de agua contaminada e no caso particular da Hepatite A a
transmissao esta também muitas vezes associada a ingestao de alimentos especificos, como a
de marisco cru e algumas saladas. No entanto, a sua transmissao através das carnes nao

constitui um motivo de preocupagao especifico (Luxo, 2014).

O nldmero de casos de doenga por virus nos EUA encontra-se representado em Anexo d

(CDC, 2011).

1.2.5.1.3 Parasitas e protozoarios

O terceiro agente infecioso de caracter biologico sao os parasitas (incluindo os
protozoarios). Estes seres necessitam de outro organismo (hospedeiro definitivo e/ou
intermediario) para sobreviverem e se multiplicarem, prejudicando assim o hospedeiro
(Sousa, 2014). Em relagao as bactérias e virus, os parasitas contribuem com menor
percentagem de doengas transmitidas pelos alimentos, no entanto podem ocorrer e causar

graves consequéncias no Homem (ASAE, 2015).
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Os parasitas podem ser transmitidos pelo contacto direto pessoa-pessoa e animal-pessoa ou
através da ingestao de alimentos contaminados durante o ciclo de vida parasitario:
hospedeiro — vector/reservatério — hospedeiro. A invasio ocorre ainda numa fase
embrionaria ou “larval”, desenvolvendo-se posteriormente no organismo do hospedeiro
infetado (Sousa, 2014). As espécies de parasitas que mais frequentemente se encontram nos
alimentos sao as de Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum (protozoarios) e Cyclospora
cayetanensis, que normalmente sao transmitidos pela agua e alimentos contaminados
(normalmente crus); as de Trichinella spiralis, Taenia saginata, Taenia solium e Taxoplasma
gondii, cuja transmissao € efetuada através de carnes e Anikasis simplex e Diphyllobothrium
latum, habitualmente transmitido_através do consumo de peixes (ASAE, 2015) (CDC, 2011)
(Sousa, 2014). No anexo E encontram-se discriminada as espécies de parasitas relatados nos
EUA. Devido a uma potencial presenga de alguns parasitas nas carnes, os modernos sistemas
de produgiao alimentar tém incorporados mecanismos que reduzem ou impedem a

exposigao a certos tipos de parasitas (Gamble, 2015).

1.2.5.2 Perigos quimicos

Os alimentos estao intimamente associados a presenga de compostos ou residuos quimicos.
Muitos destes quimicos foram introduzidos na cadeia alimentar intencionalmente pelo
Homem como uma fungao tecnoldgica, mas também existem residuos que se fixam nos
alimentos por motivos que |he sao alheios. Efetivamente, estes perigos podem por exemplo
ter uma origem natural, como sendo o de desenvolvimento de fungos que produzem
toxinas, normalmente designadas de micotoxinas (Anexo F) e que contaminam os alimentos.
Adicionalmente, para além das micotoxinas pode-se destacar ainda nos alimentos residuos
de medicamentos, desinfetantes, aditivos alimentares, adubos, pesticidas, metais pesados,
poluentes industriais, ambientais e domésticos (ASAE 2015) (Garcia-Cela, Ramos e Marin,

2012) (Nova e Gonzalez-Schnake, 2014).

Normalmente o tipo de agao toxicologica destes tipos de perigos sao associados a uma
toxicidade cronica, mas dependendo da quantidade presente, podera conferir toxicidade
aguda como ¢é verificado nos casos de perigos bioldgicos (Garcia-Cela, Ramos e Marin,
2012). Para além disto, os efeitos toxicos sao geralmente semelhantes de pessoa para
pessoa, embora a sensibilidade individual a sua exposicao possa ser diferente (Garcia-Cela,

Ramos e Marin, 2012).
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Ao contrario dos perigos biologicos, a origem dos perigos quimicos no alimento € mais ou
menos previsivel. Estes perigos estao normalmente ligados aos alimentos na primeira fase do
processamento, ainda como matérias-primas ou ingredientes, ou através de certas etapas do
processamento em que sao adicionados intencionalmente estes produtos quimicos (Garcia-
Cela, Ramos e Marin, 2012). Apés o contato com alimento, o poder de agao ou perigosidade
ao longo do tempo nao sofre alteragoes significativas, o que é também oposto ao que
acontece na presenca de perigo microbiologico, uma vez que os microrganismos podem-se

multiplicar e desenvolver toxinas (Berlin e Anker, 2013).

Importante referir que muitos destes compostos apresentam grande estabilidade a
degradagao e metabolizagao via fisico-quimica, microbioldgica e bioldgica, pelo que podem
permanecer na cadeia alimentar, no sol, ar, agua e mesmo no interior do organismo durante
muito tempo. Nos organismos dos animais, os lipidos sao os locais privilegiados para
armazenamento de agentes de perigo quimico, devido as caracteristicas lipofilicas dos

compostos (ASAE, 2015) (Berlin e Anker, 2013).

De facto, € importante realgar que a evolugao da agricultura, industria e civilizagao foi
efetuada sem salvaguarda dos interesses ambientais e o resultado das décadas de uso destes
quimicos nas mais variadas agoes humanas originou problemas ambientais severos que
comegaram a afetar os animais e humanos. Mas s6 em 1962, nos Estados Unidos da América
foi dado o primeiro sinal de alerta através da publicagdo de Rachel Carson's, "Silent Spring"
(silencio da primavera), que relatava os efeitos de desregulacio endécrina que os

contaminantes quimicos provocavam nos animais (Berlin e Anker, 2013) (Rasmussen, 1996).

Na Europa, para assegurar que os pesticidas e outros produtos quimicos nao causem
problemas de saude nos consumidores, animais e trabalhadores que os aplicam, as condigoes
de uso sao regulamentadas tal como as boas praticas agricolas (BPA). Todavia cada produto
sofre avaliagoes dos potenciais riscos para a sallde do consumidor e para o ecossistema.
Assim, a regulamentagao da utilizagao destes produtos é complementada pela definicao dos
Limites Maximos de Residuos (LMRs), limite maximo legal de concentragao de um residuo
de produtos quimicos no interior ou a superficie de géneros alimenticios ou alimentos para
animais, fixado nos termos do presente regulamento (CE) n® 396/2005, com base nas BPA

(ASAE, 2015) (Grabowski et al., 2012).
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Estao também estabelecidos os valores limite de consumo humano para os aditivos e os
residuos de contaminantes quimicos, abaixo dos quais o risco para a salde é infimo,
vulgarmente designado por ingestao diaria aceitdvel (ADI). Estes valores sao estabelecidos
recorrendo a andlise de risco, nomeadamente avaliagao do risco constituida por quatro
etapas: |) ldentificagao do perigo; 2) caracterizagao do perigo; 3) avaliagao da exposicao e 4)
caracterizacao do risco (Figura 3) (ASAE, 2015) (Grabowski et al., 2012) (Maclachlan e
Mueller, 2012).

Etapas de Avaliagdo de Risco

FORMULA(,‘[\O DO PROBLEMA

r QDENTIFICACAO DO PERIGO)

\CARACTERIZACAO DO PERIG> < : <AVALIACAO DA EXPOSICA(D

g GARACTERIZACAO DO RISC(D J

Figura 3: Etapas de Avaliagao de Risco (adaptado de OMS (2015)).

1.2.5.2.1 Aditivos alimentares

Segundo o regulamento (CE) N°1333/2008, os aditivos sao definidos como ‘“qualquer
substincia nao consumida habitualmente como género alimenticio em si mesma e
habitualmente nao utilizada como ingrediente caracteristico dos géneros alimenticios, com
ou sem valor nutritivo, e cuja adigao € intencional aos géneros alimenticios. Possui um
objetivo tecnoldgico na fase de fabrico, transformagao, preparagao, tratamento, embalagem,
transporte ou armazenagem, tenha por efeito, ou possa legitimamente considerar-se como
tendo por efeito, que ela propria ou os seus derivados se tornem direta ou indiretamente
um componente desses géneros alimenticios”. Neste contexto, os aditivos alimentares sao
adicionados aos alimentos por forma a desempenharem determinadas fungdes que podem

ser classificadas em 3 grupos: |)tecnoldgicas; 2) organoléticas e 3) nutricionais.
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O grupo dos aditivos tecnolégicos é constituido por: a) conservantes, que sao substancias
adicionadas aos alimentos para prolongarem o seu periodo de duragao, geralmente
impedindo o crescimento de bactérias e fungos. O uso de conservantes permite reduzir ou
mesmo evitar riscos associados a contaminagao microbiologica patogénica; b) antioxidantes,
que sao adicionados aos alimentos para impedir a alteragao dos alimentos causada pela
degradagao dos oleos, gorduras e algumas vitaminas em contacto com o ar, contribuindo
para aumentar a sua durabilidade. Podem também acrescentar caracteristicas funcionais aos
alimentos; c) conjunto de emulsionantes, estabilizantes, espessantes, aglutinantes e
gelificantes, que sao adicionados aos alimentos para modificar a sua textura ou a sua
consisténcia; d) outros aditivos tecnolodgicos que sao intencionalmente utilizados na
transformagao das matérias-primas, dos géneros alimenticios ou dos seus ingredientes, para
atingir determinado objetivo tecnolégico (ASAE, 2015) (Carocho, Morales e Ferreira, 2015)
(Regulamento (CE) N°1333/2008).

Nos aditivos organoléticos destacam-se os: a) edulcorantes, que sao substancias adicionadas
aos alimentos para adogar. Esta familia de aditivos inclui os que sao utilizados em
substituicao do agUcar, e os que sao comercializados como edulcorantes de mesa; b)
corantes, os quais sao substancias que conferem ou restituem cor a um género alimenticio.
Este grupo de aditivos inclui componentes naturais de alimentos e substancias naturais, que
normalmente nao sao consumidos como géneros alimenticios em si mesmos nem utilizados
como ingredientes caracteristicos dos produtos alimentares (ASAE, 2015) (Carocho,

Morales e Ferreira, 2015) (Regulamento (CE) N°1333/2008).

Por fim, os aditivos nutricionais, tais como vitaminas, pro-vitaminas, aminoacidos,
oligoelementos, sao adicionados aos alimentos para lhes acrescentar caracteristicas
funcionais (ASAE, 2015) (Carocho, Morales e Ferreira, 2015) (Regulamento (CE)
N°1333/2008).

1.2.5.2.2 Agentes antimicrobianos e antioxidantes nos produtos carneos curados

As carnes processadas/transformadas enquadram-se nos géneros alimenticios dos quais a
adicio de conservantes e antioxidantes sintéticos constitui uma fungiao tecnologica
importante na seguranga alimentar (Regulamento (CE) N°1129/2011). De entre os aditivos
alimentares de sintese usados nos produtos carneos destacam-se os conservantes nitrito de

potassio (E 249), nitrito de sodio (E 250), nitrato de sédio (E 251) e nitrato de potassio (E
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252) e os antioxidantes butil-hidroxianisolo (BHA) (E 320) e butil-hidroxitolueno (BHT) (E
321) (Regulamento (CE), N°1129/201I).

Os nitratos e nitritos incluem-se no grupo dos aditivos utilizados nos enchidos e produtos
curados, designando-se por agentes de cura. A adicao destes sais tem como objetivo criar
um meio seletivo que impega o desenvolvimento de bactérias decompositoras e patogénicas
destes produtos, destacando-se a inibigao do Clostridium botulinum, que é responsavel pela
criacio de toxinas desencadeadoras do botulismo. Para além disto, estes aditivos sao
capazes de funcionar como antioxidantes e minimizar, ou mesmo prevenir a formagao de
rango nos produtos num determinado periodo de tempo. Adicionalmente, estes sais
conseguem interferir no pigmento da carne, a mioglobina, através de uma reagao com ioes
dos sais e assim controlar e manter uma cor vermelha-viva da carne (Hilario, 201 1) (Sindelar

e Milkwski, 2012).

As principais desvantagens associadas a utilizagao destes agentes de cura sao essencialmente
associadas a toxicidade atribuida ao nitrito que, ao ligar-se a hemoglobina do sangue de uma
forma semelhante a que faz com a mioglobina da carne, forma metahemoglobina, a qual é
incapaz de transportar oxigénio. Para além disso, existe ainda a possibilidade de formagao de
nitrosaminas (agentes cancerigenos), por reagao de sais de nitrito com as proteinas durante
a confecao dos produtos alimentares a elevadas temperaturas ou na passagem pelo
estomago durante o processo digestivo (ASAE 2015) (Hilario, 2011) (Sindelar e Milkwski,
2012).

A adicdo de nitritos em produtos carneos é efetuada sempre com a referéncia do teor
maximo de residuo no produto final, fixado entre 10 — 180 mg/kg de carne (dependendo do
produto), enquanto os nitratos podem ser adicionados em quantidade superior, tendo em
consideragao o intervalo de residuos permitido de 250 — 300 mg/kg de carne. Esta diferenga
pode ser explicada pelo facto de que os problemas de saide sao normalmente associados
aos nitritos e que, apesar de os nitratos serem percursores dos nitritos aquando do
contacto com enzimas da boca e estdbmago, nem todos os nitratos se convertem em nitrito

(Butler, 2015) (Regulamento (CE), n°[129/2011).

Por outro lado, os antioxidantes BHA e BHT sao essencialmente utilizados em carnes
processadas para prevencao de reagoes de oxidagao que surgem pelo contacto com o

oxigénio e pelas temperaturas elevadas por vezes utilizadas nas etapas de processamento das
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mesmas. A sua utilizagao esta limitada a um limite maximo de residuos 200 mg/kg de carne

(Regulamento (CE), n°1129/201 1).

1.2.5.2.3 Controvérsia do uso de aditivos sintéticos

Atualmente existe uma divisdao de opinides relativamente ao uso de aditivos sintéticos nos
alimentos. Muitos tém sido os autores que defendem as suas preocupagoes, principalmente
devido as atividades cancerigenas associadas aos aditivos sintéticos. Contudo, existem
muitos outros tantos autores que afirmam nao haver perigos para a saude (Carocho e
Ferreira, 2013). Devido a este fato, conhecer melhor as substincias é essencial para ter
conclusoes mais fidedignas. Numa dessas tentativas, e com a obrigacao de legislar, as
autoridades competentes foram “forgadas” a acionar medidas preventivas e controladoras
do uso destes compostos, nhuma medida cuidadosa e com base nas andlises de risco, de
forma a obter as ADI dos compostos (Carocho e Ferreira, 2013). Apesar disso, existem
consumidores que optam por evitar produtos tratados com estes compostos e que optam

por movimentos e estilos de vida saudaveis (Khan et al., 201 1).

Assim, no global é possivel afirmar que os consumidores possuem a nogao de que a
utilizagao de aditivos quimicos nos produtos carneos, como nos outros géneros alimentares,
tem o beneficio de melhorar a conservagao, qualidade dos alimentos e prevengao de
doengas alimentares graves, mas por outro lado possuem receios de que existam riscos para
a saude derivados do consumo excessivo de certos conservantes e antioxidantes de origem

sintética.

Esta discussao teve o seu inicio em 1970, ano em que se realizou um debate politico acerca
dos nitritos, e como resultado quase eram banidos como agentes de cura. No entanto
apenas se aplicaram medidas de controlo do seu uso pelas empresas, mas a contestagao
social foi crescendo, e um dos pontos que se apoiaram foi de nao se ter considerado todas
as fontes de nitritos passiveis de ingestao (Sindelar e Milkwski, 2012). De facto, este é um
ponto de vista importante, pois segundo as medidas que foram tomadas a alimentagao nao
foi considerada como um todo, mas apenas tendo em consideragao os produtos curados.
Por exemplo, no caso dos nitritos, é facilmente entendivel que a dieta humana nao é soé
afetada pelas concentragoes que estao presentes nas carnes, mas sim em todos os alimentos

que fazem parte da dieta dos individuos. Ainda, devido a aplicagao de adubos nitrogenados

nas culturas durante a produgao, entre outras fontes, os produtos horticolas tornaram-se na
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principal fonte alimentar de nitritos e nitratos, seguindo-se a agua e os produtos carneos

curados (ASAE, 2015) (Sindelar e Milkwski, 2012).

Concluindo, as pesquisas e estudos que associam os perigos de certos compostos e a dieta
humana continuam, e certamente o debate de pros e contras da sua ingestdo através dos
alimentos vai prosseguir nos proximos anos, pelo que cabe ao consumidor e industria

escolher os seus produtos ou tragar outras escolhas e solugoes (Sindelar e Milkwski, 2012).

1.2.5.3 Perigos fisicos

Por fim os perigos fisicos também devem ser considerados. Um perigo fisico pode ser
definido como qualquer objeto estranho ou matéria estranha num alimento e que pode
causar doenga ou lesao ao consumidor. Nesta categoria de perigos inclui-se um vasto
conjunto de materiais, como exemplo podem-se identificar: fragmentos de metal, madeira ou
vidro, ossos, agulhas, pedagos de embalagem do produto, pedras, insetos, objetos pessoais,
ou qualquer outro material estranho nao normalmente encontradas nos produtos
alimentares. A origem destes materiais pode estar associada as matérias-primas, instalagoes
e equipamentos mal conservados, processos de produgao, praticas improéprias, ma formagao
dos empregados, etc. Na tentativa de minimizar estes riscos fisicos, e em semelhanga aos
homologos perigos ja abordados, deve-se realizar uma analise do risco e desenvolvimento de
um plano HACCP para determinar, ou nao, a severidade e a taxa de ocorréncia desse
risco/perigo e assim implementar um controle nesse ponto. Adicionalmente podem ser
usados sistemas de controlo e detegao destes perigos, tais como detetores de metais e de
ossos (raio-x), controlo de pestes e infestantes e implementagao de sistemas de higiene, bem
como a obtengdo de certificagdes, matéria-prima inspecionada e manutencao dos

equipamentos (Hilario, 201 1) (UNL, 2005).

[.2.6 Potencial aplicagao de plantas aromaticas

Desde ha séculos o ser humano emprega plantas aromaticas para as suas atividades. Relatos
e descrigoes deste uso remontam a anos “Antes de Cristo”(AC) no médio oriente, sendo o
sabor e as propriedades conservante e medicinais as principais razoes apontadas para a sua
utilizagao. Obviamente, a composi¢ao quimica dessas plantas era desconhecida na altura, mas
essa inexisténcia de informagao tem vindo a ser invertida nas Ultimas décadas (Costa et al.,

2015) (Bakkali et al., 2008).
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Relativamente aos compostos presentes nas plantas, citam-se as proteinas, hidratos de
carbono, acidos gordos, fibras, vitaminas, minerais e as componentes bioativas, constituidos
pelos compostos volateis (6leos essenciais) e fitoquimicos (maioritariamente compostos
fenolicos). Os compostos bioativos inserem-se nos metabolitos secundarios que as plantas
produzem e que ao contrario dos outros compostos referidos, os metabolitos primarios,
nao aparentam ter fungoes metabdlicas (Heldt e Piechulla, 201 1). No entanto, a sua agao nas
plantas podera ser uma das seguintes: a) atrac¢ao de insectos polinizadores e outros animais
benéficos; b) protegao contra alteragoes climatéricas; c) acgao natural contra pragas, animais
e microorganismos patogénicos (Heldt e Piechulla, 2011) (Pavela, 2015) ou d) protecgao

contra stress e radicais livres induzidos nas plantas (Costa et al., 2015).

Esta mixcelania de compostos é ubiquo nas plantas, mas os metabolitos secundarios
encontram-se com maior relevancia nas plantas com caracteristicas aromaticas e medicinais.
Das cerca de 250 mil plantas superiores identificadas no planeta Terra, cerca de 80 mil
possuem estas caracteristicas, nomeadamente as angiospérmicas, entre as quais as espécies
das familias Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae e Asteraceae (Coelho, 2009)

(Negi, 2012) (Pavela, 2015).

A distribuicado dos compostos bioativos dos oleos essenciais (OEs) e dos compostos
fendlicos (CFs) na planta nao é uniforme. De facto, estes componentes sao sintetizados e
armazenados em glandulas em diferentes tecidos e 6rgaos (Burt, 2004) (Costa et al., 2015).
Para além disso, a composicio dos OEs e CFs é uma mistura e um equilibrio entre
constituintes, sendo uma caracteristica unica de cada espécie de planta. Apesar disso, é
importante realcar que a composi¢ao destes compostos nas plantas da mesma espécie pode
ainda ser afetada por acontecimentos (fatores bidticos e abidticos) que influenciem a
producao e eficacia destes compostos bioativos, isto &, clima, radiacio UV, geografia, stress
das plantas, influéncia de outras espécies, estacago do ano e respetiva fase de
desenvolvimento da planta (ex. floragao) na altura da colheita (Campos, Gerschenson e

Flores, 201 1) (Coelho, 2009) (Costa et al., 2015) (Embuscado, 2015).

Apesar desta instabilidade na composicao dos compostos bioativos, muitos autores sugerem
que estes compostos sao responsaveis por diversas propriedades benéficas das plantas.
Naturalmente, essas atividades sao muitas vezes determinadas pelos constituintes bioativos
maioritarios da planta em questao. No entanto, os constituintes em menores percentagens

podem ter uma agao sinergética e por esse motivo a sua fungao bioativa nao deve ser
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desprezada (Campos, Gerschenson e Flores, 2011) (Pavela, 2015). De entre as muitas
bioatividades atribuidas as plantas aromaticas e medicinais, destacam-se algumas como a
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatoria, antitumoral e antidiabética, que potenciam as
plantas aromaticas para um nivel superior de interesse. Efetivamente, estes efeitos benéficos
na salde incentivam a sua aplicagao industrial em diversas areas, como no desenvolvimento
de farmacos e métodos medicinais, bem como o seu aproveitamento na indUstria das
fragrancias, perfumaria, cosmética, na agricultura e na industrial alimentar, onde poderao ter
um papel muito relevante na formulagao de alimentos funcionais, mas também na
conservagao das propriedades nutricionais e funcionais dos alimentos (Costa et al., 2015)

(Pavela, 2015).

De facto, a capacidade conservante de algumas plantas foi desde muito cedo reconhecida
pelo Homem, que as utilizava nas confecgoes alimentares. Essa utilizagao foi caindo em
desuso com a entrada na era industrial e a criacao dos antioxidantes e conservantes
sintéticos. No entanto, as crescentes duvidas e receios na utilizagdo de produtos sintéticos
nos alimentos por parte dos consumidores impulsionam a procura de alternativas naturais
para a conservagao dos alimentos e impulsionam a reintrodugao das plantas nesta area. Estas
medidas passam pela adoc¢iao das plantas aromaticas ou os seus OEs e CFs isoladamente

(Badawy e Abdelgaleil, 2014) (Costa et al., 2015) (Embuscado, 2015) (Pavela, 2015).

1.2.6.1 Oleos Essenciais de plantas aromaticas

Os OEs podem-se definir como solugoes liquidas aromaticas constituidas por compostos
volateis que integram a planta, incluindo terpenos, terpenoides e compostos aromaticos
(Anexo G) (Bakkali et al., 2008) (Campos, Gerschenson e Flores, 2011). Atualmente é
estimado que existam mais de 3000 oleos essenciais, dos quais 300 tém importancia
comercial (Badawy e Abdelgaleil, 2014). Destes 300, 150 foram reconhecidos como seguros
para o consumo humano sem limitagoes pela Administragao dos Alimentos e Medicamentos

dos Estados Unidos da América (FDA) (Costa et al,, 2015).

O facto de serem considerados seguros é um aspeto fundamental para que os OEs possam
ser empregues na alimentagao humana de forma a tirar partido das propriedades bioativas
dos seus componentes, tais como as caracteristicas antibacterianas, antifungicas, antivirais,
antiparasitas, (Bakkali et al., 2008) (Campos, Gerschenson e Flores, 201 1) (Palmer, Stewart
e Fyfe, 1998) (Seow, et al. 2014) e antioxidantes (Bakkali et al., 2008). Estas bioatividades sao

de facto de elevada importancia no setor alimentar e em parte podem ser atribuidas a
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atuacao dos OEs ao nivel da membrana celular dos microrganismos. Por exemplo, a natureza
lipofilica das membranas das bactérias favorece a acumulagao dos componentes lipofilicos do
OEs na membrana celular, o que provoca a sua rutura com consequente perda de fungoes

(Campos, Gerschenson e Flores, 201 1).

Existem no entanto alguns entraves a aplicagao industrial generalizada de OEs, entre as quais
a sua instabilidade bioldgica e quimica, bem como a sua reduzida solubilidade em agua
(Campos, Gerschenson e Flores, 201 1). Outro fator que se mostra como uma desvantagem
€ o baixo rendimento de extracao dos OE das plantas (<| %), que torna o processo de
extragao pouco rentavel, encarecendo por isso esta matéria-prima. Note-se que a extragao
de OEs para fins comerciais é efetuada por destilagao a vapor (Figura 3), embora existam
atualmente outros métodos de extracao desenvolvidos na tentativa de otimizar o processo

(Pavela, 2015).

Apesar dos fatores acima mencionados, varios estudos cientificos demostram que a
utilizagao de OEs nos alimentos confere grandes beneficios na prevengao da detioragao dos
alimentos e doengas derivadas de organismos patogénicos, podendo mesmo ser utilizados
como alternativa aos conservantes sintéticos (Bakkali et al., 2008) (Burt, 2004) (Seow, et al,,
2014). Note-se no entanto que as concentragoes de OEs necessarias para estes efeitos sao
muitas vezes elevadas, podendo alterar as caracteristicas sensoriais dos alimentos e assim
provocar efeitos repressores na sua utilizagao industrial (Campos, Gerschenson e Flores,

2011).
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Figura 4: Exemplificagdo do método de extragao dos oleos essenciais. (adaptado de Aleksic e Knezevic
(2013)).
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1.2.6.2 Compostos fenodlicos das plantas aromaticas
Os CFs sao outro grande grupo de fitoquimicos das plantas, dos quais se sobressaem os

flavonoides como maior constituinte (Embuscado, 2015).

Comparativamente aos OEs, a extragaos de CFs apresenta maiores rendimentos e nao
necessita de recorrer a uma logistica de equipamentos tao desenvolvida. Um extrato
enriquecido em compostos fendlicos pode por exemplo ser obtido através de uma extragao
com agua, preferencialmente a quente. Apesar de os CFs serem soluveis em agua, outros
solventes como etanol, acetona e metanol podem também ser utilizados na sua extragao, de

forma a otimizar obtencgao de alguns desses compostos (Costa et al.,, 2015).

Sem duvida, a principal bioatividade atribuida aos CFs ¢ a sua capacidade antioxidante (Costa
et al,, 2015) (Embuscado, 2015). Apesar disso, outras como a de capacidade antimicrobiana
sao tambem de grande importancia (Bakkali et al., 2008). Estas atividades conferem a estes
compostos grande potencialidade de aplicagao na industria alimentar, por exemplo no

retardamento de deterioragcao dos alimentos.

|.2.7 Embalagens — materiais e objetos ativos e inteligentes

A embalagem é um componente essencial na industria alimentar para que o alimento
mantenha as suas caracteristicas organoléticas, possua qualidade e seja seguro. Perante isto,
Vanderrost et al. (2014) apresentou quatro tradicionais fungoes fundamentais das
embalagens: a) protegao, através da fungao barreira que estabelece entre o alimento e a
atmosfera, evitando possiveis contaminagoes e danos; b) comunicagao, através da rotulagem,
a embalagem transmite informagoes importantes sobre o produto alimentar contido e seu
teor nutricional, bem como de orientagdes sobre a preparagio; c) conveniéncia, permite aos
consumidores desfrutar de comida, em sua conveniéncia, isto &, as embalagens alimentares
podem ser projetadas para variados modos e estilos de vida; d) acondicionamento, que é a
funcao mais basica da embalagem e que permite armazenar, transportar e manusear o

produto. (Vanderroost et al., 2014)

A inovagao e a inser¢ao de tecnologias permite fazer “upgrades” as esséncias das embalagens
de maneira a ir de encontro com as necessidades e desafios da comunidade moderna, que
exige seguranga, qualidade e rastreabilidade (Vanderroost et al., 2014). Hoje em dia existem
ja varias inovagoes que complementam ou até mesmo superam as embalagens tradicionais,

sendo as embalagens com materiais ativos e inteligentes exemplos praticos e dinamicos.
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Segundo o regulamento (CE) n° 450/2009 as embalagens, materiais e objetos ativos
destinam-se a alargar o prazo de validade dos alimentos, mantendo ou melhorando o estado
dos alimentos embalados. Sao concebidas de forma a incorporar deliberadamente
componentes que libertem substancias para os alimentos embalados ou o ambiente que os
envolve, ou que absorvam tais substincias negativas desses alimentos ou do ambiente que os
envolve. Enquanto as embalagens inteligentes sao capazes de monitorizar o estado dos
alimentos embalados ou do ambiente que envolve os alimentos (Realini e Marcos, 2014). O
estado do alimento refere-se as propriedades sensoriais, de seguranga e de qualidade

(Pereira et al., 2014).

A contribuicao da inovagao deve abranger questoes de sustentabilidade, visando o impacto
negativo no ambiente através dos desperdicios alimentares e do descarte das embalagens de
plastico e seus materiais e objectos nao biodegradaveis (Vanderroost et al., 2014). Assim,
materiais biodegradaveis bem como matrizes/polimeros ediveis comegam a ser mais
requisitados e estudados devido ao seu intuito ambiental (Silva et al., 2014). Neste contexto,
os solugoes ediveis e biofilmes tém vindo a ser muito estudados uma vez que para além da
sua biodegradabilidade, podem incorporar substincias ou componentes ativos
(antimicrobianos e antioxidantes) naturais e assim constituirem um revestimento ativo,
sendo atualmente perspetivados, nao para substituir as embalagens, mas para se
enquadrarem como um complemento activo e solugao de futuro (Campos, Gerschenson e

Flores, 201 1) (Oussalah et al., 2004) (Ozdemir e Floros, 2001).

|.2.8 Biofilmes

Os biofilmes sao estruturas formadas por material polimérico como agente estrutural
(Yoshida e Antunes, 2004). Normalmente esses materiais biologicos sio comestiveis e
muitas vezes obtidos a partir de sub-produtos da industria alimentar. Destes destacam-se
proteinas (gelatina, caseina, albumina, gliten de trigo, proteinas de soro de leite, etc.)
polissacarideos (amido e seus derivados, pectina, celulose e seus derivados, etc.) lipidos
(ceras e ésteres de acido gordos, etc.) ou a combinagao destes (Galus e Kadzinska, 201 5a).
Estes materiais necessitam de um agente plastificante para ultrapassar o problema na

formacao dos biofilmes (baixa humidade) que torna os biofilmes quebradicos e por essa
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razao sao normalmente adicionados plastificantes também ediveis, como o sorbitol e o

glicerol (Yoshida e Antunes, 2004). +

Atualmente a aplicagao dos biofilmes tem sido direcionada para os alimentos, numa medida
de mitigar o impacto ambiental das embalagens alimentares (Silva, 2011) (Campos,
Gerschenson e Flores, 2011), reduzir os custos das embalagens (Campos, Gerschenson e
Flores, 201 1), melhorar o tempo de vida dos produtos, reduzir o impacto da deterioragao e
opcionalmente ser uma alternativa aos aditivos sintéticos (Campos, Gerschenson e Flores,
2011) (Galus e Kadzinska, 2015b) (Ozdemir e Floros, 2001). Adicionalmente, no caso
concreto dos biofilmes a base de proteina do soro do leite, aproveita-se um determinado
sub-produto alimentar, da industria dos lacticinios, que seria desprezado e possivelmente
constituiria a problema ambiental (Ozdemir e Floros, 200l). Para que o seu
(re)aproveitamento seja possivel, é necessirio que os biofilmes providenciem boas
caracteristicas tecnologicas no que diz respeito a limitagao da transferéncia de gases (ex.
O2), resisténcia mecanica e elongacao, incorporagao de compostos ativos naturais, (p.e.
antioxidantes, antimicrobianos), retardamento da migracao de oleos e gorduras na matriz,
retencao de componentes volateis (odores) dos alimentos, e preven¢ao da permeabilidade a

humidade (Galus e Kadzinska, 2015b) (Ozdemir e Floros, 2001) (Yoshida e Antunes, 2004).

Note-se que os biofilmes obtidos a partir de proteinas (em foco no presente estudo)
normalmente nao apresentam boas propriedades a permeabilidade da humidade, o que
constitui uma desvantagem a sua capacidade de retardamento de deterioragao dos
alimentos. Todavia a incorporagao de lipidos, gorduras ou oleos, parece ser uma solucao
para contrariar a reduzida propriedade de barreira. Assim a adicio de oleos essenciais
parece ser a solugido com duplo sentido, ou seja, podera minimizar o problema da
permeabilidade a humidade e constituir uma agao ativa (antimicrobiana e antioxidante)

(Campos, Gerschenson e Flores, 201 1) (Galus e Kadzinska, 2015b).

Deve ainda referir-se que para além da aplicagao do biofilme nos alimentos, na literatura é
definido um outro termo relacionado, coating (Galus e Kadzinska, 2015b) (Ugalde, 2014).
Este termo normalmente é tido como um sinénimo de biofilme, devido ao facto de a sua
constituicao e aplicagao ter os mesmos objectivos e principios ja definidos (Galus e
Kadzinska, 2015b). Contudo, coating refere-se a aplicagao ou revestimento de uma pequena
camada da solugao de material edivel (biofilme liquido) no produto alimentar. Enquanto a

aplicagao ou revestimento por biofilmes refere-se a peliculas finas soélidas, pré-formadas e
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aplicadas posteriormente nos alimentos. De referir que nem o biofilme nem o coating vao
alterar os ingredientes originais e métodos de produgao dos alimentos (Galus e Kadzinska,

2015b).
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2 DESENVOLVIMENTO EXPERIMENTAL - MATERIAIS E
METODOS

Como ja foi referido, o presente trabalho tem como objetivo a avaliagao da conservagao de
alheiras e painhos apos a aplicagao de um revestimento a base de proteina de soro do leite,
incorporado com oleo essencial e extrato de plantas aromaticas. Todavia este procedimento
experimental insere-se em 3 etapas fundamentais: |) Selecao do extrato e/ou dleo essencial
com atividade antioxidante e antimicrobiana promissora para aplicagio em produtos
carneos; 2) Desenvolvimento, otimizagdo e caracterizagdo do revestimento de origem
proteica, incorporados com o extrato e oleo essencial mais promissor; 3) Aplicacio do
revestimento com incorporagao do extrato e/ou O6leos essencial mais promissor em
produtos carneos e monitorizagao da sua capacidade de preservagao dos produtos em
questao, através do registo da carga microbiologica, caracteristicas fisico-quimicas e

caracteristicas sensoriais.

2.1 Selecao do extrato e/ou o6leo essencial com atividade
antioxidante e antimicrobiana promissora para aplicacio em
produtos carneos

Esta selegao foi efetuada com o recurso a pesquisa bibliografica, a testes e ensaios de analise
de compostos fendlicos, atividade antioxidante e atividade antimicrobiana dos extratos e

oleos essenciais das plantas aromaticas adquiridas.

2.1.1 Aquisicao de plantas aromaticas e oleos essenciais

As plantas utilizadas neste estudo para a obtengao de extratos aquosos (EXTAq) foram
adquiridas na forma desidratada a diferentes empresas nacionais, bem como os oleos

essenciais. Em maior detalhe, as plantas adquiridas foram as seguintes:

Oreganum vulgaris (oregao), cuja amostra possuia caule e folhas secas (Cantinho da
Aromaticas, Lda); Thymus vulgaris (tomilho), Rosmarinus officinalis (alecrim) cujas amostras
possuiam caule e folhas secas (Ervital, Lda); Cymbopogon citratus (erva-principe), Salvia
officinalis (salvia), cujas amostras possuiam folhas secas (Ervital, Lda); Laurus nobilis (louro),
cuja amostra possuia folhas secas (Sabino Baptista, Lda) e Cinnamomum cassia (canela),

apenas amostras de caule seco (Sabino Baptista, Lda);
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Todas as amostras de plantas foram moidas e transformadas em po6 para posteriores
andlises, com o auxilio de um moinho de crivos com poros de |,5 mm existente na Escola

Superior Agraria de Coimbra (ESAC).

Por outro lado, os oleos essenciais (OEs) utilizados neste estudo foram os seguintes:
Origanum virens (oregao), Thymus vulgaris (tomilho), Laurus nobilis (louro), Rosmarinus officinalis

(alecrim), (Ervitas Catitas, Lda) e Cymbopogon citratus (erva-principe) (Jardins a Vapor, Lda).

2.1.2 Obtengao de extratos aquosos

Os extratos aquosos das diversas plantas foram obtidos com 10 g da planta, por adigao de
400 mL de agua destilada a ferver, deixando-se repousar esta solugao durante |5 minutos.
De seguida a solugao foi filtrada, inicialmente com gaze e depois com filtro Whatman n°l. O
filtrado final foi colocado no balao do Rotavapor (Buchi, R210), enquanto o material vegetal
retido na gaze foi novamente re-extraido em 400 mL de agua a ferver e submetido a similar
processo de filtragdo e evaporagao. O produto da evaporagao foi congelado e
posteriormente liofilizado. Apos liofilizagao, o extrato seco obtido foi mantido em exsicador

no escuro até utilizagao.

2.1.3 Quantificagao de compostos fendlicos totais nos extratos aquosos

Os compostos fendlicos foram avaliados pelo teste de Folin-Ciocalteu. Esta avaliagao
consiste na reagao dos acidos fosfotlngstico (H,PW,0,,) e fosfomolibdico (H;PMo,0,,),
presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, que em meio alcalino reage com os compostos
fenolicos existentes na amostra, ocorrendo assim a dissociagio de um protao fenodlico
levando a formagao do aniao fenolato. Este aniao tem a capacidade de reduzir o reagente de
Folin-Ciocalteu, formando o complexo azul de molibdénio, sendo a intensidade da cor da
solugao proporcional a concentragao de compostos fendlicos totais. Assim, para quantificar
os compostos fendlicos totais em extratos aquosos, foi adicionado num tubo de ensaio 100
pL de solugao de EXTAgs (Img/mL), 1500 pL de agua e 100 pL de reagente Folin-Ciocalteu,
tendo-se homogeneizado a mistura em vortex. Apds repouso durante 2 minutos,
adicionaram-se 300 pL de carbonato de sédio (Na,CO,) e homogeneizou-se novamente no
vortex, tendo a mistura sido mantida 30 minutos em banho-maria a 40°C. Apos esta
incubagao, fez-se a leitura da absorvancia a 765 nm no espectrofotébmetro UV/Vis (DR
Lange, ion 500), calibrado anteriormente com o branco. O branco contém todos os

reagentes a excec¢ao do extrato e do acido gilico (composto de referéncia).
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A curva de calibragaio com solugao padrao de acido galico (0,2 mg/mL) em diferentes
concentragoes, medindo-se os seguintes volumes: 10, 20, 40, 60 e 80 pL. Adicionou-se agua
até perfazer 1600 pL em cada tubo de ensaio, depois o processo € igual ao anteriormente

descrito para a amostra de extrato.

2.1.4 Avaliagio do poder antioxidante pelo método de DPPH’

A avaliagio do poder antioxidante foi efetuada através do radical livre 2,3 difenil-I-

picrilhidrazilo (DPPH").

Para determinar a atividade antioxidante foi utilizada uma solu¢io metandlica 7,6 x10 > M de
DPPH" e os EXTAgs (dissolvidos em agua destilada) ou oleos essenciais (OEs) (dissolvidos
em metanol), preparados em eppendorfs em varias concentragoes. Para uma leitura mais

facil, os EXTAqs e OEs sao aqui denominados por amostra.

Colocou-se em tubo de ensaio diferentes quantidade da solugao de amostra (20, 40, 60, 80 e
90 pL) e completou-se o volume (100 pL) com agua destilada. Juntou-se |,9 mL de solugao
de DPPH’ e agitou-se no vortex. Guardou-se os tubos no escuro durante 30 minutos a
temperatura ambiente e efetuou-se a leitura num espectrofotometro UV/Vis (DR Lange, ion

500) a 517 nm, previamente calibrado com metanol.

O controlo contém todos os reagentes exceto a amostra (neste caso apenas agua). A

percentagem de inibicao para cada concentragao foi calculada através da equagaol:

% de inibigao = % * 100 (N

Onde:
Abs C: Absorvancia do controlo
Abs A: Absorvancia da amostra

Os resultados foram expressos em % de inibigao vs concentragao de amostra e no valor de
ICy, (mg/mL), que é definido como a concentragao de amostra capaz de inibir 50% do radical
DPPH’. Utilizou-se o 4acido ascérbico (0,5 mg/mL) como padrio com diferentes
concentragoes, medindo se os seguintes volumes: 2, 4, 8,12, 16 e 20pL e usando o mesmo

procedimento experimental das amostras.

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra — Rui Pedro Fernandes



Avaliagao do potencial de revestimentos ediveis de origem proteica incorporados com
extrato e/ou 6leo essencial de plantas aromaticas na preservagao de produtos carneos 47

2.1.5 Avaliagao da Inibicao da peroxidagao lipidica na presenca de substancias
reativas do acido tiobarbitirico (TBARS) dos extratos aquosos e dos oleos
essenciais

A avaliagao da peroxidagao lipidica foi efetuada através do teste TBARS (substancias reativas

do acido tiobarbiturico).

Os EXTAgs dissolvidos em dagua destilada, e os OEs dissolvidos em metanol foram
preparados em eppendorfs com diversas concentragoes. Para uma mais facil leitura definiu-

se como amostra o EXTAq ou OE das plantas.

Este método foi realizado em banho de gelo. Mergulhou-se os tubos de ensaio no banho de
gelo e colocou-se em cada tubo 100 pL de cérebro de porco (14 mg/mL), a amostra em
diferentes volumes (20, 40, 60, 80 e 100 plL) e completou-se com agua destilada até o
volume de 300 pL. Juntou-se 100 pL de sulfato de ferro Il (FeSO,) (10 mM), 100 pL de acido
ascorbico (0,1 mM) e agitou-se no vortex. Apos 30 minutos em incubagao a 37°C, a reagao
foi parada no banho de gelo e, passados 5 minutos adicionou-se 500 pL de acido
tricloroacético (TCA) a 28% (m/v) e 380 uL de acido tiobarbiturico (TBA) a 2% (m/v). Os
tubos de ensaio foram novamente incubados a 100°C durante |5 minutos e apos isso, a
solucao foi transferida para tubos Falcon e centrifugada a velocidade de 10.000 rpm durante
5 minutos a 4°C. Recuperou-se o sobrenadante de cada tubo e efetuou-se a leitura no

espectrofotometro UV/Vis (DR Lange, ion 500) a absorvancia de 530 nm.

O espectrofotometro foi calibrado com o branco, que contém todos os reagentes exceto a
amostra. Determinou-se a percentagem de inibicio para cada concentragao através da

equagao |.

Os resultados foram expressos em % de inibicao vs concentragao de amostra e no valor de
IC;, (mg/mL), que é definido como a concentragio de amostra capaz de inibir 50% de
peroxidacao lipidica. Utilizou-se o Trolox (0,25 mg/mL) como padrao com diferentes
concentragoes, medindo se os seguintes volumes: 20, 40, 60, 80 e 100 pL, e o procedimento

experimental anterior das amostras.
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2.1.6 Determinagao do CMIl e CML - Efeito dos extratos aquosos e O6leos
essenciais no crescimento de estirpes bacterianas

As estirpes bacterianas testadas nestes ensaios foram a Salmonela enterica serotipo
Typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus aureus (ATCC 19571) e Listeria monocytogenes
(ATCC 19115).

Para a determinagao da concentragao minima de inibicao (CMI) e concentragao minima letal
(CML) utilizou-se o método da macrodiluicao descrito por IPCL (2012). Este método
consiste na preparacao de varias diluigoes de um agente antimicrobiano, por exemplo, os
EXTAgs e OEs em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) ou dimetil sulfoxido
(DMSO), respetivamente. Note-se que a concentragao de DMSO no meio de cultura nao

devera exceder os 2%.

As concentragoes das diluigoes variaram ente 0,2-10 mg/mL e foram adicionadas nos tubos
esterilizados 100 pl e 10 pl de EXTAQgs e OEs, respetivamente. A suspensao de células foi
obtida de culturas recentemente repicadas (culturas frescas), e a densidade celular ajustada
por turvagio do tubo a 0,5 na escala de Mc Farland (1.5x10%10° células/mL). As suspensdes
foram diluidas em meio RPMI/ Mueller Hilton Agar (MHA) e a densidade celular pode variar
entre -2 x10%10° células/mL. Dependendo de se tratar dos tubos com o meio com éleo
essencial ou meio com extrato, adicionam-se 990 pl ou 900 pl da suspensao bacteriana,
respetivamente. Os tubos ficam incolores e de seguida sao incubados a 37°C durante 24h
em ambiente aerdbio. As determinacoes das CMI foram efetuadas através da observacao da
“turvacao” dos tubos. Esta turvacido indica crescimento bacteriano e o tubo com menor
concentragao de oleo ou extrato, que nao regista crescimento corresponde ao valor do
CMI. Para estes tubos com resultado negativo de crescimento, foram inoculados em meio
MHA e incubados nas condigoes acima descritas. As placas que nao registaram qualquer
formacao de colonia, indicam que para além de inibir o crescimento, foram também letais
para o seu desenvolvimento. Quando nao se verifica crescimento nas placas, a concentragao

do agente antimicrobiano corresponde ao valor da CML.

A esterilidade do RPMI foi verificada em cada ensaio, adicionando-se com 990 ul de meio
nao inoculado. A inocuidade do DMSO também foi averiguada para cada estirpe, com a

adicao de 990 pl de meio inoculado e 10ul de DMSO. Todos os ensaios foram realizados em
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duplicados e os resultados finais resultaram da média de trés medigoes independentes. A

unidade de expressao de CM| e CML é mg/mL.

2.2 Desenvolvimento, otimizacao e caracterizacao dos revestimentos
ediveis (biofilmes) incorporados com o extrato e 6leo essencial
promissor

2.2.|1 Determinagao da composicao do concentrado de proteina de soro (CPS)

O CPS utilizado neste trabalho foi produzido e liofilizado na Oficina Tecnolégica de
Lacticinios da ESAC, e por esse motivo a determinagao da sua composicao em termos de
proteina, gordura, cinza, extrato seco, humidade, acidez titulavel e pH (Anexo h) foi

fundamental para elaborar a formulagao dos biofilmes a produzir.

2.2.2 Otimizagao da produgao de biofilmes

Para um volume final equivalente a 100 g (%m/m) de biofilme, pesaram-se para cinco copos
diferentes, 24 g do CPS desidratado (correspondente a 10% de proteina). Adicionaram-se
76, 71, 66, 56 e 46 g (%m/m) de agua (nos diferentes copos) agitando com magnete para
completa dissolugao. De seguida, mediu-se e ajustou-se o pH a 7 com a adicao de uma
solugao de hidroxido de sédio (NaOH) (0,IM) previamente preparada. A solucao foi
aquecida em banho-maria (90°C) até esta ter uma aparéncia uniforme e depois deixou-se
arrefecer um pouco, sempre sob agitagao com magnete. Seguidamente procedeu-se a adigao
do glicerol numa gama de concentragoes: 0%, 5%, 10%, 20% e 30%, respetivamente, em que
cada concentragao de glicerol correspondeu a um diferente copo com a solugao (diferente
amostra). Depois da homogeneizagao, retiraram-se |0 mL da solugao de biofilme, de cada
copo com o auxilio de uma pipeta e colocaram-se nas respetivas caixas de Petri descartaveis,
devidamente identificadas. Estas foram colocadas numa camara (Fitoclima S600 (D 1200 pH-
cl) a 20°C e 80% de humidade relativa durante 4 dias, depois foram transferidas para o
exsicador onde ficaram mais 4 dias. Apos este tempo verificaram-se as diferengas entre as
formulagoes de maneira a escolher o biofilme com melhores propriedades para o trabalho.
Esta metodologia correspondeu/representou trés etapas de otimizagao (I, Il e |lll),

simplificadas na Tabela 2.

A Ultima etapa de otimizagao (otimizagao dos biofilmes com OE e EXTAq) (IV Tabela 2)
consistiu na producao de biofilmes acima representada, com a seguinte modificagao: Apos a

adicao de glicerol (5%) procedeu-se a adicao da solugao aquosa de extrato (3%) ou da
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solugao etanodlica (ETOH) e dleo essencial (3%), com a seguinte gama de EXTAgs e OEs:

0,1-0,5%.

A presente Tabela (Tabela 2) permite simplificar as etapas de otimizagao realizadas.

Tabela 2: Condigoes experimentais das etapas de otimizagdo da produgdo do biofilme.

24 (10)
10, 20 66, 56
2i1(10) ou 30 ou 46 : )
24 (10) 5 71 - =
24 (10) 5 68 3 (0,1-0,5) 3 (0,1-0,5)

* Composicdo dos biofilmes calculada para 100g de Biofilme.

2.2.3 Producao dos biofilmes com extrato e 6leo essencial

Para um volume final 100 g (%m/m) de biofilme, pesaram-se 24 g (correspondente a 10% de
proteina) do CPS desidratado. Adicionaram-se a estes 68 g (%m/m) de agua, agitando com
magnete para completa dissolucao. De seguida, mediu-se e ajustou-se o pH a 7 com a adicao
de uma solucao de NaOH (0,1 M) previamente preparada. A solucao foi aquecida em banho-
maria (90°C) até esta ter uma aparéncia uniforme e depois deixou-se arrefecer um pouco,
sempre sob agitagio com magnete. Seguidamente procedeu-se a adigao do glicerol (5%) e da
solugdo aquosa de extrato aquoso (3%) ou solugao etandlica 6leo essencial a testar (3%).
Depois da homogeneizagao, retiraram-se 10 mL com uma pipeta que se colocam em caixas
de petri descartaveis. Estas foram colocadas numa camara (Fitoclima S600 (D 1200 pH-cl) a
20°C e 80% de Humidade relativa durante 4 dias, depois foram transferidas para o exsicador

onde ficaram mais 4 dias. Apos este tempo foram feitos os testes fisico-quimicos.

Os biofilmes utilizados para a avaliagao das caracteristicas fisico-quimicas produziram-se com
as seguintes concentragoes de oleo essencial e extrato, respetivamente: 0%; 0,3%; 0,75%;

1,0%; 1,2% e 0%; 2,5%; 5%; 7,5%.
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2.2.4 Métodos analiticos para a determinagao das caracteristicas dos biofilmes

Os biofilmes produzidos foram caraterizados em termos das suas caracteristicas fisico-
quimicas: espessura, cor, transparéncia, humidade, solubilidade e permeabilidade ao vapor de

agua (Silva, 2011).
2.2.4.1 Determinacao da espessura

Com o auxilio do micrometro (Mader), mediu-se a espessura em varias posi¢oes diferentes,

selecionadas aleatoriamente.

2.2.4.2 Determinacio da cor

A cor (AE) foi medida no Colorimetro (Minolta Chroma Meter, CR-200b), previamente
calibrado com o prato/branco modelo. Sobre a superficie do biofilme emitiu-se feixe de luz,
no espectro visivel, em varios pontos e aleatoriamente. Pode ser definido o valor para a cor

(AE) através da seguinte equagao (2):

AE = J(AL) +(Aa)? +(4b)’ 2)

AL - diferenga da luminosidade entre o valor registado para o biofilme e o valor do standard;

_ 9

Aa - diferenga do valor do biofilme correspondente ao eixo “a” e o do standard para este

eixo;

Ab - diferenca do valor do biofilme correspondente ao eixo “b” e o do standard para este

eixo.

2.2.4.3 Determinacdo da transparéncia

A determinagao da transparéncia por unidade de espessura de biofilme foi efetuada através
do corte de pequenas tiras de biofilme selecionadas aleatoriamente e pela leitura da
absorvancia num espectrofotémetro UV/Vis (DR Lange, ion 500) para o comprimento de

onda de 600 nm. A espessura foi determinada através da equagao 3:

A go

Ax 3)

Transparéncia =
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A600 - absorvancia do filme para um comprimento de onda de 600 nm;
Ax - espessura do filme em milimetros.

2.2.4.4 Determinac¢ao da Humidade

A determinagao da humidade foi efetuada através da desidratacao em estufa (Memmert) a
105 °C. Um pedago de biofilme (aprox. 0,3 g) foi pesado para uma caixa de petri de vidro e
colocado na estuda a 105°C durante |h e, apds esse periodo de tempo, o biofilme foi
colocado no exsicador e pesado. O teor de humidade foi calculado através da seguinte

equagao (4):

o Humidade = 2™ .100
g (4)

m|l - massa de filme a desidratar (g);
mO - massa do filme apos secagem durante | ha 105 °C (g).

2.2.4.5 Determinacao da solubilidade

A solubilidade foi determinada através do seguinte esquema: Pesou-se 0,2 g de biofilme para
um copo de precipitagao de 25 mL de capacidade. Adicionou-se 20 mL de agua destilada e
com auxilio de um magnete e placa de agitacdo e procedeu-se a dissolugao do biofilme
durante | h. Findo este tempo, filtrou-se a solu¢ao com filtros Whatman n°l, previamente
pesados e identificados. A matéria retida no filtro seguiu, juntamente com o filtro, para a
estufa (Memmert) a 105°C durante 24h. No dia seguinte o filtro foi colocado a arrefecer no
exsicador para posterior pesagem. O calculo da solubilidade foi determinado através da

seguinte equacao (5):

% Solubilidade =100— 2" 100
= (5)

mO - massa do cadinho + massa do residuo desidratado (g);

ml - massa do cadinho (g);
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m2 - massa do biofilme inicial desidratado (massa do biofilme inicial usado no teste — massa

do biofilme usado no teste (% de humidade do biofilme / 100)) (g).

2.2.4.6 Determinacao da permeabilidade ao vapor de agua

Para determinar a permeabilidade ao vapor de agua dos biofilmes foi necessario um copo
com rosca e respetiva tampa recordada ou com abertura de didmetro 3,4 cm. A partir do
biofilme recortou-se uma circunferéncia com 3,5 cm de diametro e colocou-se na abertura
da tampa. Neste momento colocou-se no copo silica (=3 g) previamente seca, e enroscou-se
a tampa com biofilme. A massa inicial (TO) do copo com silica e biofilme foi registada e
colocou-se na camara (Fitoclima S600 (D1200 pH-cl)) a 20°C e 80% humidade relativa.
Durante um periodo 2h registou-se a variacio do aumento de massa da silica (massa vs

tempo). A equagao (6) determinou os valores da permeabilidade:

C = A : 7 \
% WVP = Ax—x 100 (g mm/m?d kPa )
x:’! . L 4

Ax - espessura do filme (mm);

A - area do filme (m2);

AP - variagao da pressao parcial do vapor de agua entre as duas faces do filme (kPa);
C - Variagao do aumento de massa da silica vs tempo (declive do ajuste linear) (g/d).

2.3 Aplicacio do revestimento edivel (solucio de biofilme)
incorporado com o extrato e/ou 6leos essencial promissores em
produtos carneos e monitorizacao da sua capacidade de preservacao
A avaliacao da influéncia nas caracteristicas fisicas e quimicas, microbioldgicas e organoléticas
dos produtos carneos devido a aplicagio da solugcio de biofilme teve duragao de
aproximadamente 85 dias para as alheiras e de |12 dias para os painhos. Durante este
periodo efetuaram-se analises microbioldgicas, fisico-quimicas e sensorias as amostras

controlo e as amostras com o biofilme.
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2.3.1 Selegao dos produtos carneos

As amostras selecionas foram a alheira tradicional e o painho, dois tipos de enchidos
caracteristicos de Portugal (Figura 5). Estas amostras foram gentilmente fornecidas pelos
profissionais da empresa Irmaos Monteiro, S.A, sediada na Gafanha de Encarnagao, em
Aveiro. Os prazos de validade dos enchidos sao de 60 e 90 dias, para as alheiras e painhos

respetivamente.

Figura 5: Enchidos selecionados e fornecidos pela empresa Irmaos Monteiro, S.A. Legenda: Alheiras (Suporte
de amostras da esquerda); Paios inteiros (Suporte de amostras da direita). (Foto tirada pelo autor).

2.3.1.1 Aplicacao da solucao de biofilme nos produtos carneos

A solugao de biofilme (biofilme liquido) foi aplicada na linha de producao da empresa Irmaos
Monteiro, S.A, na etapa do embalamento do produto. Antes da prensagem e celagem
tradicional da embalagem (a vacuo), a solugao de biofilme (=ImL) foi adicionada
manualmente com recurso a um pincel, de ponta sintética, cobrindo toda a superficie das
amostras (coating). Importante referir que os painhos com tamanho original entre 20-30 cm,
foram cortados em pedagos mais pequenos, com aproximadamente 5 cm, antes da aplicagao

do revestimento da solugao de biofilme.

Apos aplicagao da solugao de biofilme, as amostras com e sem a solugao (amostra controlo)
ficaram armazenadas nas camaras frigorificas da empresa, sendo resgatadas ao longo do

tempo, nos periodos de analises microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais.
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2.3.2 Andlises microbiologicas

As andlises microbiologicas foram efetuadas as amostras (alheira e painho) controlo e com
biofilme nos diversos tempos de andlise: Alheiras: TO, T1 (14 dias), T2 (36 dias),T3 (58
dias), T4 (70 dias),T5 (85 dias); Painhos: TO, T| (2ldias), T2 (49 dias), T3 (75 dias) e T4 (112
dias). A equacgao 7 foi utilizada na contabilizacao de Unidades Formadoras de Colénias (UFC)

/g de carne:

2. Colénias Formadas

N = .
V(n,+0.1n,)xd (7)

N - UFC por grama de carne;

V - volume adicionado de suspensao/amostra por placa;
n,- nimero placas primeira diluicao contavel;

n,- nimero placas segunda diluicao contavel;

d- primeira diluicao contavel.

Apos a determinacao do valor N é aplicado a equagao logaritmica e os valores expressos

por log (UFC/g).

2.3.2.1 Preparacdo da suspensdo inicial das amostras

As suspensoes iniciais das amostras foram efetuadas de acordo com a norma ISO 6887-
2:2003. De cada amostra foram retiradas assepticamente 25 g, em porgoes aleatorias de
diversos locais dos enchidos, para um saco esterilizado de “Stomacher”. De seguida
adicionaram-se 225 ml de Agua Peptonada Tamponada (APT) (Biokar Diagnostics, Franca),
tendo-se procedido a homogeneizagcdo durante cerca de 2 minutos, no homogeneizador
Stomacher (Lab-Blender 400) a fim de se obter a suspensio inicial (diluigdo 107).
Paralelamente, fez-se o mesmo com outros 25 g de amostra, a que se adicionaram 225 ml de

Fraser | (Biokar Diagnostics, Franca) para pesquisa de Listeria Monocytogenes (ver ponto

2.3.2.7).

2.3.2.2 Preparacao das dilui¢coes

As diluicoes decimais foram realizadas conforme o método descrito na norma portuguesa
(NP 3005:1985). Assim, retirou-se | ml de suspensao inicial da amostra e transferiu-se para
um tubo de ensaio contendo 9 ml de APT (Biokar Diagnostics, Franga) seguida de

homogeneizagio em vortex. Obtendo-se desta forma a diluigdo 107,

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra — Rui Pedro Fernandes



Avaliagao do potencial de revestimentos ediveis de origem proteica incorporados com
extrato e/ou 6leo essencial de plantas aromaticas na preservagao de produtos carneos 56

Procede-se sucessivamente até as diluigoes consideradas necessarias para a realizagao das

contagens dos microrganismos.

2.3.2.3 Contagem de microrganismos totais a 30°C

A contagem de microrganismos totais a 30°C (MT30°C) foi efetuada segundo a norma ISO
4833:2003. Foram tomadas, a partir das diluicoes decimais, aliquotas de | ml de indculo e
semeadas por incorporagao em meio de cultura Plate Count Agar (PCA) (Biokar
Diagnostics, Franga). As placas foram homogeneizadas e incubadas a 30°C por 24-48 horas

em aerobiose. Os resultados obtidos foram expressos em log (UFC/g).

2.3.2.4 Contagem de Escherichia coli

A contagem de Escherichia coli foi efetuada segundo a norma ISO 16649-2:2001. A
sementeira foi efetuada por incorporagao de | ml de in6culo de cada uma das diluigoes em
meio de cultura Tryptone Bile X-Glucuronide (TBX) (Biokar Diagnostics, Franga). A
contagem de coldnias caracteristicas (colonias lisas de cor azul), foi efetuada apos incubagao

a 44°C durante 24 horas. Os resultados foram expressos em log (UFC/g).

2.3.2.5 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva

A contagem de Staphylococcus foi efetuada segundo a norma ISO 6888-1:1999. Utilizou-se o
meio agar Baird Parker (Biokar Diagnostics, Franga) e depositando-se 0,1 ml da diluigao,
sobre a superficie do agar solidificado. Com o auxilio de um espalhador, espalhou-se o
indculo por toda a superficie do meio e as placas foram incubadas a 37°C, por 24 a 48 horas.
Apos o periodo de incubagao, foram selecionadas as placas contendo colonias tipicas: negras,
lisas e pequenas, circundadas por zona opaca e/ou halo transparente. Em seguida, as colonias
de cada placa foram inoculadas em tubos contendo | ml de caldo Brain-Heart Infusion (BHI)
(Biokar Diagnostics, Franga), incubando-se a 37°C, por 24 horas. A partir da cultura
desenvolvida em BHI, realizou-se a prova de coagulase com Rabbit Plasma liofilizado (Biokar
Diagnostics, Franga), que consistiu em transferir 0,1 ml do in6culo para um tubo de ensaio e
adicionar 0, ml do plasma de coelho e incubar a 37°C durante 4 horas. Considerou-se

como positivo a formagao do coagulo no fundo do tubo.

Os resultados foram expressos qualitativamente e definiu-se a presenga ou auséncia de

Staphylococcus. No caso da presenga de Staphylococcus estes sao expressos em log (UFC/g).
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2.3.2.6 Pesquisa de Salmonella spp.

A pesquisa de Salmonella spp. foi efetuada segundo a norma ISO 6579: 2002. Os sacos de
“Stomacher” com a suspensao-inicial foram incubados em estufa a 37°C, por 24 horas. Apos
a incubagao, foram transferidas de cada amostra 0, ml do caldo de pré- enriquecimento
para um tubo de ensaio contendo 10 ml de caldo Rappaport Vassiliadis Soja (RVS) (Biokar
Diagnostics, Franga) e incubou-se a 42°C por 24 horas. Do crescimento no meio de
enriquecimento seletivo semeou-se por estria em placas de Xylose Lysine Desoxycholate
(XLD) (Biokar Diagnostics, Franga) e incubou-se a 37°C durante 24 horas. Os resultados

foram expressos qualitativamente e definiu-se a presenca ou auséncia de Salmonelas.
Nota: As colonias tipicas no meio XLD: colonias vermelhas, transparentes e com halo negro.

2.3.2.7 Pesquisa de Listeria monocytogenes

A pesquisa de L. monocytogenes foi efetuada segundo a norma ISO 11290-1:1995.

As 25 g de amostra, referidos no ponto 2.3.3.1. a que foram adicionados 225 ml de Fraser |
(meio de enriquecimento seletivo primario) (Biokar Diagnostics, Franga), foram
homogeneizados no Stomacher (Lab-Blender 400) e incubado a 30°C durante 24 horas,
sendo depois recolhido do saco de Stomacher, | ml da suspensao para um tubo de ensaio
com |0 ml de Fraser Il (meio de enriquecimento seletivo secundario) (Biokar Diagnostics,
Franga) e incubou-se durante 24 horas a 37°C. Com uma ansa estéril retirou-se um inéculo
da suspensao inicial (Fraser |I) e semeou-se por esgotamento na superficie do meio de
cultura seletivo Palcam (Biokar Diagnostics, Franca), seguido de incubacgao a 37°C durante 24
horas. No dia seguinte retirou-se do tubo com Fraser Il nova amostra com uma ansa e
semeou-se por esgotamento em placa com meio Palcam (Biokar Diagnostics, Franga) e
incubou-se a 37°C durante 24 horas. Os resultados foram expressos qualitativamente e

definiu-se a presenga ou auséncia de Listeria.

Nota: As colodnias tipicas do meio Palcam: Halo preto (hidrélise da esculina) a rodear

coldnias de centro concavas e de cor cinzento-esverdeado.

2.3.3. Analise fisico-quimica das amostras

Em paralelo aos testes microbioldgicos realizaram-se as analises fisico-quimicas. Estas foram

realizadas a cada amostra (alheira e painho) controlo e com biofilme nos diversos tempos de
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andlise: Alheiras: TO, TI (14 dias), T2 (36 dias), T3 (58 dias), T4 (70 dias), T5 (85 dias);
Painhos: TO, T1 (21 dias), T2 (49 dias), T3 (75 dias) e T4 (112 dias).

2.3.3.1 Determinacao da proteina

As proteinas foram determinadas com base no protocolo de azoto total (azoto proteico e

nao proteico) definido na NP 1612 de 1979.

Pesou-se 2g de produto carneo para um papel de filtro whatman n°42 e colocou-se no balao
kjeldahl a amostra juntamente com o filtro. Em seguida, adicionou-se 1,5 g de sulfato de
potassio e 0,5 g de sulfato de cobre (Il) e juntou-se 25 ml de acido sulfurico concentrado no
balao. Ao conteudo aplicou-se aquecimento até levantar ebulicio durante 2h. Apos esse
tempo deixou-se arrefecer a temperatura ambiente e adicionou-se 50 mL de agua.
Transferiu-se a solugao para o aparelho de digestao (balao kjeldahl foi lavado com 50mL de
agua) e no tubo de saida colocou-se um balao de Erlenmeyer com 50 mL da solugao de
acdio borico (4%) e ¥4 gotas de solugao de indicador. Adicionou-se 100 mL de NaOH (50%)
e aqueceu-se até a ebulicao por 20min até se obter um volume de 150 mL de volume
recolhido. Por fim titulou-se a solu¢do com acido cloridrico (0,IN) e registou-se o volume
de acido gasto na titulagao. Os resultados da proteina foram expressos em % de proteinas, a
partir do valor de azoto total (%) definido pela equagao 8. Para isso multiplicou-se esse valor

pelo coeficiente proteico (6,25).

100

AzotoTotal(%) = 0,0014 X (Vb — Va)X(W) (8)
Vb- Volume de 4cido cloridrico gasto no ensaio branco (mL);

Va- Volume de acido cloridrico gasto nos ensaios da amostra (mL);

m- massa das amostros (g).

2.3.3.2 Determinacao da humidade

A determinagiao da humidade foi efetuada através da desidratagao em estufa (Memmert) a
[05°C. Um pedago de cada amostra (=5 g) foi pesado para uma caixa de petri de vidro e
colocado na estuda a 105°C durante 24 h. Apos esse tempo o biofilme foi colocado no
exsicador e posteriormente pesado. O teor de humidade foi calculado através da equagao 4,

descrita no ponto 2.2.4.4.

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra — Rui Pedro Fernandes



Avaliagao do potencial de revestimentos ediveis de origem proteica incorporados com
extrato e/ou 6leo essencial de plantas aromaticas na preservagao de produtos carneos 59

2.3.3.3 Determinacao da acidez titulavel e pH

A acidez titulavel foi avaliada de acordo com o método descrito na AOAC (1998). Para cada
uma das amostras, foram pesados 5 g e homogeneizados (Ultra-Turrax, lka T25 digital) com
45 mL de dgua destilada fervida a 12,000 rpm durante | min. Apos a solugao repousar e
arrefecer, o pH das amostras foi determinado. Seguidamente a solugao foi filtrada com
discos de papel whatman n°l e o filtrado foi titulado com uma solugao padrao 0,IM NaOH,
com fenolfetalina (1%) como indicador (Xu et al., 2010). Os resultados da acidez titulavel

foram expressos em % acidez latica, segundo a equacao 9:
P g q

mL base titulavel x normalidade da base x eq.acidez
Acidez latica(%) = X100
Volume de amostra (mL) )

2.3.3.4 Determinacao da cor

A cor (AE) foi medida no Colorimetro (Minolta Chroma Meter, CR-200b), previamente
calibrado com o prato-branco modelo. Sobre a superficie das alheiras e painhos foi emitido

um feixe de luz, no espectro visivel. A operagao foi feita em varios pontos aleatorios.

O valor da cor foi definido através da seguinte equagao (2), descrita no ponto 2.2.4.2.

2.3.3.5 Analise de perfil da textura

As amostras foram analisadas a temperatura ambiente e nao foram confecionadas antes da
andlise no texturometro (stable microsystems). Para este teste programou-se o
texturdmetro para analise de perfil da textura, que consistiu num ciclo de duas compressoes
consecutivas ho mesmo ponto da amostra (segunda compressao 50% inferior a primeira),
com um intervalo de 5 s entre compressoes e uma velocidade 5 mm/s. Utilizou-se um
sensor cilindrico de aluminio com 2 mm de didmetro e 25 mm de altura. Os parametros
avaliados foram: dureza (g) i.e., maxima forga requerida para comprimir a amostra; aderéncia
(g/s) i.e., aderéncia do produto quando retorna da primeira compressao, que corresponde a
area formada apds a primeira compressao; elasticidade, que corresponde a habilidade do
alimento retornar a posic¢ao inicial; mastigabilidade (g), que é a forga que simula o trabalho
dos maxilares sobre o alimento e a coesao, corresponde ao ponto que o material se pode

deformar antes da rutura (Gadiyaram e Kannan 2004) (Herrero et. al, 2008).
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Figura 6: Exemplificacio de um grafico da anadlise de perfil da textura e respetivas zonas de calculo das

caracteristicas dos produtos alimentares (adaptado de Gadiyaram e Kannan (2004)).

2.3.3.6 Avaliacao da inibicao da peroxidacao lipidica na presenca de substancias
reativas do acido tiobarbitarico (TBARS)

Este método foi realizado a temperatura ambiente. Para cada amostra pesou-se 25 g de
por¢oes aleatorias, e homogeneizou-se em 25 mL de TCA (5%) com auxilio do Ultra-Turrax
(Ika T25 digital). Seguidamente a solugao foi filtrada com gaze e retirou-se o maior residuo
solido, enquanto o filtrado foi novamente submetido a filtragdo com discos de papel

Whataman n°l. O filtrado final de cada amostra foi usado na reagao com o TBA.

Nos tubos de ensaio devidamente identificados, colocou-se 5mL de filtrado/amostra e 5mL
TBA (280mM) e agitou-se no vortex. Em simultineo preparou-se o branco, adicionou-se
num outro tubo de ensaio 5 mL de TCA (5%) e 5 mL TBA (280 mM) e agitou-se no vortex.
Os resultados foram expressos por mg malonaldeido (MDA) /kg de amostra. Para converter
estes resultados de absorvancia em mg MDA/ kg, efetuou-se a uma curva de calibragao de
MDA, que serve de padriao. Assim realizou-se em paralelo aos ensaios, a curva de
calibragao/padrao: Em 4 tubos de ensaio adicionou-se respetivamente |, 2, 3 e 4 mL de
MDA (2,39 pg/mL), 4, 3, 2, e | mL de TCA (5%), 5 mL de TBA (280 mM) e homogeneizou-
se no vortex. Seguidamente, os tubos de ensaio com as preparagoes foram mergulhados
num banho a 100°C durante 40 min para ativar a reagao. Apos este periodo de tempo foi
efetuada a leitura de absorvancia a 530 nm no espectrofotometro UV/Vis (DR Lange, ion

500).
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2.3.4 Analise sensorial

A andlise sensorial foi realizada na Escola Superior Agraria de Coimbra com um grupo de
colaboradores nao treinados, englobando estudantes, docentes e pessoal nao docente da

mesma instituicao, com um intervalo de idades entre os |7 e 50 anos.

Esta andlise foi realizada separadamente a cada produto (alheira e painho), num s6 periodo
de andlise, a saber, Imés e 27 dias e 2meses e |8 dias para alheiras e painhos
respetivamente. Naturalmente, corresponderam a datas dentro dos prazos de validade

referidos e estimados pela empresa produtora dos mesmos.

A avaliagao envolveu 3 testes sensoriais. No primeiro teste o parametro avaliado foi o
aspeto visual do produto na embalagem, o segundo consistiu na distingdo do aroma dos
produtos na embalagem aberta e por Gltimo teste avaliaram-se diversos parametros, a saber,
cor, sabor, textura e aroma, inseridos numa andlise triangular de preferéncia. Neste teste
triangular as alheiras foram cozinhadas (no forno) e divididas em pedacos, enquanto as

amostras de painho foram apenas cortadas e distribuidas pelos provadores.

A escala utilizada para a classificagao dos testes sensoriais foi a seguinte: |-desgosto muito 2-

desgosto; 3-nao gosto nem desgosto 4- gosto 5- gosto muito.

2.4 Tratamento estatistico dos resultados

Os resultados obtidos nos métodos desenvolvidos foram submetidos a uma andlise de
variancia (ANOVA), utilizando o software Statistica V.12.0 (Statsoft, 2013). Seguidamente, no
tratamento dos resultados realizou-se o teste Tukey HSD a todos os parametros para
verificar a existéncia de diferencas significativas entre as médias dos resultados das amostras
controlo e com biofilme. Todos os testes foram analisados com um nivel de confianca de

95%.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Selecio do extrato e/ou o6leo essencial com atividade
antioxidante e antimicrobiana promissora para aplicacio em
produtos carneos

3.1.1 Selegao das plantas mais promissoras

A primeira abordagem a este trabalho constituiu na selecao de espécies de plantas que, com
base na literatura cientifica, demonstrassem potencial aplicabilidade para aplicagao dos seus
oleos essenciais (OEs) e/ou extratos aquosos (EXTAq). Esta selegio foi primeiramente
efetuada com base nas capacidades antimicrobiologicas e antioxidantes descritas para os OEs
e/ou EXTAq de varias espécies das plantas. Secundariamente, mas nao menos importante,
tentou-se sempre procurar e identificar plantas com precedentes usos na alimentagao, e/ou
com acao medicinal. Dentro destes critérios destacaram-se o oregao (Oreganum vulgaris),
salvia (Salvia officinalis), louro (Laurus nobilis), alecrim (Rosmarinus officinalis), tomilho (Thymus
vulgaris), erva-principe (Cymbopogon citratus), canela (Cinnamomum cassia), murta (Myrtus
communis), cravinho (Syzygium aromatic), medronho (Abutus unedo), funcho (Foeniculum

vulgare), camomila (Matricaria chamomilla) e cortica (Quercus suber).

Em maior detalhe, a pesquisa bibliografica efetuada demonstrou que os OEs e EXTAqs
possuem diferentes capacidades antimicrobianas e antioxidanetes, i.e, no geral os OEs sao
melhores agentes antimicrobianos enquanto os EXTAgs normalmente possuem capacidade
antioxidante superior a dos OEs (Burt, 2004) (Palmer, Stewart e Fyfe, 1998) (Seow et al,
2014) (Embuscado, 2015) (Mata et al, 2007). A titulo de exemplo, nas Tabelas 3 e 4
encontram-se compilados dados relativas as capacidades antimicrobianas dos OEs e
antioxidantes dos EXTAq, representados pela concentragao minima de inibicao (CMI) e
compostos fendlicos totais (CFT) respetivamente. Naturalmente esta abordagem poderia ter
sido efectuada tendo por base outros métodos antimicrobianos e antioxidantes, todavia
optou-se pelos métodos e respetivos resultados de CMI e CFT, uma vez que estes foram
possiveis de obter para a maioria das plantas acima referidas. Para além disso os testes

referidos foram aplicados na atividade pratica deste trabalho.
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Tabela 3: Valores de CMI descritos na literatura para OEs.

Escherichia | Staphylococcus | Listeria Salmonella | Salmonella
coli aureus monocytogenes | . ik typhimurium
Cinnamomum | 0,42-0,50 0,63 0,63 - 0,42-0,75
cassia ®
Oreganum 0,13-1,20 0,42-1,20 0,50-1,25 3,00 0,08-1,20
vulgare '**
Thymus 0,45-1,25 0,12-2,50 0,15-0,83 - 0,45-20,00
vulgaris '**
Laurus [,10-2,50 5,00-20 [,10-2,52 2,50 5,00-9,01
nobilis***
Rosmarinus 4,50-20,00 0,25-11,20 0,20-5,00 - 5,00-20,00
officinalis'***
Salvia 3,50-5,00 0,75-11,20 0,20-5,00 - 0,08-20
officinalis'**
Cymbopogon 0,60-10 0,12-2,50 1,25-8,30 2,10 2,50-5,00
citratus'**
Myrtus 40,00-10,0 4,00-20,00 5,00-30,00 5,00-20,00 5,00
communis’
Matricaria 0,13 0,10 - - 0,13
chamonmilla®
Foeniculum 0,13 0,10 - - 0,15
vulgare®
Abutus S| ** - - S| ** -
unedo’
Syzygium 0,40-2,50 0,40-2,50 0,20 - >20,00
aromatic'

*Bibliografia consultada para a aquisi¢do dos valores de MIC (mg/mL), indicada através dos nimeros superscript
na primeira coluna: | - Burt (2004); 2 - Ramos et al. (2012); 3 - Seow et al. (2014); 4 - Silveira et al. (2014); 5 -
Celiktas et al. (2007); 6 - Dussault, Vu e Lacroix (2014); 7 - Aleksic e Knezevic (2013); 8 - Roby et al. (2012); 9
- Orak et al. (201 1). **S| = Sem Inibi¢3o.
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Tabela 4: Valores de CFT descritos na literatura para EXTAq.

Compostos Fenodlicos Totais
EXTAq* ”
(ug EAG™/ mg extrato)
Cinnamomum cassia' 157,8-183
Oreganum vulgare'’ 32,1-92,4
Thymus vulgaris™'' 35,7-74,9
Laurus nobilis*'° 62-92
Rosmarinus officinalis® 58,4
Salvia officinalis ND**
Cymbopogon citratus’ 6,5
Quercus suber®’ 200-254
Matricaria chamomilla® 3,7
Foeniculum Vulgare®"’ 3,4-30,3
Abutus unedo’ 197,2
Syzygium aromatic' 113,2-296

*Bibliografia consultada para a obtencido dos valores de CFT, indicada através dos nimeros superscript na
primeira coluna: |- Embuscado (2015); 2 - Martins et al. (2014); 3 - Mata et al. (2007); 4 - Ramos et al. (2012); 5
- Wongsa, Chaiwarit e Zamaludien (2012); 6 - Santos et al. (2010); 7 - Santos et al. (2013); 8 - Roby et al.
(2012); 9 - Orak et al. (201 1); 10 - Hinnerburg, Dorman e Hiltunen (2006); | |- Gavaric et al. (2015). “EAG —
Equivalente acido gilico; ** ND - Valor nio determinado. Notas: Os valores Cinnamomum cassia, Syzygium
aromatic e (32,1) do Oreganum vulgare nio possuem referéncia a EAG; O valor (74,9) do Thymus wulgaris
corresponde a espécie Thymus serpyllum e o valor é definido em equivalente pyrogallol; Rosmarinus officinalis é
definido em equivalente pyrogallol; Os valores (3,4) do Foeniculum vulgare e (3,7) da Matricaria chamomilla

correspondem a extratos com o solvente metanol.

Em algumas das plantas é possivel constatar que os resultados identificados estao inseridos
num intervalo de valores (Tabelas 3 e 4). Este facto significa que existe variagao de resultados
entre a mesma espécie, que se deve, possivelmente, aos diversos métodos adotados, aos
diferentes manipuladores e 6rgaos das plantas utilizados, bem como as diferengas intrinsecas
das proprias plantas, que se adaptam as regioes, climas e geografias dos distintos locais dos

estudos bibliograficos.

Sequentemente neste trabalho foi importante identificar algumas empresas nacionais que
garantissem o stock das plantas a fim de minimizar as variagoes nestes dados. Outro aspeto

essencial tido em consideracio foi a realizacao de analises antioxidantes e antimicrobianas aos
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EXTAgs e OEs das plantas selecionadas, de maneira a obter-se com menor erro as

caracteristicas das mesmas.

As plantas apresentadas nas Tabelas 3 e 4 foram as que apresentaram melhores propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Contudo devido a logistica econémica do trabalho foi
necessario reduzir o nimero de amostras a testar. Com base nestes parametros foram
excluidas as seguintes plantas: |) cravinho (Syzygium aromatic), apesar de ter apresentado bons
indicadores bibliograficos de CFT, possui um valor elevado na CMI para a estirpe de
Salmonella typhimurium, que foi considerado inapropriado; 2) camomila (Matricaria chamomilla)
porque apresentou o valor mais baixo de CFT e nao foi possivel encontrar na bibliografia o
valor CMI para estirpe Listeria monocytogenes; 3) cortica (Quercus suber) porque nao foi
possivel identificar valores bibliograficos de CMI, apesar de ter apresentado dos mais elevados
valores de CFT; 4) funcho (Foeniculum vulgare) uma vez que nao foi possivel determinar o
valor bibliografico CMI para estirpe Listeria monocytogenes e por ter apresentado maus
indicadores bibliograficos de CFT; 5) medronho (Abutus unedo) apesar de ser descrita na
literatura com bons indicadores de CFT, nos testes de CMI descritos nao inibiu o crescimento
das estirpes Escherichia coli e Salmonella enteritidis; 6) murta (Myrtus communis) embora terem
sido discritos resultados indicadores de inibicao de crescimento para todas as espécies
requeridas, o intervalo de agao relativamente a outras espécies de plantas foi demasiado

elevado, para além de nao se ter identificado dados bibliograficos de CFT.

Assim e apesar de questOes relativas a aceitabilidade organoléticas de algumas plantas
selecionaram-se numa primeira fase, para a obtengao dos extratos aquoso, oregao (Oreganum
vulgare), tomilho (Thymus vulgaris), erva-principe (Cymbopogon citratus), alecrim (Rosmarinus
officinalis), louro (Laurus nobilis), canela (Cinnamomum cassia) e salvia (Salvia officinalis). Estas
corresponderam as amostras descritas previamente na literatura com melhores resultados
todas as estirpes. Em contra partida apresentaram valores de CFT inferiores a algumas das
plantas excluidas (cortica, medronho e cravinho). Desta selecao, numa segunda fase
adquiriram-se os respetivos Oleos essenciais, com a excegao dos de canela (Cinnamomum
cassia) e salvia (Salvia officinalis) que, por questoes organoléticas, nao foram considerados
apropriados. No caso do oregao (Oreganum vulgare), devido a falta de stock, optou-se pela

espécie Oreganum virens.
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3.1.2 Extragao e avaliagao da capacidade antioxidante e antimicrobiana dos
extratos aquosos

Os resultados referentes aos rendimentos de extragao dos EXTAq das plantas, bem como os
relativos a quantificagdo de compostos fendis totais e a capacidade antioxidante (método de
DPPH e da inibicao da peroxidagao lipidica) dos EXTAq encontram-se representados na

Tabela 5.

E possivel concluir que o rendimento de extracio para as varias plantas deste estudo variou
entre 3,9% e 33,4%, tendo o valor maximo sido obtido para a Salvia officinalis e o valor
minimo encontrado para Laurus nobilis. Note-se no entanto que o rendimento de extragao
do Laurus nobilis foi condicionado por problemas na liofilizagao do extrato e nao deve por
isso ser considerado rigoroso. Segundo estudos efetuados por Hinnerburg et al., (2006) este
rendimento deveria rondar os 25,8%. Relativamente a Salvia officinalis nao foram identificados
outros estudos que sustentem este valor. Com valores intermédios destacaram-se os
rendimentos de extragao do Oreganum vulgare (26,1%), Cymbopogon citratus (22,9%) e Thymus
vulgaris (20,7%). Boroski et al., (2012) apresentou valores de rendimento semelhantes (25,4
%) na extragao de uma amostra de Oreganum vulgare. Na extragao de uma espécie diferente
de tomilho (Thymus serpyllum), Mata et al., (2007), obteve valores mais elevados (36,8%). Ja
para o Cymbopogon citratus e Cinnamomum cassia (6,3%) nao foi possivel obter dados discritos
na literatura para comparagao. Em relagao a amostra de Rosmarinus officinalis (18,8%), esta

ficou aquém do rendimento obtido por Mata et al., (2007) (51,1%).

Numa perspetiva empresarial querer-se-a um maior rendimento de extragao possivel e
nesse aspeto o Oreganum vulgare e a Salvia officinalis foram os que mais se destacaram. No
entanto foi necessario assegurar que possuam boa capacidade antioxidante para que possam

ser considerados uma mais-valia industrial.

O teor de compostos fendlicos totais apresentado na Tabela 5 permite destacar a seguinte
evolugao decrescente do valor de CFT dos EXTAq: Cinnamomum cassia> Oreganum vulgare>
Thymus vulgaris> Laurus nobilis> Rosmarinus officinalis> Salvia officinalis> Cymbopogon citratus.
Comparando os resultados obtidos no presente trabalho para os diversos extratos, com
aqueles anteriormente publicados na literatura para extratos polares da mesmas espécies de
plantas (Tabela 4), é possivel concluir que os valores de CFT dos extratos de Oreganum

vulgare, Laurus nobilis e Rosmarinus officinalis estao dentro dos valores bibliograficos, enquanto
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os do extrato de Cinnamomum cassia (125,1+6,74 pg EAG/mg extrato) foi menor do que o
esperado (157-182 pg EAG/mg extrato) (Embuscado, 2015). Por outro lado, os valores de
CFT dos extratos de Thymus vulgaris (87,4%15,83 pg EAG/mg extrato) e principalmente o de
Cymbopogon citratus (45,9+9,46 pg EAG/mg extrato) apresentaram valores superiores ao

espectavel (74,9 e 6,5 pg EAG/mg extrato, respetivamente) (Gavaric et al,, 2015) (Mata et al,,
2007) (Wongsa, Chaiwarit e Zamaludien 2012).

Relativamente ao método DPPH, este caracteriza-se pela existéncia de radicais livres
estaveis de azoto com cor violeta, e que mudam para tons de amarelo com uma reagao de
reducao através da cedéncia de eletroes (Hinnerburg, Dorman e Hiltunen 2006). Os
antioxidantes sao as substincias capazes de ativar esta reagao, sendo também designados
por sequestradores de radicais livres (Hinnerburg, Dorman e Hiltunen 2006). De forma
geral, os resultados obtidos neste teste permitiram concluir que os extratos possuem uma
boa capacidade sequestradora do radical DPPH, com valores de IC,, na gama de 0,008 *
0,002 mg/mL (Cinnamomum cassia) e 0,024 * 0,003 mg/mL (Cymbopogon citratus).
Correspondendo ao Cinnamomum cassia o EXTAq mais eficaz na capacidade sequestrador de
radicais. No entanto, estes resultados ficaram aquém do valor de 1C;, 0,004+0,001 mg/mL

obtido para o acido ascérbico (antioxidante de referéncia).

Note-se que os valores de IC;, aqui obtidos para as plantas Oreganum vulgare, Thymus
vulgaris, Laurus nobilis, Rosmarinus officinalis, e Cymbopogon citratus, foram inferiores
(resultados refletiram melhores capacidades antioxidantes) a valores descritos na literatura
para EXTAq das mesmas espécies: Oreganum vulgare 0,055 mg/mL (Licina et al., 2013);
Thymus vulgaris 0,0316 mg/mL (Mata et al., 2007) Laurus nobilis 0,49 mg/mL (Hinnerburg,
Dorman e Hiltunen 2006) Rosmarinus officinalis 0,037 mg/mL (Mata et al., 2007) 0,019 mg/mL
(Upadhyay e Mishra, 2014) 0,15 - 0,60 mg/mL (Jordan et al., 2013) e Cymbopogon citratus
0,090 mg/mL (Kanatt, Chawla e Sharma, 2014).

Por outro lado, em relagao a Salvia officinalis, os dados obtidos no presente trabalho sao
equivalentes aos anteriormente publicados Upadhyay e Mishra (2014) (IC,, 0,013 mg/mL).
Para o extrato Cinnamomum cassia nao foi possivel encontrar dados bibliograficos que

permitissem uma comparagao.

Através dos resultados obtidos é possivel observar uma tendéncia para uma correlagao

diretamente proporcional entre os valores de CFT e a atividade antioxidante (DPPH), ou
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seja, a diminuicao da quantidade de compostos fendlicos parece estar associada a menor

capacidade de sequestro do radical DPPH’.

Tabela 5: Resultados do rendimento de extracao, CFT e ensaios antioxidantes realizados aos EXTAq das

plantas selecionadas.

6,3 125,1+6,74° 0,008+0,002° | 0,191+0,028"
26,1 89,5+14,82° 0,009+0,003° | 0,247+0,009°
20,7 87,4+15,83° 0,014+0,001° | 0,134+0,018°
3,9 77,6+2,89° 0,017+0,002° ND"
18,8 76,245, 1°¢ 0,015+0,001°< | 0,097+0,015¢
33,4 64,6+12,22¢ 0,013+0,002° | 0,187+0,020°
22,9 45,9+9,46° 0,024+0,003¢ | 0,411+0,287¢

0,004£0,001* | 4 179.0,003¢

- - (acido
ascorbico) (erolox)

“EAG - Equivalente acido gilico; “IC;, - 50% da concentragio maxima inibitoria; "ND - Valor nio foi possivel
determinar; Diferentes letras (a-e) superscript na mesma coluna indicam variagdes significativas (P < 0,05).

Em relagao a andlise da inibicado da peroxidagao lipidica, a maior parte dos extratos
demonstraram possuir uma consideravel capacidade de inibigao da peroxidagao lipidica, com
valores de ICy, no intervalo entre 0,097+0,015 mg/mL (Rosmarinus officinalis) e 0,247+0,009
mg/mL (Oreganum vulgare), a excegao do extrato proveniente de Cymbopogon citratus, cujo
valor de IC;, foi mais elevado (0,411+0,287 mg/mL). No entanto, estes resultados ficaram
aquém do valor de ICy, 0,029+0,003 mg/mL obtido para o trolox (antioxidante de

referéncia).

A comparagao com valores descritos na literatura nao foi possivel de se efectuar para todas
as espécies, devido a escassez de valores IC;, para o0 método TBARS. Em relagao a amostra

de Cymbopogon citratus os valores de IC;, obtidos no presente trabalho mantiveram-se
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proximos dos seus valores bibliograficos: 0,428 mg/mL (Roriz et al., 2015). No caso do
Rosmarinus officinalis a sua posicao em termos de compostos fenodlicos nao justifica a sua
melhor prestacao (IC;)) na peroxidagao lipidica. Contudo os resultados sao apoiados
qualitativamente por Embuscado (2015) e Shah, Bosco e Mir (2014) que através de outras
fontes bibliograficas destacam a agao protectora do Rosmarinus officinalis na prevengao da
peroxidacao lipidica. Relativamente a analise bibliografica das restantes amostras para o
Thymus vulgaris e Cinnamomum cassia, em semelhanca com o Oreganum vulgare, nao foi
possivel identificar valores de IC,, relativamente a peroxidagao lipidica. Enquanto para a
amostra de Laurus nobilis, Marquez et al. (2013) apenas afirmaram que é possivel atingir 73%

da inibi¢do da oxidagio lipidica para uma concentragio de extrato Ig L.

No geral observou-se que nao existe uma correlagao concreta entre a quantidade de
Cinnamomum cassia (0,191%0,028 mg/mL) e Oreganum vulgare (0,247+0,009 mg/mL) (as duas
amostras com maiores valores médios de CFT) apenas foram melhores, em termos
efetivamente possuia os menores valores CFT dos EXTAq. Contudo este facto podera estar
correlacionado com o perfil de compostos fendlicos, i.e., existéncia de compostos fenodlicos
lipofilicos que possuem maior capacidade protectora das gorduras. Ainda possivel que
existam outros compostos nao fenolicos e que atuem como antioxidantes. Deste modo é
importante conhecer a composicao quimica das plantas (Gavaric et al., 2015). Assim,
compostos com maior percentagem de CFT podem efetivamente nao corresponder a um

maior poder antioxidante de lipidos.

Com base nos rendimentos de extragao, quantidade de CFT e respetivas propriedades
antioxidantes, selecionaram-se trés EXTAQ para prosseguir a avaliagio das propriedades
antimicrobianas: |) Oreganum vulgare por esta apresentar o segundo melhor rendimento de
extragao, quantidade de CFT e atividade sequestradora de radicais livres; 2) Thymus vulgaris

por ter apresentado dos melhores rendimentos de extracio e quantidade CFT e boas

.....

.....

atividade sequestradora de radicais livres superiores ao registado para os extratos de
Oreganum vulgare e Thymus vulgaris, respetivamente. Apesar de Cinnamomum cassia se ter

destacado favoravelmente na quantidade de CFT e capacidade sequestradora de radicais
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livres, e o Rosmarinus officinalis na inibicao da peroxidagao lipidica, ficaram aquém dos
extratos selecionados na maioria dos outros parametros. Naturalmente os EXTAq de
Cymbopogom citratos e o Laurus nobilis nao foram os escolhidos por nao se destacarem

positivamente nestes parametros.

Na Tabela 6 encontram-se resumidos os resultados referentes a capacidade antimicrobiana
dos EXTAq relativos aos microrganismos Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes e
Staphylococcus aureus. Deve realgar-se que estes testes foram efetuados tendo em
consideragao as principais estirpes patogénicas capazes de se desenvolver em alimentos
carneos. No entanto e relativamente a pesquisa de valores bibliograficos da capacidade
antimicrobiana dos OEs (Tabela 3), apenas nao se efectuaram as analises relativamente a

estirpe Escherichia coli devido a falta indculo disponivel.

Tabela 6: Resultados da atividade antimicrobiana dos EXTAq, expressa em CMIl e CML.

Salmonella® | Listeria® | S.aureus” | Salmonella® | Listeria® | S.aureus”
10,00 2,50 1,25 ND’ 5,00 2,50
ND’ 2,50 2,50 ND" 5,00 5,00
10,00 10,00 2,50 ND” 5,00 2,50

.....

©0
monocytogenes; - Staphylococcus aureus.

Os resultados da Tabela 6 realcaram que para os EXTAQ niao possuiam capacidade letal
contra a S. typhimurium. Todavia indicaram o Oreganum vulgare como sendo o EXTAq com
maior capacidade antibacteriana. E no entanto importante realcar que Licina et al. (2013),
planta, com valores de CMI de 5 mg/mL e 0,6 mg/mL e CML 5 mg/mL e 1,25 mg/mL contra
S. typhimurium e S. aureus, respetivamente. Estes valores indicam melhores caracteristicas
antibacterianas, antecipando que esta propriedade antibacteriana sofre variagoes entre
EXTAq da mesma espécie. Adicionalmente, Iturriaga, Olabarrieta e Maranon (2012)
descreveram a atividade antibacteriana de um extrato polar de Oreganum vulgare contra uma

outra estirpe de Listeria (L. innocua), tendo obtido um valor de CMI| de 5 mg/mL, que
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corresponde a uma atividade antibacteriana inferior a registada na Tabela 6. Contudo nao se
identificaram resultados sobre a estirpe de Listeria (Listeria Monocytogenes) pretendida para
uma analise mais fidedigna. No global desta analise o EXTAq de Oreganum vulgare aqui

estudado, parece ficar um pouco aquém da capacidade registada pelos estudos homologos.

Em comparagao com o extrato acima mencionado, o extrato de Thymus vulgaris apresentou
eficiente na protegao contra L. monocytogenes e S. aureus. De qualquer forma, os valores de
CML deste extrato para a L. monocytogenes e S. aureus foram semelhantes aos obtidos para o
extrato proveniente de Oreganum vulgare. Realga-se o seguinte valor de CMI descrito para
extratos polares de Thymus vulgaris: 5 mg/mL com uma cultura de Listeria innocua (lturriaga,
Olabarrieta e Maranon, 2012). Verificou-se para este estudo bibliografico (embora com uma
EXTAQq Thymus vulgaris foi inferior a determinada neste trabalho. Para além deste resultado
bibliografico, outros valores contra as outras estirpes foram previamente descritos. No
entanto, os extratos de Thymus vulgaris foram obtidos em solugdes etandlica e metandlica,
pelo que se considerou nao estarem em concordancia com a discussao destes resultados.
Assim, para estes resultados (Thymus vulgaris) nao foi possivel obter-se uma analogia sobre a

capacidade antibacteria com outros dados da literatura.

Em relagdo a capacidade antibacteriana da Salvia officinalis, os resultados apresentados
permitem concluir que este foi o EXTAQ menos eficaz no que respeita a estirpe S.
typhimurium. Por outro lado, em semelhanga aos outros microrganismos testados foi tao
eficiente como o Oreganum vulgare contra a L. monocytogenes e menos eficiente no caso da S.
aureus. Relativamente ao Thymus vulgaris, a Salvia officinalis inibiu mais o crescimento da
cultura L. monocytogenes, mas foi menos letal contra a S.aureus. Para a Salvia officinalis nao foi

possivel identificar valores de CMI e CML descritos na literatura.

3.1.3 Avaliagao da capacidade antioxidante e antimicrobiana dos odleos
essenciais

Na Tabela 7 encontram-se os resultados referentes a avaliagao da capacidade antioxidante
dos dleos essenciais selecionados, através dos métodos DPPH e TBARS. Relativamente ao
primeiro método, de acordo com a Tabela 7, é possivel concluir que os oleos essenciais

possuem capacidade sequestradora do radical DPPH" com valores de IC,, entre 0,298 *
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0,084 mg/mL e 2,669 * 0,870 mg/mL. O valor mais baixo (equivalente a melhor capacidade
sequestradora do radical livre) foi relativo ao OE Laurus nobilis, enquanto os valores mais
elevados foram referentes aos OEs de Rosmarinus officinalis (2,669 * 0,870 mg /mL), de
Oreganum virens (0,575 + 0,007 mg/mL) e de Thymus vulgaris (0,437 + 0,101 mg/mL).
Comparativamente ao valor de referéncia obtido pelo acido ascérbico (0,004 + 0,001
mg/mL) verificou-se um maior afastamento deste com as amostras OEs, do que o verificado
para as amostras EXTAq (Tabela 5). Este facto permite afirmar que os OEs possuem

menores caracteristicas sequestradoras do radical livre DPPH'".

Que se saiba, existem muito poucos estudos que apuram valores de IC;, para o método
DPPH" com os dleos essenciais escolhidos neste trabalho. Contudo, Sahin et al. 2014
descreveram para o OE de O. Vulgare um valor de IC, 8,9 mg/mL. Note-se que apesar deste
valor ser muito mais elevado do que o obtido no presente estudo, os valores nao sao
diretamente comparaveis uma vez que diferiram na espécie da planta. Neste caso, o OE de
Oreganum virens aparenta possuir melhores caracteristicas antioxidantes do que o descrito
para o OE de Oreganum vulgare. Para os outros OEs nao foi possivel obter correlagoes com

outros estudos.

Em relagao ao método TBARS, deve realgar-se que os oleos essenciais proveniente de
Oreganum virens e de Thymus vulgaris foram muito eficientes na prevengao de peroxidagao
lipidica (valores de IC, de 0,033 *+ 0,007 mg/mL e de 0,040 * 0,008 mg/mL respetivamente).
Em contrapartida o OE de Rosmarinus officinalis, a pare com o de Cymbopogon citratus
registaram a pior capacidade antioxidante lipidica (0,371 + 0,063 mg/mL e 0,408 = 0,03
mg/mL, respetivamente). Ja o OE de Laurus nobilis revelou um valor intermédio (0,186 *
0,029 mg/mL). Estes resultados aproximaram-se mais do valor de referéncia (0,029 + 0,003
mg/mL) relativamente aos valores obtidos para os EXTAq da mesma espécie (Tabela 5).
Neste contexto os OEs, com a exce¢ao do Rosmarinus officinalis e do Cymbopogon citratos
(para os quais se obteviveram valores de IC,, superiores ou semelhantes aos obtidos para os
EXTAgs, respetivamente), apresentaram melhores capacidades inibidoras de peroxidagao
lipidica.

Note-se que a determinagao das capacidades antioxidantes lipidicas dos OEs das plantas em
foco neste estudo, através de outros trabalhos obtidos pelo teste de TBARS sao escassas,
nao se tendo encontrado valores de IC,, que permitissem uma comparagao com os valores

obtidos neste trabalho.
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Tabela 7: Resultados da atividade antioxidantes dos OES das diversas plantas usadas neste estudo, expressa
pelos métodos DPPH” e TBARS.

2,669 * 0,870° 0,371 + 0,063°

0,575 + 0,007* 0,033 + 0,007°

0,437 £ 0,101° 0,040 + 0,008*

0,298 + 0,084° 0,186 + 0,029°

ND’ 0,408 + 0,03¢

0,004 £ 0,001° 0,029 £ 0,003*
(acido ascérbico) (trolox)

*ND — nio foi possivel determinar; Diferentes letras (a-e) superscript na mesma coluna indicam variacdes
significativas (P < 0,05).

Na Tabela 8 encontram-se os resultados dos efeitos antimicrobianos dos OEs das diversas

plantas, relativas as estirpes S. typhimurium, L. monocytogenes e S. aureus.

Tabela 8: Resultados da atividade antimicrobiana dos OEs, expressa em CMI e CML.

Salmonella® | Listeria | S.aureus” | Salmonella® | Listeria® | S.aureus”
0,60 0,30 0,60 0,60 0,60 0,60
1,25 0,30 1,25 1,25 1,25 1,25
1,25 0,60 0,60 1,25 1,25 0,60
5,00 0,30 1,25 5,00 1,25 1,25
5,00 1,25 5,00 10,00 10,00 10,00

®- Salmonella thyphimurium; P Listeria monocytogenes; - Staphylococcus aureus.

Os resultados globais da Tabela 8 indicaram que o 6leo de Thymus vulgaris foi o que revelou
os resultados mais promissores, com valores de CMI de 0,30 mg/mL para a L. monocytogenes
e de 0,60 mg/mL para as estirpes S. typhymurium e S.aureus, bem como valores de CML de
0,60 mg/mL para as 3 estirpes estudadas. Para além deste oleo, foram também encontrados
valores relativamente baixos de CMI| e de CML (até 1,25 mg/mL) para os oleos de Oreganum

virens e Cymbopogon citratus. Resumindo, estes OEs apresentaram valores de CMI
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semelhantes (1,25 mg/mL) contra S. thyfimurium e valores de CML semelhantes (1,25 mg/mL)
contra S. thyfimurium e L. monocytogenes. Ainda para este dois OEs, nos restamtes resultados

.....

OE de Cymbopogon citratos, enquanto para a estirpe L. monocytogenes o OE de Oreganum

I

virens registou maior capacidade inibitoria do seu crescimento.

Relativamente ao OE de Laurus nobilis os resultados mostraram um ponto fraco nas suas

.....

.....

O OE de Rosmarinus officinalis foi o que apresentou menores capacidades antimicrobianas,
visto que relativamente aos outros OE necessitou de maiores concentragoes para inibir as
trés estirpes e para ser letal necessitou de concentragoes de 10,00 mg/mL para ambas as

estirpes.

De forma a facilitar uma comparagao da capacidade antibacteriana dos OEs contra estas
estirpes de bactérias (Tabela 8) e as descritas na literatura para os homoélogos OEs e

estirpes (Tabela 3), os resultados de MIC foram resumidos na Tabela 9.

Tabela 9: Compilagdo dos resultados obtidos no presente trabalho e os descritos na literatura, relativos a
atividade antimicrobiana dos OEs, expressa em CMI.

Salmonella Listeria Staphylococcus
typhimurium monocytogenes Aureus

0,60 (0,40-20,00) | 0,30 (0,15-0,83) 0,60 (0,12-2,50)

1,25 (0,08-1,25) | 0,30 (0,5-1,25) 1,25 (0,42-1,25)

1,25 (2,50-5,00) | 0,60 (1,25-8,3) | 0,60 (0,12-2,50)
5,00 (5,00-9,10) | 0,30 (I,1-2,52) | 1,25 (5,00-20,00)

T . A . A T , .
*Os valores bibliogrificos da CMI encontram-se entre paréntesis. = - Valores bibliogrificos relativos ao
Oreganum vulgare.

Através da andlise da Tabela 9 foi possivel constatar que os valores experimentalmente
obtidos neste trabalho ou se enquadraram nos respetivos intervalos de valores descritos na

literatura para todas as estirpes ou foram inferiores.

Numa rapida andlise de comparagdao com os resultados de CMI e CML obtidos para os

EXTAqs (Thymus vulgaris, Oreganum vulgare e Salvia officinalis) (Tabela 6), é possivel concluir
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que em relagdo as obtidas para os EXTAq, visto que estes ultimos apresentaram como

.....

.....

3.1.4 Escolha do 6leo essencial e extrato aquoso com base nos resultados

Resumidamente, relativamente aos EXTAgqs, os OEs, possuiram melhores propriedades
antibacterias e antioxidantes lipidicas. Em contrapartida os EXTAgs registaram ser melhores

sequestradores do radical livre DPPH.

No geral tanto nos OEs como nos EXTAgs, o Oreganum spp. e o Thymus vulgaris foram os
que se revelaram mais constantes, com as melhores caracteristicas antimicrobianas,
antioxidantes e também com maiores CFT. Com base nisso, foi através destes dois géneros
de plantas que recairam as opgOes para a aplicagio no estudo. No entanto devido a
disponibilidade da matéria-prima (quantidade limitada) para trabalhar e tempo para realizar
os ensaios, necessitou-se de selecionar apenas uma amostra de OE e de EXTAgq. Essa
decisao teve o contributo dos profissionais da empresa Irmaos Monteiro, SA, que através
dos seus know-how, se mostraram mais recetivos a experimentagao e aplicagio do OE

Oreganum virens e EXTAq Oreganum vulgare.

3.2 Desenvolvimento, otimizacdao e caracterizacao de biofilmes
incorporados com o extrato e 6leo essencial de oregdo

3.2.1 Constituicao do concentrado de proteina de soro de leite

Existem no mercado varios produtos a base de proteinas de soro desidratadas com
diferentes composi¢oes quimicas. Nomeadamente em relagao aos seus teores proteicos que
podem ser varidveis numa gama muito alargada (14 - 90%) (Cezar, 2012). O concentrado de
proteina de soro (CPS) utilizado neste trabalho foi produzido na Oficina Tecnoldgica de
Lacticinios da ESAC, e devido a oscilagdes nos parametros quimicos nos lotes de CPS,
considerou-se apropriado avalaiar a sua composicido e caracteristicas quimicas. Os

resultados obtidos destas analises encontram-se resumidas na Tabela 10.
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Tabela 10: Composicao e caracteristicas quimicas do CPS

Analise Resultado
Cinzas 12,00 £ 1,09
Composicao Proteina 41,74 £ 0,27
Quimica (%) Gordura 2,00 + 0,00
Hidratos Carbono | 44,26 + 0,00
pH 5,83 £ 0,06
Outros Acidez titulével (%) | 20,53 + 0,71
Parametros
.. Extrato seco (%) | 99,52 +0,02
Quimicos

Humidade (%) 0,48 +0,01

3.2.2 Otimizagao dos biofilmes controlo e com incorporacio de extratos
aquosos ou OEs de oregao

A otimizagao da formulacao dos biofilmes controlo (sem adicao de OE ou extrato) é
necessaria para que estes apresentem as caracteristicas desejadas, sejam produzidos de
forma uniforme, facilmente reprodutiveis e para que seja possivel proceder a adigao de
EXTAq e de OEs. Para otimizagao dos biofilmes controlo foi necessario adaptar as
quantidades e volumes das diversas matérias-primas. E importante realcar que o contetido
proteico do CPS era de aproximadamente 41,74% (Tabela 10) e que a solugao final de
biofilme foi efetuada com 10% de proteina, de acordo com os estudos efetuados por Ramos

(2009).

Numa primeira etapa do trabalho (I, Tabela |1), procedeu-se a formulagao dos biofilmes
controlo por utilizagago de CPS e sem adicao de glicerol, tendo-se observado que os
biofilmes resultantes eram demasiado frageis e quebradigos para serem manipulados fora das
caixas de petri. Yoshida e Antunes (2004) descreveram o mesmo problema. Segundo esses
autores, os biofilmes eram frageis e sensiveis a fratura a medida que iam desidratando,

devido a forte coesao polimérica da matriz.

Para contornar este tipo de problemas, normalmente sio adicionados plastificantes em
baixas concentragoes (Yoshida e Antunes, 2004). De facto, as moléculas de plastificante (ex.
glicerol) reduzem as forgas atrativas entre as cadeias proteicas adjacentes, pelo alongamento

e aumento do volume livre das cadeias, aumentando a viscoelasticidade e extensibilidade da
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matriz, fornecendo assim estabilidade e resisténcia ao biofilme (Yoshida e Antunes, 2004).
Tendo isso em consideragao, numa segunda fase desta tarefa (Il, Tabela |1) foi utilizado
glicerol na formulagao dos biofilmes, com concentragdes variaveis de 10, 20 e 30%. Porém,
estas formulagoes resultaram em biofilmes demasiados viscosos, cuja manipulagao fora da

caixa de petri também nao era possivel.

Atendendo aos resultados anteriores, a terceira fase de otimizacao na formulacio de
biofilmes controlo foi efetuada com uma concentragao de apenas 5% de glicerol, tendo-se
conseguido a obtengao de biofilmes com as caracteristicas pretendidas, nomeadamente a sua
facil remogao do suporte e seu manuseamento, apés o tempo de secagem, para a sua
caracterizacao fisico-quimica. Na Figura 7A encontra-se uma imagem representativa deste

biofilme.

Tabela 11: Avaliagio de biofilmes controlo formados a partir de diferentes formulagdes efetuadas no
processo de otimizagao.

CPS
(Proteina)
(% m/m)

Glicerol | Agua
(% m/m) | (%m/m)

Biofilme seco ..
24 (10) - 76 - aehiadioe Rejeitado

Biofilme

Biofilme
24 (10) L?j’ gg ii’ 4566 demasiado de cor | Rejeitado
viscoso branca
Biofilme com Formulaci
24 (10) 5 71 | propriedades i
aceite

pretendidas

* Composicdo das formulages efetuadas para 100g de biofilme.

Apos a otimizacao dos biofilmes controlo efetuaram-se varias formulagées com introdugao
de OE e de EXTAq de orégao numa gama de concentragoes entre 0,1% - 0,5%. As varias
concentragoes nao modificaram as propriedades que se tinham registado nos biofilmes
controlo otimizados. Contudo registou-se uma ligeira alteragdo na textura, com o
aparecimento de saliéncias na superficie dos biofilmes com OE (BO) e biofilmes com EXTAq
(BE), mas mais salientes no BO. A titulo de exemplo, a Tabela 12 indica a composicao

detalhada das formulagoes de biofilmes contendo uma concentragio de OE ou EXTAq de
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0,5%, bem como as principais observagoes efetuadas. Ainda, os biofilmes testes resultantes
destas formulagoes sao apresentados na Figura 7B e 7C, para biofilme com EXTAq e OE

respetivamente.

Tabela 12: Composicao da solugao dos biofilmes com concentragao de 0,5% (m/m) de OE e EXTAq e
respetiva avaliagdo das propriedades.

Glicerol 5,0 Manutengao das Manutengao das
CPS 24.0 propriedades registadas propriedades
’ no biofilme controlo registadas no
dos quais: proteina 10,0 otimizado. biofilme controlo
Hzo 68,0 otimizado.
Solucdo de OEs/[EXTAq 3,0 Acentuado
dos quais: OESIEXTAq 0.5 desenvolvimento de Desenvolvimento
j saliéncias na superficie de saliéncias na
Etanol/Agua 2,5 do biofilme. superficie do
biofilme.

*Composicio das formulacées efetuadas para 100g de biofilme. “BO- Biofilme com OE de Oreganum virens
incorporado; BE - Biofilme com EXTAq de Oreganum vulgare incorporado.

Figura 7: Resultado dos primeiros testes de biofilmes otimizados. (A) - Biofilme Controlo; (B) - Biofilme
incorporado com EXTAq (0,5%) de Oreganum vulgare; (C) - Biofilme incorporado com OE (0,5%) de Oreganum
virens.
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3.2.3 Parametros fisico-quimicos dos Biofilmes

As analises fisico-quimicas foram efetuadas ao biofilme controlo e aos biofilmes contendo
diferentes concentragoes de OE (0,3%; 0,75%; 1,0% e 1,2%) ou de EXTAq (2,5%; 5% e 7,5%),
ambos provenientes de Oreganum virens e Oreganum vulgare, respetivamente. A escolha
destas concentragoes foi efetuada tendo em consideracao os intervalos de valores definidos

por diversos autores, em estudos efetuados com biofilmes proteicos.

3.2.3.1 Espessura

A primeira caracteristica testada nos biofilmes apés o processo de produgao foi a sua
espessura. Esta caracteristica encontra-se registada na Figura 8 e apos a sua analise é possivel
afirmar que as diferentes concentragoes de OE e EXTAq utilizadas nao influenciam a

espessura do biofilme.

Espessura A
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B
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Figura 8: Espessura dos bioflimes com OE (A) e com EXTAq (B). Letras iguais (a) na parte superior das barras
indicam auséncia de diferencas significativas (P<0,05).
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3.2.3.2 Cor

Em termos de evolugdo da cor com o aumento da concentragao de OE (Figura 9A) é
possivel observar que nao existem alteragoes significativas na cor dos BO. Com base na
Figura (Figura 10A), correspondente ao biofilme com maior concentragio de OE testado
(1,2%), observa-se que este manteve uma cor branca, semelhante a do biofilme controlo e
BO teste de concentragao 0,5% (Figura 7A e 7C respetivamente). De forma oposta, no BE
(Figura 9B), a alteragao de cor foi expressiva logo para a concentragao minima testada de
EXTAq (2,5%), verificando-se mesmo o maior valor de AE nessa concentragao e assim
contrariando o esperado (previsao de obtencao de biofilmes mais escuros com o aumento
da concentragao de extrato). Numa analise a “olho-nu” foi possivel verificar esta influéncia
da concentragao de EXTAq (Figura 10A) na formulagcao do biofilme. O biofilme com 2,5%
apresentou uma tonalidade castanha, bastante diferente do controlo (Figura 7A) e também
do biofilme teste de concentragoes de extrato 0,5% (Figura 7B). Assim a cor mais escura s6
foi verificada para concentragdes superiores, neste caso sO se constatou a partir de

concentragoes de 2,5% de EXTAgq.

Note-se contudo que os ensaios efetuados neste estudo nao permitem tirar qualquer

conclusao sobre a alteragao de cor no BO de concentragoes mais elevadas (>1,2%).
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Figura 9: Cor (AE) dos biofilmes com OE (A) e EXTAq (B). Diferentes letras (a-c) na parte superior das barras
indicam diferengas significativas (P<0,05).

Figura 10: Exemplificagdo da aplicacago de OE (1,2%) e EXTAq (2,5%) nos Biofilmes. (A) - Biofilme
incorporado com 6leo essencial de Oreganum virens com concentragao 1,2%; (B) - Biofilme incorporado com
extrato de Oreganum vulgare com concentragao 2,5%.
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3.2.3.3 Transparéncia

Na Figura Il encontra-se representada a caracteristica transparéncia dos biofilmes. Esta
caracteristica indicou a maior ou menor capacidade da passagem de luz através do biofilme,
pelo que este teste esta relacionado com a respetiva coloragao dos biofilmes. Por isso, e em
semelhanga a Figura 9, verificou-se uma diferenca muito significativa entre os biofilmes com

OE e com EXTAq.

Nos BO, a transparéncia nao sofreu alteragoes significativas com o aumento da
concentragao (Figura | 1A), pelo que este resultado esta em conformidade com o registado
na avaliagao da cor (Figura 9A). Por outro lado, e ao contrario do esperado, a transparéncia
dos BE foi significativamente superior a do biofilme controlo, apesar da sua coloragao
castanha. Contudo, entre as trés amostras BE verificou-se uma ligeira correspondéncia
(embora nao significativa) entre a diminuicao da cor nas amostras BE (Figura 9B) e o

aumento da transparéncia (Figura | I B).
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Figura | I: Transparéncia dos biofilmes com OE (A) e EXTAq (B). Diferentes letras (a-b) na parte superior das
barras indicam diferengas significativas (P<0,05).

3.2.3.4 Humidade

De acordo com a Figura |2 foi possivel verificar uma diminuigao da humidade dos biofilmes

com o aumento da concentragao dos OE ou EXTAq incorporados. Este facto pode ser

explicado tendo por base a formulagao dos biofilmes, uma vez que ao serem adicionados

OE/EXTAq, a quantidade de agua adicionada diminuiu na formulagao. Como tal era previsivel

esta diminuigao na % de humidade com o aumento da concentragao, pelo que os resultados

estao dentro do esperado.
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Figura 12: Humidade dos biofilmes com OE (A) e EXTAq (B). Diferentes letras (a-c) na parte supeior das
barras indicam diferengas significativas (P<0,05).

3.2.3.5 Solubilidade

Na Figura 13 encontram-se representados os resultados da solubilidade dos biofilmes em
agua. Da sua analise foi possivel concluir que os biofilmes controlo e enriquecidos em OE ou
EXTAQq possuiram uma elevada solubilidade em agua, que se situa acima dos 90%. Ainda esse
valor nao foi afetado significativamente para concentragoes mais elevadas de OE ou extrato
(I13A e 13B). Note-se que a elevada solubilidade destes biofilmes se deveu principalmente as

caracteristicas hidrofilicas naturais dos biofilmes de proteina de soro de leite (Seydim e

Sarikus, 2006).
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Figura 13: Solubilidade em agua dos biofilmes com OE (A) e EXTAq (B). Letras iguais (a) na parte superior
das barras indicam auséncia de diferengas significativas (P<0,05).

3.2.3.6 Permeabilidade ao vapor de agua

A anidlise da permeabilidade ao vapor de agua permitiu simular e demonstrar as

caracteristicas de barreira a agua das diversas amostras de biofilme. Seydim e Sarikus (2006)

indicaram esta carateristica como sendo um ponto negativo nos biofilmes de proteina de

soro de leite, apontando no entanto que esta pode ser melhorada com a adicao de

substancias hidrofobicas. Neste trabalho foi possivel observar esta influéncia com a adigao de

OE, como principal agente hidrofobico.
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A adicao de OE aos biofilmes diminuiu a permeabilidade ao vapor de agua, quando
adicionado nas concentragoes de 0,30% e 0,75% (Figura 14). Contudo, este efeito nao se
verificou para os biofilmes contendo OE nas concentragoes de 1% e [,2%, onde se
registaram valores de permeabilidade semelhantes as do biofilme controlo. Atendendo a
estes resultados, é possivel justificar que para concentragoes elevadas de OE existiu um

novo rearranjo na matriz que retirou o efeito hidrofobico pretendido do OE.

Como esperado, a incorporagao de EXTAQgs nao influenciou a permeabilidade dos biofilmes
nas diversas concentragoes testadas. Em oposi¢ao, para maiores valores de concentragao de

EXTAgs esse valor de permeabilidade tende também a aumentar.
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Figura |14: Permeabilidade ao vapor de agua dos biofilmes com OE (A) e EXTAq (B). Diferentes letras (a-b) na
parte superior das barras indicam diferengas significativas (P<0,05).
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3.3 Aplicacao da solucdao de biofilme incorporada com extrato e/ou
oleos essencial de orégao em produtos carneos e monitorizagcao da

sua capacidade de preservacao

3.3.1 Escolha do revestimento edivel de origem proteica

Neste topico € importante realcar que embora o desenvolvimento inicial deste trabalho
fosse para a aplicagao de biofilmes (pelicula solida) em produtos carneos, esta aplicagao foi
substituida pela formulagao do biofilme no estado liquido, integrando o produto como uma
camada uniforme na superficie (coating). Esta alternativa teve por base os principais motivos:
|) escassez de matéria-prima (CPS, EXTAq e OE) para a aplicagdio de uma pelicula sélida
pré-formada em toda a superficie das amostras; 2) a aplicagao na forma de biofilme implicaria
a sua produgao em escala e otimizagao das peliculas sélidas aos produtos; 3) falta de
condigoes fisicas que permitissem em tempo util a secagem de grande numero de biofilmes;
4) Apesar desta variagao, deve-se referir que alguns autores consideram que o revestimento
em forma de solugao de biofilme possui algumas propriedades semelhantes as dos biofilmes
(Galus e Kadzinska, 2015) (Ugalde, 2014) e por isso a sua aplicagao manteve a intengao de
melhorar a conservagao dos produtos carneos. Por uma questao de simplificagao, a
terminologia biofilme sera utilizada neste trabalho para designagao dos biofilmes sélidos ou

das suas solugoes.

Com base nisto a comparagao direta entre as caracteristicas dos biofilmes obtidos na secgao
3.2.3 e os biofilmes aplicados as alheiras e painhos nao foi possivel de se efetuar. Contudo, as
propriedades verificadas anteriormente com os biofilmes permitem ter a nogao da sua
interacao ao vapor de agua, solubilidade, efeito barreira, bem como a de indugao na
alteragao de cor do produto. Na pratica, a quantidade adicionada parece nao ter influéncia
no alimento da mesma forma que se constatou nos ensaios fisico-quimicos, no entanto o

primordial foi servir de matriz para os OE/EXTAq.

3.3.2 Escolha da percentagem de OE e EXTAq a adicionar na formulagao da
solucao de biofilme

A percentagem de OE (Oreganum virens) ou EXTAq (Oreganum vulgare) escolhida para a
formulagao dos biofilme a aplicar nos produtos carneos foi escolhida tendo em consideragao
os dados bibliograficos descritos e outros fatores abaixo mencionados. De facto, apesar de

terem sido efetuadas varias tentativas no sentido de se perceber de que forma a
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incorporagao de OE/EXTAq no biofilme afetava as propriedades antimicrobianas dos
mesmos contras as estirpes patogénicas (S.typhymurium, S.aureus e L.monocytogenes), esta
questao nao foi elucidada em tempo util, tendo-se assim recorrido a dados bibliograficos
publicados com biofilmes enriquecidos em OE/ EXTAQq (de varias espécies) e com efeitos

efetivos na protegao de crescimento bacteriano.

Os OEs foram descritos com incorporagdes na solugao de biofilme numa gama de
percentagens de |% (Oussalah et al., 2004), 1% a 4% (Seydim e Sarikus, 2006), 0,5% a 1,5%
(Zinoviadou, Koutsoumanis e Biliaderis 2009),0,5% e 1% (Galus e Kadzinska, 2015) e 1%,
2,5% e 5% (Ugalde, 2014). Perante isto optou-se por seguir a bibliografia e utilizar uma
concentracao de 6leo essencial neste intervalo de valores 0,5% - 4%. Contudo, foi também
tomada em consideragao as fortes caracteristicas sensoriais do préprio OE, uma vez que
nao se pretendia alterar as propriedades organoléticas dos produtos cirneos em

consequéncia da aplicagao do BO.

Naturalmente o aroma do alimento € um ponto que condiciona muito as opgoes do
consumidor e que por isso, € muito importante preservar ou pelo menos nao alterar de
forma negativa. A opgao por aplicagio do OE em biofilme em alternativa a sua aplicagao
direta como ingrediente do produto carneo podera ser vantajosa, uma vez que o biofilme
apenas tera a sua agao central na superficie do produto. Neste caso, embora exista migragao
de biofilme e dleo para o interior do produto, nao causara tanto impacto organolético e por
essa razao é provavel que o OE possa ser utilizado em maior percentagem sem que o
produto sofra alteragoes sensoriais indesejadas (Burt, 2004). Para além disso como a
aplicacao ¢é a superficie, o biofilme podera ser removido antes do consumo (reduzindo ainda
mais possiveis efeitos organolépticos). Considerando todos estes fatores, a percentagem de
OE Oreganum virens escolhida para utilizagao nos biofilmes para revestimento dos produtos

foi de 1%.

A escolha da percentagem de extrato a utilizar no biofilme foi efetuada tendo por base os
mesmos principios, embora o tema dos estudos bibliograficos de biofilmes com EXTRAq
fosse mais direcionado para atividade antioxidante e nao antimicrobiana. Assim, atendendo a
incorporagao de extratos de varias espécies de plantas em biofilme e solugoes de biofilmes,
foram descritos valores entre 0,5% e 20% (Betz e Kulozik, 201 1) (Betz et al,, 2012) (Cruz, et
al., 2013). Relativamente a possivel influéncia organoléptica, comparativelmente com o OE

(para uma mesma concentragao) a influéncia organoléptica do EXTAq prevé-se que seja
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menor. O mesmo se verifica para a capacidade antimicrobiana, em comparagao com o OE.
Com base nisso, a percentagem escolhida teria de ser superior em relagao a do OE. Assim,
optou-se pela utilizagdo de uma percentagem de 7,5% de extrato de Oreganum vulgare na

matriz do biofilme.

3.3.3 Resultado da aplicagao da solugao de biofilme
O resultado final da aplicagdo do biofilme pode ser observado em duas perspetivas: |)
visualizagao da superficie do produto, exemplificado pela alheira (Figura 15); 2) visualizagao

do produto (alheira e painho) apos o embalamento (Figura [6).

Na perspetiva | (Figura 15) foi possivel constatar um aspeto mais vivo e brilhante dos
produtos. Adicionalmente a cor branca da solugao de biofilme com OE e a cor castanha da
solugao do biofilme com EXTAq pareceu nao ter uma agao direta na alteragao da cor
natural das amostras. Note-se que na Figura |5 apenas estd exemplificado um tipo de
biofilme (BO). Apos o embalamento nao se registaram diferencas significativas na distingao
entre amostras controlo e com as solugoes de BO e BE. Na Figura 16 encontram-se
exemplificados as amostras controlo e com biofilme (BO) embaladas para ambos os

enchidos.

Figura 15: Exemplificagao da aplicagdo do biofilme (BO) na alheira. (A) - Alheira sem biofilme; (B) - Alheira
com biofilme.
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Figura 16: Exemplificagio do embalamento dos enchidos sem e com aplicagio dos biofilme. (A e B)
correspondem a amostras sem biofilme; (C e D) correspondem a amostras com biofilme. Nota: as manchas
brancas no painho indicam gordura e nio biofilme.

3.3.4 Analises microbioldgicas

3.3.4.1 Resultados das analises microbiol6gicas

As anilises microbiologicas foram efetuadas com o intuito de registar as capacidades
base a seguranga alimentar dos produtos carneos, isto é: |) a pesquisa e contagem de
bactérias patogénicas (Salmonella spp., S.aureus, E.coli e L. monocytogenes), que, apesar de nao
terem uma influéncia acentuada na deterioracio dos alimentos, podem causar graves
problemas derivados da sua ingestao; 2) a pesquisa de microrganismos totais 30°C (MCT

30°C), cujo valor é indicativo de possiveis perdas da qualidade do produto, correspondendo
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a degradacao das caracteristicas organoléticas dos produtos, principalmente quando o
desenvolvimento destas bactérias ultrapassa os limites legais estabelecidos no regulamento
(CE) n° 1441/2007, 5 de Dezembro, relativo a critérios microbiologicos aplicaveis aos
géneros alimenticios. Este regulamento estabelece o seguinte relativamente ao limite
maximo legal dos MCT 30°C por unidades formadoras de colénias em cada grama de

alimento: 9 x10° UFC/g ou 6,95 log (UFC/g).

Os respetivos resultados estao representados nas Figuras |17 (alheiras) e Figura 18 (painhos).
Como expectavel, os registos de Salmonella spp, E. coli, L. monocytogenes e S. aureus das
alheiras e painhos controlo (sem aplicagao de biofilme) efetuados nestes produtos durante o
periodo de validade indicado na sua embalagem (60 dias e 90 dias para alheiras e painhos,
respetivamente) estavam dentro dos limites legais ditados pelo regulamento (CE) n°
1441/2007, que estabelece o seguinte relativamente ao limite maximo legal das bactérias por
unidades formadoras de colénias em cada grama de alimento: E. coli 5x10° UFC/g ou 3,70 log
(UFClg); S. aureus: | x 10> UFC/g ou 2 log (UFC/g); L. monocytogenes: | x 10> UFC/g ou 2 log
(UFC/g e auséncia de Salmonella spp. em 25 g de carne. Estes resultados comprovaram o

eficiente padrao de seguranga alimentar por parte da empresa produtora.

Os critérios microbiologicos legais foram igualmente cumpridos para os produtos carneos
com aplicagao de biofilme com OE a 1% (BO), demonstrando-se desta forma que o BO é
uma opgao segura, uma vez que nao transporta estirpes patogénicas. Ao contrario, a
aplicagao de biofilme com EXTAq (BE) nas alheiras/painhos resultou na presenga de colonias
de E. coli nas contagens durante os trés primeiros ensaios. Obteve-se mesmo contagens
contaveis, i.e, UFC entre 30-300, para as amostras de alheira BE (Figura 17A). Esta situagao,
aliada a uma maior carga microbiana total a 30°C em relagao ao controlo (registando-se
contagens nao contaveis (> 300 UFC/placa) para os primeiros ensaios) permitiu sugerir, que
provavelmente, este acontecimento se devia a contaminagao do proprio extrato. Assim, no
futuro sera importante que os procedimentos de preparagao de extrato e/ou liofilizagao
sejam controlados de forma a garantir a auséncia de microrganismos no extrato final a
aplicar nos biofilmes. Atendendo aos resultados desfavoraveis observados nas
alheiras/painhos com BE em relagdo ao controlo, a monitorizagao de crescimento

microbiano para esta condigao foi abandonada apés os 3 primeiros ensaios.

Uma vez que nao se registaram crescimentos destas estirpes patogénicas (Figura |7A e 18A)

nas amostras controlo, nao foi possivel obter informagao sobre a capacidade do BO na
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inibicao do crescimento destas bactérias. Os Unicos valores possiveis de obter foram os
resultados de CMI e CML dos oleos livres de qualquer matriz polimérica, apresentados no

ponto 3.1.3 (Tabela 8).

Por outro lado, é de salientar que em todas as placas de petri com meio de cultura Baird-
parker (utilizado para crescimento seletivo de S. aureus) se verificou o crescimento de
colonias que nao correspondiam a S. aureus, mas sim a Bacillus subtilis (uma estirpe ubiqua).
Apesar de nao ser um teste requisitado oficialmente, optou-se por registar as coldnias
formadas, servindo os resultados de complementaridade aos das contagens de MCT 30°C

(Figuras 17B e 18B).
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Figura 17: Contagens microbioldgicas das estirpes E. coli, Salmonella spp., S. aureus e L. monocytogenes (A), B.
subtilis (B) e MTC 30°C (C) nas amostras de alheira. Os dados a verde correspondem as amostras BO, a azul as
amostras controlo e a vermelho as amostras BE. As barras horizontais a tracejado indicam os limites legais dos
respetivos microrganismos. A barra vertical a tracejado indica o prazo de validade. No grafico A a barra roxa é
o limite para a S. aureus e L. monocytogenes enquanto a laranja indica o limite da E. coli. Diferentes letras (a-h) na
parte superior e inferior dos graficos indicam diferengas significativas (P<0,05).
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Numa analise detalhada a microbiologia das alheiras (Figura 17), verifica-se, para os MCT
30°C, o cumprimento dos valores maximos permitidos durante o prazo de validade do
produto, tanto para a alheira controlo como para a alheira BO. Importante ainda referir que
em relacao a alheira controlo, os valores da carga microbiologica MCT 30°C nas alheiras BO
foram inferiores ao longo de 70 dias de ensaio. Este resultado mostra o efeito do BO na
inibicao do crescimento destes microrganismos. Contudo, apos |5 dias, ambas as amostras

passaram o limite legal.

A carga microbiana total permite ter uma nogao da qualidade do produto (Mendes, 2013), e
de certa forma fornece dados para a determinagao do prazo de validade, uma vez que
quanto maior a carga microbiana, maior sera a deterioragao do alimento. Dentro desta
andlise é possivel sugerir que a aplicagio do BO podera promover um prolongamento do
prazo de validade da alheira BO. Contudo tal conclusao so6 seria possivel de se tirar apos
obtencao de maior nimero de ensaios entre os 60 - 85 dias, de maneira a perceber com
mais exatidao a evolugao microbiana nesta faixa temporal. De forma a melhorar a
visualizagao da evolugao microbiana total, o ensaio no tempo 0 dias deveria ser repetido. Tal
nao foi possivel por motivos de contaminagao das placas de petri com fungos. No que
respeita a Figura 17B, constata-se mais uma vez que a evolugao do nimero de coldnias de

bacilos formada nas alheiras controlo foi superior as colénias das alheiras BO.
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Figura 18: Contagens microbioldgicas das estirpes E. coli, Salmonella spp., S. aureus e L. monocytogenes (A), B.
subtilis (B) e MTC 30°C (C) nas amostras de painhos. Os dados a verde correspondem as amostras BO e a azul
as amostras controlo. As barras horizontais a tracejado indicam os limites legais dos respetivos
microrganismos. A barra vertical a tracejado indica o prazo de validade. No grafico A a barra roxa é o limite
para a L. monocytogenes e S. aureus enquanto a laranja indica o limite da E. coli. Diferentes letras (a-e) na parte
superior e inferior dos graficos indicam diferengas significativas (P<0,05).
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A evolugao da carga microbiana total nos painhos apresentou a mesma tendéncia da
apresentada nas alheiras. Contudo, também neste caso o ensaio apds o prazo de validade foi
efetuado com uma gama de tempo demasiado larga, o que nao permitiu verificar tendéncia
de uma evolugao maior ou menor em relagao ao controlo. Assim, a semelhanga ao que foi
justificado nas alheiras, estes ensaios terao de ser complementados com ensaios adicionais,
de forma a ser possivel tirar conclusdes mais solidas sobre o possivel prolongamento do
tempo de vida do produto pela aplicagio de BO no painho. Note-se que apesar de uma
resisténcia nos primeiros 3 ensaios, a evolugao do niimero de coldnias de bacilos formada

nos painhos controlo foi superior as colénias das alheiras BO (Grafico B da Figura 18).

Apesar das analises apos os prazos de validade nao serem as mais favoraveis, é possivel
afirmar que os BO podem ter uma influéncia positiva na inibicio do desenvolvimento de

microrganismos, como tal retardar deterioragao dos produtos.

Numa analise a carga microbiologica MCT 30°C entre enchidos dever-se-ia constatar uma
diferenga significativa, isto porque sao produtos diferentes e com prazos de validade
diferentes, o que deveria implicar um desenvolvimento diferente dos microrganismos. Por
isso, e uma vez que também os tempos de analise ocorreram em dias diferentes assume-se
que esta avaliagao é relativa. Neste contexto, faria sentido pensar que os painhos
apresentassem MCT 30°C inferiores as alheiras, uma vez que o prazo de validade dos
painhos (90 dias) é superior as alheiras (60 dias). No entanto esta andlise nao foi percetivel
nos resultados obtidos. Todavia, uma vez que os painhos foram mais manipulados na altura
do embalamento i.e, ao contrario das alheiras estes foram cortados em pedagos mais
pequenos, o que aumentou a superficie de contacto dos microrganismos (também por
diminuicao da protegao da tripa envolvente nas extremidades), podera ter influenciado o
normal desenvolvimento de MCT 30°C que seriam caracteristicos nos painhos nao

manipulados.

3.3.5 Analises fisico-quimicas

As andlises fisico-quimicas foram efetuadas em paralelo com os ensaios microbiologicos, com
o intuito de verificar possiveis alteragoes nestes parametros derivado do uso do BO e
também BE, com exclusao do teor proteico, cuja andlise foi apenas efetuada no tempo zero

com o intuito de se perceber se a aplicagao de BO e BE afetariam este parametro.
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3.3.5.1 Teor proteico de amostras carneas

A determinagao da percentagem de proteinas presentes nas amostras foi calculado tendo
por base os compostos azotados totais. Estes compostos siao divididos em compostos
azotados nao proteicos e pela percentagem proteica que se pretendeu determinar (NP

1612).

Na Tabela |3 ¢é possivel observar os valores obtidos nesta analise. Neste contexto é possivel
afirmar que de um modo geral a quantidade de biofilme adicionada nas amostras (=ImL) nao

influenciou significativamente a percentagem de proteina nas amostras.

Numa analise aos enchidos (alheira e painho) constatou-se que os painhos sao os produtos

mais ricos em proteina.

Comparativamente a valores descritos na literatura, destacou-se para as alheiras valores na
mesma ordem de grandeza: 13.0 + 0.52 % (Campos et al., 20/3) e I 1,4 + 2,8 (Ferreira et al.,
2006). Nos painhos o valor situou-se entre 3.3 + 0,2% e 20,8 + 0,9 % (para amostras de
paio alentejano) (Elias e Carrascosa, 2010), que corresponderam a valores inferiores ao dos

registados neste trabalho.

Tabela 13: Resultados da determinagao do valor de proteina nas amostras (Painhos e Alheiras) controlo, BO
e BE no tempo zero (T0) de analise.

Painhos | %Proteinas | Alheiras | %Proteinas

BO (33,43 £ 0,8)* BO (12,89 £ 1,5)

BE |(3358+02)*| BE | (I3,45+06)

Controlo | (33,03 = 1,0)* | Controlo | (13,01 +0,3)*

Letras iguais (a) superscript na mesma coluna indicam inexisténcia de diferencas significativas (P<0,05).

3.3.5.2 Analise de teor de humidade

Na Figura 19 estao representados os resultados da variagao da humidade ao longo do tempo
de estudo para as amostras controlo e BO dos enchidos. Desta analise nao se verificaram
alteragoes significativas no inicio do tempo de leitura (tempo zero) nem ao longo do tempo

de analise.

Relativamente a andlise efetuada a percentagem de humidade dos biofilmes sélidos (3.2.3.4),

registou-se aproximadamente 7,5% de humidade nesses biofilmes homologos de 1% de OE.
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Este facto sugeria que o biofilme fomentaria maiores valores de humidade nos enchidos, para
além de que, acrescia o facto de ter sido adicionado em solu¢ao. No entanto, com base na
Figura 19 constatou-se que a quantidade de biofilme utilizada nao influenciou a percentagem
de humidade nas amostras. Entre os enchidos, os painhos registaram valores de humidade

mais elevados.

Em relagao aos valores bibliograficos, foram descritos para as alheiras os seguintes teores de
humidade: 56,4 + 1,64 % (Campos et al,, 2013) e 52,3 + 4,31% (Ferreira et al., 2006). Ja para
os painhos foram descritos valores no seguinte intervalo: 27.2 + 3.3% e 59.3 + 7.6% (para

amostras de paio alentejano) (Elias e Carrascosa, 2010).

Com base nestes valores foi possivel verificar-se que a percentagem de humidade das
alheiras (= 45%) ficou um pouco aquém dos valores descritos. Enquanto os valores da

humidade dos painhos (= 60%) foi considerado dentro do intervalo de valores descritos.
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Figura 19: Evolucao da humidade nas alheiras (A) e painhos (B). Os graficos verdes correspondem as
amostras BO e o grifico azul as amostras controlo. Letras (a) iguais na parte superior e inferior dos graficos
indicam inexisténcia de diferencas significativas (P<0,05).

3.3.5.3 Analise do pH e acidez titulavel

Os enchidos enquanto produtos fermentados possuem bactérias lacticas como parte
integrante. Associados ao crescimento e desenvolvimento destas bactérias lacticas refere-se
a produgao de acidos organicos, i.e., acido lactico, que altera a acidez dos produtos (Ho,

Zhao e Fleet, 2015). Neste contexto a determinagao da acidez titulavel nas amostras (Figura
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20) foi realizada com o intuito de obter uma referéncia na evolugao destas bactérias. Em

simultaneo foi realizada a medigao do pH das amostras, demonstrado na Figura 21.
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Figura 20: Evolucao da acidez titulavel (% acido lactico) nas alheiras (A) e painhos (B). Os graficos verdes
correspondem as amostras com BO e o grafico azul as amostras controlo. Diferentes letras (a-d) nas parte
superior e inferior dos graficos indicam diferencas significativas (P< 0,05).
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Figura 21: Evolucdo do pH nas alheiras (A) e painhos (B). Os graficos verdes correspondem as amostras com
BO e o grafico azul as amostras controlo. Diferentes letras (a-d) na parte superior e inferior dos graficos
indicam diferencas significativas (P<0,05).

O pH é um aspeto fundamental a ter em consideragao quando se pretende executar/alterar
um produto com base no produto original, uma vez que o abaixamento do pH constitui um
mecanismo de preservacao do desenvolvimento de bactérias indesejaveis no produto. Este
processo é efetuado através da fermentagao, na fase da maturacao dos enchidos, onde a
matéria-prima e microflora instavel se transforma num produto estavel e inécuo do ponto
de vista microbiolégico (Mendes, 2013). Com base nisto, nao seria de esperar que os
produtos (controlo) sofressem grandes alteragcoes neste parametro ao longo do tempo, o
que se veio a confirmar com a anadlise de pH e acidez titulavel. Adicionalmente o BO induziu
uma acidificagao dos produtos, embora de forma nao muito acentuada. Essa acidificagao, tal
como todo o registo do pH, acompanhou as “linhas” obtidas para a % de acido lactico. Ou
seja, uma maior % de acido lactico correspondem a menores valores de pH. Em maior

detalhe registou-se para as alheiras valores uniformes ao longo tempo, com tendéncia para a
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sua diminuicao nos ultimos dois ensaios. Por outro lado, nos painhos foi notdria uma

diminuicao gradual do pH, em semelhanga ao aumento gradual do acido lactico.

A acidificagao das amostras BO sugere a presenca de mais bactérias lacticas, o que
provavelmente se deve a presenga do biofilme. No entanto essa percentagem nao aparenta
grandes diferengas entre o controlo ao longo do tempo. Ja a comparagao entre as alheiras e
painhos permitiu verificar que os ultimos possuem maiores valores de acidez, sendo o
alimento mais propicio para o desenvolvimento das bactérias lacticas. O facto de a alheira
ter sido menos manipulada e possuir a tripa por toda a alheira, parece conferir uma barreira
para o desenvolvimento destas bactérias como foi, embora menos percetivel, no caso dos

MCT 30°C.

Comparativamente com os valores de pH descritos na literatura foi possivel identificar para
as alheiras o seguinte valor: 5,1 + 0,50 (Ferreira et al., 2006). Ja para os painhos foram
descritos valores no seguinte intervalo: 54 * 0,40 e 6,0 + 0,20 (para amostras de paio
alentejano) (Elias e Carrascosa, 2010). Para esta analise, uma vez que existiram variagoes
significativas ao longo do tempo de analise do pH e os valores descritos nao se referirem a
estas variagoes temporais, considerou-se o valor de pH incial de cada amostra de enchido.
Assim, relativamente aos valores descritos, foi possivel verificar (a excepgao do painho BO
(6,0 £ 0,04)) que o painho controlo (6,7 + 0,01), alheira controlo (5,8 + 0,05) e alheira BO

(5,7 £ 0,07) eram ligeiramente mais basicos.

3.3.5.4 Analise da cor

A aparéncia do produto é outro fator a ter em consideragao. Possuir um produto com
melhores qualidade microbiolégicas mas que comparado com o original possui uma cor
diferente e menos atraente, podera tornar o produto menos apelativo. Assim, tornou-se
essencial seguir a evolugdo da cor ao longo dos ensaios. Os resultados podem ser

consultados na Figura 22.

Compreensivelmente ambos os enchidos mostraram uma evolugao uniforme, sem variagoes
significativas, entre as respetivas amostras controlo e BO. A quantidade de biofilme (I mL)
adicionado parece nao influenciar uma mudanga de cor nas amostras. Ainda, a cor das
alheiras manteve-se constante até aos 70 dias, tendo apenas sofrido uma diminuigao
significativa na ultima leitura (85 dias). Em sentido oposto, nos painhos foi notéria uma

diminuicao de cor ao longo do tempo de analise. Uma vez que a evolugao da cor foi
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semelhante para ambos os enchidos (controlo e BO), considera-se que a perda de cor é um

facto independente da aplicagao de BO e intrinseco destes produtos.
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Figura 22: Evolucao da cor nas alheiras (A) e painhos (B).Os graficos verdes correspondem as amostras com
BO e o grifico azul as amostras controlo. Diferentes letras (a-c) na parte superior e inferior dos graficos
indicam diferencas significativas (P<0,05).

3.3.5.5 Analise de perfil da textura

A andlise de perfil da textura das amostras controlo e BO vem no seguimento dos objetivos
definidos nesta analise fisico-quimica i.e., verificar se as amostras de BO sofrem alteragoes
significativas em relagdo ao produto controlo. Estas andlises encontram-se descritas na
Tabela 14. Note-se que esta avaliagao foi efetuada ao longo do tempo de andlise. No entanto
devido a nao existéncia de variagoes significativas entre amostras controlo e BO nos

respetivos pontos de analise, optou-se por apresentar a média desta evolugao (Tabela 14),
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para uma analise mais simplificada. Em anexo (Anexo i), segue a Tabela detalhada com os

resultados ao longo do tempo de analise.

A andlise da Tabela 14 permite concluir que existem valores distintos entre os dois tipos de
enchidos, que eram expectaveis devido a sua diferente natureza. Contudo nao houve
alteragoes significativas entres as amostras controlo e BO, concluindo-se assim que a

quantidade de biofilme BO adicionado nao influenciou a textura dos produtos.

Tabela 14: Resultados da andlise de perfil da textura dos enchidos (controlo e BO).

Controlo Oleo Controlo Oleo

Dureza (g) 2448,5+352,5° | 2573,9+463,9° | 612,2+80,8' 617,567,

Aderéncia (g.s) | -4992,4+1090,3" | -4803,2+1057,7° | -122,2427,9¢ | -157,4+42,5¢

Elasticidade (mm) [,00£0, ¢ 0,97+0,1¢ [,18+0,4° [,14+0,3°
Mastigabilidade (g) | |118,6+244,0° 1054,8+269,1¢ | 244,7+103,2" | 258,7+116,6"
Coesao 0,490, 1° 0,460, 1° 0,35%0,1° 0,35%0,1°

Letras (a-e) iguais superscript na mesma linha, indicam auséncia de diferengas significativas (P<0,05).

3.3.5.6 Analise da peroxidacao lipidica

A analise da peroxidagao lipidica foi efetuada com base na determinagao do teor de MDA,
i.e., cuja quantidade é proporcional a oxidagao. Como se pode observar na Figura 23, existiu
uma diferenca clara entre os niveis de MDA dos dois enchidos, sendo os niveis nas alheiras
(Figura 23A) sempre superiores a | mg MDA /kg amostra e substancialmente mais elevados
do que os registados nos painhos (<0,6 mg MDA/kg amostra) (Figura 23B). Além de
registarem valores mais elevados de oxidagao, salienta-se também que a variagao de MDA ao
longo do tempo de analise foi também superior ao registado nos painhos. Este facto indica
que as alheiras foram mais suscetiveis a processos de oxidagao do que os painhos, o que

teoricamente se associou a um maior teor em gordura.

No entanto, dados bibliograficos sugerem o contrario. Segundo Campos et al. (2013), a
percentagem de gordura nas alheiras correspondeu a 15,6%1,24%, Roseiro et al. (2012)
registou 16% e Ferreira et al. (2006) 18,4 + 4,7%. Nos painhos, segundo Elias e Carrascosa

(2010), esse valor encontrou-se numa gama de 20,8 *+ 8,0% a 48,4 + 4,4% (adaptado de
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amostras de paios alentejanos), enquanto Roseiro et al. (2012) fixou o valor em 24,2%.
Contudo existem varios tipos de amostras de alheiras, e as alheiras deste trabalho
apresentavam um liquido viscoso (umas mais que outras) em volta da mesma, que indicava
ser “excesso” de gordura. Note-se que algumas marcas nao possuem esta caracteristica
visivel, o que prossupoem possuirem menos teor de gordura. Consequentemente em futuro
trabalho dever-se-a ter em conta a analise da gordura das amostras, para uma correlagao

mais fidedigna entre enchidos.

A comparagao de amostras de alheira controlo e BO (Figura 23A) permitiu verificar
menores valores de MDA, assim como uma evolugao significativamente mais lenta na
oxidagao dos lipidos, nas alheiras BO. Neste grafico foi notoria a influéncia do biofilme na
retardacao da oxidagao das gorduras. Nos painhos (Figura 23B) a influéncia do biofilme nao
foi evidente em todos os pontos de analise. No inicio dos testes as amostras BO
apresentaram maiores valores de oxidagao, que podem estar relacionados com uma maior
manipulagao casual dos produtos. No entanto e apesar de uma menor variagao nos
resultados em ambas as amostras, no Ultimo ensaio o valor de MDA foi significativamente

inferior ao do controlo.

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra — Rui Pedro Fernandes



Avaliagao do potencial de revestimentos ediveis de origem proteica incorporados com
extrato e/ou 6leo essencial de plantas aromaticas na preservagao de produtos carneos 106
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Figura 23: Evolugao da peroxidacao lipidica (TBARS) nas alheiras (A) e painhos (B). Os graficos verdes
correspondem as amostras BO e o grafico azul as amostras controlo. Diferentes letras (a-d) na parte superior
e inferior dos graficos indicam diferencas significativas (P<0,05).

3.3.6 Anadlise sensorial

Os resultados da andlise sensorial encontram-se registados na Figura 24. Estes resultados
apesar de serem efetuados por um grupo de colaboradores nao treinados para este tipo de
produtos, permitiram retirar algumas conclusoes. Para todas as caracteristicas analisadas
apenas o aroma foi significativamente diferente entre as amostras controlo e BO, nos dois
enchidos. Era uma caracteristica previsivel devido as propriedades aromaticas do oleo
essencial, no entanto nas alheiras apos confecao (Figura 25) essas propriedades aromaticas

nao foram registadas.

Estranhamente, nos painhos cortados aos pedagos, os provadores também nao registam

diferencgas olfativas significativas da amostra BO em relagao a amostra controlo. O sabor nos
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enchidos com BO teve uma preferéncia ligeira, no entanto nao foi uma preferéncia
significativa para afirmar que é um produto superior ao controlo. De qualquer forma, este é

um resultado que se considera positivo.

A andlise da cor e textura veio de certa forma confirmar os resultados obtidos no
colorimetro e texturémetro, respetivamente, uma vez que nao se registaram diferengas
significativas entre as amostras. Mesmo apoés a confecgao (embora niao tenha sido
registado/analisado este paramtero) foi possivel perceber que o BO nao teve influéncia na
cor das alheiras (Figura 25). Numa andlise visual ao aspeto dos produtos na embalagem,
apenas nos painhos foi registada uma diferenga significativa em favor das amostras com BO.
O biofilme adicionado nos painhos beneficiou a avaliagao dos provadores, tornando o
produto um pouco mais brilhante e apelativo, segundo afirmaram alguns provadores. Nas
alheiras o biofilme nao alterou a aparéncia do produto. Este facto podera ser justificado
pelas caracteristicas naturais das alheiras, que apresentava um liquido viscoso em volta da
alheira. Nestas condigoes o biofilme parece ficar mascarado e por essa razao nao se obteve

resultados significativamente diferentes.

Em conclusao, segundo a aceitagao global, para ambos os produtos, pode-se afirmar que as
diferengas registadas nao foram significativas para que os provadores atribuissem uma

preferéncia entre as amostras.
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Figura 24: Resultados da anilise sensorial nas alheiras (A) e painhos (B). Os graficos verdes correspondem as

amostras com BO e o grafico azul as amostras controlo. Diferentes letras (a-i), nas varias categorias de analise

indicam diferencas significativas (P<0,05).
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Figura 25: Alheiras apds confegao para os testes sensoriais. Nota: Alheiras com BO lado esquerdo e alheiras
controlo do lado direito.
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4. CONCLUSAO

Na pesquisa de EXTAqgs e OEs de plantas aromaticas com propriedades antioxidantes e
antimicrobianas constatou-se a existéncia de um leque alargado de possibilidades, que
dificultaram a escolha do EXTAq e OE mais promissores para este trabalho. Isto indica a
diversidade e possibilidades de usos e adaptagdes que se podem efetuar consoante as
caracteristicas das plantas e do respetivo trabalho. No entanto, foi possivel eleger o OE de
Oreganum virens e EXTAq de Oreganum vulgare para as aplicagdes futuras nos produtos

carneos.

A segunda etapa do trabalho (otimizagao e caracterizagdo dos biofilmes) foi efetuada a
otimizagao de formulagoes capazes de formar biofilmes uniformes, com ou sem
incorporagao de OE de Oreganum virens e EXTAq de Oreganum vulgare selecionados. Com
base nisso foi possivel caracterizar as propriedades fisico-quimicas dos biofilmes controlo e
aqueles contendo varias concentragoes de OE e EXTAQ. Os resultados indicaram diferengas
entre BO e BE ao nivel da cor, transparéncia e permeabilidade ao vapor de agua, e

semelhangas ao nivel da espessura, humidade e solubilidade.

Na terceira etapa do trabalho, testou-se a aplicagao das formulagoes de biofilme contendo
OE Oreganum virens e EXTaq de Oreganum wulgare (a 1% (m:m) e 7,5% (m:m),
respetivamente) em dois enchidos tradicionais i.e., a alheira e o painho, tendo-se avaliado
parametros microbiologicos e fisico-quimicos ao longo de 85 dias e 112 dias,

respetivamente.

Numa primeira andlise foi notério que a aplicagio de formulagoes contendo EXTaq nao
corresponderam as espetativas, e nao se registou melhorias na inibicio microbioldgica.
Relativamente aos biofilmes BO, estes registaram melhorias significativas na inibicio do
crescimento microbiolégico, em ambos os produtos (alheira e painho), e também provaram
serem eficientes na prevengao da oxidagao das gorduras nas alheiras. Adicionalmente, os
testes fisico-quimicos indicaram que as amostras com biofilme BO nao tém influéncia
significativa nos parametros testados, podendo-se assim concluir que as caracteristicas

originais dos produtos nao foram alteradas.

Relativamente aos ensaios sensoriais, ambas as amostras mantiveram os parametros de
andlise sem diferengas significativas a exce¢do do aroma dos produtos, que nao teve

aceitacdo pela maioria dos analisadores. Apesar disso, outros parametros indicaram
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interesse dos analisadores pelos produtos com BO, mas apenas o parametro “embalagem”
no painho BO se destacou quer favoravelmente quer significativamente. Assim, e com base
nos resultados da aceitagao global dos produtos, os resultados indicaram uma vez mais que
nao existiram grandes alteragdes em relagao ao produto original, e que as diferengas

registadas nao contribuiram para uma preferéncia entre amostras.

Resumidamente, com bases nestes resultados, é possivel constatar que o revestimento com
a solucao de biofilme com d6leo essencial de Oreganum Virens tem potencial para melhorar a
conservagao dos produtos carneos. Contudo, serao necessarios trabalhos de consolidagao
de resultados, de forma a avaliar o valor efetivo e a aplicabilidade destes biofilmes ao nivel

industrial.

4.1 Trabalhos futuros

Na tentativa de melhorar a agao conservante do biofilme com OE e EXTAqQ nos produtos
carneos, em trabalhos futuros dever-se-a realizar ensaios da agao inibitoria e letal (CMI e
CML) das solugoes de biofilmes, com o OE de Oreganum Virens e EXTAq Oreganum vulgare,
em culturas microbiologicas patogénicas: S. aureus, E. coli, S. typhimurium e L.. monocytogenes.
Sera tambem dtil realizar ensaios microbioldgicos aos produtos carneos para outras estirpes
microbianas, incluindo as bactérias laticas e bolores. Nesses novos ensaios reduzir a

manipulagao dos painhos devera ser uma opgao.

Por outro lado, poder-se-ao testar novas percentagens de OE de Oreganum Virens e também

oleos de outras plantas, na tentativa de reduzir o impacto aromatico.

Para além disso as condi¢coes de producao dos extratos deveriao ser otimizadas a fim de

evitar contaminagoes microbioldgicas como as ocorridas neste trabalho.

A aplicagao de uma pelicula sélida de biofilme nos produtos carneos seria outro parametro
interessante de se avaliar e posteriormente confrontar com os resultados da aplicagao da

formulagao em fase liquida.

Nas andlises fisico-quimicas das amostras dever-se-a determinar a percentagem de gordura

nas amostras para uma analise mais fidedigna da inibicao da peroxidacao lipidica.

Por fim, a andlise sensorial devera nao s6 ser avaliada por um painel de provadores nao

treinado, como ainda por um painel de provadores treinados.
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6. ANEXOS

Anexo a: Principais agentes patogénicos responsiveis por hospitalizacdes associados a doengas
transmitidas por alimentos nos EUA em 201 I.

Agente patogénico N° Hospitalizacoes/Ano %

Salmonella spp 19.336 35
Norovirus 14.663 26
Campylobacter spp 8.463 15
Toxoplasma gondii 4428 8
Escherichia coli O157:H7 2.138 4

Adaptado de CDC (201 1).

Anexo b: Principais agentes patogénicos responsaveis por morte associados a doengas transmitidas
por alimentos nos EUA em 201 |.

Agente patogénico | N° Mortes/Ano %

Salmonella spp 378 28
Toxoplasma gondii 327 24
Listeria monocytogenes 255 19
Norovirus 149 I
Campylobacter spp 76 6

Adaptado de CDC (201 1).

Anexo c: Bactérias responsaveis por doencas alimentares nos EUA em 201 I.

Bactérias N° Casos/Ano
Salmonella spp | 027 561
Clostridium perfringens 965 958
Campylobacter spp 845 024
Staphylococcus aureus 24| 148
Shigella spp. 131 254
Escherichia coli 112 752
Yersinia enterocolitica 97 656
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Bacillus cereus 63 400
Escherichia coli O157:H7 63 153
Vibrio parahaemolyticus 34 664
Vibrio spp. 17 564
E.coli spp. 11982
Streptococcus spp. 1217
Salmonella entérica serotipo typhimorium 1821
Listeria monocytogenes 1591
Brucella spp. 839
Vibrio vulnificus 96
Vibrio cholerae 84
Mycobacterium bovis 60
Clostridium botulinum 55
Total 3.645.773
Adaptado de CDC (201 1).
Anexo d: Virus responsaveis por doengas alimentares nos EUA em 201 1.
Virus N° Casos/Ano
Norovirus 5.461.731
Astrovirus 15.433
Rotavirus 15.433
Sapovirus 15.433
Virus da hepatite A 1.566
Total 5.509.597

Adaptado de CDC (2011).
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Anexo e: Parasitas responsaveis por doengas alimentares nos EUA em 201 1.

Parasitas N° Casos/Ano
Toxoplasma gondii 86.686
Giardia intestinalis 76.840

Cryptosporidium spp. 57.616
Cyclospora cayetanensis I1.407

Trichinella spp. 156
Total 232.705

Adaptado de CDC (201 1).

Anexo f: Principais espécies de fungos produtores de micotoxinas associadas a doengas alimentares.

Micotoxinas Fungo produtor - Espécie

Ocratoxina-A = Aspergillus ochraceus; Penicillium viridicatum; P. cyclopium

Fumonisinas Fusarium verticillioides; F. proliferatum
Aflotoxinas Aspergillus flavus; A. parasiticus
Zearalenona

F. culmorum; F.graminearum; F. sporotrichioides

Desoxivalenol

Adaptado de CDC (2011).
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Anexo g: Estrutura quimica de componentes dos 6leos essenciais (Bakkali et al., 2008).

1. Terpenes
-Monoterpenes

Carbure monocyclic
Cymene ("'y") or p.cymene Sabinene

@

Alcohol acyclic
Citronellol Geraniol

e B o
OH

-Sesquerpitencs

Carbure
Famesol

2. Aromatic compounds

Aldehyde Alcohol

Cinnamaldehyde Cinnamyl alcohol

2 Remlley g e
n:;]m ©/\/\0

Methoxy derivative Methoxy derivative
Ancthole Estragole

/—<\=/>*OCH3

3. Terpenoides (Isoprenoides)

Ascuridole Menthol

Carbure bicyclic
Alpha-pinene

Phenol
Carvacrol Thymol
OH
OH
BAENRE
Alcohol

Caryophyllene

Betapinene

Phenol Phenol
Chavicol Eugenol
=CH,

/ OH
-

Methylene dioxy compound
Safrole

"OCH
OH

— o S
e SO
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Anexo h: Determinagido da composicdo e caracteristicas quimicas do CPS.

H.l Determinacao do extracto seco

Pesar os cadinhos

Pesar 2 g de
amostra

Colocar na estufa a
1052C durante 12h

\ v

0% ES =100 — M ="4) 100

(m,)

H.2 Determinacio das cinzas

Pesar oscadinhos

Pesar 2g de amostra
desidratada

Colocarna Mufla a
5502C durante 6h

m_—m
e 04100

% Cinzas =
()
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H.3 Determinacio da acidez para o CPS

Determinagdo da acidez:

Adiclonar 10mLde agua
destilads a 1gdeamostra
com precisdode 0,0013

Agitar ate adissolugdo
completa

Colocar 6 gotas de
fenolftaleina

titularcomNaOHO A N

Obter uma corrdsea
semelhante & testemunha

de corque persista Ss

10V
Acidez = ——
m

V —Volume de NaOH gasto nz titulag3o mL

m- Massa dz amostraemg

Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra — Rui Pedro Fernandes




Avaliagao do potencial de revestimentos ediveis de origem proteica incorporados com
extrato e/ou 6leo essencial de plantas aromaticas na preservagao de produtos carneos

127

H.4 Determinacio do teor de proteinas para CPS

Colocar 1g de amostra desidratada num tubo de digestdo

Adconar a cada amostra ( 3,5gde K:SO. + 0,4g de CusSQy)

Adiconar 2S5 mL de H,SO; concentrado

Colocar os tubos na unidade de digestdo 2ha 2302C

Apos 3 digestdo adiconar 50 mL de agua destiada

Adiconar SO mL NaOH a 40% (m/v)

Apds a destiacao, recolher o destilado em SO mL de 3cdo borico (H;80;) a 4% ateé
um volume de 250 mL

Colocar indicador: vermelho de metio + azul de metio

ttular comHCI 0,4 N

(14.007x N =< (V -V,))

i

s

(%) IN~- « 100

V- volume de HCl gasto na titulagdo da amostra (L)
Vz - volume de HCl gasto na titulag3o do branco (U
N - normalidade da solugdo de HCI(N)

M- Massa da amostra incial (g)
O teor de proteina total obteve-se multiplicando a percentagem de azoto total (%TN)

pelo factor 6,25.
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H.5 Determinacao do teor de gordura

' — ™
Mo butirometro colocar:

* 10 mL de H2504 concentrado
* 11 mL de amostra
L * 1mL de alcool iscamilico

il N

Fechar o butirometro com rolha
de borracha

il N

Agitar ate a dissolugdo completa
do residuo da caseina

il N
Efectuar a centrifugacio da

amostra a 65 2C, durante 10 min
na centrifuga de Gerber

b r

il N

Ler a percentagem na escala
graduada do butirdmetro

e r
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Anexo i: Evolucao da andlise de perfil da textura ao longo do tempo de analise.
I.1: Andlise do perfil da textura nos painhos
Painhos
Ensaio [ Il " \Y) \Y
Parametros
Dias 0 21 49 75 112
Controlo 2907,5+46 | 3037,533+3 | 3036,633+5 | 2784,617+4 | 1641,8+1
1,4° 23,1° 37,8° 17,7° 99,8°
Dureza (g)
Sleo 2624,97+45 | 3913,82+53 | 3051,60+68 | 3445,63+81 | 1217,00+
50,5° 7,4° 8,6 7,9¢ 49,9°
Aderéncia | Controlo | -3484,6" | -4812,3° -5945,7° -6180,7° | -5420,4'
(g:s) Oleo -3269,35° | -6442,55° | -5087,55" | -5813,62" | -4775,33
1,07 + 1,075+0,1
Controlo | 0,88+0,14° 0,98-_FO,01b 1,02+0,06° /0 33§3 L /0 Se 0,
Elasticidad ,12 2
e i 1 10,1
Oleo | 0,94+0,15% | 0,99+0,03° | 0,96+0,09° 1+0,17¢ '0955e 0,
Controlo 1007,01+£3 | 1138,18+17 | 1283,20+28 | 1362,53+40 | 1120,49+
A B C D E
Mastigabili 11 0 0 4 161
dade Oleo 782,53+37 | 1300,92+19 | 1172,47+30 | 1472,81+46 | 846,04+6
3* 3® 2¢ 2° 5,4
0,40540,16 0,446667+0 | 0,64%0,07
Controlo | " '~ | 0,3850,06° | 0,415+0,07° | * 05¢ o
Coesao ;
, 0,303+0,07 0,642+0,0
Oleo PRS0 10,33840,02° | 0,407+0,07° | 0,42740,04° | e

Letras iguais (a-€) superscript,na mesma coluna e para o mesmo parimetro de anélise, indicam ni3o haver

diferencas significativas (P<0,05).
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I.2: Andlise do perfil da textura nas Alheiras
Alheiras
Ensaio | Il 1| v \Y VI
Parametros
Dias 0 14 36 58 70 85
Controlo 522,12+ | 687+86,4 | 589,43+ | 583,17+1 | 713,255 | 578,52+1
) 96,3° b 46,3° 15,4° 8,1° 02,2
Dureza (g
Sleo 526,93+ | 609,68+6 | 673,67+ | 716,03+6 | 601,08+7 | 577,38+1
53,9° 8,4° 27,8° 9,3¢ 6,1° 07,0f
Controlo | 50,7+14, | 148,9+21 | 166,941 | 211,3+30 | 137,859, | 206,726
Aderéncia 1 ,9° 5,4° ,1° 0" ,aF
(8.s) - . . - . -
Oleo 50,5418, | 121,2+42 | 186,3+6 | 204,3+54 | 171,8443, | 210,4+33
54 ,2° 3,7¢ ,1° 3f 1
Controlo 0,97+0,0 | 1,27+0,6 | 0,97+0,0 | 1,25+0,6 | 1,43+0,80 | 0,98%0,0
Elasticida 4° 8° 4 2 i 3'
de p 0,96+0,1 1,39+0,6 | 1,30+0,59 | 1,18%0,5
Oleo 1+0° b 1+0° T | T o
Controlo 96,67+3 | 285,64+1 | 189,1+1 | 337,18+1 | 329,27+1 | 230,28%3
Mastigabil 0,8" 88,6° 9,7 64,0° 83,3" 2,8
idade bleo | BLSLEL | 179,575 | 250,955 | 436,84+2 | 279,665¢ | 323,90%1
1,4" 8,5° 8,7¢ 66,6° 150,7° 53,8
Controlo 0,20+0,0 | 0,32+0,0 | 0,33+0,0 | 0,47+0,0 | 0,35+0,10 | 0,41+0,0
8a 6b 4c 8d e 61’
Coesao
. 0,16+0,0 | 0,30+0,0 | 0,38+0,0 | 0,42+0,0 | 0,35+0,05 | 0,48+0,0
Oleo 3a 6b 9c 8d e 8f

Letras iguais (a-f) superscript,na mesma coluna e para o mesmo parametro de anilise, indicam nao haver

diferencas significativas (P<0,05).
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