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A disponibilidade e acesso a recursos alimentares é essencial para a
preservacdo e desenvolvimento da sociedade e estes representam um dos
recursos mais rigorosamente controlados a nivel mundial. Esta necessidade de
alimentos levou ao desenvolvimento de diversas técnicas com o objetivo de
prolongar o seu periodo de consumo antes que a sua degradacéo natural ou
possiveis contaminac¢des tornem 0 seu consumo um risco possivelmente fatal.
Nesta vertente surgem as conservas alimentares com a capacidade de
preservar uma grande porg¢do do valor nutricional dos alimentos com uma
grande acessibilidade. Estas resultam do processo de colocar um dado alimento
num contentor e expd-lo a elevadas temperaturas para garantir a sua
esterilidade, porém, este processo pode por vezes falhar, resultando num
produto contaminado cujo consumo sera um risco para a saude publica. Assim
sendo, de forma a evitar este cenério, existem empresas com o intuito de
determinar se um dado produto estd de acordo com a legislacdo em vigor de
forma a ser distribuido e consumido. Esta determinagdo € realizada segundo
metodologias adotadas ou desenvolvidas pela empresa que devem ser
validadas, ou seja, definir as caracteristicas do método com provas que este
funciona e que o laboratério é capaz de o aplicar corretamente.

O estagio foi realizado no laboratério de microbiologia da empresa Silliker
Portugal S. A., pertencente a corporacdo Mérieux Nutrisciences, sendo o seu
objetivo a compreensdo do processo de validagcdo, segundo a legislacdo
portuguesa em vigor e o procedimento interno da empresa, para a metodologia
associada a garantir a esterilidade em conservas alimentares.

Foram analisadas 40 amostras com 66 ensaios nos quais 46 foram
contaminadas artificialmente e 20 foram utilizados sem qualquer alteracéo.
Obtiveram-se assim 70% dos ensaios com o resultado de ndo estéril e 30%
estéril. Os pardmetros de validacdo resultaram numa eficiéncia de 100%,
especificidade de 100%, taxa de falsos negativos e positivos de 0%, seletividade
de 23% e sensibilidade de 100% permitindo classificar o método como validado
de acordo aos critérios do laboratoério.

Este trabalho refor¢cou a importancia de conservas alimentares e a
necessidade da utilizacdo de analises microbioldgicas cuja validagéo e
implementacao evidencie resultados aceitaveis e crediveis.
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Food availability and accessibility are paramount to the survival and development
of human society and as such food is considered the most carefully managed
resources in the world. This food necessity resulted in the development of many
different techniques with the objective of prolonging their safe consumption
period and shelf-life before natural degradation or contamination by
microbiological agents results in a health hazard to the consumer. As such, there
is a need for simple but effective strategies and in that sense canned foods are
one of the most common and readily available means since most of the
nutritional value is preserved and they can last up to several years undisturbed.
Canned food is the result of storing food in containers and exposing them to high
temperatures until they are sterile, though this process may sometimes fail due
to bacterial resistance being higher than expected or problems associated with
the cans themselves, like leaks, resulting in the product being considered not fit
for consumption. Due to this fact certain companies were set to analyze these
products and find out if they are in accordance with the current legislation for
distribution and consumption by the public. Those analyses are made through
certain methodologies developed or adopted by the companies that, in their turn,
need to be validated to define their characteristics, obtain proof of their
performance and that the companies can perform them correctly.

This internship was realized at the microbiological laboratory of Silliker
Portugal S.A., which belongs to the Mérieux Nutrisciences corporation, with the
intent of understanding the process of validation, following international and the
company guidelines, towards methods related to guaranteeing the commercial
stability of canned food.

40 samples and 66 tests were carried out in which 46 were artificially
contaminated and 20 were not. As such, 70% of the tests were classified as non-
sterile and 30% as sterile. The validation parameters resulted in 100% efficiency,
100 specificity, a rate of 0% to false negatives and positives, selectivity of 23%
and sensibility of 100%. As such, the sterility method can be classified as
validated in accordance with the criteria established by the laboratory.

The developed work reinforced the importance of canned food and the
necessity of utilizing microbiological analysis whose validation and
implementation show credible and acceptable results
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1. Caracterizacao da empresa do Estagio

A "Mérieux Nutrisciences” é uma empresa independente de prestagdo de servigos e fornecedora
lider que se encontra ligada a vérias dreas do setor agroalimentar cuja visdo e valores assentam
na protecdo da salde dos consumidores disponibilizando uma grande variedade de servicos
analiticos e de consultoria para as industrias do setor alimentar e da nutricdo. Assim sendo, a sua
visdo consiste em colocar a salde e bem-estar dos consumidores no centro da sua atividade e
oferecer o melhor servico aos clientes. Desta forma visa a melhoria da satde publica garantindo
a seguranca e qualidade de uma vasta gama de produtos incluindo alimentares, agroquimicos,
cosméticos, farmacéuticos, bens de consumo e nas areas da dgua e ambiente (Mérieux
NutriSciences, 2021). A sua visdo também consiste na aplicacdo e desenvolvimento de 4 pontos
principais nomeadamente: inovacdo, desenvolvimento internacional, solucdes digitais e
tecnologias avancadas. Em termos de valores, a empresa valoriza a sua reputagdo como lider
global baseando tal nas suas préticas honestas, legais e éticas e desenvolvendo as suas atividades
com integridade e fiabilidade. Entre os seus valores, destacam-se como a base da empresa: a
integridade promovendo a ética, honestidade, trabalho em equipa e confianga, a exceléncia
sendo esta a promogdo do conhecimento cientifico e foco no desempenho, a responsabilidade
que demonstra o compromisso, confianca e dominio nas obrigacdes da empresa e por fim a
iniciativa incentivando as agdes com flexibilidade, proximidade, inovacéo, recetividade e uma
abordagem proativa (Mérieux NutriSciences, 2021). No dia 18 de outubro de 2021 a empresa
anunciou um novo logdtipo e uma nova estratégia para reforcar a sua dedicacdo ao lema “Better
Food, Better Health, Better World” reforcando a sua missdo destinada a protecdo da saldde
publica e a qualidade esperada dos seus servicos. Esta mudanca pretende reforcar o foco da
empresa em melhorar produtos alimentares e procurar solucdes eficientes para problemas atuais
e futuros na cadeia de abastecimento alimentar desde a anélise microbiolégica até auditorias,
testes sensoriais e consultoria. Desta forma, serd possivel fornecer aos seus clientes solugdes
personalizadas para as suas necessidades mais complexas. Ao novo logétipo (Figura 1) foi
também adicionado a cor verde e azul para salientar a sua dedicacdo a sustentabilidade alimentar

e ao futuro (Mérieux NutriSciences, 2021).

® Mérieux
NutriSciences

Figura 1: Logdtipo da "Mérieux NutriSciences” (Mérieux NutriSciences, 2021).

O controlo da qualidade alimentar é uma atividade fundamental para garantir a satide

publica e seguranca da populacédo e considerando o volume de produtos disponibilizados para



compra, todos os dias esta atividade torna-se um desafio que deve ser encarado com a maior
responsabilidade e seriedade possivel.

A empresa teve o seu inicio com Marcel Mérieux, um estudante de Louis Pasteur, que
fundou em 1897 o “Institut Mérieux” que se dedicava inicialmente as vacinas humanas e
veterinérias. Em 1967, John H. Silliker cria em Chicago a empresa Silliker destinada a seguranca
alimentar e qualidade. A Silliker seria adquirida e incorporada em 1997 pelo “Institut Mérieux”,
com a expansdo deste para outros setores, e mudou o seu nome em 2011 por aquele que é
reconhecida atualmente: “Mérieux NutriSciences”. Atualmente a companhia encontra-se sediada
em Chicago e apresenta um crescimento rapido com mais de 100 laboratérios em 27 paises
(Figura 2) estando incluidos nestes Franca, Italia, Singapura, Ardbia Saudita, Portugal e outros

(Mérieux NutriSciences, 2021).
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Figura 2: Localizagdes atuais de laboratérios pertencentes a “Mérieux NutriSciences” (Mérieux
NutriSciences, 2021).

Em Portugal (Figura 3), a empresa exerce sob o nome de Silliker Portugal, S.A e o
destaque da sua atividade é essencialmente o setor agroalimentar. Surgiu um 1992 com o nome
de “Sociedade de Engenharia e Gestdo da Qualidade, Lda.” (EGI) numa altura onde a
necessidade de aumentar a qualidade alimentar crescia com uma oferta limitada de servicos de
assessoria. Respondendo a esta necessidade do mercado, a EGI assumiu rapidamente uma
posicdo lider a escala nacional (Mérieux NutriSciences, 2021). Em 1993 a EGl integrava o Sistema
Portugués da Qualidade através da acreditagdo do laboratério por parte do Instituto Portugués
de Acreditagdo (IPAC), o organismo nacional de acreditagdo. A acreditacdo consiste no
reconhecimento da competéncia técnica de uma entidade para efetuar atividades tais como
ensaios, calibracdes, certificagdes e inspecdes de forma a avaliar se um dado processo, servico
ou produto cumpre com os requisitos que lhe sdo aplicaveis (IPAC). Neste caso, A Silliker
Portugal, S.A esté acreditada através do Certificado de Acreditagdo n.° LO087 (IPAC). Dado o

reconhecimento da importéncia das caracteristicas organoléticas dos produtos e da sua



caracterizacdo foi criado, em 2000, o laboratério de anélise sensorial. Em 2008 a multinacional

Silliker adquire 86 % do capital, provocando a transicdo da empresa para o nome Silliker Portugal,

S.A, com a aquisi¢do de mais 10 % em 2011.

Figura 3: InstalacGes da Silliker Portugal, S.A. em Vila Nova de Gaia, Canelas.

As atividades da empresa e respetivos servicos estdo distribuidas por vérias areas (Figura

4) sendo as trés principais as anélises:

Fisico-quimicas: dividido nos laboratérios de fisico-quimica e
métodos instrumentais de anélise. Analises relativas a informacao
nutricional, contaminantes, alergénios e outros.

Microbiolégicas: identificagdo de microrganismos patogénicos

e ensaios qualitativos e quantitativos.

e Ambientais: Anélise a dguas residuais, dguas de consumo, solos,

lamas, efluentes liquidos e gasosos entre outros.

Para além destes ainda apresenta um conjunto diverso de servigos estando incluidos

nestes:

Consultadorias: avaliar e validar sistemas de forma a melhorar a
seguranca e qualidade alimentar. Especializam-se em &reas tais
como sistemas de gestdo da qualidade e seguranca alimentar,

boas praticas de fabrico, gestdo de alergénicos e outros.

¢ Auditorias e inspegdes: permitem identificar problemas antes

da sua ocorréncia o que ¢ fundamental na é&rea alimentar.
Garantem que fornecedores, produtores, distribuidores e
empresas de servicos no setor alimentar seguem as regulacdes
estabelecidas assegurando a melhor qualidade e seguranca aos

produtos destes
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Figura 4: Organograma da Silliker.

O Estagio seré realizado no laboratério de microbiologia responsével pela dete¢do de
organismos patogénicos tais como “Escherichia Coli”, “Salmonella” ou “Listeria” em produtos
alimentares de natureza variada desde produtos lacteos, cdrneos e pescado até confeitaria. Estas
anélises permitem certificar aos clientes da empresa que esses alimentos sdo seguros para
distribuicdo e consumo sendo um servico essencial para garantir a qualidade dos mesmos e a

prevencdo de surtos na populagdo



2. Objetivos do estagio

Os objetivos que se pretendem alcancar durante a realizacdo deste estagio sdo:

e Compreender o processo de validacdo e verificacdo de métodos segundo
normas portuguesas em vigor e os processos adotados pela empresa;
e Verificar se as conservas alimentares estdo de acordo aos parametros de

qualidade estabelecidos para comercializagdo e consumo seguro.

As conservas alimentares representam uma parte importante da dieta de uma porgéo
significativa da populagdo humana com um aumento esperado nas préximas décadas pelo que
a detecdo de contaminantes que afetem a salde publica, seja esta de forma fatal ou ndo, € uma

das atividades cuja regulagdo deve ser feita de uma forma cuidadosa e com pardmetros rigidos.



3. Enquadramento do tema de Estagio

3.1. Preservacao de alimentos

O acesso a alimentos é uma das maiores necessidades de qualquer organismo, incluindo
o Homem. Em tempos pré-histéricos, a preservacdo alimentar seria uma preocupacéo
negligencidvel uma vez que o seu consumo era realizado segundo a necessidade limitando o
excedente que poderia ser conservado. Esta tendéncia comecou a mudar a medida que as
culturas de cagadores-recoletores se adaptaram a um estilo de vida sedentario e a agricultura e
a criacédo de gado se tornaram atividades primarias. Estas resultaram num excesso de alimentos
cuja preservacdo permitira assegurar reservas em anos onde as colheitas fossem insatisfatérias
ou ocorresse um surto entre os animais resultando na sua morte e os consequentes riscos do seu
consumo. Assim sendo, os processos de conserva comecaram em métodos de tentativa e erro
sendo refinados a partir desse ponto. Entre os mais antigos destaca-se a utilizacdo de fogo e do
préprio Sol e, nas regides onde possivel, a utilizagdo de neve e gelo para refrigeragdo. As
estratégias mencionadas anteriormente eventualmente tornaram-se as mais praticadas e

eficientes mantendo-se maioritariamente inalteradas durante milhares de anos.

De todos os métodos tradicionais, a cozedura é a técnica mais antiga, com vestigios da
sua pratica desde 50000 a.C., para a preservacdo de alimentos uma vez que elimina
microrganismos patogénicos mantendo o produto edivel. Dentro da cozedura existem inimeras
variagdes dependendo do tipo de alimento e local onde é realizado, mas atualmente j& néo é
aplicada para a preservacdo a longo prazo, considerando as estratégias mais eficientes
disponiveis, mas sim para melhorar as propriedades organoléticas de alimentos e facilitar a sua
digestdo. Para além deste, outros métodos com origem na antiguidade incluem: a utilizagdo do
sal, a secagem pelo fogo, a auséncia de adgua nos alimentos que inibe o crescimento e
proliferacdo de microrganismos tanto em produtos animais como vegetais (Joardder et al., 2019;
Wilson, 1991), e a fumagem que consiste na exposi¢do de um alimento ao fumo. A secagem e a
fumagem eram pouco distintas pois a forma de exclusdo do fumo do fogo durante o processo de
secagem era desconhecida até que novas tecnologias permitiram a sua separagdo. Atualmente,
a secagem ainda é um processo utilizado para a conservacao de alimentos, com destaque para
os paises em desenvolvimento uma vez que paises desenvolvidos apresentam infraestrutura para
técnicas mais modernas e seguras sendo esta apenas utilizada por razdes culturais,
especialmente carnes e peixes no processo de cura enquanto a fumagem perdeu parte da sua
relevancia na preservacao alimentar, mas é popular pelo sabor Unico que resulta da sua utilizacéo.
A utilizacdo de sal encontra-se fortemente associada a secagem devido a reagdo de osmose
desencadeada pela sua adig¢do e ao facto de que grande parte dos microrganismos é incapaz de

viver em ambientes altamente salinos. Juntamente com a decapagem e a compressdo todos estes



métodos apresentam uma larga histéria de utilizacdo por diversas sociedades e ainda se

encontram em uso.

Os impactos do desperdicio alimentar sdo cada vez mais extensos provocando graves
problemas a nivel ambiental, social e na sadde individual e coletiva pelo que este fenémeno deve
ser minimizado. Desta forma, a aplicagdo moderna de tecnologias associadas a preservacédo
implica 3 principios basicos: i) a inativagdo de microrganismos que de alguma forma contaminem
o alimento, ii) a prevencdo ou atraso do seu crescimento caso estes ndo tenham sido desativados
e iii) a inativacdo de enzimas. Considerando estes principios, certas técnicas comecaram a ser
destacadas e desenvolvidas por serem a forma mais segura de preservar alimentos e as mais
economicamente viaveis. Tal é o caso na utilizacdo de temperaturas baixas, sendo atualmente as
estratégias mais populares a nivel global devido a sua capacidade de inibir o metabolismo
microbiano, a reproducdo dos microrganismos e rea¢des quimicas (Delgado e Sun, 2001)
permitindo um longo tempo de prateleira e mantendo o valor nutricional do produto (Fennema,
1997). O nome destes processos varia segundo a gama de temperaturas utilizada sendo que,
temperaturas abaixo de -18°C referem-se a congelamento, a refrigeragdo ocorre entre -1°C e 4°C
e, em casos particulares, super-refrigeracdo consistindo esta em preservar um alimento a
temperaturas abaixo do seu ponto de refrigeracdo. Estas técnicas envolvem frequentemente a
associagdo a outras tais como o empacotamento de forma a reforcar a protecdo fornecida ao
alimento reduzindo danos fisicos que possam acontecer durante o transporte ou armazenamento
e diminuem os danos provocados pela exposicdo a fatores ambientais tais como humidade,
odores, luz e outros. As embalagens alimentares possuem uma grande diversidade de
propriedades segundo o material do qual sdo compostas e o tipo de produto ao qual se pretende
a que sejam aplicadas. A maioria destas é composta por polimeros como polietileno ou
polipropileno, mas tem-se assistido ao crescimento da “modified atmosphere packaging” (MAP)
consistindo no controlo da atmosfera na embalagem de forma a estender o tempo de vida do
produto (Robertson, 2016). Esta variagdo ¢ geralmente aplicada em produtos altamente
pereciveis que ainda realizam respiragdo como frutas e vegetais, mas também carnes de forma a
manter uma aparéncia mais adequada aos consumidores e implica a diminui¢do de oxigénio e a
sua substituicdo por outros gases tais como didxido de carbono ou azoto de forma a prevenir a
oxidagdo (Boskou e Elmadfa, 2019). O empacotamento a véacuo frequentemente utilizado
representa uma abordagem semelhante com a utilizagdo de embalagens de baixa
permeabilidade e consequente difusdo lenta do oxigénio.

A conservacgdo quimica € outra técnica relativamente recente onde substéncias, como
por exemplo o acido ascédrbico, acido citrico ou sorbato de potéssio, que sdo conservantes

comuns, sdo utilizados para evitar a degradacdo de alimentos.



As técnicas que usam tratamentos térmicos, por exemplo aplicadas aos produtos
enlatados sdo uma das estratégias mais comuns para a preservacdo de alimentos e um dos
métodos mais utilizados globalmente pois permitem conservar uma grande variedade de
produtos.

As técnicas referidas constituem algumas das estratégias mais comuns a escala global,
mas a variedade de procedimentos é mais extensa e varia¢des existem segundo o local onde é
realizado e a tecnologia e recursos financeiros disponiveis a entidade responsavel pela sua
administracdo.

O acesso a alimentacado nutritiva é considerado um direito humano e é um requerimento
para a prevencdo e tratamento de doencas crénicas e relativas a deficiéncias (Ohlhorst et al.,
2013). Para tal, é necessario manter um equilibrio entre o consumo de calorias e nutrientes, mas
a capacidade da populacdo de alcancar esse balanco estd dependente de um conjunto de fatores
genéticos, socioecondmicos e estilo de vida. Neste aspeto, conservas alimentares sdo uma forma
simples, facil e conveniente de obter produtos com elevado valor nutritivo com tempo de
prateleira longo.

A conservagdo de alimentos em latas ou frascos consiste essencialmente em fechar
hermeticamente um alimento num contentor e impedir o desenvolvimento de microrganismos
patdgenos através da aplicacdo de calor. Esta técnica foi inicialmente desenvolvida por Nicholas
Appert (IFAC) em 1809 no contexto das guerras napolednicas e a pedido do governo francés.
Este percebeu que isolar um alimento num frasco submetendo-o a altas temperaturas impedia a
sua degradacdo sendo que o porqué deste fendmeno sé seria explicado por Louis Pasteur
décadas depois. A versio original deste processo era lenta e envolvia a utilizagdo de frascos de
vidro apresentando problemas logisticos no transporte destes e o risco da explosdo do préprio
frasco (IFAC). Em 1811 Phillipe de Girard desenvolveu as latas de aco (Figura 5) e apds venda da
patente Bryan Donkin conseguiu obter a produc&o a larga escala embora o processo ainda fosse
lento e o produto final fosse demasiado caro para a populacgéo civil pelo que era principalmente

vendido e distribuido a institui¢cdes tais como exércitos (IFAC).

Figura 5: Exemplar das latas de aco utilizadas nas primeiras fases da preservacédo de alimentos
(IFAC).



A popularidade das conservas aumentou devido a sua versatilidade e utilizacdo em expedigdes
e conflitos, pela sua exposi¢do a soldados que voltariam as suas vidas civis. Isto permitiu as
empresas expandir conservas a populacdo geral. A sua utilizagdo durante a primeira e a segunda
guerra mundial cimentou a sua atual posicdo atual no dia-a-dia das sociedades humanas (National

Canners Association, 1963)

Atualmente, o mercado relativo as conservas apresenta valores na ordem dos milhares
de milhdes de ddélares, com um valor estimado em 2018 de 91,4 mil milhdes de ddlares
americanos e um crescimento esperado até 2026 para 124 mil milhdes (Allied Market Research,
2020). Destes, o segmento das carnes e produtos marinhos representa mais de um terco do
volume total do mercado com o restante dirigido a frutas, vegetais, leguminosas, molhos e outros
(Figura 6). Em termos geograficos o maior consumo de conservas é observado na Europa com o
maior aumento nas préximas décadas esperado na Asia e no Pacifico resultantes do

desenvolvimento da classe média (Allied Market Research, 2020).
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Figura 6: Crescimento e setores do mercado de conservas alimentares nos Estados Unidos
desde 2014 até o esperado em 2025 (Grand View Research, 2018).

3.2. Producao de conservas alimentares

Abordando o processo através do qual conservas alimentares sdo produzidas verifica-se
que este é essencialmente um processo térmico. Este pode ser dividido em 2 estratégias:
tratamento térmico leve, correspondendo ao branqueamento e a pasteurizagdo, onde o
produto ndo é esterilizado; ou seja, microrganismos e enzimas sdo destruidos, mas ndo
totalmente sendo que outros com uma resisténcia superior a temperatura utilizada ainda podem
proliferar nas condig¢des certas (Fellows, 2017). Por esta razdo, a refrigeracdo de alimentos
tratados desta forma é frequentemente utilizada de forma a atrasar essa mesma proliferacdo.

A outra estratégia é o tratamento térmico severo utilizado para obter conservas. Este
processo requer um conjunto de etapas: inicialmente, o alimento sofre um pré-tratamento de

forma a evitar contamina¢des durante o procedimento consistindo na lavagem do produto em
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tanques de agua ou jatos de alta pressdo (Britannica, 2021) ; nesta etapa sdo aplicados
tratamentos térmicos leves como aqueles mencionados anteriormente, sendo um dos exemplos
mais significativos os vegetais que sdo quase todos submetidos a branqueamento para degradar
enzimas indesejaveis, mas também permitir um empacotamento mais eficiente pelo
amolecimento dos seus tecidos. Outros processos aplicados podem incluir a cozedura,
congelamento, secagem e radiacdo ionizante. O produto é depois colocado num contentor (lata)
com um liquido, geralmente dgua, salmoura, xarope e conservantes como acido ascoérbico de
forma a substituir o méximo de ar possivel seguido por um processo de exaustdo mecanica ou
térmica em vacuo onde o restante ar é removido (através da expansdo do alimento (Britannica,
2021); segue-se uma lavagem a parte externa do contentor com detergente para remover restos
de gordura ou outros matérias na embalagem e finalmente a selagem do contentor (Britannica,
2021). S6 apds estas fases é que o processo térmico é iniciado com a exposicdo da lata a uma
dada temperatura e tempo, ambos fatores dependentes do produto, tamanho da lata, taxa de
penetracdo da temperatura no centro da lata ou pH do alimento, mas obrigatoriamente o

suficiente para garantir a esterilidade (Jackson et al., 1979).
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Figura 7: Diagrama das etapas de producdo de uma conserva (Holdsworth e Simpson, 2007).
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A transferéncia de calor pode ocorrer através de trés métodos, conducdo, conveccio ou
uma combinacdo de ambos. A conducéo ocorre pela transferéncia de energia de particulas mais
energéticas, situadas na zona aquecida, para aquelas num estado de energia inferior e na
convecgado essa energia é movimentada pelas correntes que se formam no liquido ou gés devido
a dilatacdo térmica desse meio, consequente menor densidade e a tendéncia dessa parte
aquecida do meio a ascender (Emanuele, 1946).

Estas formas de transferéncia de calor representam um fator importante na esterilizacdo
devido ao tipo de meio que se pretende esterilizar. Para conservas com uma proporgao liquida
significante, a conveccdo serd aforma predominante da penetragdo do calor tornando o processo
de esterilizacdo répido, mas para alimentos de carater mais sélido ou pastoso a condugéo seré a
forma de transferéncia comum levando a um processamento lento. Assim, a humidade do
produto representa uma varidvel a ter em conta na esterilizagdo, quanto menor for esta menor
serd a condutividade térmica observada (Hallman, 1932).

Retomando os fatores dos quais o processamento térmico estd dependente, todas as
esterilizacbes devem basear-se no ponto critico da lata apresentada, também chamado “Slow
Heating Zone" (SHZ). No caso de alimentos onde a conducdo seja a forma predominante de
transferéncia, o ponto critico tende a manter-se no centro geométrico da lata. Alimentos tais
como atum enlatado, xaropes espessos e purés sdo geralmente considerados como puramente
aquecidos por condugdo. Para conservas liquidas a determinacédo do ponto critico requer uma
analise e previsdo do fluxo do meio e perfis de temperatura, porém geralmente este tende a
deslocar-se para as zonas inferiores da lata. A relevancia do ponto critico encontra-se no facto de
este ser o local a maior distdncia da periferia da lata resultando em mais tempo necessario para
a penetracdo do calor, o que por sua vez é influenciado pelo tipo de material pelo qual a lata é
composta e a sua capacidade como condutor térmico. Exemplificando, uma lata metélica
apresentard uma capacidade de transferir calor superior a um frasco de vidro pelo que o tempo
de esterilizagdo deste Ultimo serd maior uma vez que penetracdo do calor até o seu ponto critico
demorara mais tempo. A composicido do alimento também influencia esta caracteristica uma vez
que alimentos ricos em proteinas, agucares e gordura apresentam um efeito protetor nos
microrganismos diminuindo a penetracdo do calor pelo que a esterilizacdo desses deve ser mais
intensa. A resisténcia dos microrganismos as temperaturas a qual sdo submetidos depende do
meio onde se encontram, da forma em que se encontram e das caracteristicas do meio, neste
caso o alimento, assim da atividade da dgua, disponibilidade de hidratos de carbono, sais e pH.
Este uUltimo é de maior importdncia pois afeta o comportamento dos microrganismos: a
resisténcia térmica destes a pH neutro é superior a observada em pH baixos pelo que alimentos
de carater acido requerem tratamentos menos extensos para alcancar a esterilidade. Alimentos
sdo classificados nesta categoria como acido (pH<4,5) e n&o acido (pH=4,5) e tal influéncia a

capacidade de organismos de germinar.
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e Categoria 1 - alimentos de baixo teor acido (pH24,5): representam grande parte das
conservas alimentares pertencendo a esta categoria alimentos como carnes, peixe, leite
e vegetais. Microrganismos neste tipo de alimentos tendem a possuir uma resisténcia
térmica superior;

e Categoria 2 - alimentos acidos (pH<4,5): constituido predominantemente por frutos
tais como maracuja, péssego, pickles e outros. O processamento térmico deste tipo de
alimentos é geralmente mais baixo uma vez que o desenvolvimento de microrganismos

nestes é raro com a excecdo de leveduras, bolores e bactérias do acido latico.

Exemplificando, esporos de “Clostridium botulinum” geralmente ndo germinam a pH abaixo de
4,5 enquanto abaixo de pH 4 a germinacdo de esporos bacterianos é improvével. Assim sendo,
o pH do produto deve ser considerado para o processamento do alimento em questdo.

Na Tabela 1 estdo indicadas as gamas de pH para os diferentes tipos de conservas
alimentares:

Tabela 1: Gama de pH e classificagdo dos diferentes tipos de conserva (Holdsworth e Simpson,

2007).
Alimento Gama de pH Classificagdo pH

Peixa 4,6-7,0

Atum 4, 6-6,0 Alimento com baixo teor de acido
Salmao 6,1-6,5

Carna 4,8-6,1

‘itela 5.8-8,0 Alimento com baixo teor de &cido
Frango 6,082

Sopas 4,0-8,5

Tomata 4 2-52 Alimento com baixo teor de acido
‘\Vegetais 4.7-8,0

Frutas 2,565

Maga 3,335

Péssego 3.4-42 Alimento acido

Ananas 4,051

Tomate 4,1-4.4

Azeitonas maduras 58-73 Alimento com baixo teor de acido
Pickles aredo 3,0-3,5 Alimanto acido
Vegetais 4,6-8,0

Feijao/molho tomate 5264 Alimento com baixo teor de &cido
‘Vegetais misturados 54-56

Ervilhas 5,6-6,6

Através de autoclaves a gama de temperaturas utilizadas pode situar-se entre os 116 -

121°C ou temperaturas acima destas por exemplo para leite UHT para permitir a eliminagdo de
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esporos ou toxinas particularmente resistentes, com principal destaque para “Clostridium
botulinum” devido a sua letalidade se consumido. As etapas finais do processo incluem o
arrefecimento da lata, lavagem, secagem e testes pds-processamento para garantir a sua
esterilidade antes da rotulagem e distribuicdo. Algumas substéncias poderdo ser adicionadas
durante o procedimento como no caso do célcio para manter a textura do alimento estavel. No
final, o objetivo alcancado serd um tempo de prateleira estendido, superior a 6 meses, e
esterilidade comercial definido como o grau de esterilizacdo ao qual todos os patégenos e
organismos formadores de toxinas foram destruidos, tal como todos os outros tipos de
organismos, que se presentes em condi¢es normais de manipulacdo e armazenamento,
poderiam proliferar provocando a degradacéo dos alimentos. Esterilidade comercial ndo implica
a eliminacdo total dos microrganismos pois um numero reduzido de esporos resistentes a
temperatura pode permanecer, mas é incapaz de desenvolver-se em condi¢des normais (Potter
e Hotchkiss, 1995). Um dos aspetos mais importantes das conservas alimentares é a lata ou
contentor onde o alimento é colocado juntamente com o tipo de material do qual esse é
composto. O principal objetivo do contentor é proteger o alimento de impactos fisicos,
contaminagdes externas por fatores biolégicos como agua ou oxigénio, armazenamento
adequado, mas também providenciar informacdo relativa ao seu contelido e utilidade e
conveniéncia para o consumidor. Embalagens podem dividir-se em trés categorias: primarias,
secundarias e terciarias. Estas categorias variam segundo o grau de contacto com o alimento;
deste modo, as primarias apresentam contacto direto com o produto pertencendo as conservas
alimentares. As secundarias, como as caixas de papeldo ondulado, ndo contactam diretamente
com o conteldo e é onde a embalagem primaria estd armazenada e as terciérias, contentores ou

plastico, onde embalagens secundarias estdo agrupadas para distribuigdo.

A escolha do tipo de material a utilizar para melhor preservar um produto esta sujeita a
uma grande variedade de varidveis incluindo o custo, compatibilidade com o produto, resisténcia
as condicdes de esterilizagdo, preferéncia dos consumidores, velocidade de producéo, entre
outros (Sloan, 1996). No caso de conservas alimentares, o material mais comum é o metal seguido
por aluminio e em alguns casos vidro. As latas de metal podem ser revestidas por latdo no seu
interior ou entdo aluminio ou crémio recebendo nestes casos a designacdo de “tin-free steel”.
Para além disso, revestimento orgénico também ¢ adicionado ao interior e exterior sob a forma
de filmes de 1 a 10 pm (Geuke, 2016) para minimizar as interacdes e consequentes reacdes
quimicas entre o alimento e o material onde estd contido. Existe uma grande variedade de
revestimentos que diferem entre o seu prego, composi¢do quimica e propriedades, mas alguns
exemplos dos mais comuns sdo as resinas epoxi, oleorresinas, revestimentos de vinil e resinas
fendlicas. Porém, um dos aspetos relevantes relativamente as conservas alimentares é a

capacidade de migracdo de compostos principalmente bisfenol A, éter bisfenol A diglicilico e os
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seus derivados (Biederman e Grob, 1998) que possivelmente apresentam potencial
carcinogénico e consequéncias ao nivel cardiovascular, neurolégico e metabdlico (EFSA 2015;
Gao e Wang, 2014). Revestimentos epdxi apresentam um conjunto de vantagens, incluindo
compatibilidade extensa com uma grande gama de alimentos, elevada estabilidade e baixos
custos. Alternativas a base de acrilica e poliéster existem juntamente com outros sistemas para
minimizar a migragdo, mas nenhum deles preenche os requisitos para substituir resinas epoxi
totalmente devido ao seu preco ou baixa compatibilidade reduzindo o tempo de prateleira das
conservas.

Tal como mencionado anteriormente, as conservas permitem a uma parte significante da
populagdo aceder a alimentos a um preco mais acessivel e com um tempo de armazenamento
longo, porém a sua qualidade é frequentemente considerada inferior quando comparada a
alimentos frescos. Esta reputagdo estd associada ao tratamento térmico ao qual as conservas
estdo sujeitas e aos efeitos que essa temperatura exerce sobre a textura, cor, sabor e contetido
nutricional do alimento. Exemplificando, certas vitaminas solldveis, nomeadamente B e C, sdo
degradadas durante a esterilizagdo resultando numa quantidade inferior destas no produto final.
No entanto, apds processamento, a concentragdo de nutrientes mantém-se estavel durante o
armazenamento enquanto produtos congelados e frescos apresentam taxas de perda superiores
durante esse periodo (Rickman et al., 2007a). Algumas vitaminas também podem ser perdidas
para o liquido utilizado na lata de conserva, mas podem manter-se estdveis nesse meio durante
1 a 2 anos, dependendo das condicdes de armazenamento. O nivel de fibra, minerais,
carotenoides, vitamina A e E mantém-se semelhantes aos observados em alimentos frescos
(Rickman et al., 2007b) enquanto os antioxidantes podem permanecer estaveis ou sofrer perdas
consideraveis dependendo do tratamento térmico em questdo (Dewanto, 2002; Hunter e
Fletcher, 2002). A presenca de minerais e a disponibilidade da fibra sdo altamente varidveis de

acordo com o processamento (Rickman et al., 2007b).

3.3. Deterioracao microbiolégica

A deterioragdo dos alimentos pode ocorrer por diversas razdes sejam essas quimicas,
fisicas ou microbioldgicas, mas tém em comum provocar alteracdes nas caracteristicas dos
alimentos de forma que estes deixem de ser seguros para o consumo humano. A deterioracdo
microbiolégica também apresenta um impacto noutros fatores tais como a perda do valor
nutricional e no prazo de validade destes resultando assim também em perdas econémicas e
desperdicio alimentar. Na area da producdo de conservas a deterioracdo das mesmas pode
ocorrer devido a diversos fatores tais como falhas no processo de fabrico tendo como exemplo

falhas mecénicas ou de pessoas, falhas relacionadas com o processo como um processo térmico
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impréprio e a formacgédo de esporos resistentes ao calor ou falhas no recipiente através de uma
desinfecdo inadequada ou recipientes defeituosos (Kamboj et al. 2020). A deterioragédo
microbiolégica em conservas apds um tratamento térmico inadequado pode ser detetada pelo
aspeto do recipiente ou lata onde se encontram uma vez que em alguns casos microrganismos
produzem gés devido a processos metabdlicos levando a um aspeto “inchado” destas; porém,
em certos casos tal ndo se verifica sendo necessario uma andlise mais invasiva que requer a

abertura da lata e a anélise das suas caracteristicas.

Contaminagdo microbioldgica em conservas alimentares ocorre devido a diferentes tipos
de microrganismos sendo os mais relevantes: mesdfilos anaerdbios formadores de esporos,
mesdfilos aerdbios formadores de esporos, terméfilos “flat sour” formadores de esporos, fungos
resistentes ao calor, termdfilos anaerdbios formadores de esporos ndo produtores de H2S,
termdfilos anaerdbios formadores de esporos produtores de H»S, anaerdbios do acido butirico,

formadores de esporos “flat sour” aciduricos.

Destes, entende-se por microrganismos meséfilos aqueles capazes de desenvolvimento
a temperatura ambiente com uma temperatura 6tima de 35°C numa gama cerca de 5 -47°C e
termofilos como aqueles capazes de crescer a temperaturas elevadas idealmente a 55°C numa
gama de cerca 40 - 90°C (Erten et al., 2019; Jay et al., 2005a). Microrganismos aerdbios
necessitam de oxigénio no meio para o seu desenvolvimento enquanto os anaerdbios ndo se
desenvolvem na sua presenca. Anaerdbios facultativos sdo capazes de proliferar em meios com
oxigénio ou sem a presenca deste e microaerofilicos necessitam de concentragdes baixas de

oxigénio no meio (Noor e khetarpal, 2019).

e Mesofilos anaerébios formadores de esporos: pertencem maioritariamente ao género
Clostridium no qual existem dois grupos, o grupo 1 que inclui estirpes proteoliticas de C.
botulinum, C. sporogenes e anaerdbios de putrefacdo resistentes ao calor e o grupo 2
constituido pore stirpes ndo proteoliticas de C. botulinum, C. perfringens e anaerébios
do acido butirico (Evancho et al., 2009). Este tipo de organismos sdo responsaveis por
grande parte da degradagdo de conservas, principalmente o grupo 1 para alimentos com
pH>4,5, devido a uma elevada resisténcia a temperaturas elevadas e ao facto do
processo de producdo de conservas proporcionar aos mesmos as condi¢des ideais para
o seu desenvolvimento (Evancho et al., 2009). Anaerdbios de putrefagdo sdo
responsaveis pela producgdo de gés que leva ao "inchaco” do recipiente juntamente com
a degradacdo das caracteristicas do produto (Parkinson et al., 2017). Anaerdbios do &cido
butirico produzem éacido butirico, tais como C. butyricum e C. pasteurianum, juntamente

com didéxido de carbono e hidrogénio levando também ao “inchago” da conserva. Sao
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capazes de se desenvolver em meios de pH 4,2 levando a sua presenca tanto em
alimentos &cidos como pouco acidos (Landry et al., 2001).

Mesofilos aerébios formadores de esporos: pertencentes ao género Bacillus sendo
que existem dois grupos, os microrganismos deterioradores de alimentos como B.
coagulans e B. stearothermophilus e os que causam doencas ao ser humano como
Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus anthracis entre outros (Fritze e Claus, 2003).
Geralmente ndo desenvolvem gas levando a aparéncia “plana” ou normal do recipiente
com algumas excecdes como B. polymyxa. Tratamento térmico tende a ser eficaz na
eliminagdo deste tipo de organismos, mas células vegetativas podem fixar-se ao alimento
durante a fase de embalamento da conserva resultando na produgdo de esporos (Oomes
et al., 2007).

Fungos resistentes ao calor: geralmente fungos apresentam uma sensibilidade alta a
temperaturas elevadas tais como Aspergillus, Rhizopus, Penicillium entre outros pelo que
o tratamento térmico necessario para a sua inativacdo ndo é exigente e é altamente
eficiente (Pieckova et al., 2020). Porém, existem excegdes em certos géneros como
Byssochlamys (B. fulva, B. nivea), Talaromyces (T. flavus), Eupenicillium (E. brefeldianum) e
Neosartorya (N. fisheri) que foram detetados em conservas a base de frutas e
principalmente naquelas que estdo em contacto com o solo. Tendem a provocar a
descoloragdo do alimento a a alteracdo do odor (Pieckova et al., 2020).

Terméfilos “flat sour” formadores de esporos: classe tipicamente associada a Bacillus
stearothermophilus, uma bacteria termofilica e aerdbia que provoca a degradacio de
alimentos e o seu desenvolvimento provoca uma redugdo no pH dos alimentos
juntamente com a auséncia de “inchaco” em recipientes pelo qual a designacgdo “flat
sour”. Desenvolve-se a temperaturas elevadas numa gama de 40 - 75°C
aproximadamente com uma temperatura ideal de 55°C e requer um pH acima de 5,3.
Dadas as suas condi¢bes ideais de crescimento é altamente resistente a temperaturas
elevadas tal como os seus esporos. Consegue deteriorar uma grande variedade de
alimentos como carnes, vegetais e conservas a base de tomate. Os seus processos
metabdlicos levam a formagdo de acidos sem a produgdo de gés alterando o sabor e
aspeto do alimento, mas ndo apresenta consequéncias graves para a saide humana
(Evancho et al., 2009, Landry et al., 2001, Ababouch et al., 1999).

Termoéfilos anaerébios formadores de esporos: microrganismos nesta categoria
distinguem-se pela sua capacidade de produzir ou n&o sulfureto de hidrogénio como
produto secundario das suas vias metabdlicas. Entre os termdfilos ndo produtores de
sulfureto de hidrogénio temos T. thermosaccharolyticum, um dos organismos mais
significativos na degradacdo de conservas tais como vegetais. Produz elevadas

quantidades de gases e acidos tais como didéxido de carbono, hidrogénio, etanol, 4cido
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butirico, etanol e acido latico resultando no “inchaco” do recipiente. Os seus esporos sdo
altamente resistentes a temperaturas elevadas (Evancho et al., 2009, Landry et al., 2001).
Na classe dos produtores de sulfureto de hidrogénio Desutfomotomaculum nigrificans é
um dos microrganismos mais conhecidos pela degradacdo de alimentos a base de carne
e vegetais. Apenas se desenvolve em alimentos com baixo teor de acidez com pH
superior a 5,6. A sua presenca em alimentos tende a causar uma cor escura nestes e um
odor desagradavel devido as reacdes desencadeadas pelo sulfureto de hidrogénio
(Evancho et al., 2009, Landry et al., 2001).

e Formadores de esporos “flat sour” aciduricos: anaerdbios facultativos que ndo
produzem gas mantendo a aparéncia do recipiente ndo alterada, mas causando a
degradacdo do produto pela diminuicdo do seu pH e desenvolvimento de um sabor
azedo. Um exemplo desta classe de organismos e B. coagulans associado a conservas
4cidas como vegetais acidificados e produtos a base de tomate (Silva et al., 2013,
Evancho et al., 2009).

¢ Microrganismos ndo formadores de esporos: classe constituida por bactérias gram-
positivas (bactérias do é&cido latico), gram-negativas (Enterobacter e Pseudomonas),
leveduras e fungos. Tendem a surgir por tratamento térmico insuficiente ou
contaminagdo durante o processamento. Raramente surgem em conservas de baixo teor
de acidez uma vez que o tratamento térmico é mais intenso quando comparados aos de

baixa acidez (Evancho et al., 2009).

3.4. Controlo de qualidade e seguranca alimentar

Apesar da enorme variedade de metodologias disponiveis para a preservagdo de
alimentos, a sua utilizagdo ndo é suficiente para garantir que o consumo desse alimento pela
populacdo seja seguro sobretudo numa época onde a quantidade e variedade de alimentos
produzidos, comercializados e transportados apresenta um volume maior do que em qualquer
outra época; este consumo esta avaliado em 11,7 trilides de ddlares americanos em 2019 com
um aumento esperado de 5,0% por ano até 2027 (Grand View Research, 2020). O controlo da
qualidade garante que aos alimentos sejam aplicadas as normas e legislagdes locais ou
internacionais em vigor relativo as caracteristicas que o produto deve possuir para ser
comercializado de forma legal e segura. A seguranca dos consumidores e a sua confianca na
seguranca e qualidade dos produtos que compram é um fator de extrema importéncia para o
desenvolvimento social e econdmico tanto do setor alimentar como da economia global, levando

ao aparecimento de uma cadeia de abastecimento alimentar global fortemente dependente dos
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sistemas de producdo, distribuicdo e regulagdo. Outro fator que impulsiona o aumento da
importancia do controlo alimentar é o recente desenvolvimento de regides outrora consideradas
subdesenvolvidas permitindo que a populagéo, até esse ponto limitada no acesso aos mercados
internacionais ou nacionais, tenha acesso a novos produtos levando consequentemente a
condic¢des de vida superiores, o aumento populacional e a uma esperanca de vida média superior
reforcando progressivamente a necessidade de garantir a seguranca alimentar.

O conceito de qualidade de um alimento consiste essencialmente nas caracteristicas de
um alimento que o tornam aceitédvel e adequado ao consumidor tais como a aparéncia, textura,
sabor, valor nutricional e qualidade bacterioldgica. Estas caracteristicas sdo objetivas, tal como o
valor nutricional ou a qualidade bacteriolégica, que podem ser determinadas por anélise quimica
ou subjetivas tal como a aparéncia ou sabor (vaclavik et al., 2008). Para além disto, pode ainda
ser definido como um conceito tridimensional dividido nas trés categorias: procura, experiéncia
e confianca (Darby et al., 1973). Por outro lado, seguranca alimentar é um método utilizado para
descrever a manipulagdo, preparagdo e armazenamento de alimentos de forma a evitar a sua
contaminacdo e a transmissdo de doencgas provocadas pelos mesmos. Este método inclui as
rotinas que devem ser realizadas para evitar possiveis riscos a saide humana tais como a origem
do alimento, préticas e legislacdo relativa a rotulagem, condi¢des de higiene durante a
manipulagdo, presenca de aditivos alimentares, residuos de pesticidas ou outros quimicos,
politicas em relacdo a biotecnologia e normas governamentais relativas a gestdo das inspec¢des

de importacBes e exportacdes e a sua certificagdo.

Um dos exemplos mais comuns de estratégias para atestar a seguranca é a "Anélise de
Perigos e Pontos Criticos de Controlo” (APPCC). Entende-se por “Ponto de Controlo Critico”
qualquer ponto na cadeia de producgdo onde uma falha nos procedimentos estabelecidos pode
levar a danos nos consumidores e no préprio negdcio, mas onde um controlo pode ser
estabelecido para prevenir, eliminar ou reduzir o perigo até um patamar aceitavel. Este protocolo
evita a andlise ao produto finalizado pois estabelece vérias etapas de forma a evitar a
contaminacgdo desse ao longo da sua cadeia de producdo, ou seja, em qualquer fase desde a
producdo até o embalamento e distribuicdo. Desta forma, os aspetos entre a industria, mercado
e consumidor sdo extensivamente regulados para o bem da sadde publica. Assim sendo, existe
uma distincdo entre o que se interpreta através de qualidade alimentar e seguranca alimentar,
mas ambos sdo aspetos criticos para qualquer meio onde se realize a gestdo de recursos

alimentares e existe um grau elevado de interdependéncia entre ambos.

A presenca de contaminantes em alimentos refere-se a presenca de microrganismos ou
quaisquer quimicos que desencadeiem o aparecimento de doencas em seres humanos podendo
estas ser fatais pelo que a sua detecdo, minimizacdo e eliminacdo é uma das maiores prioridades

para garantir a seguranga alimentar. Segundo a Comisséo Europeia, contaminantes em produtos
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alimentares sdo substancias que n&o foram intencionalmente adicionadas ao alimento que
podem estar presentes como resultado das varias etapas de producdo, empacotamento,
transporte ou armazenamento ou através de contaminacdo pelo meio onde se encontram
(Comissdo Europeia). Contaminantes podem ser de origem antropogénica ou natural e
geralmente separados em trés categorias: fisicos, quimicos e biolégicos (Moamen et al., 2020)
com a existéncia de uma quarta categoria por vezes considerada, dependendo da literatura, a
contaminacdo por alergénios (CPD Online College, 2020). Comecando pelos contaminantes
fisicos de natureza humana, aqueles que atualmente se destacam devido ao enorme volume da
sua producdo e a dependéncia atual que as atividades humanas apresentam nesses sdo os
microplasticos tendo como exemplos poliéster, polietileno ou polipropileno (Thompson e
Darwish, 2019) resultantes da degradagdo do plastico por rea¢des quimicas. Estas particulas sédo
consumidas por animais marinhos que fazem parte da dieta humana resultando na acumulacéo
destes compostos pelos consumidores. O mesmo efeito é observado para metais como mercdrio,
chumbo arsénio (Thompson e Darwish, 2019; Lépez et al., 2000). Contaminantes quimicos
apresentam um grande espetro de substancias que afetam a salide humana estando entre estes
os agroquimicos como fertilizantes e pesticidas para proteger as colheitas (Polyxeni et al, 2016;
Rather et al, 2017), antibidticos utilizados em gado para acelerar o seu desenvolvimento
(Chattopadhyay, 2014), dioxinas relacionadas com cancros, diabetes e hipertensdo (Muzembo et
al., 2019), acrilamida, um carcinogénico resultante de tratamentos térmicos a produtos ricos em
amido (Thompson e Darwish, 2019) e bifenilpoliclorados (Thompson e Darwish, 2019). Nesta
categoria ainda se podem destacar outras substéncias nocivas tais como micotoxinas, toxinas de
origem flngica, sendo um exemplo os alcaloides de ergolina normalmente encontrados em
cereais (Tittlemeier et al., 2019) cujo consumo pode levar a um conjunto de sintomas fatais
designados ergotismo que podem levar a gangrena e perda de membros (Schardl, 2015).
Atualmente é raro em humanos, com um numero limitado de surtos em paises em
desenvolvimento, mas a utilizagdo de cereais para a alimentacdo de gado ainda representa uma
preocupacdo no controlo de qualidade (Stephanie et al.,, 2016) Hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos e 3-monocloropropano-1,2-diol formam-se com o processamento, especialmente
térmico, de carne, leite e bebidas com potencial carcinogénico (Oranuba et al., 2019; Onami et
al., 2015). Por fim, a contaminacdo biolégica consiste na presenca de organismos desde bactérias
ou parasitas e também virus. Estes apresentam alguns dos riscos mais sérios uma vez que doengas
desencadeadas com estes geralmente apresentam consequéncias elevadas para a vida humana
e animal. Alguns microrganismos de destaque nesta categoria incluem norovirus e o virus da
hepatite A, responséaveis por vémitos, diarreia, dor abdominal, febre e doenca hepética crénica
(Glass et al., 2009; Lindstrom e Korkeala, 2006). No caso das bactérias, as doengas podem ser
causadas por infecdo, intoxicacdo e infecdo mediada por toxinas sendo algumas das espécies

mais comuns na area alimentar a Salmonella, Escherichia Coli, Listeria e principalmente
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Clostridium botulinum cujas toxinas provocam botulismo uma doenca neuroparalitica
potencialmente fatal (Lindstrom e Korkeala, 2006) pelo que o controlo da sua presenca em
alimentos é um dos aspetos mais regulados. Este controlo rigoroso é exacerbado pela
capacidade destes organismos de adotar uma estrutura vegetativa altamente resistente ou
produzir toxinas altamente resistentes a condigdes como temperaturas elevadas como as obtidas
durante o processo de cozinhar um alimento. Apesar de menos comum, a zoonose, transmissdo
de agentes patdgenos de uma espécie para o ser humano, pode ser observada com alguns
microrganismos e parasitas como a entamoeba, fasciola, Toxoplasma gondii (Zolfaghari et al.,
2018)e recentemente a transmissdo de Coronavirus SARS-CoV-2 de morcegos para hospedeiros

humanos.
4. Documentos Normativos
4.1. Normas ISO

A "Organizacado Internacional de Normalizagdo” ou em inglés “International Organization
for Standardization” (ISO) é uma organizagdo mundial independente com o objetivo de
desenvolver uma larga gama de padrdes ou normas para produtos, materiais ou servico e
providenciar um conjunto de regras comuns a todos os seus estados-membros permitindo uma
comercializagdo mais simples e aberta. As normas estabelecidas t¢m como objetivo garantir que
quaisquer produtos alcancem os mercados ou consumidores com uma qualidade adequada
(Investopedia, 2020). A verificacdo e validacdo de métodos para produtos alimentares, sejam
estes qualitativos ou quantitativos, é regulada pela ISO 16140 com o nome “Microbiology of the
Food Chain" sendo esta composta por é partes. A ISO 17468:2016 encontra-se relacionada com
a validacdo de métodos no sentido em que estabelece os requerimentos e guias para a
padronizacdo de métodos de detecdo (ISSO 17468:2016). Nesta situacdo, definem-se métodos
de referéncia e métodos alternativos, segundo a ISO 16140-1:2016 parte 1, e estes s&o
respetivamente os métodos internacionalmente reconhecidos e aplicados e métodos que
detetam e quantificam o mesmo analito que o método de referéncia correspondente, mas ainda
ndo foram validados. A parte 3 da ISO 16140-3:2021, intitulada “Protocol for the verification of
reference methods and validated alternative methods in a single laboratory”, especifica o
protocolo a utilizar para a verificagdo de métodos de referéncia e métodos alternativos validados
para a determinagdo de microrganismos em produtos para consumo humano, animal, amostras
ambientais nas areas de producdo alimentar e amostras das fases primarias de producéo
particularmente para casos de contaminacdo com bactérias e fungos. Segundo a ISO 16140-
3:2016, a validacdo pode ser definida como “(...) o estabelecimento das caracteristicas de um
método e fornecimento de provas objetivas que os requisitos para uma determinada utilizaggo séo

cumpridos” e a verificagcdo corresponde “(...) & capacidade de um laboratério de utilizar um
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método validado segundo as caracteristicas definidas na sua valida¢do para um dado propdsito”.
Assim sendo, um laboratério pode selecionar uma metodologia onde o trabalho de validacéo ja
foi realizado, mas ainda deve efetuar trabalho experimental para verificar se apresenta as
capacidades para o aplicar e se este apresenta os requisitos desejados (Eurachem, 2014; I1SO

16140).

Existem parédmetros relacionados com a validagdo e verificagdo que é necessério
contabilizar para a sua utilizagdo correta em alimentos: o alcance do método (gama de produtos
para os quais se afirma que o método é aplicavel), alcance da validagdo (gama de produtos para
os quais se afirma que o método estd validado) e o alcance da aplicacdo laboratorial (gama de
produtos onde o método ¢é aplicado segundo o laboratério e se situam no alcance de validacao).
Estes sdo importantes para a distingdo das fases de verificagdo de um método que sdo: verificacdo
da implementacédo, representa a capacidade do laboratério de aplicar corretamente o método, e
a verificagdo de itens que representa a capacidade do laboratério de testar alimentos que define

como pertencendo ao alcance laboratorial.

Existem requerimentos para a implementacdo e verificacdo de métodos em relagdo a
gama de produtos nos quais se pretende utilizar e assim sendo, existem 3 categorias, a “gama
larga de alimentos”, “gama limitada de alimentos” e a “larga gama de alimentos e outras
categorias”. Considerando que o objetivo pretendido no Estdgio € a validacdo do método
relativo a esterilidade em conservas serd considerada uma gama limitada de alimentos pelo qual

a variedade de amostras alimentares sera limitada.

4.2. Legislacao portuguesa

Na indUstria alimentar destinada a conservas em Portugal, o processo de esterilizacdo
estd regulado por uma multitude de normas em vigor, sendo as mais relevantes para o caso das
conservas alimentares a NP-4404-1: 2002, referente ao controlo da estabilidade (entendendo-se
por estabilidade a “capacidade de uma conserva ou um produto semelhante de manter as suas
caracteristicas apds processamento nas condi¢gdes normais de armazenamento, durante o
periodo de validade e/ou nas condicdes de experimentacido fixadas na respetiva norma”) e a NP-
2309-2: 1988 para a verificacdo da esterilidade. Ambas as normas descrevem processos
destinados ao controlo da qualidade de lotes destinados a serem comercializados. Estes
processos sdo realizados através da exposi¢cdo das conservas a diferentes temperaturas durante
um periodo de tempo definido e utilizando um meio de cultura adequado fornecendo assim a
quaisquer microrganismos que tenham resistido ao processamento térmico as condi¢des ideias

para a sua proliferacdo.
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4.3. Procedimento de Controlo de qualidade 33.12

Os procedimentos de controlos de qualidade sdo documentos que descrevem a forma
através da qual os requisitos do sistema de gestdo da qualidade sédo aplicados no laboratério. Tal
como descrito na Norma ISO 9001: 2015, a ado¢do de um SGQ ajuda uma empresa a melhorar
o seu desempenho global e proporciona a esta uma base sélida para um desenvolvimento
sustentavel (ISO 9001. (2015)). Assim sendo, um SGQ refere-se a atitude tomada pela empresa
de forma a garantir que todos os processos exercidos sdo realizados com o méximo de eficiéncia
permitindo organizar e melhorar a gestdo e garantir a manutencdo da qualidade do servico
satisfazendo as necessidades dos clientes (Azevedo, A. et al., 2011). E uma das principais formas
de avaliacdo de uma empresa no mercado representando um fator importante na obtencdo de
acreditagdes e a conformidade do SGQ com as normas internacionais em vigor confere a
empresa uma qualidade mais elevada nos tipos de servigos prestados mais também uma relagdo
de maior confianca entre si e os seus clientes (Machado S., 2012).

Para validacdo do método serd utilizado o Processo de Controlo de Qualidade 33.12
(PCQ.33.12) intitulado “Validacdo do método em Anélise Microbiolégica” emitido a 11 de agosto
de 2021. Este procedimento pretende definir as metodologias e ferramentas utilizadas na
validacdo de métodos em analise microbioldgica relativamente as fontes de incerteza, descricdo
da metodologia aplicada na estimativa das incertezas e na implementagdo de novos métodos.
Este documento também estabelece os termos e defini¢cdes utilizados pelo pessoal da empresa
juntamente com as responsabilidades e fungdes dos mesmos. Para a validagdo/ verificagdo de
novos métodos, o procedimento a adotar depende da matriz sendo que as trés destacadas sdo
adguas, ar ambiente e alimentos/higio-sanitarios pelo que nesta situacdo foi utilizado o

procedimento relativo a alimentos.

5. Validacdao de métodos

5.1. Defini¢coes de validacao e verificacao

A utilizacdo de métodos destinados a serem usados para andlise quimica, tal como
qualquer outro equipamento utilizado durante o procedimento requer uma avaliacdo para
garantir que este estd de acordo com as necessidades do laboratério. Esta avaliagdo é realizada
através da validagdo do método, ou seja, o estudo das caracteristicas deste e o estabelecimento

de parémetro minimos a que este devera corresponder para que a sua aplicacdo seja considerada
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adequada. A definicdo do termo "validacdo” esté sujeito a diferentes interpretacdes e significados
uma vez que esta sujeito as normas e legislacdes de cada pais e as respetivas diferencas nos seus
guias para a aplicacdo de varias metodologias. A situagdo melhorou com o estabelecimento do
VIM (“Vocabulério Internacional de Metrologia”), um documento normativo que visa a criagdo de
uma terminologia de metrologia mais harmonizada entre laboratérios acreditados pela ISO 1589
e ISO/IEC 17025, mas ainda assim a terminologia relativa a validagdo de métodos ainda estéd
longe de ser uniforme. Assim sendo, a validacdo de um método consiste essencialmente em
definir o processo através do qual o método é realizado, os seus requisitos analiticos e a
confirmagdo que este tem capacidades consistentes com o que estd compreendido para a sua
aplicagdo. De forma a demonstrar as diferentes formas pelas quais a validacdo pode ser
interpretada sdo apresentadas as definicdes para a ISO 9000, ISO/IEC 17025 e a 3.° edigdo do
VIM de 2012 (Tabela 2):

Tabela 2: Definicdo do conceito de “validagdo” segundo a ISO 9000:2005, ISO/IEC 17025:2005
e VIM (Eder e Hosnedl, 2005; ISO/ IEC 17025:2005).

ISO 9000:2005 Confirmacdo, através do fornecimento de evidéncia objetiva, que os
requisitos para um uso ou aplicacdo especifica foram cumpridos.

ISO/IEC Confirmacgdo através da andlise e fornecimento de evidéncia que os
17025:2005 requisitos particulares para um uso especifico foram cumpridos.
ViM Verificagdo onde os requisitos especificos sdo adequados para o uso
pretendido.

A validacdo de um método encontra-se fortemente associada ao seu desenvolvimento
uma vez que muitas das caracteristicas de desempenho sdo observadas quer durante o
desenvolvimento do método, quer durante a validagdo. Porém, a validagdo do método deve ser

sempre realizada quando este alcanca a sua versdo final.

Um laboratério pode adotar um método jé validado, ou seja, o trabalho para a avaliagéo
do seu desempenho jé& foi realizado; no entanto, o laboratério ainda deve confirmar a sua
capacidade de aplicar esse método. Este é o conceito designado por “verificagdo” definido pela
ISO 9000:2005 (Eder e Hosnedl, 2005) como “(...) confirmagéo, pelo fornecimento de evidéncia
objetiva, que requisitos especificos foram preenchidos” ou pela VIM (BIPM) como “(...)
fornecimento de evidéncia objetiva que confirma que um dado item preenche os requisitos
especificos”. Assim sendo, na verificacdo o laboratério desempenha trabalho laboratorial de
forma a confirmar se o método apresenta as caracteristicas desejaveis, mas este serd, em
principio, um trabalho mais leve quando comparado com o que seria necesséario para a validagdo
de um método desenvolvido na prépria empresa. Em algumas situa¢des conceitos como

validacdo primaria e secundaria podem ser utilizadas sendo esta Ultima equivalente a verificacdo.
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5.2. Importancia da validacio de um método

O desenvolvimento de métodos para fins analiticos representa um dos aspetos mais
importantes para o desempenho de qualquer laboratério no estudo de diferentes tipos de
materiais sejam estes para avaliagdo de bens para comércio, composicdo de materiais destinados

a construcdo, andlise de fluidos por razées médicas ou criminais, entre outros.

Na andlise de produtos alimentares para o consumo do publico, a quantidade de aspetos
a ter em conta considerando a diversidade de organismos, as suas variadas condi¢des ideais de
desenvolvimento e nova legislacdo ou edigdes que possa entrar em vigor devido a novos perigos
ou para um controlo mais exigente requer uma grande variedade de métodos ou a utilizacdo
destes de formas nao inicialmente pretendidas. E necessério também ter em conta a viabilidade
destes mesmos métodos devido aos custos que possam surgir tanto da anélise ou de
compensacdes devido a falta de qualidade da mesma pelo que os resultados obtidos devem
apresentar a maior credibilidade possivel. Desta forma, surge a necessidade de definir quando é
que um método deve ser validado e neste sentido, a ISO/IEC 17025:2005 apresenta um conjunto
de situagdes incluindo: a utilizagdo de métodos ndo acreditados, métodos desenvolvidos pelo
préprio laboratério, a utilizacdo de métodos acreditados fora do seu uso pretendido (diferentes
amostras/ matrizes, material com diferentes caracteristicas, etc...) e amplificacdo ou modificacdo
de métodos padronizados. Adicionalmente, a validacdo também é necesséria para que o método

seja aceite por agéncias internacionais e € um requisito para a acreditacdo segundo a ISO/IEC

17025:2005.

Apds o desenvolvimento do método existem duas vias através das quais o método pode
servalidado: a comparacao interlaboratorial e a via intralaboratorial. Relativamente a primeira
opc¢do pode ser utilizada se um método se destina a ter uma larga gama de aplicagbes sendo por
isso o estudo colaborativo entre varios laboratérios a abordagem mais prética e com
apresentacdo de resultados robustos. Se o método foi desenvolvido por um laboratério para uso
préprio devido a competicdo ou falta de interesse no mesmo, uma abordagem intralaboratorial
é a mais adequada; no entanto, o processo serd concluido com a realizacdo de um ensaio

interlaboratorial para comparacdo de resultados.

5.3. Parametros de validacao

A necessidade dos laboratdrios de utilizar métodos validados é agora universalmente

aceite como um requisito na maioria dos setores de andlise. Desta forma, para iniciar o processo
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de validacéo o laboratério deve primeiro discutir os critérios a considerar para avaliar o método
e tal é registado num plano de validacdo que contém informacgdo como: titulo (descricdo
método, quem o realiza e quando, matrizes, etc...), planeamento (objetivo do método,
caracteristicas que serdo investigadas), caracteristicas de desempenho e um sumario de todo
o processo. As caracteristicas de desempenho ou parédmetros de validagdo serdo as mais
importantes para definir se a credibilidade do método pode ser estabelecida ou ndo. Estas sdo
variadas e tentativas de harmonizacao por parte do “Conselho Internacional para Harmonizacéo
dos Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano” foram realizadas (ICH); no entanto,
nem todas sdo testadas para um dado método dependendo isso da sua aplicagédo. Alguns dos
paréametros mais relevantes estabelecidos pela ICH incluem especificidade, repetibilidade,

reprodutibilidade, linearidade, os limites de detecdo e quantificagdo, exatidéo e precisdo.

Inicialmente era pretendida a validagdo do método através da ISO-16140-3, porém a
metodologia aplicada para validagdo foi realizada segundo a PCQ.33.12, um documento
normativo interno da empresa, utilizado para a validacdo de métodos em anélise microbioldgica.
Para este procedimento foram realizadas 30 amostras dos quais pelo menos 10 devem ser
positivos e no minimo 2 brancos. Com esta informacio e para a posterior validacdo do método
sdo calculadas caracteristicas de desempenho como sensibilidade, eficiéncia, especificidade,
seletividade e a taxa de falsos positivos e negativos (Silliker, 2020). Esta avaliacdo ¢é realizada

segundo a seguinte Tabela:

Tabela 3: Pardmetros de validacdo microbiolégica qualitative (Silliker, 2020).

Presuntivos
+ -
a b
+ . - , a+b
Confirmados/ (verdadeiros positivos) (falsos negativos)
Verdadeiramente C d g
- +
(falsos positivos) (verdadeiros negativos) ¢
n
a+c b+d (ndmero de
testes)

Assim sendo, os célculos para as diferentes caracteristicas de desempenho foram os
seguintes:

Eficiéncia = % (Equacdo 1)

A eficiéncia corresponde a fracdo de coldnias/ensaios totais corretamente atribuidos na

contagem presuntiva. Ou seja, corresponde a soma de amostras cujo resultado foi corretamente
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observado, ou seja, se a amostra estd contaminada e ocorre de facto crescimento nos meios de
cultura ou se esta ndo se encontra contaminada pelo que crescimento n&o foi observado

dividindo pelo nimero total de ensaios segundo a equacao 1 (Silliker, 2020).

Especificidade = id (Equacao 2)

c+

A especificidade corresponde a fragdo de resultados negativos corretamente atribuidos
na contagem presuntiva. Assim sendo, corresponde ao nimero de coldnias ou ensaios ndo
presuntivos verdadeiros pela divisdo da soma do niimero de coldnias ou ensaios ndo presuntivos
verdadeiros com o nimero de coldnias ou ensaios presuntivos, mas que séo falsos, pela equagédo

2 (Silliker, 2020). Resultados deste parametro geralmente encontram-se acima de 80%.

Taxa de falsos negativos = ﬁ (Equacao 3)

A taxa de falsos negativos é a fragdo de resultados negativos (por exemplo: coldnias
atipicas) que demonstram ser coldnias alvo, ou seja, é o nimero de coldnias ou ensaios ndo
considerados presuntivos, mas que sdo verdadeiros pela divisdo da soma do nimero de coldnias
ou ensaios ndo considerados presuntivos, mas que sdo verdadeiros com a soma do nimero de

coldnias ou ensaios ndo presuntivos verdadeiros segundo a equagdo 3 (Silliker, 2020).

Taxa de falsos positivos = i (Equacao 4)

A taxa de falsos positivos € a fragdo de resultados positivos (por exemplo: coldnias tipicas)
que demonstram ser devido a organismos ndo-alvo, isto é, € o nimero de coldnias ou ensaios
presuntivos, mas que sdo falsos pela divisio da soma do numero de coldnias ou ensaios
presuntivos que sdo verdadeiros com a soma do nimero de coldnias ou ensaios presuntivos, mas

que sdo falsos segundo a equacao 4 (Silliker, 2020).

Seletividade = = (Equacao 5)

n
A seletividade é o racio do nimero de coldnias/ensaios-alvo com o nimero total de
coldnias (ndo validos se seletividade for < 10 %), ou seja, a divisdo do niumero de coldnias ou
ensaios presuntivos que sédo verdadeiros pelo nimero total de coldnias ou ensaios segundo a

equacdo 5 (Silliker, 2020).

Sensibilidade = —— (Equacao 6)

a+b
A sensibilidade € a capacidade do método em detetar o organismo-alvo, a fracdo do total
de positivos, corretamente atribuidos na contagem presuntiva (com valores geralmente
superiores a 90 %), isto €, o nimero de coldnias ou ensaios presuntivos que sdo verdadeiros pela
divisdo da soma do nimero de coldnias ou ensaios presuntivos que sdo verdadeiros com o
numero de coldnias ou ensaios ndo considerados presuntivos, mas que sdo verdadeiros segundo

a equacdo 6 (Silliker, 2020).
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6. Caracterizacao dos organismos de referéncia

Tal como referido anteriormente a validacdo da metodologia atual associada a detecéo
de organismos patogénico para controlo de qualidade dos lotes produzidos em conservas
alimentares é predominantemente realizado segundo os parédmetros referidos na NP-2309-3
submetendo amostras retiradas desses mesmos lotes a temperaturas distintas de forma a avaliar
o crescimento de organismos que tenham resistido ao processo de esterilizagdo. Em condigdes
normais laboratoriais os lotes entregues por clientes sdo submetidos a este processo conferindo
um resultado final positivo ou relativo que confirma se estes sdo seguros para consumo humano.
Nesta situacdo, a validacdo foi realizada através da contaminacdo e incubacdo de amostras
fornecidas sendo que essas mesmas amostras foram, apds o periodo de incubacdo, analisadas

segundo a norma.

Para tal, os organismos utilizados como indicadores para este processo foram Bacillus
cereus, Clostridium perfringens, Limosilactobacillus fermentum, Zygosaccharomyces rouxii e
Escherichia coli. Todos estes organismos apresentam comportamentos, condi¢cdes e

caracteristicas bem estudadas tornando-os modelos ideais para a detecdo de contaminagdes.

e Bacillus cereus: bactéria frequentemente associada a contaminagdes alimentares pelo
que a sua detecéo é fundamental. Espécie gram-positiva, com forma do bacilo, mdvel,
anaerdbia facultativa e formadora de esporos (Paul Sulav et al., 2021). Estes esporos sdo
altamente resistentes a temperaturas elevadas ao contrario das células vegetativas. Capaz
de proliferar em temperaturas entre 4 e 50°C com uma temperatura ideal entre os 30 -
50°C. A gama de pH que permite desenvolvimento situa-se nos 4,9 e 9,3 com um pH ideal
entre 6.0 -7.0 e 2,0 - 11,0 para as toxinas respetivamente (ASAE). Contaminacdo resulta
em sintomas tais como ndusea, vémitos e diarreia, mas ndo é considerado fatal (katelijne
Dierick et al., 2005; Helmutt Mahler et al., 1997). Encontra-se distribuido largamente na
natureza em &gua, solo, matéria em decomposicao e outros pelo que é encontrado numa
grande variedade de produtos alimentares frescos de origem animal e horticola. E capaz
de produzir toxinas (producéo relativamente baixa em condi¢cdes de anaerobiose) pelo

que medidas de controlo sdo necessarias para prevenir o seu crescimento.
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Figura 8: Coloracdo de Gram em Bacillus cereus (Food safety Council).

Clostridium perfringens: bactéria gram-positiva com forma de bacilo e anaerdbia estrita
(Kiu et al., 2018). Cresce em temperaturas na gama dos 12 - 50°C com uma temperatura
6tima no intervalo de 43 - 47°C, produzindo enterotoxina entre 43 e 47°C, e apresenta
um pH ideal entre 6.0 e 7.0, com um minimo de 5.0 para proliferar, e forma esporos entre
6.0 e 8.0 (ASAE). Espécie sensivel a temperaturas elevadas ao contrario dos esporos que
sdo altamente resistentes. Amplamente distribuido no ambiente incluindo a flora
intestinal do Homem. Encontrado numa grande variedade de alimentos principalmente
aqueles ricos em proteina animal como carnes, leite ou molhos.

Clostridium perfringens produz enterotoxina tipo A que interfere nos processos de
transporte de dgua, sédios e cloreto através da mucosa intestinal resultando em sintomas
tais como dores abdominais agudas, febre, diarreia, ndusea e vomitos. Estes surgem apds
consumo de alimentos contaminados com um elevado ndmero de células vegetativas
(>10% células vegetativas por grama de alimento) geralmente considerada uma
contaminagdo ndo grave sendo raramente fatal através de desidratacdo do individuo ou
outras complicagdes. Sintomas mais severos podem por gangrena de gas também
chamada mionecrose clostridica devido predominantemente a produgdo de a-toxina e
gés proveniente do processo metabdlico da bactéria que leva a necrose dos tecidos e

potencial morte (ASAE).
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Figura 9: Coloragdo de Gram em Clostridium perfringens (Grupo EP).
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Limosilactobacillus fermentum: bactéria gram-positiva pertencente a familia das
bactérias acido-laticas, forma de bacilo e anaerdbia facultativa. Apresenta crescimento
ideal em meios de pH entre 5,0 e 7,0 (Rault, Aline et al., 2009; Melo, Taua Alves, et al.
2017;) e resisténcia elevada a temperaturas altas em certos meios como molho de tomate
devido & composicdo (Zheng et al., 2020; Juven et al., 1983) E um organismo presente
no sistema gastrointestinal humano e de outros mamiferos apesar de néo ser considerado
uma espécie comum (Duar, Rebbeca M., et al., 2017). Considerado um probiético e
seguro para consumo devido a sua ndo patogenicidade, presenca natural no organismo

humano e resisténcia as condigdes intestinais.

Figura 10: Coloracdo de Gram para Limosilactobacillus fermentum (lonut et al. 2019).

Zygosaccharomyces rouxii: levedura frequentemente utilizada em processos de
fermentacao tais como no molho de soja e miso (Kobayashi M. et al. 1998). Gama &tima
de pH entre 3,5 e 5,5 com um minimo e maximo respetivos para crescimento de 1,5 e
10,5 e temperature étima de 28°C (Restaino, L., et al. 1983). Eum organismo conhecido
pela sua capacidade de degradacdo de alimentos na inddstria alimentar devido a sua
capacidade de proliferar em meios altamente salinos e xerotolerancia isto €, esta espécie
é capaz de crescer em meios com atividade da &gua extremamente baixa quando
comparada a outras leveduras podendo entdo proliferar em meios ricos em acucares
como mel ou compotas (Martorell, Patricia, et al. 2007). E capaz de crescer numa larga
gama de pH e temperaturas variadas dependendo da concentragdo de agucares no meio
(Membré et al., 1999)
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Figura 11: Imagem microscépica de Zygosaccharomyces rouxii (Kurtzman et al., 2011).

Escherichia coli: bactéria gram-negativa com forma de bastonete e anaerdbia facultativa.
Apresenta crescimento numa gama de temperaturas entre os 7 e 46°C com uma
temperature 6tima de crescimento entre 35 e 40°C (ASAE) e um ph 6timo de 6,5 a 7,5
(Philip, P., et al., 2018). E. coli é geralmente encontrado no trato intestinal de humanos e
outros animais de sangue quente sendo que grande parte das estirpes observadas sdo
benéficas para o hospedeiro. Porém, algumas sdo responsaveis pela contaminagdo de
alimentos e consequente intoxicagdo alimentar. O método de transmissdo mais comum
para este organismo é o contacto com matéria fecal seja este por contacto fecal-oral
durante a criacdo de animais, contaminacdo de terras por contacto com excrementos
animais, contaminacdo de carcagas por manuseamento errado durante o abate e
evisceragdo e outros. Alguns dos alimentos mais comuns onde E. coli pode ser
encontrada incluem carnes, leites, produtos vegetais e &gua. Infe¢des por E. coli
desencadeiam sintomas tais como diarreia, dores abdominais, febre e vémitos podendo
estes ser fatais, dependendo do tipo de E. coli responsavel, pela possibilidade de
insuficiéncia renal ou pressdo sanguinea elevada (ASAE).
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Figura 12: Colora¢do de Gram de Escherichia Coli.
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7. Materiais e métodos

O trabalho desenvolvido durante o estdgio na Silliker Portugal S.A baseou-se
predominantemente na norma portuguesa NP-2309-2 (Prova de esterilidade) com certas etapas
e referéncias pertencentes a NP-4044-1 (prova de esterilidade). Devido as normas estabelecidas
pela empresa detalhes tais como informacéo relativa aos clientes ndo poder ser fornecida pelo

que o referido é apenas o essencial para a interpretacdo dos resultados observados.

7.1. Amostragem

As amostras utilizadas neste trabalho foram analisadas no laboratdrio de microbiologia
da Silliker Portugal, S. A. Para a validacdo do método de esterilidade foram utilizados um total de
40 amostras através das quais foram realizados 66 ensaios com as diferentes matrizes de
conservas sendo que estes ensaios representam amostras contaminadas artificialmente por
diferentes microrganismos e amostras ndo contaminadas para efeito de comparagdo. Esta
contaminag&o foi realizada através de amostras padrdo de controlo didrio do processo (DPCS)
que sdo uma matriz alimentar estéril inoculada com uma concentragdo baixa do organismo alvo
com o objetivo de assegurar a validade do procedimento e confirmar que os procedimentos
laboratoriais estdo sob controlo ao serem analisados da mesma forma e segundo as
especificacdes das amostras fornecidas por clientes. Desta forma, o laboratério prova que
consegue detetar o organismo alvo com elevada capacidade e execucdo correta dos métodos
analiticos. Para a realizag¢do do trabalho foram utilizados DPCS disponiveis em laboratério com as
seguintes culturas: Clostridium perfringens, Bacillus cereus, Escherichia coli, Limosilactobacillus

fermentum e Zygosaccharomyces rouxii.

Figura 13: DPCS de vérios microrganismos.
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Para contaminacdo das amostras removeram-se por¢des da matriz alimentar que foram
colocadas em frascos selados com parafina para simular as condicdes de anaerobiose

encontradas numa conserva.

Na Tabela 4 estdo generalizadas as amostras analisadas ao longo do trabalho e a

categoria a qual pertencem segundo a ISO 16140-3: 2021:

Tabela 4: Classificacdo das diferentes conservas alimentares analisadas segundo o estabelecido
pela ISO-16140.

Produto N. ° de amostras
Produtos a base de peixe prontos a consumir ou aquecer 18
Frutas e vegetais processados 17
Produtos de carne prontos a consumir ou aquecer 2
Produtos de aves prontos a consumir ou aquecer 2
Alimentos com multiplos componentes ou componentes alimentares 1

Na Tabela 5 estdo registadas as amostras utilizadas para a validagdo do método estando

estas registadas segundo o nimero da amostra e respetivo ensaio

Tabela 5: Conservas analisadas durante o estadgio com o respetivo nimero, ensaios realizados, o
tipo de produto e organismo utilizado para a contaminagao.

Numero da amostra Ensaio Produto Contaminacao
1 1 Atum em azeite B. cereus
2 2 Atum em azeite B. cereus, C. perfringens
3 3 Atum em azeite C. perfringens
4 C. perfringens
4 Cavala grelhada natural P . J
5 C. perfringens
6 C. perfringens
5 Cavala grelhada natural P - J
7 C. perfringens
8 C. perfringens
6 Cavala grelhada em azeite P . J
9 C. perfringens
10
7 1 Molho de tomate -
12
8 13 Cogumelos enlatados L. fermentum
14
9 15 Cogumelos enlatados B. cereus
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16

10 17 Cogumelos enlatados L. fermentum, B. cereus
11 18 Tremogos em conserva -
19
12 20 Sardinha em tomate picante -
21
13 Feijdo Branco -
22
23
14 Sardinha em azeite -
24
25
15 2 Atum em conserva natural -
27
16 28 Atum em conserva natural -
17 29 Sardinha em molho de tomate -
30
18 31 Tremogos em conserva -
32 . . .
19 33 Sardinha em azeite C. perfringens
34 . .
20 35 Salsicha de aves C. perfringens
36 .. ;
21 37 Feijoada transmontana C. perfringens
22 38 Polpa de tomate -
23 39 Polpa de tomate -
24 40 Polpa de tomate -
25 41 Péssego em calda L. fermentum
42
26 43 Ananés em calda L. fermentum
44
27 45 Tomate pelado L. fermentum
46
28 47 Salsicha de aves E. coli
48
29 49 Salada de fruta Z. rouxii, B. cereus
50
30 51 Feijao preto Z. rouxii, B. cereus
52
31 53 sardinha em azeite C. perfringens
32 54 Paté de sardinha C. perfringens
33 55 Sardinha em agua C. perfringens
56 C. perfringens
34 57 Tomate pelado L. fermentum
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58

35 59 Polpa de maracuja L. fermentum
60

36 61 Feijoada transmontana B. cereus, E.coli
62

37 63 Sardinha em azeite -

38 64 Feijéo preto B. cereus, E. coli

39 65 Sardinha em azeite B. cereus, E. coli

40 66 Paté de atum B. cereus, E. coli

7.2. Prova de estabilidade

A avaliacdo da esterilidade em conservas é realizada segundo a norma 2309-2:1988
consistindo esta na pesquisa de microrganismos que possam estar presentes na amostra. Para
este efeito foram preparadas sementeiras com porgdes das amostras em diferentes meios de
cultura. Os parametros iniciais para a avaliacdo da esterilidade encontram-se definidos na NP-
4404-1 sendo conservas definidas como “Género alimenticio ou alimento para animais que sofreu
um tratamento térmico ou outro, capaz de reduzir a flora microbiana a um pequeno nimero de
esporos quiescentes de microrganismos ndo patogénicos e ndo toxinogénicos, (...)". Esta norma

é relativa ao processo de avaliacdo da esterilidade das conservas.

Conservas alimentares encontram-se separadas em duas classes, produtos de categoria
1 ou seja aqueles com pH = 4,5 juntamente com tomate inteiro ou em pedacos, produtos
acidificados e adicionados de amido e produtos de categoria 2 com pH < 4,5. Embalagens
também s3o separadas segundo o material do qual estas sdo fabricados sendo que existem:
embalagens metdlicas rigidas, embalagens de vidro, embalagens plastica, metaloplasticas e
cartdo metal plastico. Embalagens metélicas rigidas podem ser avaliadas segundo as
deformagdes que surgem durante o periodo de incubacdo destas, assim sendo podem ser
divididas em; embalagem normal (sem deformacgdes observadas), embalagem frouxa (leve
dilatagdo da lata), embalagem opada (dilatagdo facilmente observada devido a producédo de
gases por parte dos microrganismos) e embalagem com fugas (observacdo de derrames do

conteldo)

A prova de estabilidade compd&e juntamente com a prova de esterilidade o processo para
a andlise de conservas alimentares pelo que sdo realizadas em conjunto e a parte inicial desta
norma € necessaria para prosseguir para aprova de esterilidade. Assim sendo, a prova de

estabilidade requer 3 unidades ndo defeituosas de um dado lote. Estas sdo submetidas a uma

35



analise externa ao recipiente para verificar se alguma anomalia é detetada. Caso nada seja
observado procede-se a prova de estufa as seguintes temperaturas: que sdo incubadas a <25°C
(temperatura ambiente), outra a 37 + 2°C e a Ultima a 55 = 2°C durante 7 dias. As latas sdo
colocadas sob um papel unicolor absorvente e retiradas frequentemente para verificar se
surgiram defeitos. Apds o periodo de incubacao, as latas sdo colocadas a temperatura ambiente
para equilibrar a temperatura entre as trés. De seguida, sdo realizados exames ao exterior da
embalagem (verificar se as embalagens estdo normais, frouxas, opadas ou com fugas), exame
ao contetudo (verificacdo das caracteristicas organoléticas como aspeto, textura, cor e odor), a
medicdo do pH caso alteracGes fisicas tenham sido observadas e 0 exame microscépico aplica-
se caso ocorram alteragdes consideraveis no aspeto ou cheiro do produto, diferencas de pH >0,3
e <0,5 (se maior que 0,5 entdo é considerado ndo estavel) e para produtos com peso liquido

acima de 1,5 kg.

Figura 14: Medicdo do pH para a amostra 34 apds incubagéo a 37°C e 55°C respetivamente.

7.3. Prova de esterilidade

A norma 2309-2: 1988 indica o procedimento a utilizar para determinar a esterilidade das
conservas alimentares através da realizacdo de sementeiras. Neste caso, para validagdo do
método através da observacdo de desenvolvimento bacteriano, foram preparadas amostras de
diversas matrizes alimentares onde se procedeu a sua contaminagdo por diversos
microrganismos através de DPCS preparados no laboratério. Essas passam entdo por um periodo
de incubacdo de uma semana as temperaturas de 37°C e 55°C, tal como referido na norma 4404-

1, para a pesquisa de populagdes microbianas mesdfilas e termdfilas.
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Figura 15: Amostras 19,20 e 21 apds incubacdo a 55 °C e 37 °C respetivamente.

Condicées de assepsia sdo fundamentais para amostras ndo contaminadas de forma a

prevenir a contaminagdo destas. Para tal, € necesséario passar por alcool e flamejar a embalagem

antes de proceder a sua abertura.

A execucdo da norma define duas técnicas distintas de acordo ao pH da matriz a utilizada

estando entdo separada pelos alimentos de pH inferior a 4,5 e aqueles com um pH superior ou

igual a 4,5.

7.3.1. Conservas de pH 24,5

meios:

A partir das amostras incubadas a 37 e 55°C sdo preparadas sementeiras nos seguintes

Meio de dextrose triptose amido (DTA) - Semearam-se 3 tubos com 2 gramas ou 2 cm?
de inéculo;

Tioglicolato - Semearam-se 3 tubos com 2 gramas ou 2 cm? de indculo;

Meio de agar dextrose triptose (ADT) - Semearam-se em superficie 3 tubos com 0,2
gramas ou 0,2 cm? de in6culo com uma ansa ou pipeta de Pasteur fechada, esgotando
ao longo da superficie do meio de cultura;

Meio de extrato de carne elevedura (ECL) - Semearam-se em profundidade 3 tubos com
0,2 gramas ou 0,2 cm?® de indculo colhido com ansa ou pipeta de Pasteur fechada,
esgotando por movimento de espiral ao longo do meio de cultura;

Meio de peptona de soja e amido (PSA) - Utilizado apenas para conservas vegetais.
Semearam-se em profundidade 3 tubos com 0,2 gramas ou 0,2 cm? de inéculo colhido
com ansa ou pipeta de Pasteur fechada, esgotando por movimento de espiral ao longo

do meio de cultura, regenerado e arrefecido a cerca de 45°C.

As sementeiras sdo incubadas durante é dias sendo que apds 3 dias de incubagdo

procedeu-se a realizacdo de uma repicagem dos meios liquidos jé incubados (tioglicolato e DTA)

para novos meios sélidos (ADT e ECL) que sdo colocados a mesma temperatura:
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6. Repicagem do meio DTA para ADT - Semearam-se em superficie 3 tubos de ADT,;
7. Repicagem do meio tioglicolato para ADT - Semearam-se em superficie 3 tubos de ADT;
8. Repicagem do meio tioglicolato para ECL - Semearam-se em profundidade 3 tubos de

ECL.

O mesmo processo é realizado para as amostras a 37 e 55°C.

7.3.2. Conservas de pH < 4,5

A partir das amostras incubadas sdo preparadas sementeiras com um procedimento igual
ao descrito de para pH = 4,5, mas com a adigdo de outros meios. Para as amostras incubadas a

37°C sdo também realizadas sementeiras em:

1. Meio liquido de Man, Rogosa e Sharpe - Semearam-se 3 tubos com 2 gramas ou 2 cm?
de inéculo;

2. Meio sélido de Man, Rogosa e Sharpe - Semearam-se em profundidade 3 tubos com 0,2
gramas ou 0,2 cm? de indculo colhido com ansa ou pipeta de Pasteur fechada, esgotando
por movimento de espiral ao longo do meio de cultura mantido em sobrefusao;

3. Meio de Cooke Rose Bengal suplementado com cloranfenicol - Semearam-se a superficie
5 placas de Petri com 0,2 gramas ou 0,2 cm? de indculo;

4. Meio para Bacillus thermoacidurans - Utilizado exclusivamente para conservas a base de
tomate. Semearam-se por incorporacdo 3 placas de Petri com 2 gramas ou 2 cm?® de

inéculo.

Aincubacéo é realizada durante 3 dias a 37°C para o meio MRS (sélido e liquido), o meio
Cooke Rose Bengal durante 5 dias a 25 + 2°C e o meio para Bacillus thermoacidurans durante 5
dias a 45 = 1°C. Para as amostras incubadas a 55°C realizam-se apenas as sementeiras referidas
nas amostras de pH <4,5, que séo incubadas a 55°C durante 6 dias, e o meio B. thermoacidurans
incubado a 4 °C durante 3 dias. Apds 3 dias de incubacgdo procedeu-se a repicagem repicando o
meio DTA para meio ADT, meio Tioglicolato para ADT e ECL e do meio MRS liquido para meio

MRS sélido incubado estes novamente durante 3 dias.

5. Repicagem do meio MRS para meio MRS agar - Semearam-se 3 tubos em profundidade

no meio MRS agar mantido em sobrefusdo a 46.°C

A leitura dos resultados é realizada segundo o estabelecido pela norma e assim sendo,

considera-se uma:
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Conserva estéril: ndo apresenta desenvolvimento microbiano em todos os meios de
cultura apds provas de estufa negativas, ou seja, ndo ocorreu alteragdo no aspeto da
conserva;

Conserva comercialmente estéril e microbiologicamente estavel:
desenvolvimento microbiano proveniente da presenca de raros esporos de
Bacillaceae, sendo que os meios liquidos revelam cultura, podendo os sélidos de
primo-cultura, nunca mais de 1 tubo em cada 3 apresentar menos de 10 coldnias
isoladas, apds provas de estufa negativas. Diferencia-se da conserva estéril uma vez
que desenvolvimento bacteriano limitado, mas ainda comercialmente permitido é
observado;

Conserva nao estéril e microbiologicamente instavel: desenvolvimento
microbiano seguramente proveniente da conserva, mas que ndo satisfaca as
condi¢des mencionadas na conserva comercialmente estéril, neste caso, a série de
liquidos e sdlidos apresentam cultura de idénticas caracteristicas, apds provas de
estufa positiva ou negativas;

Conserva ndo estéril e microbiologicamente instavel: auséncia de
desenvolvimento microbiano em todos os meios de cultura, mas verificando-se no
exame microscopico e/ou em outros ensaios, como o pH, caracteres organoléticos e
comportamento da embalagem, alteracdes resultantes de anterior desenvolvimento
microbiano no produto, seguido do fenémeno denominado de autoesterilizagéo;
Conserva estéril, mas ndo estavel: auséncia de desenvolvimento microbiano em
todos os meios de cultura, exame microscépico normal apds provas de estufa

positivas, ou seja, ocorreram alteracdes no aspeto da conserva tais como inchaco.

7.4. Preparacao e composicao dos meios de cultura

Os seguintes meios de cultura foram utilizados neste trabalho: meio Tioglicolato, meio

DTA, meio ADT, meio ECL, meio sélido MRS, meio liquido MRS, meio Cooke Rose Bengal e meio

para Bacillus thermoacidurans. Apesar de indicado na norma como sendo utilizado para

conservas vegetais meio PSA ndo foi empregado no decorrer do estagio.

7.4.1. Meio de cultura de tioglicolato

O meio de cultura tioglicolato ja preparado da Biokar, para um volume de 1000 ml, é

composto por: 5 gramas de extrato de levedura, 15 gramas de triptona, 5,5 gramas de dextrose

(D-glucose), 0,5 gramas de tioglicolato de sédio, 2,5 gramas de cloreto de sédio, 0,5 gramas de

L-cisteina, 0,001 gramas de resazurina e 0,75 gramas de agar. O meio é adicionado ao respetivo
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volume de &gua e colocado numa placa de agitacdo e aquecimento com um magnete até se
obter homogeneidade. Este é entdo distribuido por tubos num volume de 10 ml que séo
colocados num autoclave a 121°C durante 15 minutos. Este meio é utilizado para testar a

aerotoleréncia de microrganismos que pode ser observada pela sua posi¢do no meio.

7.4.2. Meio de cultura caldo dextrose triptose amido (DTA)

A constituigdo do meio DTA, para um volume de 1000 ml de dgua desionizada, é a
seguinte: 3 gramas de extrato de carne (Biokar), 10 gramas de triptose (peptona tripsica de carne)
(Merck), 5 gramas de dextrose (D-glucose) (Sigma), 5 gramas de cloreto de sddio (NaCl) (VWR) e
10 gramas de amido soluvel (VWR). Para a preparacdo deste meio, os diferentes componentes
foram colocados numa “plataforma” de pléstico e de seguida depositados num frasco juntamente
com o volume de agua definido. O meio foi entdo colocado numa placa de agitagdo e
aquecimento com um magnete de forma a alcancar homogeneidade. De seguida, este foi
distribuido por tubos num volume de 10 ml e esses tubos sdo a 121°C durante 15 minutos. Este
meio tem como objetivo o crescimento de organismos aerdbios e anaerdbios facultativos. A
proliferacdo destes microrganismos leva ao desenvolvimento de turbidez no meio, mas a sua
observacdo direta no meio tende a ser dificil pelo que uma subcultura é feita em agar dextrose

triptose (ADT).

7.4.3. Meio de cultura caldo agar dextrose triptose (ADT)

A constituicdo do meio de cultura de agar dextrose triptose para um volume de 1000 ml
de &dgua desionizada ¢ a seguinte: 3 gramas de extrato de carne, 10 gramas de triptose (peptona
tripsica de carne) (Merck), 5 gramas de dextrose (D-glucose) (Sigma), 5 gramas de cloreto de
sédio (NaCl) (VWR) e 15 gramas de agar (Oxoid). Para a preparacdo deste meio os diferentes
componentes foram colocados numa “plataforma” de pléstico e de seguida depositados num
frasco juntamente com o volume de dgua definido. O meio foi entdo colocado numa placa de
agitagdo e aquecimento com um magnete de forma a alcangar homogeneidade e permitir a
dissolucdo do agar. De seguida, 5 ml do meio s&o distribuidos para tubos sendo estes colocados
na autoclave a 121°C durante 15 minutos. Apds terminar o processo de autoclavagem, os tubos
sdo colocados numa posi¢do de inclinacdo até solidificarem de forma a formar uma rampa. Este
meio permite a pesquisa de microrganismos aerdbios mesofilicos e termofilicos sobretudo

aqueles associados a fenémenos “flat sour”.

40



7.4.4. Meio de cultura extrato de carne e levedura (ECL)

A constituicdo do meio de cultura de extrato de carne elevedura para um volume de 1000
ml de 4gua desionizada, é a seguinte: 10 gramas de triptose (peptona tripsica de carne) (Merck),
4 gramas de extrato de carne (Biokar), 5 gramas de extrato de levedura (Merck), 3,2 gramas de
dextrose (D-glucose) (Merck), 0,3 g de cloridrato de L-cisteina (Merck), 5 g de cloreto de sédio
(VWR) e 6 gramas de agar (Oxoid). Para a preparacdo deste meio os diferentes componentes
foram colocados numa “plataforma” de plastico e de seguida depositados num frasco juntamente
com o volume de agua definido. O meio foi entdo colocado numa placa de agitacido e
aquecimento com um magnete de forma a alcancar homogeneidade e permitir a dissolugdo do
agar. De seguida, 10 ml do meio séo distribuidos para tubos que sdo colocados na autoclave a
121°C durante 15 minutos. Apds a autoclavagem estes solidificam em posi¢éo vertical. Este meio

permite a investigagdo de microrganismos anaerdbios.

Figura 16: Meios de cultura utilizados para conservas de categoria 1 (pH>4,5). Na figura a)
podem ser observados os meios tioglicolato, DTA, ADT e ECL de tras para a frente estando
presents dois suportes para ensaios a 37 e 55 °C. Afigura b) representa um suporte dos meios
ADT e ECL onde os tubos da frente permaneceram a incubar durante 6 dias enquanto os de trés
serviram para a repicagem de meios liquidos.

7.4.5. Meio de cultura sélido de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)

O meio de cultura sélido Man, Rogosa e Sharpe ja preparado da Oxoid, para um volume
de 1000 ml, apresenta a seguinte composi¢do: 10 gramas de peptona, 8 gramas de Lab-Lemco
Powder, 4 gramas de extrato de levedura, 20 gramas de glucose, 1T ml de monooleato de
sorbitano, 2 gramas de hidrogenofosfato dipotassio, 5 gramas de acetato de sédio, 2 gramas de
citrato triamonico, 0,2 gramas de sulfato de magnésio e 0,05 gramas de sulfato de manganés. O
meio é adicionado ao respetivo volume de &gua e colocado numa placa de agitagédo e
aquecimento com um magnete até se obter homogeneidade. De seguida, 10 ml do meio sdo

distribuidos em tubos que sdo colocados num autoclave a 121°C durante 15 minutos. Este é um
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meio seletivo para bactérias do acido latico dos seguintes géneros: Lactobacillus, Streptococcus,

Pediococcus and Leuconostoc.

7.4.6. Meio de cultura liquido de Man, Rogosa e Sharpe (MRS)

O meio de cultura sélido Man, Rogosa e Sharpe j& preparado da Oxoid, para um volume
de 1000 ml, apresenta a seguinte composicdo: 10 gramas de peptona, 8 gramas de Lab-Lemco
Powder, 4 gramas de extrato de levedura, 20 gramas de glucose, 1 mL de sorbitan mono-oleate,
2 gramas de hidrogenofosfato dipotassio, 5 gramas de acetato de sddio, gramas g de citrato
triamdnico, 0,2 gramas de sulfato de magnésio e 0,05 gramas de sulfato de magnésio. O meio é
adicionado ao respetivo volume de dgua e colocado numa placa de agitagdo e aquecimento com
um magnete até se obter homogeneidade. De seguida, 10 ml do meio foram distribuidos em
tubos que sdo colocados num autoclave a 121°C durante 15 minutos. Este meio é utilizado para

a identificacdo das bactérias do acido latico.

7.4.7. Meio de cultura para pesquisa de Bacillus Thermoacidurans

O meio de cultura sdélido para pesquisa de Bacillus thermoacidurans também chamado
Bacillus coagulans ja preparado da Sigma-Aldrich, para um volume de 1000 ml, apresenta a
seguinte composi¢do: 5 gramas de extrato de levedura, 5 gramas de proteose peptona, 5 gramas
de dextrose (D-glucose), 4 gramas de fosfato dipotéssio, 0,2 gramas de sulfato de magnésio, 20
gramas de agar. O meio é adicionado ao respetivo volume de dgua e colocado numa placa de
agitacdo e aquecimento com um magnete até se obter homogeneidade. De seguida, é colocado
num autoclave a 121°C durante 15 minutos. Este meio € seletivo para o isolamento e cultura de

Bacillus coagulans.

Figura 17: Meio de pesquisa de Bacillus Coagulans.
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7.4.8. Meio de cultura Cooke Rose Bengal

O meio de cultura Cooke Rose Bengal da Oxoid é constituido, para um volume de 1000
mL, por:10 gramas de glucose, 1 grama de sulfato de potéssio, 0,5 gramas de sulfato de
magnésio, 0,05 gramas de Rose-Bengal, 15,5 gramas de &gar, 5,0 gramas de peptona e
cloranfenicol. O meio é adicionado ao respetivo volume de dgua e colocado numa placa de
agitacdo e aquecimento com um magnete até se obter homogeneidade. De seguida, é colocado
num autoclave a 121°C durante 5 minutos. Este meio é utilizado para o isolamento de fungos e

leveduras.

Figura 18: Meios utilizados para amostras de categoria 2 (pH<4,5) ndo incluindo produtos a
base de tomate. Os trés tubos de meio liquido e meios sdlido correspondem aos meios caldo
MRS e MRS agar respetivamente. As 5 placas foram utilizadas para plaqueamento com meio
Cooke Rose Bengal.
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8. Resultados e discussao

8.1. Resultados da amostragem para o método da esterilidade e estabilidade

Microrganismos encontram-se amplamente distribuidos por todo o tipo de meios e
superficies pelo que as suas caracteristicas e condi¢des de desenvolvimento variam fortemente.
Este fator é de grande importéncia para a industria alimentar considerando que qualquer
alimento deve passar por um processo de controlo rigoroso para assegurar que pode ser
consumido de forma segura pela populagdo. O desenvolvimento de microrganismos pode ter
efeitos desejaveis ou indesejaveis uma vez que em certos tipos de produtos desenvolvimento de
microrganismos é considerado um aspeto positivo, sendo estes vendidos como alimentos
probidticos, porque s estes organismos providenciam ao consumidor beneficios para a sua saude
em diversos aspetos sejam esses relativos a problemas fisicos como doencas cardiovasculares ou
na regulagdo de aspetos que apresentam um impacto na salde mental (DiRienzo, 2014; Ruth Ann
e Foster, 2015). No caso das conservas alimentares, a proliferacdo de microrganismos acarreta
geralmente consequéncias de natureza negativa. Estes sdo organismos resistentes a condi¢des
adversas apresentando caracteristica como resisténcia a temperaturas altas pela produgéo de
esporos e com a capacidade de reduzir o valor nutricional do alimento pela utilizacdo dos
nutrientes nesse meio. Para além disso, os seus processos metabdlicos resultam da sintese de
metabolitos secundérios que alteram as caracteristicas dos alimentos tais como o cheiro e odor
que os tornam menos apelativos aos consumidores, que pode colocar em risco a sua sadde e
existe o risco de apresentarem a capacidade de proliferarem no organismo humano alterando o
equilibrio microbiolégico ja existente podendo mesmo provocar a morte no individuo no pior

dos casos.

A contaminacdo do produto por microrganismos pode ocorrer em diversas fases da
producdo desde o manuseamento da matéria-prima, o proprio processo de esterilizacdo se
pouco adequado ao produto até a expedicdo final. Por estas razdes, a anélise microbioldgica das
conservas é um aspeto de enorme importancia na indUstria alimentar para garantir a estabilidade

e esterilidade destas e verificar que se encontram dentro dos parédmetros, tais como as condi¢des
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de higiene e nivel de adequacdo do tratamento térmico, estabelecidos pela legislagdo nacional

e internacional em vigor.

Os resultados obtidos ao longo do trabalho para a esterilidade estado registados de forma

generalizada na Tabela 6 onde se encontram os resultados para a esterilidade e, de forma

limitada quando comparado a todo o processo delineado pela norma, para a estabilidade de

diferentes conservas. Estas resultam num total de 40 amostras no qual foram realizados 66

ensaios dos quais 46 foram contaminados com C. perfringens, B. cereus, Limosilactobacillus

fermentum, Z. rouxii e E. coli e 20 foram ndo contaminados. Inicialmente a validagcdo e

implementacdo do método teria sido feita segundo o definido na ISO 16140-3: 2021, mas a

pedido da empresa esta ideia foi alterada a favor de seguir o protocolo interno PCQ 33.12.

Tabela 6: Caracterizagdo das 40 amostras e 66 ensaios para valida¢do da esterilidade e

estabilidade.
Numero da . T - o
Ensaio Produto Contaminacio Prova de estabilidade Esterilidade
amostra
. - , N3o estéril, microbiologicamente
1 1 Atum em azeite B. cereus Nao estavel . 9
instavel
. . - , N3o estéril, microbiologicamente
2 2 Atum em azeite B. cereus, C. perfringens Néo estavel N 9
instavel
. . - , N3&o estéril, microbiologicamente
3 3 Atum em azeite C. perfringens Néo estavel S
instavel
. - , Nao estéril, microbiologicamente
4 C. perfringens Nao estavel L 9
instavel
4 Cavala grelhada natural - 0 - -
. - , N&o estéril, microbiologicamente
5 C. perfringens Né&o estavel S
instavel
. - , N3o estéril, microbiologicamente
6 C. perfringens N&o estavel - 9
instavel
5 Cavala grelhada natural - PRI - -
. = . Né&o estéril, microbiologicamente
7 C. perfringens Néo estavel .
instavel
. - , N3o estéril, microbiologicamente
8 C. perfringens N&o estavel - 9
6 Cavala grelhada em instavel
azeite . = . N&o estéril, microbiologicamente
9 C. perfringens Néo estavel o
instavel
10 Estavel Estéril
7 Molho de tomate -
11 Estavel Estéril
- , N3o estéril, microbiologicamente
12 Nao estavel instavel 9
8 Cogumelos enlatados L. fermentum — — - -
- , N3&o estéril, microbiologicamente
13 Nao estavel L
instavel
- . Na téril, microbiologicament
14 Nio estavel &o estéril, mic (?blo ogicamente
instavel
9 Cogumelos enlatados B. cereus — —— - -
- , N3&o estéril, microbiologicamente
15 Nao estavel L
instavel
- , N3o estéril, microbiologicamente
16 Nao estavel instavel 9
10 Cogumelos enlatados L. fermentum, B. cereus = T - -
- , N&o estéril, microbiologicamente
17 Nao estavel S
instavel
" 18 Tremogos em conserva - Estavel Estéril
12 19 Sardinha em tomate i Estavel Estéril
20 picante Estavel Estéril
21 Estavel Estéril
13 Feijao Branco -
22 Estavel Estéril
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23 Estavel Estéril
14 Sardinha em azeite -
24 Estavel Estéril
.5 25 Atum em conserva Estavel Estéril
26 natural Estavel Estéril
16 27 Atum em conserva ) Estavel Estéril
28 natural Estavel Estéril
Sardinha em molho de , L.
17 29 - Estavel Estéril
tomate
30 Estavel Estéril
18 Tremocgos em conserva -
31 Estavel Estéril
- , Nao estéril, microbiologicamente
32 Nao estavel instavel 9
19 Sardinha em azeite C. perfringens = TR - -
= . Né&o estéril, microbiologicamente
33 Nao estavel L
instavel
- . Nao estéril, microbiologicamente
34 Nao estavel instavel 9
20 Salsicha de aves C. perfringens = PR - -
= . Né&o estéril, microbiologicamente
35 Nao estavel .
instavel
- , N3o estéril, microbiologicamente
36 Nao estavel instavel 9
21 Feijoada transmontana C. perfringens - PURTR " -
= . Né&o estéril, microbiologicamente
37 Nao estavel L
instavel
22 38 Polpa de tomate - Estavel Estéril
23 39 Polpa de tomate - Estavel Estéril
24 40 Polpa de tomate - Estavel Estéril
~ , N3o estéril, microbiologicamente
41 Nao estavel instavel 9
25 Péssego em calda L. fermentum o P - -
- , N3o estéril, microbiologicamente
42 Nao estavel S
instavel
- )} Nao estéril, microbiologicamente
43 Nao estavel ! instavel 9
26 Ananés em calda L. fermentum p - - -
- , N3&o estéril, microbiologicamente
44 Nao estavel L
instavel
- , Nao estéril, microbiologicamente
45 Nao estavel instavel 9
27 Tomate pelado L. fermentum p TR - -
- , N3&o estéril, microbiologicamente
46 Nao estavel .
instavel
- , Nao estéril, microbiologicamente
47 Nao estavel instavel 9
28 Salsicha de aves E. coli = T - -
< . Né&o estéril, microbiologicamente
48 Nao estavel L
instavel
- , N3o estéril, microbiologicamente
49 Nao estavel instavel 9
29 Salada de fruta Z. rouxii, B. cereus = TR - -
= . Né&o estéril, microbiologicamente
50 Nao estavel L
instavel
- , N3o estéril, microbiologicamente
51 Nao estavel instavel 9
30 Feijao preto Z. rouxii, B. cereus - PETI— - -
= . Né&o estéril, microbiologicamente
52 Nao estavel L
instavel
. . . = . N&o estéril, microbiologicamente
31 53 sardinha em azeite C. perfringens Né&o estavel -
instavel
R . . - , Nao estéril, microbiologicamente
32 54 Paté de sardinha C. perfringens Nao estavel S 9
instavel
. - , N3o estéril, microbiologicamente
55 C. perfringens Né&o estavel - 9
. , instavel
33 Sardinha em agua e PRI - -
. - , N&o estéril, microbiologicamente
56 C. perfringens N&o estavel S
instavel
~ . N&o estéril, microbiologicamente
34 57 Tomate pelado L. fermentum N&o estavel

instavel
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N&o estéril, microbiologicamente

58 Nao estavel A
instavel
- , Nao estéril, microbiologicamente
59 Nao estavel T 9
., instavel
Polpa de maracuja L. fermentum = T - -
~ , N3&o estéril, microbiologicamente
60 Nao estavel S
instavel
- , Nao estéril, microbiologicamente
61 Nao estavel L 9
. . instavel
Feijoada transmontana B. cereus, E.coli = TR, - -
- , N3&o estéril, microbiologicamente
62 Nao estavel .
instavel
63 Sardinha em azeite - Estavel Estéril
\n . ~ , N&o estéril, microbiologicamente
64 Feijéo preto B. cereus, E. coli Né&o estavel B 9
instavel
. . . - , N3&o estéril, microbiologicamente
65 Sardinha em azeite B. cereus, E. coli N3o estavel L
instavel
. . - , N3&o estéril, microbiologicamente
66 Paté de atum B. cereus, E. coli NZo estavel

instavel

Segundo a Tabela 6, verifica-se que dos 66 ensaios utilizados 46 correspondentes as
amostras contaminadas apresentam um resultado de ndo estdvel e ndo estéril e
microbiologicamente instavel correspondendo estes a aproximadamente 70% dos resultados
obtidos enquanto os restantes correspondem as 20 amostras ndo contaminadas representando

30% dos resultados.

8.2. Parametros de validacao

Os parédmetros para validagdo do método foram utilizados segundo o PCQ.33.12 para
garantir que o método pode ser exercido com credibilidade e os resultados apresentem uma
elevada qualidade e fiabilidade. Assim sendo, os pardmetros determinados foram a eficiéncia,

especificidade, falsos negativos, falsos positivos, seletividade e sensibilidade.

8.2.1. Eficiéncia

A eficiéncia é a soma entre o nimero de ensaios presuntivos verdadeiros e o nimero de
ensaios nado presuntivos verdadeiros a dividir pelo nimero total de ensaios. Segundo a equagdo

7:

PPN . a+d 46+20
Eficiéncia = — =
n 66

*100 = 100% (Equacao 7)

Para os resultados obtidos a eficiéncia do método equivale a 100%.

8.2.2. Especificidade

A especificidade é igual a divisdo entre o nimero de ensaios ndo presuntivos verdadeiros
dividido pela soma de ensaios ndo presuntivos verdadeiros e ensaios presuntivos falsos. Segundo

a equacao 8:
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PP d 20
Especificidade = — =
c+d 0+20

x 100 = 100% (Equacéo 8)

Para que seja aceite este parametro tende a situar-se acima dos 80% para a validacdo de
um método e os resultados acima indicam um valor de 100% pelo que a especificidade pode ser

considerada satisfatoria.

8.2.3. Falsos negativos e falsos positivos

A taxa de falsos negativos é igual a divisdo entre o nimero de ensaios ndo considerados
presuntivos, mas verdadeiros dividindo pela soma entre o nimero de ensaios ndo considerados
presuntivos, mas verdadeiros e o nimero de ensaios ndo presuntivos verdadeiros. Segundo a

equacdo 9:

Taxa de falsos negativos = L ®_ 4100 =0% (Equacao 9)

b+d ~ 0+20
A taxa de falsos positivos é determinada pelo nimero de ensaios presuntivos, mas que
sdo falsos pela divisdo da soma do nimero de ensaios presuntivos que sdo verdadeiros com a

soma do niimero de ensaios presuntivos, mas que sdo falsos. Segundo a equagéo 10:
Taxa de falsos positivos = — = 24100 =0% (Equacao 10)
c+a 0+46
Estes pardmetros sdo importantes para a relevancia do método uma vez que se associa a
capacidade de detecdo do organismo alvo em relacdo a outros organismos que possam
desenvolver-se no meio ou a possibilidade de este ndo ser detetado mesmo sabendo que ele

estd presente. Nesta situagdo ambos tem um valor de 0% para ambos métodos.

8.2.4. Seletividade

A seletividade é calculada pela divisdo do nimero de ensaios presuntivos que sdo
verdadeiros pelo nimero total de ensaios. Segundo a equacgéo 11:
Seletividade = = = 22 x 100 = 23% (Equacdo 11)

Os resultados para a seletividade apenas sdo vélidos se o valor for superior a 10%. A
percentagem obtida para foi de 23% pelo que este pardmetro € considerado como aceitavel para

a validacdo dos métodos.

8.2.5. Sensibilidade

A sensibilidade é calculada pelo nimero de ensaios presuntivos que sdo verdadeiros pela
divisdo da soma do nimero de ensaios presuntivos que sdo verdadeiros com o nimero de

ensaios ndo considerados presuntivos, mas que séo verdadeiros. Segundo a equagéo 12:

iy ey a 46
Sensibilidade = — =
a+b 4640

* 100 = 100% (Equacédo 12)
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E um dos pardmetros mais importantes uma vez que permite avaliar a capacidade do
método de determinar o organismo-alvo equivalente a fracdo de ensaios presuntivos e
verdadeiros. Por esta razdo, a sensibilidade desse apresentar um valor superior a 90% o que se

verifica pelos resultados observados acima onde a sensibilidade obtida foi de 100%.

8.2.6. Parametros gerais

Os resultados obtidos para a validacdo do método para a esterilidade (NP-2309-2) e
estabilidade (NP-4404-1) segundo o PCQ.33.12 encontram-se de acordo aos valores impostos
para garantir que o método ¢é credivel e funciona para o objetivo entendido pelo que pode ser
aplicado. Nas Tabela 7 e 8 estdo registados os resultados obtidos durante o trabalho:

Tabela 7: Resultados obtidos nos 66 ensaios para validagdo do método da esterilidade (NP-2309-
2) e estabilidade (NP-4404-1) (Adaptado de Silliker,2020).

Amostras Ensaios Ensaios de amostras Ensaios de Amostras ndo Ensaios de amostras
contaminadas contaminadas (analisadas contaminadas
artificialmente em paralelo ou duplicado) naturalmente

40 66 46 20 0

Tabela 8: Resultados obtidos nos 66 ensaios para validagdo do método da esterilidade (NP-2309-
2) e estabilidade (NP-4404-1) para avaliagdo dos parémetros (Adaptado de Silliker,2020).

Presuntivos

+ -
+ a b a+b
Confirmados / (verdadeiros positivos) (falsos negativos)

Verdadeiramente c d d

) (falsos positivos) (verdadeiros negativos) ct

n

a+c b+d (ndmero de
testes)
Presuntivos
+ -
+ 46 0 46
Confirmados /
Verdadeiramente

- 0 20 20

46 20 66

Tabela 9: Pardmetros utilizados para validagdo do método e respetivos célculos.

Eficiéncia (a+d)/n 100
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Especificidade d/(c+d) 100

Falsos negativos b/(b+d) 0
Falsos positivos c/(a+c) 0
seletividade a/n 23
sensibilidade a/(a+b) 100

8.3. Validacao segundo aISO-16140-3: 2021

Inicialmente a validagdo do método da esterilidade teria sido feita segundo a 1ISO-16140-
3:2021. Nesta situacdo, a validagdo do método da esterilidade teria sido feita segundo a
metodologia para uma gama limitada de alimentos que consistiria na analise de 5 das diferentes
categorias de alimentos definidos pela ISO. De seguida, seria aplicado o protocolo 3 onde cada
amostra seria contaminada com inéculo com uma concentracdo de 3 a 5 CFU por porgao de teste.
Este procedimento seria realizado para 7 amostras e 1 branco terminando num total de 8
amostras sendo que, das 7 amostras contaminadas 6 teriam que ser positivas para validar uma

dada categoria de alimento.

Durante o decorrer do trabalho esta metodologia foi alterada a favor da validagdo
recorrendo ao método interno da empresa. Na Tabela 4 estdo registadas as diferentes categorias
de alimentos definidas pela ISO que foram realizadas juntamente com o ndmero de ensaios. A
contaminacgéo foi feita sem determinar se o indculo estava dentro da concentragéo referida entre
3 e 5CFU, com excecdo de algumas das amostras iniciais, pelo que os resultados ndo podem ser
utilizados de forma credivel para a validacdo das categorias apresentadas. Relativamente as
categorias, apenas 2 poderiam ser validadas: produtos de peixe prontos a consumir e frutas e

vegetais processados.

No geral, a validagdo da norma 2309-2:1988 e da NP-4404-1 ndo pode ser determinada
segundo esta metodologia uma vez que o procedimento experimental realizado difere do indicado no

documento e a quantidade de dados disponiveis ndo permite uma avaliagdo completa e fidedigna.

50



8.4. Prova de estabilidade

Durante a prova de estabilidade as amostras utilizadas foram submetidas a diversas

provas como o exame ao exterior da embalagem, exame do conteddo e medig¢do do pH. O

exame microscépio que apenas se aplica a amostras de grandes formatos (>1,5 kg) ou em

varia¢des de pH >0,3 e <0,5 n3o foi realizado. Uma amostra apenas é considerada estavel se

variagdes na embalagem, odor, aspeto ndo forem observadas apds incubacdo e se a diferenca

de pH for <0,5 sem variacédo consideravel na flora microbiana.

Na Tabela 10 estdo indicadas as observagdes para cada uma das amostras de uma forma

generalizada. No anexo 2, Tabela 1 encontram-se registados de uma forma detalhada todos os

parametros aqui apresentados juntamente com os valores de pH medidos onde N.C corresponde

a "ndo conforme”, C corresponde a “conforme” e N.A. a "ndo aplicavel”.

Tabela 10: Pardmetros observados nas 40 amostras de conservas para avaliagdo da estabilidade

segundo a NP-4404-1:2002.

N::::;:r:a Exzﬁﬁael);;e;:‘o a Exame do contetdo Variacao do pH
1 - Nao conforme Nao conforme
2 - Nao conforme Nao conforme
3 - Nao conforme Nao conforme
4 - Nao conforme Nao conforme
5 - Nao conforme Nao conforme
6 - Nao conforme Nao conforme
Y Conforme Conforme Conforme
8 - Nao conforme Nao conforme
9 - Nao conforme Nao conforme
10 - Nao conforme Nao conforme
11 Conforme Conforme Conforme
12 Conforme Conforme Conforme
13 Conforme Conforme Conforme
14 Conforme Conforme Conforme
15 Conforme Conforme Conforme
16 Conforme Conforme Conforme
17 Conforme Conforme Conforme
18 Conforme Conforme Conforme
19 - Nao conforme Nao conforme
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20

N3o conforme

N3o conforme

21 - Nao conforme Nao conforme
22 Conforme Conforme Conforme

23 Conforme Conforme Conforme

24 Conforme Conforme Conforme

25 - Nao conforme N&o conforme
26 - Nao conforme N&o conforme
27 - N&o conforme N3&o conforme
28 - Nao conforme N&o conforme
29 - Nao conforme N3&o conforme
30 - Nao conforme N&o conforme
31 - N3o conforme N3&o conforme
32 - Nao conforme Nao conforme
33 - Nao conforme Nao conforme
34 - N3o conforme N3o conforme
35 - Nao conforme N&o conforme
36 - Nao conforme N&o conforme
37 Conforme Conforme Conforme

38 - Nao conforme N&o conforme
39 - Nao conforme N3o conforme
40 - N3o conforme N3do conforme

Conforme os resultados registados no anexo 2 - Tabela 1, as amostras classificadas como
ndo estdveis pertencem as amostras contaminadas artificialmente, correspondendo a cerca de
70% do total da amostragem, enquanto as amostras ndo contaminadas foram avaliadas como
estaveis. Das amostras ndo estaveis observa-se que a variagdo de pH, proveniente da produgao
de &cidos e gas resultantes da respiragdo anaerdbia a qual estiveram sujeitas, apresenta valores
universalmente superiores a 0,3 e em grande parte dos casos superior a 0,5 para a temperatura
de 37°C estando de acordo a natureza mesdfila dos organismos utilizados. Para a temperatura de
55.°C as variagbes de pH sdo geralmente menores, mas frequentemente superiores ou proximas
a 0,3 uma vez que nenhum dos organismos apresenta uma resisténcia elevada a temperaturas
altas pelo que este fator provou ser limitante no seu desenvolvimento o que pode também ser
verificado na prova de esterilidade. No entanto, a proximidade uma diferenca de pH igual ou
superior a 0,3 a 55°C nao seria suficiente para garantir a instabilidade da conserva uma vez que
para tal a diferenca teria de ser superior a 0,5. Para obter esta confirmagdo o exame e de
microscépio teria de ser aplicado para observar a variagdo da flora microbiana. Assim sendo, as
amostras consideradas ndo estaveis com uma variagdo de pH inferior a 0,5 sdo avaliadas desta
forma pelo conhecimento prévio que a amostra foi de facto contaminada, mas em situagéo real

de laboratdrio a confirmacio por exame de microscépio é necessaria.
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8.5. Prova de esterilidade

Para avaliagdo da esterilidade em conservas, as amostras foram incubadas a 37°C e 55°C
para observacdo do desenvolvimento de organismos mesdfilos e termdfilos respetivamente. De
acordo a norma atualmente em vigor que rege a avaliagdo da qualidade das conservas, uma
conserva alimentar pode ser considerada: conserva estéril; conserva comercialmente estéril e

microbiologicamente estavel e conserva ndo estéril e microbiologicamente instavel.

Na Tabela 11 estdo indicados os resultados generalizados para a esterilidade das 40
amostras para o objetivo pretendido da validacdo deste método. No anexo 2 - Tabela 1
encontram-se estes parametros de uma forma mais detalhada indicando os meios utilizados
juntamente com o nimero de resultados positivos para cada um desses meios nas diferentes

temperaturas mencionadas.

Tabela 11: Resultados para a as 40 amostras analisadas segundo o definido na norma NP-2309-

2:1988.
Numero da - o - o
amostra Esterilidade a 37°C Esterilidade a 55°C

1 N&o estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
2 N&o estéril, microbiologicamente instavel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
3 N&o estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
4 N&o estéril, microbiologicamente instavel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
5 N&o estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
6 Nao estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instével
7 Estéril Estéril
8 Nao estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
9 Nao estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
10 N&o estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
11 Estéril Estéril

12 Estéril Estéril

13 Estéril Estéril

14 Estéril Estéril

15 Estéril Estéril

16 Estéril Estéril

17 Estéril Estéril

18 Estéril Estéril

19 Nao estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
20 N&o estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
21 N&o estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
22 Estéril Estéril
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23 Estéril Estéril

24 Estéril Estéril

25 N&o estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
26 do estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
27 do estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
28 do estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
29 do estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
30 do estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instéavel
31 do estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
32 do estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
33 do estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
34 do estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
35 do estéril, microbiologicamente instdvel ~ N&o estéril, microbiologicamente instavel
36 do estéril, microbiologicamente instavel N&o estéril, microbiologicamente instavel
37 Estéril Estéril

38 Nao estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
39 do estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel
40 do estéril, microbiologicamente instavel Nao estéril, microbiologicamente instavel

Os resultados obtidos nas provas de esterilidade indicam que as amostras contaminadas,
representando um total de 70% do total de amostras, apresentam resultados positivos, ou seja,
ocorreu desenvolvimento dos organismos alvo nos meios de cultura. As restantes amostras nao

contaminadas ndo apresentam crescimento concluindo que estas se encontram estéreis.

Todas as amostras contaminadas foram obtidas por contaminac&o artificial, recorrendo a
DPCS, com organismos de caracteristicas predominantemente meséfilas pelo que ensaios a 55°C
apresentam resultados negativos. Mesmo assim, estas amostras sdo designadas como néo
estéreis e microbiologicamente instaveis uma vez que outras observagdes tais como a leitura
do pH ou a observacdo do contedido permitem observar que a certo ponto ocorreram alteragdes
desencadeadas pelos organismos mesmo que estas tenham sido limitadas em comparacéo a
temperatura de 37°C.

As amostras contaminadas por Clostridium perfringens foram matrizes de carne e peixe
representando um meio ideal para a propagagdo deste organismo uma vez que se desenvolve
melhor em alimentos ricos em proteina animal (ASE). O organismo consegue proliferar em meios
com pH entre 5,5 e 9 com uma gama ideal de 6,0 a 7,0 correspondendo estes a conservas
pertencentes a categoria 1 onde as conservas de carne e peixe se encontram (ASAE, Doyle, 2002).
O organismos aguenta em temperaturas dos 12 aos 47°C sendo entdo considerado um
organismo mesdfilo com uma temperatura ideal de 43 a 47°C. Apesar disto, os seus esporos

apresentam resisténcia elevada a temperatura. E considerado um anaerdbio obrigatério apesar
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de alguns estudos indicarem que este tem a capacidade de resistir em ambiente com oxigénio
durante algum tempo (Jean et al., 2004). Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo a
estas caracteristicas uma vez que o crescimento se apresentou mais limitado nos meios DTA e
ADT que favorecem microrganismos aerdbios enquanto o meio ECl para organismos anaerdbios
apresenta resultados positivos com consisténcia. Os resultados positivos observados em DTA e
ADT podem dever-se a casos de contaminacdo cruzada com outro organismo como Bacillus
cereus uma vez que varias amostras e ensaios foram preparados e contaminados

simultaneamente.

Figura 19: Crescimento de Clostridium perfringens nos meios Tioglicolato (a), DTA (b) e ECL
nas amostras 3 (c),33 (d) e 20 (e). Todas as amostras imagens para ECL sdo apds a repicagem a
partir de tioglicolato.
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Bacillus cereus foi utilizado para a contaminacdo de diversas matrizes alimentares, tal
como no caso de C. perfringens para produtos ricos em proteina animal, mas também para
produtos vegetais. Com uma gama pH para crescimento de 5 a 9,3 (ASAE) conservas de categoria
2 foram utilizadas para garantir a sua sobrevivéncia. Com a capacidade de crescer num intervalo
de temperatura entre 10 e 50°C e uma temperatura ideal entre 28 e 35°C (ASAE, Doyle, 2002) é
um organismo mesdfilo comprovado pela auséncia de crescimento nas amostras incubadas a
55°C. Sendo um organismo anaerdébio facultativo pode proliferar na presenca ou auséncia de
oxigénio tornando a sua distribuicdo superior a de C. perfringens pelos meios de cultura

utilizados, isto ¢, dadas as suas caracteristicas pode crescer em todos os meios utilizados.

Figura 20: Crescimento de Bacillus cereus na amostra 1 nos meios ECl (a) e ADT (b) pré
repicagem a 37 °C. Crescimento de Bacillus cereus na amostra 1 nos meios ECl (c) e ADT (d) pré
repicagem a 55 °C.
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Escherichia coli foi utilizada para a contaminac¢do de produtos de categoria 2 de origem
animal e vegetal produzindo resultados positivos para ambas matrizes comprovando a sua
distribuicdo por uma larga gama de alimentos (CDC). Cresce num intervalo de temperatura entre
7 e 46°C com a temperatura ideal de 35 a 40°C e confirma-se pelos resultados o seu
comportamento mesdfilo. Relativamente ao pH devido a sua presenca no intestino humano pode
aguentar valores entre 4,5 e 9 (Wilks e Joan, 2007) mas apresenta um pH ideal de 6,5 a 7,5 (Philip
et al., 2018) estando incluidos nestes Ultimos valores a grande parte das conservas de carne e
peixe. E um organismo anaerdbio facultativo pelo que tal como no caso de B. cereus apresenta a

capacidade de crescer em todos os meios utilizados.

Figura 21: Comparacdo na amostra 38 entre meio DTA a 37 °C(a) e 55 °C (b) e meio
tioglicolato a 37 °C (c) e 55 °C (d).

Através da figura 21 correspondendo aos meios liquidos da amostra 38 contaminada por

E. coli e B. cereus é possivel observar claramente a distingdo entre os meios liquidos
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contaminados resultando em turbidez apés incubacdo a 37°C e os meios liquidos apds incubacao

a 55°C.

Figura 22: Amostra 40 apds nos meios ADT (a,c) e ECL (b,d) apds incubada a 37 °C (a, b) e 55
°C (c,d).

C. perfringens, B. cereus e E. coli sdo considerados alguns dos organismos com maior
impacto na é&rea alimentar devido a sua prevaléncia e distribuicdo ubiqua no ambiente
juntamente com o impacto que apresentam na saide humana apds o seu consumo. Tal como
observado neste trabalho, temperaturas elevadas provaram ser um fator limitante no
desenvolvimento destes microrganismos pelo que contaminagdes que possam surgir em
conservas relativas a estes devem-se predominantemente a falhas no sistema de producdo
nomeadamente tratamento térmico insuficiente e no armazenamento em condicdes
inadequadas que permita ao desenvolvimento de esporos ou até mesmo a infiltragdo destes na

matriz alimentar (Landry et al., 2001)

Ao contrério do observado nos restantes organismos Limisolactobacillus fermentum nio
é considerado um organismo com impacto negativo na saide humana apresentando até

potencial como probidtico (Tulumoglu et al., 2014; Karim et al., 2020). Através dos resultados
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obtidos pode concluir-se que L. fermentum € um organismo anaerdbio facultativo apresentando
crescimento em todos os meios. A contaminagdo com este microrganismo foi realizada em
conservas de categoria 2 devido a sua capacidade de resistir a pH baixo. Das contaminagdes
realizadas com L. fermentum destacam-se os produtos a base de tomate onde microrganismos
do género Lactobacillus sdo dos principais responsaveis pela sua degradacdo uma vez que sdo

dos poucos capazes de proliferar nesse meio (André et al., 2017)

Figura 23: Amostras 26, 27 e 27 contaminadas com L. fermentum apds incubacdo a 37 °c (a) e
55 °C (b).

Em relacdo a temperatura foi possivel observar alteragdes no aspeto da matriz alimentar
a 37°C e 55°C tal como demonstrado na figura 23. No entanto, o desenvolvimento nos meios
para observacdo da esterilidade apenas resultou positivos a temperatura de 37°C. L. fermentum
pertence ao género Limosilactobacillus que apresenta uma resisténcia superior a temperatura
elevada. (Zheng et al., 2020) para além da funcdo protetora das pectinas do tomate que também
contribuem para essa resisténcia (Juven ey al., 1983). Porém, ocorreu alteracdo do pH pelo que
a conserva foi considerada como néo estéril. Os meios MRS resultaram em desenvolvimento tal

como esperado considerando a especificidade destes para o género Lactobacillus e outros

associados.

Figura 24: Amostra 34 apds incubacdo nos meios MRS agar (a), ADT (b), ECL (c) e caldo MRS
(d).
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No meio Agar Thermoacidurans para pesquisa de Bacillus coagulans, os resultados
obtidos foram negativos para 37 e 55°C provavelmente devido a especificidade do meio e este

organismo ndo ser o organismo alvo.

Figura 25: Meio Thermoacidurans Agar para a amostra 34 incubada a 37 °C.

Zygosaccharomyces rouxii é uma levedura utilizada para a produgdo de molho de soja
com caracteristicas semelhantes a organismos pertencente ao género Saccharomyces mas
também estd associada a degradacdo de alimentos (Romano et al., 1993). Apresenta elevada
resisténcia a estresse osmético permitindo o seu crescimento em meios ricos em agucares como
sumos, ketchup, compotas, molho de tomate, vinhos e outros (Esteve-Zarzoso et al., 2003; Steels
et al., 1999). Para além disso, resiste a concentracdes elevadas de acidos orgénicos no meio,
baixo pH e concentracdes baixas de oxigénio ou mesmo em anaerobiose (Xiang et al., 2018). E
um dos organismos mais xerdfilos conhecidos com a capacidade de crescer alimentos com
composicao de até 70% de glucose (Dakal et al., 2014). Observando os resultados obtidos, estes
estdo de acordo a estas caracteristicas, ou seja, 0 organismo cresceu nos meios para aerdbios e
anaerdbios. Este crescimento foi apenas observado para as temperaturas de 37°C pelo que a
55°C ¢ inibido. Nas contaminag¢&es realizadas com este organismo os resultados obtidos para o
meio Cooke Rose Bengal foram positivos provando a sua presenca no meio contaminado e a

seletividade do meio para fungos e leveduras.
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Figura 26: Crescimento de Zygosaccharomyces rouxii no meio Cooke Rose Bengal.
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9. Conclusao

Atualmente, as conservas representam uma parte importante da alimentagdo a escala
mundial devido a permitirem que alimentos naturalmente pereciveis possam aguentar meses ou
anos se armazenados nas condi¢cdes adequadas e devido a serem economicamente acessiveis a
todos os estratos da sociedade. A prevaléncia destas faz com que a sua qualidade e seguranca
para consumo seja um dos fatores mais controlados na industria alimentar. A esterilidade das
conservas € obtida através de um tratamento térmico, mas este deve adequar-se a matriz em
questdo de forma a ndo danificar ou alterar as propriedades organoléticas do produto. De forma
garantir a esterilidade e a controlar se o processo foi adequado sdo realizadas anélises
microbiolégicas nomeadamente NP-2309-2 para a esterilidade e a NP-4404-1 para a
estabilidade.

O objetivo deste trabalho era a validacdo do método da esterilidade, ou seja, a NP-2309-
2. Para efeito de validacdo do método, inicialmente era pretendida a implementacédo da I1SO-
16140-3:2021, mas tal foi alterado a favor do procedimento de controlo da qualidade da
empresa. Para esta metodologia foram contaminados diferentes tipos de conservas com vérios
microrganismos como  Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Escherichia coli,
Limosilactobacillus fermentum e Zygosaccharomyces rouxii no qual se aplicaram as normas de
estabilidade e esterilidade. Através dos resultados obtidos foram entdo determinados os
parametros de especificidade, de sensibilidade, da taxa de falsos positivos, da taxa de falsos
negativos, da seletividade e da eficiéncia para validagdo do método. Os resultados obtidos para
os parametros de validagdo estdo dentro dos valores indicados permitindo concluir a
conformidade e desempenho do método.

Concluindo, considerando a importéncia das anélises microbiolégicas na industria
alimentar, a validacdo de um método de forma a garantir que o desempenho deste estd de
acordo ao pretendido e os resultados obtidos sdo crediveis é um dos aspetos mais importantes
para garantir a qualidade alimentar. A andlise microbiolégica das conservas é essencial para
garantir a satisfacdo dos requisitos de qualidade e seguranca ao longo da cadeia de produgéo
especialmente no tratamento térmico de forma a distribuir aos consumidores um produto

comercialmente estéril e estavel.
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Anexo 1 - Fluxograma do principio do método de estabilidade e esterilidade em conservas,
de acordo com a NP 2309-2 e NP 4404-1

Estabilidade Conservas (NP 4404-1)
Esterilidade Conservas (NP 2309-2)

1- Prova de estabilidade: Exame externo da embalagem
Verificagdo do aspeto exterior da embalagem (normal, opada, frouxa)

2- Prova de estabilidade: Exame apés incubacao
Exame ao conteldo (avaliagdo das caracteristicas organoléticas: odor, aspeto, textura do
produto.

3- Provas de esterilidade
Pesquisa de microrganismos mesdfilos e terméfilos

(Temperaturas 37 e 55°C) Meios liquid DTA
Conservas com pH24,5 clos iquidos Tioglicolato
e os seguintes produtos: tomate ADT
inteiro ou em pedacos, produtos Meios sélidos ECL
acidificados ou adicionados de amido. PSA (para vegetais)
DTA
Meios liquidos Tioglicolato
(Temperaturas 37°C) MRS
Conservas com pH<4,5 ADT
. s ECL
Meios sélidos MRS
PSA
T DTA
Meios liquidos —
(Temperaturas 55°C) Tioglicolato
Conservas com pH<4,5 ADT
Meios sélidos ECL
PSA

4- Prova de estabilidade:
Medigdo do valor do pH

5- Prova de estabilidade:

Em unidades que apresentem um odor e/ou aspeto suspeito ou uma variagdo de pH >0,3
e < 0,5 unidades.
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Anexo 2

Tabela 1: Pardmetros para a avaliagdo da estabilidade das amostras segundo a NP-4404-1:2002. O exame externo as embalagens nao foi realizado
para amostras contaminadas pois por¢des da matriz destas foi removida e colocado em frascos para contaminacdo. Estes frascos foram selados com
parafina para simular as condi¢des de anerobiose que seriam observadas nas latas. A capacidade de deformacéo destes frascos impede uma

observagdo correta das alteracbes que seriam observadas numa lata comum devido.

Amostra Exame externo a

Exame do contetdo
embalagem

Medic¢éo do pH

Amostra Ensaio  25°C 37°C 55°C 25°C 37°C 55°C

25°C

37°C

55°C

Variagao a
37°C

Variagdo a 55°C

Estabilidade a 37°C

Estabilidade a 55°C

N. C.
1 1 - - - - (odore N. A
aspeto)

6,16

5,64

5,85

0,52

0,31

Nao estavel

Nao estavel

N. C.
2 2 - - - - (odore N. A
aspeto)

6,14

55

5,82

0,64

0,32

Né&o estavel

Nao estavel

N. C.
3 3 - - - - (odore
aspeto) N. A

6,16

5,51

5,83

0,65

0,33

Nao estavel

Nao estavel

N. C.
4 - - - - (odore
aspeto) N. A

6,2

5,32

5,88

0,88

0,32

Nao estavel

Nao estavel

N. C.
5 - - - - (odore
aspeto) N. A

6,27

5,43

5,90

0,84

0,37

Né&o estavel

Nao estavel

N. C.
6 - - - - (odore
aspeto) N. A

6,31

5,29

5,97

1,02

0,34

Nao estavel

Nao estavel

N. C.
7 - - - - (odore
aspeto) N. A

6,23

5,48

5,88

0,75

0,35

Nao estavel

Nao estavel

N. C.
8 - - - - (odore
aspeto) N. A

6,18

55

5,82

0,68

0,36

Né&o estavel

Nao estavel

9 - - - - C

6,21

5,41

59

0,8

0,31

Né&o estavel

Nao estavel
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10 C C C C 4,45 4,43 4,42 0,02 0,03 Estavel Estavel
N. A
7
11 C C C C NA 4,4 4,4 4,38 0 0,02 Estavel Estavel
N. C. - . - .
12 - - - 5,08 4,28 4,78 0,8 0,3 Né&o estavel Nao estavel
8 (aspeto) N. A
13 - - - N. C. 5,08 4,51 4,76 0,57 0,32 Nao estavel Nao estavel
(aspeto) N. A
N.C.
14 - - - (odore 5,09 4,36 4,77 0,73 0,32 N3o estavel Nzo estavel
9 aspeto) N. A
N. C.
15 - - - (odore 5,07 4,37 4,75 0,7 0,32 N3o estavel N3o estavel
aspeto) N. A
N. C.
16 - - - (odore 5,06 4,52 4,75 0,54 0,31 N3o estavel NZo estavel
aspeto) N. A
10 N.C.
17 - - - (odore 5,07 4,29 4,69 0,78 0,38 N&o estavel Nao estavel
aspeto) N. A
11 18 C C C N.A 4,85 4,73 4,72 0,12 0,13 Estavel Estavel
5 19 C C C N. A 6,01 5,95 5,95 0,06 0,06 Estavel Estavel
1 .
20 C C C C N.A 6,02 5,93 5,97 0,09 0,05 Estavel Estavel
21 C C C C N. A 5,85 5,88 5,74 0,03 0,11 Estavel Estavel
13 -
22 C C C C N.A 5,88 5,86 5,78 0,02 0,1 Estavel Estavel
23 C C C C N. A 6,28 6,17 6,12 0,11 0,16 Estavel Estavel
14 -
24 C C C C N.A 6,28 6,15 6,12 0,13 0,16 Estavel Estavel
25 C C C C N. A 5,87 5,78 5,79 0,09 0,08 Estavel Estavel
15 -
26 C C C C N.A 5,88 5,79 5,8 0,09 0,08 Estavel Estavel
27 C C C C N. A 5,89 5,87 5,76 0,02 0,13 Estavel Estavel
16 -
28 C C C C N.A 5,87 5,87 5,79 0 0,08 Estavel Estavel
17 29 C C C C NA 5,81 5,76 5,77 0,05 0,04 Estavel Estavel
g 30 C C C C A 4,85 4,73 4,72 0,12 0,13 Estavel Estavel
1 .
31 C C C C A 4,86 4,76 4,70 0,1 0,16 Estavel Estavel
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19

32

N. C.
(odore
aspeto)

5,63

5,80

0,48

0,31

Nao estavel

Nao estavel

33

N. C.
(odore
aspeto)

5,6

5,81

0,53

0,32

Nao estavel

Nao estavel

20

34

N. C.
(odore
aspeto)

6,34

5,47

5,96

0,87

0,38

Né&o estavel

Nao estavel

35

N. C.
(odore
aspeto)

6,3

5,39

5,99

0,91

0,31

Nao estavel

Nao estavel

21

36

N. C.
(odore
aspeto)

5,62

4,98

5,29

0,64

0,33

N&o estavel

Nao estavel

37

N. C.
(odore
aspeto)

56

4,95

5,26

0,65

0,34

Né&o estavel

Nao estavel

22

38

C

41

4,07

4,08

0,03

0,02

Estavel

Estavel

23

39

C

4,16

4,07

4,13

0,09

0,03

Estavel

Estavel

24

40

C

Z |2 |2 |7
> (> > |»

4,12

4,11

4,11

0,01

0,01

Estavel

Estavel

25

41

N. C.
(aspeto)

>

3,72

3,31

3,49

0,41

0,23

Né&o estavel

Nao estavel

42

N. C.
(aspeto)

3,7

3,26

3,49

0,44

0,21

Nao estavel

Nao estavel

26

43

N.C.
(aspeto)

3,84

3,39

3,6

0,45

0,24

N&o estavel

Nao estavel

44

N. C.
(aspeto)

3,8

3,43

3,54

0,37

0,26

Né&o estavel

Nao estavel

27

45

N. C.
(aspeto)

4,6

3,69

4,25

0,91

0,35

Nao estavel

Nao estavel

46

N. C.
(aspeto)

4,48

3,59

4,16

0,89

0,32

Né&o estavel

Nao estavel

28

47

N. C.
(odore
aspeto)

6,49

5,1

6,29

1,39

0,2

Nao estavel

Nao estavel

48

N. C.
(odore
aspeto)

6,5

5,42

6,25

1,08

0,25

Né&o estavel

Nao estavel

29

49

N. C.
(odore
aspeto)

3,58

2,99

3,34

0,59

0,24

Né&o estavel

Nao estavel
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50

N. C.
(odor e
aspeto)

3,6

3,28

0,6

0,32

Nao estavel

Nao estavel

30

51

N. C.
(odore
aspeto)

5,97

5,05

5,75

0,92

0,22

Nao estavel

Nao estavel

52

N. C.
(odore
aspeto)

5,94

51

571

0,84

0,23

Né&o estavel

Nao estavel

31

53

N. C.
(odore
aspeto)

6,4

5,68

6,16

0,72

0,24

Nao estavel

Nao estavel

32

54

N. C.
(odore
aspeto)

6,38

5,32

6,1

1,06

0,28

N&o estavel

Nao estavel

33

55

N. C.
(odore
aspeto)

6,32

54

6,18

0,92

0,14

Né&o estavel

Nao estavel

56

N. C.
(odore
aspeto)

6,3

534

6,12

0,96

0,18

Nao estavel

Nao estavel

34

57

N. C.
(aspeto)

4,44

3,69

4,27

0,75

0,17

N&o estavel

Nao estavel

58

N. C.
(aspeto)

4,45

3,73

4,3

0,72

0,15

Nao estavel

Nao estavel

35

59

N.C.
(aspeto)

3,22

2,86

2,99

0,36

0,23

Nao estavel

Nao estavel

60

N. C.
(aspeto)

3,22

2,9

3,01

0,32

0,21

Nao estavel

Nao estavel

36

61

N. C.
(odore
aspeto)

5,96

5,09

571

0,87

0,25

Nao estavel

Nao estavel

62

N. C.
(odore
aspeto)

5,92

5,01

5,69

0,23

Né&o estavel

Nao estavel

37

63

C

6,26

6,18

6,16

Estavel

Estavel

38

64

N. C.
(aspeto)

6,11

5,45

5,78

Nao estavel

Nao estavel

39

65

N. C.
(aspeto)

6,44

5,21

5,26

Né&o estavel

Nao estavel

40

66

N. C.
(aspeto)

6,03

5,26

5,29

Nao estavel

Nao estavel
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Anexo 3

Tabela 1: Resultados dos pardmetros do método para avaliagdo da esterilidade como definido na NP-2309-2: 1988. Encontram-se os diferentes
meios utilizados durante este procedimento juntamente com o nimero de resultados positivos no nimero de placas ou tubos utilizados. Estes
resultados correspondem aos obtidos antes da repicagem para novos meios.

Desenvolvimento a 37°C

Desenvolvimento a 55°C

Amostra  Ensaio  Tio DTA ECL ADT  PSA gfsi gﬂgisr CRB ThAe;;“ro' Tio DTA  ECL  ADT
1 1 3/3 2/3 33 33 0/3 0/3 0/3 0/3
2 2 3/3 33 33 33 0/3 0/3 0/3 0/3
3 3 3/3 173 33 173 0/3 0/3 0/3 0/3

4 3/3 2/3 33 1/3 0/3 0/3 0/3 0/3
! 5 3/3 0/3 33  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
6 3/3 13 23 3 0/3 0/3 0/3 0/3
> 7 3/3 13 33 23 0/3 0/3 0/3 0/3
8 3/3 33 33 073 0/3 0/3 0/3 0/3
6 9 3/3 2/3 33 173 0/3 0/3 0/3 0/3
10 0/3 0/3  0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
’ 11 0/3 0/3  0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
12 2/3 343 33 33 0/3 0/3 0/3 0/3
8 13 3/3 343 33 23 0/3 0/3 0/3 0/3
14 3/3 2/3 213 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3
7 15 3/3 33 33 33 0/3 0/3 0/3 0/3
16 3/3 33 33 33 0/3 0/3 0/3 0/3
10 17 3/3 33 33 33 0/3 0/3 0/3 0/3
11 18 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
12 19 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

PSA

Thermo. Agar
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20 0/3 0/3 0/3 0/3
21 0/3 0/3 0/3 0/3
" 22 0/3 0/3 0/3 0/3
23 0/3 0/3 0/3 0/3
' 24 0/3 0/3 0/3 0/3
25 0/3 0/3 0/3 0/3
" 26 0/3 0/3 0/3 0/3
27 0/3 0/3 0/3 0/3
1 28 0/3 0/3 0/3 0/3
17 29 0/3 0/3 0/3 0/3
30 0/3 0/3 0/3 0/3
8 31 0/3 0/3 0/3 0/3
32 2/3 3/3 3/3 1/3
"7 33 3/3 2/3 3/3 2/3
34 3/3 2/3 3/3 3/3
20 35 3/3 2/3 3/3 3/3
36 3/3 1/3 3/3 1/3
2! 37 3/3 1/3 3/3 1/3
22 38 0/3 0/3 0/3 0/3
23 39 0/3 0/3 0/3 0/3
24 40 0/3 0/3 0/3 0/3
41 3/3 3/3 3/3 2/3
2 42 3/3 3/3 3/3 1/3
43 3/3 3/3 2/3 2/3
2 44 3/3 3/3 3/3 3/3
45 3/3 3/3 3/3 3/3
77 46 3/3 3/3 3/3 3/3
28 47 3/3 3/3 3/3 2/3

0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
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48 3/3 3/3 3/3 3/3
49 3/3 3/3 3/3 3/3
27 50 3/3 3/3 3/3 3/3
51 3/3 3/3 3/3 3/3
%0 52 3/3 3/3 3/3 3/3
31 53 2/3 2/3 3/3 1/3
32 54 3/3 2/3 3/3 3/3
55 3/3 3/3 3/3 3/3
* 56 3/3 2/3 3/3 3/3
57 3/3 3/3 2/3 3/3
# 58 3/3 3/3 3/3 3/3
59 2/3 3/3 3/3 3/3
» 60 3/3 3/3 3/3 3/3
61 3/3 3/3 3/3 3/3
% 62 2/3 3/3 3/3 3/3
37 63 0/3 0/3 0/3 0/3
38 64 3/3 3/3 3/3 3/3
39 65 3/3 3/3 3/3 3/3
40 66 3/3 3/3 3/3 3/3

0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 1/3 0/3 0/3
1/3 2/3 1/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
1/3 1/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
0/3 0/3 0/3 0/3
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Tabela 2: Resultados dos pardmetros do método para avaliagdo da esterilidade como definido na NP-2309-2: 1988. Encontram-se os diferentes
meios utilizados durante este procedimento juntamente com o ndmero de resultados positivos no nimero de placas ou tubos utilizados. Estes
resultados correspondem aos obtidos apds repicagem.

Desenvolvimento a 37°C Desenvolvimento a 55°C
Resultado 37°C Resultado 55°C
Amostra Ensaio ADT(DTA)  ADT(Tio)  ECL(Tio) "“R® S%at[]()MRS ADT(DTA)  ADT(Tio) ECL(Tio)
1 1 2/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N3o estéril
2 2 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N3o estéril
3 3 1/3 1/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
4 1/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
‘ 5 2/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
6 2/3 0/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril Nao estéril
> 7 1/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Nao estéril Nao estéril
8 1/3 1/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Nao estéril Nao estéril
6 9 3/3 1/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
10 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
’ 11 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
12 3/3 2/3 2/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
8 13 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
14 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
7 15 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 N3o estéril N&o estéril
16 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
10 17 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
11 18 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
19 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
12 20 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
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21 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
" 22 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
23 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
" 24 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
25 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
" 26 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
27 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
16 28 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
17 29 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
30 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
8 31 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
32 3/3 2/3 2/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
"7 33 1/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
34 2/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
20 35 1/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
36 0/3 1/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
2! 37 1/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
22 38 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
23 39 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
24 40 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
41 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
2 42 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
43 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril N3o estéril
2 44 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
45 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
27 46 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
47 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
28 48 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
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49 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
27 50 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
51 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
%0 52 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
31 53 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
32 54 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
55 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
. 56 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril N&o estéril
57 3/3 3/3 3/3 3/3 1/3 0/3 1/3 Néo estéril N&o estéril
# 58 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
59 3/3 2/3 2/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
3 60 3/3 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
61 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
% 62 3/3 2/3 2/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
37 63 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 Estéril Estéril
38 64 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
39 65 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 N&o estéril N&o estéril
40 66 3/3 3/3 3/3 0/3 0/3 0/3 Néo estéril Néo estéril
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