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Palavras-chave

Resumo

Andlise microbioldgica, Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas
de Fourier, Contaminacao Microbiolégica, Fiambre, Analise de Componentes
Principais.

Face as crescentes exigéncias relativamente a qualidade alimentar,
nomeadamente em termos microbiolégicos, € importante que se desenvolvam
meétodos rapidos e eficazes para a detec¢do de contaminacdes.

Neste trabalho foram testadas as potencialidades da Espectroscopia de
Infravermelho com Transformadas de Fourier na deteccdo de alteracbes em
fiambre ao longo do tempo provocadas por microrganismos, bem como na
distincdo de diferentes colénias de microrganismos Foi ainda testada a
capacidade deste método de andlise permitir a separacéo de tipos e marcas
diferentes de fiambre.

Foram realizados diversos ensaios prévios utilizando o espectrémetro de FT-IR
de forma a determinar quais os melhores métodos para analisar o produto em
questdo. Por fim, foram efectuados ensaios com fiambre fresco, fiambre
embalado e diferentes col6nias obtidas na superficie de fiambre, utilizando o
FT-IR, sendo os resultados comparados com os obtidos por métodos
microbiolégicos tradicionais, sempre que possivel.

Concluiu-se que, apesar de ser necessario um estudo mais exaustivo, a
técnica de FT-IR permite separar facilmente diferentes colonias de
microrganismos obtidas em fiambre, marcas de fiambre e distinguir fiambre de
porco, peru e frango. Este método de andlise permite ainda separar, em
diversos casos, amostras de fiambre consoante a sua carga microbiana total
ou grau de contaminagao.
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To face the increasing demands for food quality, particularly in microbiological
terms, it is important to develop rapid and effective methods for detecting
contaminations

The present study evaluated the potential of Infrared Spectroscopy with Fourier
Transform to detect changes in ham caused by microorganisms as function of
time and to distinguish different microorganism colonies. We also tested the
ability of this method of analysis to allow the separation of types and brands of
ham.

Several preliminary tests were conducted using the FT-IR spectrometer to
determine the best method to analyze the product in question. Finally, tests
were made with freshly cut and packed ham and different colonies obtained
from the ham surface and the results were compared with those obtained by
traditional microbiological methods, whenever possible.

It was concluded that, despite of the necessity of further studies, FT-IR easily
discriminates different colonies of microorganisms obtained in ham and
distinguished different brands and types of ham (pork, turkey and chicken
ham). This method of analysis also allows the separation, in several cases, of
samples of ham according to their total microbial contamination.
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1. INTRODUCAO

1.1. Os microrganismos e a alimentacao

Os alimentos que ingerimos raramente sao estéreis, contendo uma grande variedade de
microrganismos. Estes microrganismos fazem parte da flora natural do alimento ou podem ser
adquiridos durante a sua colheita ou matanca, processamento, armazenamento e distribuicao.

Na maioria dos casos, a microflora presente num determinado alimento néo é nociva e
este pode ser ingerido sem qualquer consequéncia adversa. No entanto, é possivel que os
microrganismos se manifestem nos alimentos de varias formas, podendo causar deterioracdo
destes, provocando doencgas associadas ao seu consumo, ou transformando o alimento de uma
forma benéfica através da fermentacdo.

O crescimento dos microrganismos nos alimentos depende das caracteristicas quimicas
e fisicas destes, bem como de factores extrinsecos como a temperatura e a humidade. Para
assegurar que os alimentos sejam seguros e possam ser armazenados de forma satisfatdria é
necessario destruir os microrganismos presentes ou manipular os alimentos para que o

crescimento microbiano seja evitado ou dificultado.

1.2. Contaminacédo de carnes processadas

De entre os produtos alimentares, a carne é considerada um alimento de fécil
deterioracdo, sendo classificada no grupo dos alimentos pereciveis. A grande quantidade de
agua e de nutrientes presentes na carne fazem deste alimento um meio excelente para o
crescimento de microrganismos (Adams e Moss, 1995).

As carnes processadas compreendem os derivados de carne que sdo cozinhados,
fumados ou curados. O fiambre é um destes produtos, sendo apresentado no mercado sob a
forma de fiambre fresco, fiambre fumado, fiambre curado e fiambre fatiado. A microflora
presente nos diferentes tipos de fiambre varia consoante o tipo de tratamento a que este
alimento é sujeito. O fiambre fresco pode apresentar uma carga microbiana bastante diversa,
sendo predominantes as bactérias gram-negativas. Entre as bactérias gram-positivas, 0s
géneros Enterococcus e Lactobacillus sdo frequentemente encontrados em fiambres frescos,

bem como alguns fungos como Penicillium, Mucor e Cladosporium. O fiambre curado e



fumado é sujeito a tratamentos adicionais que inactivam os microrganismos o fumo/calor e o
cloreto de sédio. O fumo tem propriedades antimicrobianas que resultam da actividade de
alguns dos compostos do fumo, sendo o calor empregue no processo responsavel também pela
diminuicdo do teor de microrganismos. O fiambre fumado é pouco susceptivel a
contaminagdo por bactérias, sendo que a forma mais comum de deterioracdo deste tipo de
fiambre é o aparecimento de bolor, geralmente devido a Aspergillus, Fusarium, Mucor e
Penicillium. No processo de cura o cloreto de sodio é o ingrediente principal. O sal evita o
crescimento microbiano durante e apds o processo de cura (Adams e Moss, 1995; Jay, 2000).
Contudo, os produtos de carne curados, como o fiambre curado, além da adi¢&o de cloreto de
sodio, sdo adicionados de outras substancias que fazem parte das solugdes de cura injectadas,
que podem levar a deterioracdo posterior destes alimentos. Assim, o fiambre curado sofre uma
deterioracdo diferente da que ocorre nos fiambres frescos ou fumados. Isto deve-se
primeiramente aos acUcares presentes nas solucbes de cura injectadas no fiambre, aclcares
estes que sdo fermentados pela comunidade microbiana natural do fiambre. Microrganismos
do género Acinetobacter, Bacillus, Pseudomonas, Lactobacillus, Proteus, Micrococus e
Clostridium sdo frequentemente encontrados em amostras de fiambre curado (Jay, 2000).
Outros ingredientes frequentemente encontrados em fiambre curado e, principalmente, no que
ja se encontra fatiado, sdo os nitritos ou nitratos de sédio. Estes compostos, para além de
ajudarem a manter o bom aspecto do produto, tém também propriedades antimicrobianas,
afectando principalmente Clostridium botulinum e Staphylococcus aureus, embora ndo sejam
eficazes contra Enterobacteriaceae. O fiambre fatiado pode ser embalado de véarias formas,
sendo as mais amplamente utilizadas a embalagem em vacuo ou sob atmosfera modificada.
Na embalagem em vacuo é retirado todo o ar, prevenindo o contacto deste com o fiambre. A
atmosfera modificada é produzida com uma mistura de diéxido de carbono, azoto e oxigenio.
O dioxido de carbono tem um efeito inibitorio do crescimento microbiano, o azoto tem uma
baixa actividade da agua o que previne o colapso da embalagem, enquanto o oxigénio ajuda a
manter o bom aspecto do fiambre. Tanto a embalagem sob vacuo como a embalagem sob
atmosfera modificada exercem o seu efeito principalmente através da inibicdo de
microrganismos de crescimento rapido que, de outra forma, iriam deteriorar rapidamente 0s
produtos alimentares. Microrganismos anaerobios obrigatérios e facultativos como
Enterobacteriaceae s&o menos afectados. Assim sendo, € sempre necessario manter os
produtos em ambiente refrigerado (Adams e Moss, 1995).

Os produtos de carne, nomeadamente o fiambre, consideram-se deteriorados quando ha

uma mudanga nas suas propriedades organolépticas, o que faz com que o alimento seja
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rejeitado pelo consumidor. Estas mudancas incluem alteraces no aspecto, no odor e no sabor
do produto alimentar (Jay, 2000). E geralmente aceite que quando existe alteracio das
propriedades organolépticas de um alimento, esta é devida a decomposicdo e formacdo de

metabolitos causados pelo crescimento de microrganismos (Nychas e Tassou, 1997).

1.3. Metodos tradicionais para avaliar a qualidade microbioldgica de

alimentos

A anélise microbiol6gica dos alimentos baseia-se na avaliacdo da presenca/auséncia de
microrganismos, na determinacdo do numero de microrganismos e/ou dos seus produtos e na
identificacdo de alguns microrganismos. Nenhum dos métodos actualmente utilizados permite
determinar o nimero exacto de microrganismos presentes num determinado alimento. Os
métodos utilizados para a contagem do numero total de microrganismos permitem obter uma
indicacdo acerca da qualidade microbioldgica de um alimento, sendo, por isso,
frequentemente utilizados. O método mais utilizado para determinar o namero total de
microrganismos num produto alimentar € a contagem em placa do numero de unidades
formadoras de coldnias (UFC) que detecta apenas a fraccdo de microrganismos cultivaveis.
Para proceder a contagem de UFC em placa é necessario homogeneizar as amostras do
produto alimentar e dilui-las num diluente apropriado. Apds diluicdo, as amostras sdo
semeadas em meio de cultura agarizado e incubadas geralmente a 22°C durante 5 dias ou a
37°C durante 3 dias. Apds a incubacédo é contado o nimero de coldnias. Este procedimento é
demorado e trabalhoso, sendo necessarios alguns dias para obter os resultados. Muitas vezes é
ainda necessario identificar quais os microrganismos presentes num dado alimento, sendo
utilizados meios de cultura selectivos e/ou diferenciais e as colonias isoladas, muitas vezes,
sdo ainda submetidas a testes de confirmacdo. Estes processos sdo dispendiosos e muito
demorados, sendo assim importante desenvolver técnicas mais rapidas e econémicas para

fazer face as exigéncias da industria alimentar (Adams e Moss, 1995; Jay, 2000).



1.4. Métodos rapidos para avaliar a qualidade microbioldgica de alimentos

Uma vez que os metodos tradicionais utilizados para avaliar a qualidade microbiologica
de alimentos requerem algum tempo, muitas vezes € necessario recorrer a métodos mais
rapidos, pois se um alimento se encontrar contaminado por um microrganismo patogénico é
fundamental detecta-lo atempadamente para evitar a transmissdo de infec¢bes e/ou
intoxicacOes alimentares (Irudayaraj et al. 2002).

Os métodos rapidos de avaliacdo da qualidade microbiol6gica dos alimentos consistem
na modificacdo de um método microbiolégico de forma a diminuir o tempo de resposta. Estes
métodos devem eliminar o0s varios passos de crescimento inerentes aos métodos tradicionais e
fornecer especificidade e sensibilidade necessarias para a deteccdo e distincdo de baixos
teores de células numa matriz complexa. Contudo, os métodos rapidos requerem meios de
enriquecimento da amostra, testes de confirmacdo por métodos classicos para os resultados
positivos, alguns métodos tém interferéncias (microrganismos nativos do proprio alimento,
ingredientes, aditivos e conservantes), geralmente tém apenas um unico alvo (microrganismo
ou toxina), podem tornar-se dispendiosos e complexos de executar, requerem calibragéo,
validagdo mas sdo, de um modo geral, mais sensiveis do que os métodos tradicionais.

Os métodos rapidos baseiam-se em técnicas microbioldgicas, quimicas, bioquimicas,
biofisicas, seroldgicas, imunoldgicas e genéticas. Estes métodos incluem a reducdo de
corantes (como o azul de metileno), actividade enzimatica, testes bioquimicos miniaturizados,
modificaces de métodos microbiolégicos convencionais (sementeiras modificadas e meios
de cultura adicionados), métodos bioluminescentes (bioluminescéncia ATP e bacteriana),
métodos imunologicos (ELISA), testes de aglutinacdo, imunoprecipitacdo, biossensores,
sistemas eléctricos e citometria de fluxo (Rangel, 1999; Patel, 2005). A espectroscopia de
infravermelho, ja bastante usada em varias areas da industria alimentar, apresenta potencial

para ser utilizada como método répido para avaliar a qualidade microbioldgica de alimentos.



1.5. Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho tem sido adoptada como uma ferramenta analitica
em varias areas, tendo superado, em varios casos, 0s métodos tradicionais. As principais
razbes para a sua grande aceitacdo sdo a rapidez com que as amostras podem ser
caracterizadas quase sem manipulacdo e a flexibilidade do equipamento (Blanco e Villarroya,
2002).

A espectroscopia de infravermelho é um método de analise bastante rapido e néo
invasivo que se baseia na observacdo das vibrages de moléculas que sdo excitadas por um
feixe de radiacdo na zona do infravermelho (Cordella et al. 2002). Actualmente, esta é uma
das técnicas analiticas mais promissoras. Uma das grandes vantagens da espectroscopia de
infravermelho € a de que, supostamente, pode ser estudada qualquer amostra em qualquer
estado (Stuart, 2004).

O espectro de absorvancia do infravermelho representa um “fingerprint” que ¢€
caracteristico de uma substancia quimica ou bioldgica. Duas substancias com espectros de
infravermelho idénticos representam, quase de certeza, 0 mesmo composto (Cordella et al.
2002).

Os dados obtidos através da espectroscopia de infravermelho sdo muito complexos, pelo
gue apols a sua obtencdo é necessario recorrer a quimiometria, de forma a extrair a maior
guantidade de informacédo possivel dos mesmos. A informacdo analitica dos espectros pode
ser interpretada recorrendo a uma analise multivariada, que relaciona os espectros obtidos
com as propriedades do objecto de estudo, facilitando assim a interpretacdo dos dados. A
analise multivariada apresenta diversas ferramentas de andlise, sendo assim necessario
seleccionar a ferramenta adequada para cada caso. Os dados sdo raramente usados na sua
forma original, sendo que o0s espectros sdo geralmente transformados antes da analise
multivariada (Brereton, 2003).

A analise de componentes principais (PCA) é um método simples e ndo paramétrico que
permite identificar padrdes em dados, conseguindo destacar as semelhancas e diferencas entre
as amostras analisadas. A PCA possibilita a extraccdo de informacéo relevante de conjuntos
de dados complexos. Esta andlise permite comprimir os dados sem que se perca a
variabilidade dos mesmos (Shlens, 2009). Cada fonte de variabilidade é concretizada na
obtencdo de um eixo (componente principal — PC). Em termos geométricos, pode ser
compreendida como uma rotacdo/projeccao dos eixos do espaco multivariado de uma matriz,

de forma a maximizar a variacdo ao longo de cada eixo. Em termos matematicos, 0 processo
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consiste numa transformacdo linear das varidveis de partida de modo a criar variaveis
caracteristicas (componentes principais) das fontes de variabilidade. Como técnica
exploratéria, permite a visualizacdo dos dados ap6s a projeccdo das amostras no espaco
multidimensional determinado pelos componentes principais, sendo que cada um deles esta
associada uma percentagem de variancia (Jolliffe, 1986 e Almeida, 2006).

Ao relacionar os diagramas das coordenadas factoriais com os mapas das contribuigdes
factoriais obtidos neste tipo de andlise, conseguem estudar-se 0s comportamentos das
amostras com as variaveis que tém maior importancia em cada componente principal. Sdo
estas dimensdes que maximizam a variabilidade entre as amostras, sendo desprezadas outras
dimensdes que podem conter apenas variabilidade devida ao ruido ou ndo informativa
(Jolliffe, 1986).

1.5.1.  Espectroscopia de Infravermelho com Transformadas de Fourier

Os espectrometros de infravermelho comecaram a ser comercializados na década de 40
e desde entdo sofreram varios aperfeicoamentos. Um dos avangos mais significantes adveio
da introducdo de espectrometros de infravermelho com transformadas de Fourier (FT-IR).
Este tipo de instrumento emprega um interferometro e explora o processo matematico da
transformacdo de Fourier (Stuart, 2004). A espectroscopia de infravermelho com
transformadas de Fourier é baseada na interac¢do da luz de infravermelho com a matéria
(Smith, B. 1996). Este tipo de espectrometros veio melhorar grandemente a qualidade dos
espectros de infravermelho e minimizar o tempo requerido para a obtencdo dos dados (Stuart,
B. 2004).

A radiacdo no infravermelho é dividida em trés tipos: infravermelho longinquo (50 —
1000 pm), infravermelho médio (2,5 — 50 um) e infravermelho proximo (0,70 — 2,5 um),
sendo esta Ultima a mais utilizada em quimica alimentar. Cada grupo funcional diferente
absorve radiacdo em certas frequéncias, originando bandas de absor¢éo caracteristicas (Tabela
1).



Tabela 1: Valores de absorcdo de diferentes grupos funcionais no infravermelho (adaptado

de Stuart, 2004).

Namero de onda (cm™)

Grupo Funcional

3640 — 3610

3500 —- 3070

2960 — 2850

1750 — 1740

1740 - 1720

1720 -1700

1675 - 1645

~1650

1590 — 1550

~1550

1470 - 1430

1390 - 1370

1420 e 1300 — 1200

1300 - 1020

1200 - 1050

1155 -1150

1024 — 998

O-H (livre)
N-H
C-H alifaticos
C=0 de ésteres (gordura)
C=0 de aldeidos
C=0 de cetonas
c=C
Amida |
NH;
Amida Il
CH,
CH;
C-O de &cidos carboxilicos
C-O de esteres
C-O de alcoois e fenois
C-O de hidratos de carbono

C-OH de hidratos de carbono

Os espectrometros de infravermelho
Michelson, desenhado em 1891 (Figura 1).

sdo geralmente baseados no interferometro de
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Figura 1: Esquema do interferémetro de Michelson (Adaptado de Stuart, 2004).

Neste tipo de aparelho, a radiacdo emitida pela fonte interage com espelhos antes de
chegar a um divisor de feixe. Neste ponto, parte da radiacdo continua na mesma direccéo e a
outra parte é reflectida para um espelho fixo. Os espelhos reflectem e a radiacdo vai de
encontro ao divisor de feixe, sendo de novo dividida. Uma parte desta radiacdo interage com a
amostra, chegando ao acessério de amostragem. Os movimentos do espelho movel
determinam uma curva de intensidade da energia que chega ao acessorio de amostragem em
funcdo do espacgo que o espelho percorre. A isto chama-se um interferograma, que contém
informacdo da amostra em todos os comprimentos de onda. O espectro da amostra € calculado
a partir do interferograma através de transformadas de Fourier com algoritmos matematicos
elaborados (Schimmt e Flemming, 1998; Stuart, 2004).

A utilizagdo da transformada de Fourier tem diversas vantagens, entre as quais permitir
uma facil manipulacdo dos dados pois estes sofrem conversdo analdgico-digital. Além disso,
o ruido dos espectros € diminuido e a sua resolucéo é elevada (Silverstein et al, 2003).

Na espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier a transmissdo e a
reflexdo total atenuada (ATR) sdo as técnicas mais utilizadas para a obtencdo dos espectros.
Na técnica de transmissdo é necessario que o feixe de infravermelho atravesse toda a amostra,
pois espessuras diferentes implicam absor¢Ges de energia diferentes. Nesta técnica, a
proporcdo de energia luminosa absorvida pelas moléculas é calculada a partir do
conhecimento da radiacdo incidente e da radiacdo transmitida para o acessorio de

amostragem, uma vez que a radiacdo reflectida se despreza. Esta forma de obtencéo de



espectros tem o inconveniente de ser necessario controlar a espessura da amostra (Stuart,
2004).

As técnicas de reflexd@o sdo utilizadas quando as amostras sao dificeis de analisar pelos
métodos de transmissdo convencionais. A técnica de ATR é comummente utilizada no
infravermelho préximo para obtencdo de espectros de absorcdo de filmes pouco espessos e
substancias opacas (Hollas, 2004). Esta técnica utiliza o fendmeno de reflexdo interna total. O
feixe que penetra um cristal sofre uma reflexao interna total quando o angulo de incidéncia na
interface entre a amostra e o cristal for superior ao angulo critico, sendo esta uma funcao dos
indices de refraccdo de duas superficies. O feixe penetra uma gama de comprimento de onda
além da superficie reflectora e quando o material que absorve selectivamente a radiagdo esta
em estreito contacto com essa superficie reflectora, o feixe perde energia no comprimento de
onda em que o material absorve. Mede-se a radiacdo atenuada resultante, sendo usada pelo
espectrometro como uma fungdo de comprimento de onda, dando assim as caracteristicas

espectrais de absorcdo da amostra (Stuart, 2004).

1.5.2.  Aplicacgdes da Espectroscopia de Infravermelho na anélise de alimentos

A espectroscopia de infravermelho proximo e medio, aliada a utilizacdo de uma analise
multivariada dos dados, tem mostrado ser bastante Gtil na indGstria alimentar. E um método
pouco dispendioso, pois 0 custo inerente € praticamente apenas o da aquisicdo do aparelho
(Stuart, 2004).

Este método provou ser bastante vantajoso em estudos de qualidade e composi¢éo de
diversos alimentos, bem como de adulteracbes dos mesmos. Estudos onde se analisaram 0s
teores de diferentes aclcares (glucose, frutose e sacarose) em sumos de fruta mostraram que a
espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier permite detectar diferencas
entre todos os tipos de agucar, bem como 0s niveis em que estes se encontravam presentes nas
bebidas (Rodrigues-Saona et al., 2001). Outros estudos mostram que este método possibilita a
deteccdo de potenciais adulteracfes em dleos, chocolate, produtos de chocolate e bolos (Che
Man et al., 2005; Syahariza et al., 2005; Vlachos et al. 2006).

No que respeita a produtos de carne, existem estudos onde a espectroscopia de
infravermelho proximo foi utilizada com sucesso na previsdo da composicdo de carnes de
diferentes proveniéncias (Viljoen et al. 2005) e até para prever a cor e textura em fiambre

(Garcia-Rey et al., 2005). A espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier
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foi também utilizada com sucesso na deteccdo da deterioracdo microbiologica em carne
através da medicdo das alteragdes bioquimicas do substrato (Ellis et al., 2002). Além disso, a
espectroscopia de infravermelho ja provou também ser uma ferramenta valiosa e rapida na
deteccdo e distincdo de células microbianas na superficie de alimentos (lrudayaraj et al.
2002), bem como na classificacdo bactérias de diferentes niveis taxonémicos sem que seja
necessaria uma pré-seleccdo de estirpes (Helm et al., 1990). A espectroscopia de
infravermelho com transformadas de Fourier tem mostrado ter sensibilidade para diferenciar
colonias bacterianas, podendo mesmo detectar diferengas na propria colonia (Choo-Smith et
al., 2001) Existem ainda estudos que sugerem que o FT-IR pode ser usado como método de
rastreabilidade, podendo ser utilizado para identificar produtos alimentares e determinar quais

as suas origens e métodos de producdo (Cozzolino e Murray, 2004; Garcia-Rey et al., 2005).

1.6. Objectivos

O objectivo deste trabalho foi testar o potencial da espectroscopia de infravermelho com
transformadas de Fourier como método rapido para avaliar a qualidade microbiolégica do
fiambre. Esta tecnologia foi ainda utilizada para distinguir as varias marcas e tipos de fiambre
analisados neste estudo. Os objectivos especificos foram:

. Detectar alteracbes no fiambre ao longo do tempo devido a presenca de
microrganismos;

. Distinguir diferentes tipos de colénias crescidas a superficie do fiambre.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Ensaios prévios
Numa primeira fase do trabalho foram efectuados varios testes de modo a perceber qual
a melhor forma de analisar o fiambre através da espectroscopia de infravermelho médio, uma

vez que se trata dum alimento heterogéneo, o que dificulta a obtencdo de espectros

representativos.

2.1.1. Preparacgdo das amostras

e Medicdo directa do fiambre (fatias de 0,5 cm):

Adquiriram-se fatias de 2 marcas (A e B) de fiambre de porco (fiambre da perna), em 2
locais diferentes, cada uma com 0,5 cm de espessura. O fiambre foi cortado com um cortador
circular de 2 cm de didmetro em condi¢des assépticas. Foram usadas 2 rodelas de fiambre por
amostra: uma foi usada para a medicdo no espectrometro de infravermelho (FT-IR-ATR,
Perkin Elmer Spectrum BX) e a outra para analise microbiolégica. As fatias foram guardadas
em placas de Petri, a 4°C, durante todo o trabalho experimental, que decorreu durante 16 dias.
Foi ainda determinado o peso médio (Mettler Toledo AB104, + 0,0001g) das rodelas de
fiambre (5 rodelas de cada), para posterior determinacao das unidades formadoras de col6nias
por grama de fiambre (UFC) na andlise microbioldgica. As rodelas utilizadas para determinar

0 peso ndo foram usadas nos ensaios para evitar contaminacao.

e Medicdo do fiambre homogeneizado:

Adquiriu-se uma fatia de fiambre de porco (fiambre da perna) da marca A com 0,5 cm
de espessura. Foram cortados circulos de fiambre com um cortador de 2 cm de diametro, em
condicdes de assépsia. As fatias foram guardadas em placas de Petri a temperatura ambiente
(cerca de 20°C), tendo a experiéncia decorrido durante 3 dias. Cada circulo de fiambre foi
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homogeneizado em Soluto de Ringer (Merck) numa razéo de 1:10, com um ultra-turrax (T25,
Janke & Kunkel — IKA Labortechnik), na altura da medigéo no FT-IR .

e Medicdo directa do fiambre (fatias de 0,1 cm):

Adquiriram-se fatias de fiambre de porco (fiambre da perna) da marca A com 0,1 cm de
espessura e colocaram-se pedacos de cerca de 6 x 6 cm em caixas de Petri, em condicdes de
assepsia. As placas foram guardadas a temperatura ambiente (cerca de 20°C), para posterior

analise no FT-IR .

e Medicdo na camada superficial do fiambre (método 1 e método 2):

Adquiriram-se fatias de fiambre de porco (fiambre da perna) da marca A com 0,5 cm de
espessura que foram cortadas em pedacos de cerca de 6 x 6 cm e guardadas em placas de Petri,

a temperatura ambiente (cerca de 20°C), para posterior analise no FT-IR.

2.1.2. Analise Microbiolégica

Foi realizada uma analise microbioldgica aos lotes de fiambre preparados de acordo
com a descricdo apresentada para o primeiro ensaio prévio, medicdo directa de fiambre (0,5
cm de espessura). Cada uma das rodelas de fiambre foi homogeneizada com o ultra-turrax
(T25, Janke & Kunkel — IKA Labortechnik) com Soluto de Ringer (Merck), em condicGes de
assépsia. Semeou-se em duplicado 1 mL de cada sub-amostra diluida em Soluto de Ringer,
por incorporacdo em meio de cultura Plate Count Agar (PCA, Merck). As placas foram
incubadas numa estufa a 37°C (Nuaire IR autoflow) durante 3 dias. Apds incubacdo foram
contadas as unidades formadoras de col6nias (UFC) na diluicdo mais adequada e determinou-
se a concentracdo por grama de fiambre. Foram efectuadas analises microbioldgicas aos 0, 4,

8, 12 e 16 dias ap0s preparacdo das amostras.
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2.1.3.  Analise por Espectroscopia de Infravermelho Médio

e Medicdo directa do fiambre (fatias de 0,5 cm):

A analise espectroscopica das amostras foi efectuada diariamente, num espectrémetro
de infravermelho (FT-IR-ATR, Perkin Elmer Spectrum BX), com uma resolucéo de 8 cm™ e
32 varrimentos, na regido do infravermelho médio (zona entre 4000 e 600 cm™). Foram
efectuadas 5 medicOes para cada uma das amostras de fiambre. O fiambre foi colocado
directamente no acessério de amostragem do aparelno para obter o0s espectros

correspondentes.

e Medicdo do fiambre homogeneizado:

A andlise espectroscopica das amostras foi efectuada diariamente num espectrémetro de
infravermelho (FT-IR-ATR, Perkin Elmer Spectrum BX.), com uma resolucéo de 8 cm™ e 32
varrimentos, na regido do infravermelho médio (zona entre 4000 e 600 cm™). Foram
efectuadas 5 medicgBes para cada uma das amostras de fiambre. Colocou-se no acessorio de
amostragem uma gota de fiambre homogeneizado em Soluto de Ringer (1:10) para obter 0s

espectros correspondentes.

e Medicdo directa do fiambre (fatias de 0,1 cm):

A andlise espectroscopica das amostras foi efectuada diariamente, num espectrometro
de infravermelho (FT-IR-ATR, Perkin Elmer Spectrum BX) com uma resolucéo de 8 cm™ e
32 varrimentos, na regido do infravermelho médio (zona entre 4000 e 600 cm™). Foram
efectuadas 5 medicdes para cada amostra de fiambre. O fiambre foi colocado directamente no
acessorio de amostragem do aparelho, pressionado as amostras com uma forga constante, para
obter os espectros correspondentes.

e Obtencao de espectros da camada superficial do fiambre (método 1):

A analise espectroscopica das amostras foi efectuada no FT-IR (Perkin Elmer Spectrum

BX) com uma resolucdo de 8 cm™ e 32 varrimentos, na regido do infravermelho médio (zona
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entre 4000 e 600 cm™), de 12 em 12 horas, perfazendo um total de 5 medicdes. Foram
realizados 5 espectros para cada amostra de fiambre. A camada superficial do fiambre foi
raspada e homogeneizada com uma espatula de aluminio e uma pequena porcao foi colocada

directamente no acessério de amostragem.

e Obtencao de espectros da camada superficial do fiambre (método 2):

A andlise espectroscopica das amostras foi efectuada no FT-IR (Perkin Elmer Spectrum
BX) com uma resolucdo de 8 cm™ e 32 varrimentos, na regi&o do infravermelho médio (zona
entre 4000 e 600 cm™), de 24 em 24 horas, perfazendo um total de 9 medicdes. Foram
realizados 5 espectros em cada medicdo. A camada superficial do fiambre foi raspada e
homogeneizada com uma vareta de vidro (ponta arredondada) e foi colocada uma pequena

porcdo directamente no acessério de amostragem.

2.1.4.  Analise de Componentes Principais (PCA)

O software utilizado para a visualizacdo dos espectros foi o OPUS (versdo 2.06). Os
dados relativos aos ensaios prévios foram tratados por analise multivariada, apds pré-
tratamento dos mesmos (centrar e padronizar por linhas e centrar por colunas) e aplicacdo da
primeira derivada calculada com base no procedimento de Savitsky-Golay, através de um
programa desenvolvido no Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro. Foi
escolhida a combinagdo de componentes principais ou o componente principal mais
favoraveis para a separacdo/agrupamento das amostras em cada um dos casos. Os graficos

foram feitos no Microsoft Excel 2007.
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2.2. Ensaios com amostras de fiambre embalado e fresco

Apobs realizacdo dos ensaios prévios, chegou-se a conclusdo de que a melhor maneira de
obter os espectros para conseguir detectar alteracbes nas comunidades microbioldgicas do
fiambre é conseguida através da medicdo na camada superficial (liquido superficial) do
fiambre obtida com uma vareta de vidro, pois 0s espectros mostraram ser suficientemente
homogéneos para proceder a analise multivariada dos mesmos e tentar detectar alteracfes na
flora microbiana ao longo do tempo. Verificou-se também que a partir de 9/10 dias apés
preparacdo das amostras o fiambre colocado a 4°C comecava a apresentar colonias visiveis a
olho nu, pelo que se decidiu realizar experiéncias com uma duracdo de apenas 8 dias. Foli
analisado fiambre pré-embalado e fiambre fresco e foi ainda realizado um pequeno estudo

utilizando coldnias de bactérias crescidas a superficie de fiambre.

2.2.1. Preparacdo das amostras

Fiambre embalado:

Foram analisadas duas marcas de fiambre embalado de porco (da perna), de peru e de
frango com datas de validade semelhantes. Para cada amostra de fiambre foram sobrepostas
as fatias em condicdes de assépsia (até formar um conjunto com aproximadamente 0,5 cm de
espessura, 0 que equivaleu a cerca de 5 rodelas de cada), cortados circulos com um cortador
com 2 cm de diametro e colocados 2 conjuntos de rodelas em cada placa de Petri, uma rodela
para a analise microbioldgica e outra para a analise no FT-IR. Foram analisadas 5 réplicas de
cada uma das amostras de cada marca, para cada tipo de fiambre. As placas foram colocadas
numa camara fria, a 4°C, até & sua analise. O ensaio decorreu durante 9 dias. A andlise
microbioldgica foi realizada de 2 em 2 dias e a analise no FT-IR foi efectuada de 24 em 24
horas. Para avaliar a concentracdo de bactérias no fiambre foi necessario determinar o peso
médio do conjunto das rodelas de fiambre para os diferentes tipos e marcas (5 rodelas para
cada um), recorrendo-se a uma balanca (Mettler Toledo + 0,0001g). As rodelas utilizadas para

determinar o peso ndo foram utilizadas nas analises microbioldgicas.
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Fiambre fresco:

Foram analisadas duas marcas de fiambre de porco da perna. Para cada amostra de
fiambre, foram adquiridas fatias de 0,5 cm de diametro, que foram cortados em circulos com
um cortador com 2 cm de diametro e colocada uma rodela em cada placa de Petri para a
anlise microbioldgica. Para anélise no FT-IR, foram preparadas placas de Petri com fatias de
6 x 6 cm (por forma a aumentar a area de superficie para melhor se conseguir recolher o
liquido superficial com uma vareta de vidro, uma vez que o fiambre fresco se apresentava
mais “seco” que o embalado). As placas foram colocadas numa camara fria, a 4°C, até a sua
andlise. O ensaio decorreu durante 9 dias. A andlise microbiologica foi realizada de 2 em 2
dias e a analise no FT-IR foi efectuada de 24 em 24 horas. Para avaliar a concentracdo de
bactérias no fiambre foi necessario determinar o peso médio das rodelas de fiambre para os
diferentes tipos e marcas (5 rodelas de cada um), recorrendo-se a uma balanca (Mettler
Toledo + 0,0001g). As rodelas utilizadas para determinar o peso ndo foram utilizadas nas

analises microbioldgicas.

2.2.2.  Analise microbioldgica

Fiambre embalado e fiambre fresco:

A anélise microbioldgica foi realizada de 2 em 2 dias, aos 0, 2, 4, 6 e 8 dias apos
preparacdo das amostras, tanto para o fiambre embalado como para o fiambre fresco. Cada
rodela de fiambre destinada a analise microbioldgica foi homogeneizada com um ultra-turrax
(T25, Janke & Kunkel — IKA Labortechnik) em Soluto de Ringer (Merck) numa razdo de
1:10. Foi efectuada sementeira em duplicado por incorporacdo com meio de cultura PCA
(Merck). Apos incubagdo a 37°C (Nuaire IR autoflow) durante 3 dias foi determinado o

nimero de UFC g de cada amostra de fiambre.
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2.2.3.  Analise por espectroscopia de Infravermelho Médio

Fiambre embalado e fiambre fresco:

A andlise espectroscopica das amostras foi efectuada no FT-IR (Perkin Elmer Spectrum
BX) com uma resolucdo de 8 cm™ e 32 varrimentos, na regi&o do infravermelho médio (zona
entre 4000 e 600 cm™), de 24 em 24 horas, perfazendo um total de 9 medicdes. Foram obtidos
5 espectros em cada medicdo. A camada superficial do fiambre foi raspada e bem misturada
com uma vareta de vidro e foi colocada uma pequena porcdo directamente no acessorio de
amostragem.

2.2.4.  Analise de Componentes Principais (PCA)

O software utilizado para a visualizacdo dos espectros foi o OPUS (versdo 2.06). Os
dados foram tratados por andlise multivariada, ap6s pré-tratamento dos mesmos (centrar e
padronizar por linhas e centrar por colunas) e aplicacdo da primeira derivada baseada no
procedimento de Savitsky-Golay (quando necessério), através de um programa desenvolvido
no Departamento de Quimica da Universidade de Aveiro. Foi escolhida a combinacdo de
componentes principais e zona do espectro mais favoraveis para a separacdo/agrupamento das

amostras em cada um dos casos. Os graficos foram feitos no Microsoft Excel 2007.

2.3. Obtencédo de espectros de coldnias de microrganismos

2.3.1. Preparacgéo das amostras

Adquiriu-se uma fatia de 0,5 cm de espessura de fiambre de porco (fiambre da perna) e
deixou-se envelhecer a mesma a temperatura ambiente (cerca de 20°C) durante 5 dias, em

condicdes de assepsia. Ao fim deste tempo ja eram visiveis varias colonias de microrganismos

de diferentes aspectos.
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2.3.2.  Analise por espectroscopia de Infravermelho Médio

A analise espectroscépica das amostras foi efectuada no FT-IR (Perkin Elmer Spectrum
BX) com uma resolugdo de 8 cm™ e 32 varrimentos, na regi&o do infravermelho médio (zona
entre 4000 e 600 cm™). Foram obtidos 3 espectros de cada colénia a analisar. A amostra foi
raspada com uma espéatula e colocada directamente no acessorio de amostragem do aparelho.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaios prévios

Medicdo directa do fiambre (fatias de 0,5 cm):

Os espectros das varias amostras do mesmo tempo de analise foram demasiado
diferentes entre si neste estudo, especialmente para as amostras adquiridas no local 1,
possivelmente devido a falta de reprodutibilidade na colocacdo das amostras no acessorio de
amostragem. Para além disso, em varias situacdes, 0s espectros obtidos apresentavam
demasiado ruido. A existéncia de amostras de alimentos heterogéneas tem sido relatada como
sendo um impedimento a analise por FT-IR, pelo que nas situacfes em que a homogeneizacgéo
da amostra ndo é possivel pode ser necessario recorrer a outros métodos de anélise (Thygesen
et al. 2003). A existéncia de espectros ruidosos pode ser devida a inimeros factores que ndo
sdo facilmente controlaveis, como por exemplo flutuacdes na fonte de luz ou na luz de fundo
do compartimento onde se encontra o aparelho ou mesmo variac6es de temperatura (Manning
e Griffiths, 1997).

A figura 2 representa a totalidade das médias dos espectros de infravermelho, para
cada um dos tempos de analise, obtidos a partir da medi¢do directa de fiambre com a
espessura de 0,5 cm, obtido no Local 1, para ambas as marcas analisadas. Observando 0s
espectros das médias, ndo existe nenhum “padrdo” visivel que leve a diferenciar os varios
tempos de envelhecimento do fiambre, sendo que acontece 0 mesmo para o Local 2, como se
verifica na figura 3. Observa-se também que os espectros médios das amostras relativas ao
local 1 sdo mais heterogéneos do que os do local 2. Apesar de se tratar das mesmas marcas
nos dois locais, o facto de no local 2 os espectros serem mais homogéneos talvez se deva a
diferencas na textura do fiambre, o que pode acontecer se os fiambres pertencerem a lotes
diferentes ou se a embalagem tiver sido aberta em alturas diferentes, provocando alteracGes

no fiambre.
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Figura 2: Conjunto das médias dos espectros de fiambre (medicdo directa de fatias de 0,5 cm),
para cada um dos tempos, relativos a cada uma das marcas de fiambre analisadas (A e B),

adquiridas no local 1.

Marca B

e TO-T3

e T4-T7
T8-TI11

eT11-T16

Marca A

e TO-T3

e T4-T7
T8 -T11
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Figura 3: Conjunto das médias dos espectros de fiambre (medicdo directa de fatias de 0,5 cm), para

cada um dos tempos, relativos a cada uma das marcas analisadas (A e B), adquiridas no local 2.
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Procedeu-se a uma analise multivariada dos dados para verificar se realmente ndo
existia uma separacdo das amostras por tempo de analise, como era sugerido apenas pela
analise dos espectros. Utilizou-se a zona do espectro de 1800 a 950 cm™, pois foi aquela que,
pela observacdo dos espectros, mostrou ser mais variavel de caso para caso. Além disso, esta
zona ¢ considerada por varios autores como sendo uma zona de “fingerprint” para a
diferenciacdo de microrganismos (Maquelin et al., 2002; Yu e Irudayaraj, J., 2004; Oliveira,
2006 e Pereira, 2006). As figuras 4, 5, 6 e 7 correspondem aos diagramas das coordenadas
factoriais (esquerda) e mapas das contribuicdes factoriais (direita) relativos ao local 1 e marca
A, local 1 e marca B, local 2 e marca A e local 2 e marca B, respectivamente, para 0s tempos
0,4, 8,12 e 16 apos a preparacao das amostras.

Observa-se que para ambas as marcas adquiridas no local 1 (figuras 4 e 5) ndo existe
separacdo das amostras por tempo de analise, como seria de esperar, dada a grande
heterogeneidade dos espectros. O mapa das contribuicdes factoriais é bastante ruidoso para

ambos 0s €asos.
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Figura 4: Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC2)
para o fiambre medido directamente (fatias de 0,5 cm de espessura) correspondente 4 marca A e
local 1, analisado aos dias 0, 4, 8, 12 e 16.
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Figura 5: Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC2)
para o fiambre medido directamente (fatias de 0,5 cm de espessura) correspondente 4 marca B e
local 1, analisado aos dias 0, 4, 8, 12 e 16.

As figuras relativas as amostras adquiridas no local 2 (figuras 6 e 7), por outro lado,
mostram que existe um agrupamento das amostras por tempos de analise. Analisando ambos
0s mapas das contribuicGes factoriais verifica-se que existe demasiado ruido em ambos os PC
utilizados, pelo que ndo se pode concluir quais os grupos funcionais que permitem a
separacao das amostras por tempo de analise.
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Figura 6: Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC2)
para o fiambre medido directamente (fatias de 0,5 cm de espessura) correspondente a marca A e
local 2, analisado aos dias 0, 4, 8, 12 e 16.
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Figura 7: Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC2)
para o fiambre medido directamente (fatias de 0,5 cm de espessura) correspondente & marca B e
local 2, analisado aos dias 0, 4, 8, 12 e 16.

Para estas amostras foram determinadas as unidades formadoras de coldnias por grama

de fiambre homogeneizado em soluto de Ringer (razdo de 1:10), cujo resultado é apresentado

na figura 8.
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Figura 8: Varia¢do do nimero de unidades formadoras de coldnias por grama de fiambre ao longo

do tempo, para cada um dos locais e cada uma das marcas analisadas.

23



Observa-se um aumento da carga microbiana ao longo do tempo, como seria de esperar,
sendo o0 aumento mais acentuado verificado entre o tempo 8 e o tempo 12. Verificou-se que as
coldnias comecaram a tornar-se visiveis na superficie do fiambre entre o tempo 9 e o tempo
10, o que coincide com o aumento acentuado do nimero de unidades formadoras de coldnias.
O local 2 apresenta mais unidades formadoras de colonias do que o local 1, provavelmente
devido a falta de higiene no armazenamento ou corte do fiambre. Verifica-se ainda que a
marca B apresenta também niveis ligeiramente mais elevados de microrganismos totais,
também talvez por existir falta de higiene no processo de fabrico do préprio fiambre. Estas
diferengas ndo foram detectadas no FT-IR, uma vez que o método de amostragem utilizado

neste ensaio ndo permitiu obter bons resultados.

Medicdo do fiambre homogeneizado:

A figura 9 representa as médias dos espectros de fiambre cuja analise foi realizada
colocando uma gota de fiambre homogeneizado em soluto de Ringer (1:10) no acessoério de
amostragem. Nao se observa qualquer padréo nos espectros conforme o aumento do tempo de
envelhecimento do fiambre e os espectros sd&o muito semelhantes entre si, pois o fiambre
encontra-se diluido e o sinal é pouco intenso devido a uma grande predominancia do espectro
da agua, revelando que este método de analise do fiambre ndo permite obter resultados

satisfatérios.
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Figura 9: Conjunto das médias dos espectros de fiambre homogeneizado em soluto de Ringer
(1:10), para cada um dos tempos analisados.

Medicdo directa do fiambre (fatias de 0,1 cm):

Procedeu-se a medicdo directa de fatias finas de fiambre pressionadas contra o
acessorio de amostragem com uma forca constante, de forma a garantir que a amostra
estivesse em contacto com o acessorio de amostragem, preenchendo toda a superficie do
cristal, o que ndo acontecia utilizando fatias mais espessas, pois a “flexibilidade” das mesmas
era menor devido a sua espessura. Os espectros das réplicas de cada amostra sdo demasiado
diferentes uns dos outros, revelando que este método também ndo é adequado para analisar o
alimento em questdo, talvez porque os espectros representem também a matriz do fiambre
(que ndo ¢ totalmente homogéneo) e ndo s6 microrganismos. Na figura 10 estdo representados
0s espectros (média de cada um dos tempos de amostragem) correspondentes a medicao

directa de fatias de fiambre de 0,1 cm de espessura.
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Figura 10: Conjunto das médias dos espectros de fiambre fatiado (0,1 cm de espessura), para
cada um dos tempos de andlise.

Verifica-se que, mesmo tendo em conta a média dos espectros, muitos deles estéo
ruidosos (problemas relacionados com o funcionamento do proprio espectrometro), tal como
ndo se nota nenhum padréo de alteracdes nos espectros ao longo do tempo. Segundo estes
resultados, parece que a heterogeneidade do proprio fiambre e a heterogeneidade provocada
pelo crescimento localizado de diferentes microrganismos influenciam demasiado os
espectros, sendo necessario desenvolver outro método de amostragem que providencie uma

melhor homogeneizacdo do produto a analisar.

Medicdo na camada superficial do fiambre (método 1):

Uma vez que 0s microrganismos crescem a superficie do fiambre criando uma
“pelicula”, testou-se a medicéo dessa pelicula directamente, ap6s homogeneizagéo da mesma
com uma espatula, para tentar evitar que os espectros da mesma amostra fossem demasiado
diferentes. A figura 11 representa os espectros da superficie do fiambre, obtidos raspando e
misturando bem a superficie do mesmo com uma espatula de aluminio e colocando no
acessorio de amostragem uma porcao suficiente para cobrir o cristal. Verifica-se que 0s

espectros sdo demasiado heterogeneos e que ndo ha nenhuma alteracdo visivel neles ao longo
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do tempo. As vérias amostras eram demasiado heterogéneas entre si impossibilitando um
agrupamento das mesmas por tempos de andlise, o que demonstra que o método de
amostragem ndo é o mais adequado, pois a espatula possivelmente arrastava pequenas

particulas de fiambre, alterando o aspecto dos espectros.

eTO

oT1

eT2
T3
T4

NUmero de onda (cm™)

Figura 11: Conjunto das médias dos espectros de fiambre, para cada um dos tempos, obtidos
através da medi¢do da camada superficial do fiambre utilizando o método 1.

A figura 12 diz respeito a andlise multivariada dos espectros correspondentes a
medicdo da camada superficial do fiambre através do método 1 (espatula de aluminio). Como
se verifica, parece existir uma certa tendéncia na distribuicdo das amostras: TO situa-se bem
agrupado no PC1 negativo e PC2 nulo, T2 no PC1 e PC2 positivos e T4 no PC2 negativo. No
entanto, estes resultados ndo sdo ainda satisfatorios uma vez que se verifica alguma dispersao

das amostras e 0 mapa das contribuic6es factoriais apresenta bastante ruido.
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Figura 12: Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC2)

para as amostras de filambre obtidas pela medi¢do da camada superior através do método 1
(Espatula de aluminio), nos tempos de anélise TO, T2 e T4.

Medicdo na camada superficial do fiambre (método 2):

As figuras 13 e 14 representam a média dos espectros para cada um dos tempos de
andlise e cada uma das marcas analisadas, A e B, respectivamente, utilizando uma vareta de
vidro (ponta arredondada) para a homogeneizacéo e recolha da amostra. Os espectros sdo um
pouco mais homogéneos do que os obtidos pelo método 1, apesar de ndo se notar nenhum
padrdo visivel na média dos espectros aquando do aumento do tempo de analise. Escolheu-se
este método para realizar os ensaios finais por ter sido aquele que, de entre todos 0s métodos
experimentados, permitiu obter melhores espectros.
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Figura 13: Conjunto das médias dos espectros de fiambre, obtidos através da medigdo da camada
superficial do mesmo utilizando o método 2, para cada um dos tempos, relativos a4 marca A.
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Figura 14: Conjunto das médias dos espectros de fiambre, para cada um dos tempos, relativos a
marca B.
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Nas figuras 15 e 16 estdo apresentados o diagrama das coordenadas factoriais e 0
mapa das contribui¢Bes factoriais relativos a medicdo da superficie do fiambre atraves do
método 2 (TO, T4 e T8), marca A e B, respectivamente. A separacdo das amostras relativas
aos varios tempos ndo é perfeita, no entanto, existe uma tendéncia para o agrupamento das
amostras por tempo de analise e os mapas das contribui¢des factoriais séo menos ruidosos do

gue nos casos anteriores.
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Figura 15! Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribui¢des factoriais relativo a
medicdo da camada superficial pelo método 2, marca A, analisado nos dias 0, 4 e 8.
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Figura 16: Diagrama das coordenadas factoriais e mapa das contribuigdes factoriais relativo a
medic¢do da camada superficial pelo método 2, marca B, analisado no dia 0, 4 e 8.
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3.2.  Ensaios com amostras de fiambre embalado e fresco

Apols realizacdo e analise dos ensaios prévios verificou-se que o método de
amostragem que permitiu obter melhores resultados foi a homogeneizacdo da pelicula
superficial do fiambre com uma vareta de vidro, pois a ponta arredondada permitiu recolher o
liquido existente na superficie do fiambre sem arrastar particulas do mesmo. Assim sendo
efectuaram-se 2 ensaios gerais, utilizando este método de amostragem para analisar fiambre

pré-embalado e fiambre fresco.

Fiambre embalado:

Efectuou-se uma anélise de fiambre pré-embalado de duas marcas diferentes (A e B),
tendo em conta a medicao da camada superficial do alimento recolhida com uma vareta de
vidro de ponta convexa.

De forma a tentar obter uma diferenciacdo de marcas, tipos e alguns dos tempos de
analise dos varios tipos de fiambre, foi realizada uma anélise PCA. A figura 17 mostra uma
boa separacdo dos varios tipos de fiambre da marca A. Pode ainda verificar-se que o fiambre
de porco é o mais heterogéneo de todos, encontrando-se no PC1 negativo, enquanto o fiambre
de peru e de frango ficam situados no PC1 positivo. A figura 18 corresponde ao mapa das
contribui¢des factoriais. O fiambre de peru e de frango estdo caracterizadas pelo PC1 positivo
na zona das amidas | e Il das proteinas (1650 cm™ e 1550 cm™, respectivamente). O PC4
mostra uma alteracdo na zona dos dos agucares e outros tipos variados de ligaces (1300-950
cm™) e também na zona de cerca de 1750 cm™, caracteristica dos ésteres (lipidos). Estes
resultados sugerem que os varios tipos de fiambre diferem na sua constituicdo em proteina,
gordura e agUcares, bem como outros compostos aos quais nao se pode fazer uma atribuicéo,
uma vez que existe absorcdo numa zona de variados tipos de ligacbes em gue ndo se podem

especificar os grupos funcionais presentes.
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Figura 17: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC4) relativo aos varios tipos de fiambre
analisados (porco, peru e frango), da marca A.
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Figura 18: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 vs PC4) relativo aos varios tipos de fiambre
analisados, marca A.

A figura 19 é relativa a fiambre embalado de porco da marca A. Verifica-se uma
separacdo entre os 3 tempos estudados. Nota-se ainda uma maior heterogeneidade entre as
varias amostras do tempo O do que nas restantes, possivelmente porque o crescimento
microbiano ainda é baixo e existe a hipdtese dos espectros representarem mais os liquidos
libertados pela carne do que os microrganismos. O diagrama das contribui¢cfes factoriais
(figura 20) da a informagdo de que o T4 se encontra caracterizado pela zona das proteinas
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(amida | e amida Il — aproximadamente 1650 e 1550 cm™), embora esta zona seja bastante

ruidosa, o que é normal, uma vez que a amida | absorve no mesmo local que a &gua,

aumentado a humidade nesta zona do espectro e tornando-o mais irregular. O TO e 0 T8

também se encontram caracterizados pela zona das amidas e pela zona da gordura (1740 cm’

). E também de notar que todas as amostras sdo influenciadas pelo contetdo em

polissacarideos (aclcares) e outros tipos de ligacdes (1300-950 cm™). Sabe-se que durante a

fase de crescimento das bactérias existe variacdo nos acidos nucleicos, proteinas, lipidos e

polissacarideos, pelo que é normal que haja uma distingdo das amostras por tempos de analise

baseada na estrutura celular das bactérias, que se vai alterando com o tempo.
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Figura 19: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC2) aos dias 0, 4 e 8, relativo a fiambre

embalado de porco, marca A.
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Figura 20: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC2) relativo a fiambre embalado de porco,
marca A.

A figura 21 é relativa ao fiambre de frango, marca A, e a figura 22 corresponde o
respectivo mapa de contribuigdes factoriais. Nota-se uma excelente separacdo entre 0s 3
tempos analisados, bem como uma boa homogeneidade entre as amostras, com base no PC1,
gue tem uma contribuicdo de 88% para a separacdo das amostras. Estas sao caracterizadas
principalmente pela zona dos ésteres (1750 cm™), amidas (1650 e 1550 cm™) e variados tipos

de ligacdes onde constam acticares (1300-950 cm™).
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Figura 21: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1) aos dias 0, 4 e 8, relativo a fiambre
embalado de frango, marca A.
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Figura 22: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1) relativo a fiambre embalado de frango, marca A.

Na figura 23 sdo apresentados os resultados da analise de fiambre embalado de peru,
da marca A. Existe separacdo entre os tempos analisados, especialmente entre 0 T8 e 0s
restantes dois tempos analisados (TO e T4). O diagrama das contribuicdes factoriais mostra
uma contribuicdo de amidas (1650 e 1550 cm™) de proteinas, o T8 é principalmente
caracterizado pela zona dos lipidos (1740-1750 cm™), o que faz sentido, uma vez que apés 8
dias o fiambre ja tem um crescimento microbiano elevado e 0s microrganismos contém
lipidos (fosfolipidos) na sua constituicdo. Todas as amostras contam ainda com uma
contribuicdo de aclcares e outros compostos impossiveis de distinguir pois ha absor¢do na
zona onde se encontram diversos tipos de ligacdes (1300-950 cm™).
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Figura 23: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) aos dias 0, 4 e 8, relativo a fiambre
embalado de peru, marca A.
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Figura 24: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC3) relativo a fiambre embalado de peru,
marca A.

Na figura 25 encontram-se os resultados de PCA dos Vérios tipos de fiambre embalado

analisados da marca B, sendo Obvia a separacdo entre eles. Foi escolhida apenas a zona

espectral entre 1300 e 950 cm™, onde se nota que é a contribuicdo de aclicares e outros tipos

de ligacdes que permite o agrupamento das amostras por tempos de analise.
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Figura 25: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) relativo aos vérios tipos de fiambre,
marca B.
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Figura 26: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC3) relativo aos varios tipos de fiambre

embalado, marca B.

Na figura 27 verifica-se uma separacdo entre os 3 tempos analisados, para o fiambre

de porco da marca B. Na figura 28 estd o mapa das contribuicdes factoriais. Mais uma vez foi

utilizada apenas a zona entre 1300 e 950 cm™ por ser aquela que permitiu uma melhor

separacgdo entre tempos de analise, mostrando uma contribui¢do da zona dos agUcares para a

separacao das amostras, corroborando o que ja se tinha verificado nos ensaios anteriores.
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Figura 27: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC2) aos dias 0, 4 e 8, relativo a fiambre

embalado de porco, marca B.
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Figura 28: Mapa das contribui¢des factoriais (PC1 e PC2) relativo a fiambre embalado de porco,
marca B.

Na figura 29 estdo os resultados relativos a separacdo de 3 tempos de fiambre de
frango embalado da marca B, tendo em conta o PC1 (51,3%). Segundo o mapa das
contribuices factoriais (figura 30) o T4 tem uma grande contribuicdo de amida Il de proteina
para a sua separagdo (1550 cm™), bem como de lipidos (1740 cm™), enquanto que 0 TO e 0 T8
contam com a contribuicdo da amida I (1650 cm™). Todos os tempos de analise tém ainda a

contribuicéo da zona de variados tipos de vibragdes e dos agticares (1300-950 cm™).
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Figura 29: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1) ao tempo 0, 4 e 8, relativo a fiambre
embalado de frango, marca B.
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Figura 30: Mapa das contribuic¢des factoriais (PC1) relativo a fiambre embalado de frango, marca B.

Na figura 31 e 32 estdo representados o diagrama das coordenadas factoriais e 0 mapa
das contribuicdes factoriais, respectivamente, para 3 tempos de andlise de fiambre de peru
embalado. Foi utilizada apenas a zona entre 1300 e 950 cm™ por ser aquela que permitiu uma
melhor separacdo por tempos de andlise. O tempo 8 encontra-se separado dos restantes dois
no PC1 negativo, enquanto os outros estdo no PCL positivo. As amostras encontram-se

separadas tendo em conta os agucares e diversos tipos de ligacdes.
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Figura 31: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) aos dias 0, 4 e 8, relativo a fiambre
embalado de peru, marca B.
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Figura 32: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC3) relativo a fiambre embalado de peru,
marca B.
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Na figura 33 verifica-se um aumento das unidades formadoras de colénias por grama
de fiambre ao longo do tempo, para os trés tipos de fiambre e para as duas marcas testadas.
Existe um aumento consistente de UFC ao longo do tempo, verificando-se uma maior
densidade destas na marca B, em todos os tipos de fiambre. O fiambre embalado foi o que
apresentou o menor numero de colonias em todo o estudo, no entanto, apesar da baixa
densidade de microrganismos presentes no fiambre embalado, foi possivel distinguir os
tempos de analise 0, 4 e 8 dias no FT-IR. Embora a zona do espectro utilizada seja uma zona
onde é possivel detectar a presenga/quantidade de microrganismos, é provavel que a distin¢ao
tenha sido feita com base nas caracteristicas do préprio fiambre e ndo na densidade
microbiana, pois em casos anteriores foi verificado que s6 foi possivel distinguir tempos de
analise em que os teores microbianos diferiam muito mais do que neste caso (ensaio prévio 1,
fatias de 0,5 cm).
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Figura 33: Unidades formadoras de colénias por grama de fiambre, para cada um dos tempos de
analise, para cada marca e tipo de fiambre. FA — fiambre de frango da marca A; FB — fiambre de

frango da marca B; PeA — fiambre de peru da marca A; PeB — fiambre de peru da marca B; PoA —
fiambre de porco da marca A; PoB — fiambre de porco da marca B.

Para tentar perceber o motivo pelo qual a carga microbiana do fiambre embalado € téo
diferente da do fiambre fresco, foram normalizados e depois sobrepostos espectros da
superficie de fiambre embalado e fiambre fresco da mesma marca, obtidos logo apo6s
aquisicdo do fiambre, tendo sido ainda ambos os espectros divididos pelo espectro da agua

para eliminar a contribuicdo desta, pois a presenca de agua pode mascarar a presenca de
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outros compostos. A figura 34 corresponde aos espectros de fiambre embalado dividido pelo
espectro da agua (A), fiambre fresco dividido pelo espectro da agua (B) e uma sobreposicao
de ambos (C).
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Figura 34: Espectro de fiambre fresco da marca A dividido por um espectro de dgua (A); espectro
de fiambre embalado da marca A dividido por um espectro de dgua (B) e uma sobreposicio dos
dois espectros (C).

A maior diferenca a assinalar entre os dois tipos de fiambre € a existéncia de 2 picos
muito maiores no fiambre embalado do que no fiambre fresco, situados a aproximadamente
918 cm™ e 1585 cm™. O pico em 918 cm™ pode corresponder a diversos compostos sendo
impossivel especificar o que poder4 ser, no entanto, o pico situado a 1585 cm™ é

provavelmente referente a acido lactico (Sakhamuri. et al., 2004), pois este composto, apesar
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de poder ser produzido por bactérias lacticas como é o caso de espécies de Lactobacillus, é
muitas vezes adicionado ao fiambre para ajudar & sua conservacao (Stekelemburg e Kant-
Muermans, 2000), embora este ndo viesse descrito na sec¢do da composicdo do fiambre, na
embalagem do mesmo. O &cido lactico inibe o crescimento de microrganismos que podem
contaminar o fiambre, como é o caso de Lysteria monocytogenes (Stekelemburg e Kant-
Muermans, 2000; Mellefont. e Ross, 2007). No entanto, hd microrganismos capazes de tolerar
ou se adaptar a altos niveis de acido lactico, nomeadamente varias espécies de Bacillus
(Cotter e Hill, 2003; Chen et al., 2008; Chen et al., 2009). Verificou-se que as placas de Petri
onde se fez a contagem de UFC do fiambre embalado apresentavam todas coldnias tipicas de
bacilos (figura 35) enquanto que as referentes a fiambre fresco apresentavam coldnias tipicas
de bacilos apenas em casos pontuais. Como ja foi acima referido esta presenca dominante de
bacilos pode dever-se a tolerancia destas bactérias ao acido lactico. No entanto, pode também
dar-se o0 caso do acido lactico supostamente detectado ter sido produzido pelos proprios

microrganismos.

Figura 35: Exemplo de uma placa com colénias tipicas de bacilos referente a uma amostra de fiambre
embalado.
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Fiambre fresco:

A figura 36 corresponde ao diagrama das coordenadas factoriais das 2 marcas de
fiambre, A e B, no tempo 0, mostrando uma separacdo das mesmas, apesar da
heterogeneidade das amostras. A figura 37 representa 0 mapa das contribuigcdes factoriais,
onde se verifica que é a zona das amidas | e Il de proteinas (aproximadamente 1650 e 1550
cm™) e a zona dos aglcares e outros compostos (1300-950 cm™) que s&o responsaveis pela
separacdo das amostras.
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Figura 36: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) relativos as duas marcas de
fiambre analisadas.
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Figura 37: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC3) relativos as duas marcas de fiambre
analisadas.
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A figura 38 corresponde ao tempo 0, 2, 4, 6 e 8 de analise de fiambre fresco, marca A.
O tempo 0 e 2 encontram-se no PC1 negativo e 0s restantes tempos encontram-se no PC1
positivo. A figura 39 representa 0 mapa das contribuicGes factoriais, que mostra que o TO e
T2 diferem das outras amostras principalmente pela sua composi¢do em aculcares e T4, T6 e
T8 estdo caracterizados pela zona das amidas | e Il de proteinas (aproximadamente 1650 e
1550 cm™). Os altimos dois tempos (T6 e T8) contam ainda com uma caracterizacdo na zona
dos lipidos (1750-1740 cm™), possivelmente porque passado 6 dias o fiambre ja tem uma
carga microbiana bastante elevada, o que aumenta a quantidade de fosfolipidos (existentes na
parede celular das bactérias) nas amostras. Todas as amostras contam ainda com uma

contribuicdo na zona dos aglicares e outros tipos de vibracdes (1300-950 cm™).
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Figura 38: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) relativo a fiambre fresco, dias 0, 2,
4, 6 e 8, marca A.
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Figura 39: Mapa das contribuicdes (PC1 e PC3) relativo a fiambre fresco, dias 0, 2, 4, 6 e 8, marca
A.
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A figura 40 corresponde aos dias 0, 1 e 2 de andlise de fiambre fresco, marca A, sendo
que esta andlise foi realizada para verificar se 0o método utilizado permitia distinguir
diferencas em espacos de tempo mais curtos (de 24 em 24 horas). Como se verifica, existe
uma separacdo das amostras por tempo de analise. A figura 41 corresponde ao mapa das
contribuicdes factoriais, onde se verifica que a zona das amidas | e 11 de proteinas (1650 cm™
e 1550 cm™) e a zona dos polissacarideos (1300-950 cm™) sdo as que permitem a separacéo
das amostras, sendo que a contribuicdo dos lipidos (1749-1750 cm™) ainda ndo é
determinante, talvez porque o crescimento bacteriano ainda ndo seja suficiente ou o intervalo

de tempo seja demasiado pequeno para que se notem alteracdes neste aspecto.
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Figura 40: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC2) relativo a fiambre fresco, dias 0, 1 e
2, marca A. Os dados foram previamente tratados com a 1? derivada.
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Figura 41: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 vs PC2) relativo a fiambre fresco, dias 0, 1 e 2,
marca A.

A figura 42 apresenta os resultados relativos aos tempos 0, 2, 4, 6 e 8 (dias) de analise
do fiambre da marca B, verificando-se que os 2 primeiros tempos de anélise estdo distribuidos
no PC1 negativo e os restantes no PC1 positivo, tal como aconteceu para a marca A. A figura
43 mostra que é na zona dos agtcares (1300-950 cm™) que os primeiros tempos de analise (TO
e T2) sdo caracterizados. As amostras presentes no PC3 positivo (T2, T4 e T6) contam com

uma contribuicdo de amidas 11 (aproximadamente 1550 cm™).
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Figura 42: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) relativas a fiambre fresco, para os
dias 0, 2, 4, 6 e 8, marca B.
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Figura 43: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 e PC3) relativas a fiambre fresco, para os dias 0,
2,4, 6 e 8, marca B.

Na figura 44 verifica-se que existe uma separacdo das amostras por tempos de analise
(TO, T1 e T2). O respectivo mapa das contribuicdes factoriais (figura 45) mostra que TO (PC2
positivo predominantemente) est4 caracterizada na regido dos lipidos (1750-1740 cm™) e
todas as amostras apresentam variacdes na zona dos polissacarideos (1300-959 cm™).

Verificam-se ainda outros picos nesta zona que, no entanto, ndo sao possiveis de especificar.
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Figura 44: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC2) relativo a fiambre fresco, dias 0, 1 e
2, marca B. Os dados foram previamente tratados com a 1% derivada.
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Figura 45: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs PC3) relativo a fiambre fresco, dias 0, 1 e
2, marca A. Os dados foram previamente tratados com a 1* derivada.

Na figura 46 estdo apresentados os resultados da contagem de UFC para os varios tempos,
para ambas as marcas. A marca B apresenta um aumento mais linear do que a marca A. O
nimero de UFC encontra-se em concordancia com o anteriormente verificado para o ensaio
prévio com fiambre fresco (fatias de 0,5 cm), sendo a carga microbiana do fiambre muito
parecida em ambos 0s ensaios, nos tempos de analise respectivos (Figura 8). Estas diferencas

na carga microbiana foram detectadas no FT-IR.
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Figura 46: Unidades formadoras de colénias para os varios tempos analisados, para fiambre
fresco, marca A e B.

3.3.  Obtencao de espectros de col6nias de microrganismos

Na figura 47 estdo representados os espectros de 5 colonias diferentes, obtidas da

superficie de fiambre colocado a envelhecer a temperatura ambiente durante 3 dias.

e Colonia 1
e Colonia 2
Colonia 3
Colonia 4
e Colonia 5

Namero de onda (cm™)

Figura 47: Espectros de infravermelho de 5 colénias distintas de bactérias, na zona de 2000 a 800

cm'l,
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Os espectros obtidos no FT-IR s3o considerados padrdes de “fingerprint” com alta
reprodutibilidade, tipicos para bactérias diferentes (Naumann, 1985). Neste caso, nota-se a
diferenca entre os espectros correspondentes a cada uma das 5 colonias, principalmente na
zona entre 950 a 1200 cm™, zona de variados tipos de ligacdes nomeadamente hidratos de
carbono, tendo sido por isso escolhida apenas esta zona para a analise multivariada.

O diagrama das coordenadas factoriais (figura 48) mostra uma clara distingéo entre as
diferentes coldnias, encontrando-se as colénias A e C no quadrante PC1 positivo e PC2
negativo, a colonia B no quadrante correspondente a PC1 e PC2 negativos, a colonia D esta
situada no PC1 negativo/PC2 positivo e a E, bem separada das restantes, em PC1 e PC2
positivos.

Observando o mapa das contribuicdes factoriais (figura 49), verifica-se que as
amostras separam-se pelo seu teor em acUcares. Estudos onde se utilizou microscopia
electrénica para estudar a superficie de colénias de E. coli mostraram que coldnias que
cresceram durante mais de 24 horas secretam um material extracelular semelhante a uma capa
na sua superficie (Shapiro, 1987), sendo que este filme ndo foi encontrado para colénias com
crescimento abaixo de 16 horas. Pensa-se que esta camada seja uma capa extracelular rica em
polissacarideos denominada glicocalice (Tetz e Rybalchenko, 1997), sendo por isso de
esperar que os aglcares tenham uma contribuicdo bastante importante para a distincdo das

bactérias, como foi verificado.
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Figura 48: Diagrama das coordenadas factoriais (PC1 vs. PC2) relativo a 5 colénias obtidas a

partir de fiambre envelhecido a temperatura ambiente.
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Figura 49: Mapa das contribuicdes factoriais (PC1 vs. PC2) relativo a 5 colénias obtidas a partir

de fiambre envelhecido a temperatura ambiente.
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4, CONCLUSOES

No presente estudo, a espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier
revelou ser um método bastante Util para a diferenciacdo entre varios tipos de fiambre, neste
caso fiambre de porco, peru e frango, bem como diferentes marcas, podendo ser um método
bastante vantajoso para a industria alimentar. Face a globalizacdo da industria alimentar, a
rastreabilidade assume actualmente um papel importante, sendo fundamental para qualquer
estratégia de certificacdo. Os resultados obtidos sugerem que o FT-IR pode ser usado como
método de rastreabilidade, podendo ser utilizado para identificar produtos alimentares e
determinar quais as suas origens e métodos de produg&o.

Esta técnica, além de permitir diferenciar tipos e marcas de fiambre, também permite
detectar a presenca de produtos prejudiciais a saude dos consumidores, promovendo a
qualidade alimentar e protegendo o consumidor. Este estudo sugere a presenca de acido
lactico no fiambre embalado, embora este composto ndo fosse referido no rotulo referente a
composicdo do produto alimentar. A presenca deste tipo de substéncias altera a flora
microbiana do alimento tal como se observou neste estudo, uma vez que o fiambre embalado
mostrou um teor de bactérias muito mais baixo do que o fiambre fresco com uma
predominancia de bacilos na flora presente, tendo sido previamente relatado que existem
espécies de bacilos capazes de se adaptar a acido lactico, nomeadamente Bacillus cereus.
Valera a pena em trabalhos futuros identificar os bacilos presentes nas amostras.

Em geral, é a contribuicdo de proteinas (amidas I e Il), lipidos e polissacarideos que
permite a diferenciagdo das amostras. Como os involucros celulares das bactérias tém na sua
composicdo lipidos, polissacarideos e proteinas, a espectroscopia de infravermelho com
transformadas de Fourier é indicada para avaliar a contaminacao microbiol6gica em alimentos
e para diferenciar microrganismos. Realmente, 0 método utilizado também permitiu distinguir
fiambres com diferentes graus de contaminagdo, embora em muitas situacdes ndo tenha sido
possivel separar todos os tempos analisados, ou seja, a técnica utilizada s6 detectou diferencas
guando o intervalo de tempo entre as analises foi de 2 dias ou, nalguns casos, 4 dias. No
entanto, para o caso de fiambre fresco, foi possivel separar amostras com 24 horas de
diferenca mesmo nos 3 primeiros dias, quando a carga microbiana ainda é relativamente baixa.
No geral, foi utilizada a zona espectral compreendida entre 1800 e 950 cm™ para conseguir

uma discriminagé@o entre amostras com base na carga microbiana das mesmas. Esta zona do
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espectro foi previamente relatada como sendo uma zona de “fingerprint” para a diferenciacao
de microrganismos. A espectroscopia de infravermelho com transformadas de Fourier tem
mostrado ter sensibilidade para diferenciar colonias bacterianas, podendo mesmo detectar
diferencas na prépria colonia. Neste trabalho, os resultados dos ensaios com colonias mostram
que é possivel separa-las eficazmente. A distingdo foi feita apenas com base na regido dos
hidratos de carbono (1200-950 cm™), regio esta previamente seleccionada como sendo uma
das zonas de deteccdo e diferenciacdo de microrganismos. No entanto, quando um alimento
apresenta contaminacgdo por varios tipos de microrganismos, caso do fiambre, é dificil obter
reprodutibilidade nos espectros, uma vez que a heterogeneidade das colénias faz com que os
espectros de réplicas da mesma amostra sejam muito diferentes entre si. Isto foi verificado
nos ensaios prévios deste estudo em que o fiambre se mediu directamente.

Tem sido mostrado que a leitura de amostras hidratadas no FT-IR, caso do fiambre, é
dificil, uma vez que a 4gua absorve muito, podendo o seu sinal mascarar picos interessantes
para a diferenciacdo de amostras. Para este tipo de amostras a escolha do método de colheita é
essencial. Neste estudo verificou-se que a recolha de liquido superficial do fiambre e a sua
aplicacdo directa no acessério de amostragem foi o melhor método de preparacdo das
amostras, pois foi aquele que permitiu obter resultados mais satisfatorios.

No geral, este estudo permitiu a distin¢do de amostras de fiambre com diferentes graus
de contaminacdo e de diferentes coldnias de microrganismos, tendo sido ainda possivel a
diferenciacdo de marcas e tipos de fiambre. No entanto, embora os resultados do trabalho
tenham sido satisfatérios, ha ainda um longo caminho a percorrer, por forma a desenvolver

uma metodologia de amostragem que se adeque melhor ao produto analisado.
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