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Resumo

No acondicionamento de produtos hortofruticolas, o material mais utilizado
tradicionalmente era a madeira. No entanto, actualmente, a tendéncia tem sido a sua
substituicdo por caixas de plastico. Os argumentos apresentados relacionam-se com o
facto das embalagens de plastico serem mais duradouras, poderem ocupar menos espacgo
quando vazias, pois podem ser encastraveis ou rebatidas, e, sobretudo, devido ao facto
do plastico ser um material considerado mais higiénico e de mais facil limpeza do que a
madeira.

Face a esta situacdo, o objectivo deste trabalho foi o0 de determinar se a madeira é na
realidade um material menos higiénico, em termos de contaminacdo microbiana
(bactérias, bolores e leveduras), do que o seu principal competidor, o plastico. Para
avaliar, do ponto de vista do factor higiene, as embalagens de madeira e as embalagens
de pléstico, programaram-se trés ensaios. No primeiro ensaio (Ensaio 1), pretendeu-se
estudar e comparar a contaminagdo microbiana verificada em embalagens de madeira e
de plastico. Neste caso, caracterizaram-se, em termos de contamina¢do microbiana, as
embalagens de madeira e de plastico utilizadas no transporte e comercializacdo de
produtos hortofruticolas. As amostras foram recolhidas no MARL (Mercado
Abastecedor da Regido de Lisboa), local onde estes dois tipos de embalagens sdo
comummente utilizados. No segundo ensaio (Ensaio 2), pretendeu-se avaliar a
susceptibilidade de cada um dos materiais (madeira e plastico) a contaminacdo do
ambiente circundante a que estdo sujeitas as caixas durante o transporte, armazenamento
e comercializacdo de produtos hortofruticolas. Para esse efeito, foi estudada a evolugdo
da contaminacdo microbiana dos materiais em estudo, madeira e plastico, em diferentes
condi¢des ambientais, durante um periodo de trés meses. No terceiro ensaio (Ensaio 3),
pretendeu-se estudar a evolucdo da sobrevivéncia de bolores e leveduras e de Bacillus
cereus (organismos habitualmente detectados em produtos hortofruticolas e que podem
contaminar as embalagens) em embalagens de madeira e de plastico, contaminados com
culturas destes microrganismos, em diferentes condi¢cGes de humidade e temperatura.
Este ensaio teve como principal finalidade verificar se existem diferencas entre os
materiais (madeira e plastico) em termos da manutencao e crescimento da contaminacgao
com bolores e leveduras e com B. cereus.

De acordo com os resultados obtidos no Ensaio 1 pode concluir-se que em termos de
contaminacdo microbiana, ndo existem diferengas significativas entre as caixas de
madeira e as caixas de plastico. Verificaram-se, no entanto, diferencas significativas
entre embalagens contendo frutos e embalagens contendo produtos horticolas. Com
efeito, as embalagens contendo produtos horticolas apresentaram uma enumeracdo de
bolores e leveduras e de bactérias coliformes significativamente superior a observada
nas embalagens contendo frutos. De acordo com os resultados obtidos neste ensaio e de
acordo com as observacdes efectuadas no local da amostragem, pode também concluir-



se gque a contaminagdo microbiana elevada, verificada em algumas caixas de madeira e
de pléstico, é resultado da falta de limpeza das caixas antes da sua reutilizac&o.

A andlise dos resultados obtidos no Ensaio 2 mostrou também que os materiais de
madeira apresentaram um comportamento semelhante aos dos materiais de plastico.
Efectivamente, nas diversas condi¢cdes experimentais estudadas neste ensaio, nao se
verificou que a madeira possa ser mais susceptivel a contaminacdo do ambiente
circundante do que o pléastico.

De acordo com os resultados obtidos no Ensaio 3, verificou-se que os materiais de
madeira possibilitam o crescimento e desenvolvimento de bolores e leveduras, ndo se
verificando o mesmo nos materiais de plastico. Por outro lado, verificou-se que o0s
materiais de plastico, a temperatura de 20°C, possibilitam um maior crescimento e
desenvolvimento de B. cereus do que os materiais de madeira.



Abstract

Wood has been a traditional material for fruits and vegetables packaging. However,
currently, the trend has been its substitution for plastic boxes. The presented arguments
are related with the fact that plastic packings are more lasting, are able to occupy less
space when empty, and, above all, due to the fact that plastic is considered a more
hygienic material and easier to clean than wood.

So, the aim of this work was to determine if wood is really a less hygienic material than
plastic, in terms of microbial contamination. To evaluate, from the hygiene point of
view, wood and plastic packaging, three assays had been programmed. In the first assay
(Assay 1), it was intended to study and to compare the microbial contamination on
wooden and plastic materials. In this case, wooden and plastic packing, used for the
transport and commercialization of fresh fruits and vegetables were characterized in
terms of its microbial contamination. The samples had been collected in the MARL
(Supplying Market for the Region of Lisbon), place where both types of packaging are
commonly used. In the second assay (Assay 2), the susceptibility of each one of the
materials (wood and plastic) to the contamination of the surrounding environment was
evaluated. In this study, the evolution of the microbial contamination of both materials,
wood and plastic, was followed in different environmental conditions, similar to those
during the transport, the storage and the commercialization of fruits and vegetables,
along a period of three months. In the third assay (Assay 3), materials were
contaminated with cultures of moulds and yeasts, microorganisms that are usually
detected in horticultural products, which can contaminate packings, and incubated at
different conditions of temperature and moisture. The evolution of moulds and yeasts,
in wood and plastic materials, was studied, in order to verify if there were any
differences between the materials (wood and plastic), in terms of the maintenance and
growth of the contamination with moulds and yeasts. Parallel, the same assay was
performed with materials contaminated with a culture of Bacillus cereus, also a bacteria
that is usually detected in horticultural products, which can contaminate packings.

The results obtained in the first assay, lead to the conclusion that there are no significant
differences between wood and plastic packings, in terms of microbial contamination.
However, there were found significant differences between packings containing fruit
and packings containing vegetables. Packings containing vegetables presented higher
moulds, yeasts and coliforms counts than the ones containing fruits. Observations and
results also permit to conclude that high microbial counts obtained in some packings
were due not to the type of material, wood or plastic, but due to the lack of cleaning and
sanitizing treatments prior to use.

According to results obtained in Assay 2, both materials, wood and plastic, presented
similar behavior. At different experimental conditions, studied in this assay, it was



possible to conclude that wood is not more susceptible to the surrounding contamination
than plastic.

In Assay 3, the growth and development of moulds and yeasts was enhanced in wood,
but not in plastic. On the other hand, plastic materials, at 20°C, enhanced higher growth
and development of B. cereus than wood materials.
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Simbologia e Notagoes

BPA Boas Praticas Agricolas
BPF Boas Préticas de Fabrico
EMBAR Associacdo Nacional de Recuperacdo e Reciclagem de Residuos de

Embalagens de Madeira
EN “European Norm”, Norma Europeia
FAO “Food and Agriculture Organization”

FCT-UNL  Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

FDA “Food and Drug Administration”

GDEH Grupo de Disciplinas de Ecologia da Hidrosfera
%H Percentagem de humidade

ISO “International Organization for Standardization”
MARL Mercado Abastecedor da Regido de Lisboa
NMP NUmero mais provavel

NP Norma Portuguesa

OMS/WHO Organizacdo Mundial de Saude/World Health Organization

P Probabilidade

PEAD Polietileno de alta densidade
PET Poli(tereftalato de etileno)

PP Polipropileno

ufc Unidades formadoras de colonias



1. Introducao

A madeira tem sido um material tradicionalmente utilizado em diversas aplicacdes
relacionadas com a industria alimentar, nomeadamente na preparacdo, embalagem e
transporte de produtos alimentares. No entanto, actualmente a tendéncia tem sido a
utilizacdo do plastico em substituicdo da madeira. Os argumentos apresentados
relacionam-se com o facto da madeira ser menos higiénica, ser um material poroso,
possibilitar o risco de lascar e ainda com a existéncia de deficientes métodos de limpeza
e higienizacdo (Revol-Junelles et al, 2005). Contudo, ainda estd em discussdo se a
madeira € mais ou menos higiénica do que o plastico, uma vez que a exclusao do uso da
madeira na industria alimentar, tem sido baseada mais em meras assumpc¢oes do que
propriamente em dados cientificos (Revol-Junelles et al, 2005).

Neste contexto, o presente trabalho pretende contribuir para o estudo da utilizacdo das
embalagens de madeira versus embalagens de plastico, sob o ponto de vista do factor
higiene. Esta intencdo surgiu na sequéncia do protocolo estabelecido entre a EMBAR
(Associacdo Nacional de Recuperacdo e Reciclagem de Residuos de Embalagens de
Madeira) e o Grupo de Disciplinas de Ecologia da Hidrosfera (GDEH), da FCT-UNL.
Este protocolo tem como principal finalidade dar suporte, em termos cientificos, a
algumas questdes suscitadas por esta associacao e seus respectivos associados.

Para avaliar, do ponto de vista do factor higiene, as embalagens de madeira e as
embalagens de plastico programaram-se trés ensaios. No primeiro ensaio, tentou-se
estudar e comparar a contaminacgdo microbiana verificada em embalagens de madeira e
de plastico. Neste caso, caracterizaram-se em termos de contaminacdo microbiana as
embalagens, de madeira e de plastico, utilizadas no transporte e comercializacdo de
produtos hortofruticolas. As amostras foram recolhidas no MARL (Mercado
Abastecedor da Regido de Lisboa), local onde estes dois tipos de embalagens séo
comummente utilizados. No segundo ensaio, foi estudada a evolucdo da flora
microbiana existente em embalagens, quer de madeira, quer de plastico, ao longo do
tempo, sob diferentes condicdes de temperatura e humidade, que pretendem simular as
condigdes de transporte, armazenamento e comercializacdo a que as embalagens de
produtos hortofruticolas estdo habitualmente sujeitas. No terceiro ensaio, pretendeu-se
estudar a evolucdo da sobrevivéncia de bolores e leveduras e de Bacillus cereus
(organismos habitualmente detectados em produtos hortofruticolas) em embalagens de
madeira e de plastico, contaminados com culturas destes microrganismos, em diferentes
condigdes de humidade e temperatura.



2. Embalagens Alimentares

A embalagem, nas suas diversas formas, encontra-se sempre presente no manuseamento
e acondicionamento de produtos alimentares, incluindo os produtos hortofruticolas.

A embalagem desempenha diversas funcbes, que podem ser agrupadas em duas
categorias (Almeida, 2005; DL 366-A/97; DL 560/99):

1. Fungbes Técnicas, relacionadas com a proteccdo, transporte, armazenamento,
utilizacdo e eliminacgdo de produtos;

2. Funcdes de comunicacdo, relacionadas com a venda, informagéo ao consumidor,
identificacdo do produto, atraccéo visual.

No contexto do manuseamento e acondicionamento de produtos alimentares, as duas
principais funcdes técnicas da embalagem sdo (Almeida, 2005; DL 366-A/97):

1. Reunido dos produtos em unidades convenientes para 0 manuseamento;
2. Proteccdo dos produtos durante o transporte, armazenamento e comercializagéo.

Sob o ponto de vista logistico, consideram-se trés categorias de embalagem (Almeida,
2005; DL 366-A/97):

e Unidade de Consumo (também designada por embalagem de venda ou
embalagem primaria). E aquela que estd em contacto directo com o produto e se
destina a ser adquirida pelo consumidor num ponto de venda a retalho.

e Unidade Comercial (embalagem secundaria). E uma embalagem que agrupa
diversas unidades de consumo. Esta embalagem é concebida para facilitar o
manuseamento, armazenamento, preparagdo de encomendas e expedi¢do, nao se
destinando a venda a retalho.

e Unidade Logistica (embalagem terciaria ou de transporte), frequentemente uma
palete, sendo concebida para agrupar vérias unidades durante a expedicao.

2.1. Embalagens de Frutas e Hortalicas

O sucesso da embalagem depende da forma como cumpre 0s requisitos de proteccao e
acondicionamento do produto ao longo de toda a cadeia desde a producdo até a sua
utilizacdo final (Pocas e Oliveira, 2001).

Os frutos e legumes sdo produtos com elevado teor em agua e diversificados em termos
de morfologia, de composicdo e de fisiologia. As principais causas de deterioracédo
destes produtos séo alteracbes metabolicas, danos mecanicos e ataques por pragas e
doencas. A taxa de perda de qualidade do produto depende de factores ambientais como
a temperatura, a humidade relativa, a composi¢do atmosférica e a exposicdo a luz. A
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gestdo da temperatura ao longo da cadeia de distribuicdo € um dos parametros mais
criticos (Pocas e Oliveira, 2001).

Como tal, um determinado produto hortofruticola pode ser acondicionado
satisfatoriamente em diversos tipos de embalagens. Se forem tomados em conta
somente os critérios técnicos, podera optar-se por diversas embalagens dependendo de
varios factores. Entre estes, para alem das ja referidas condi¢gdes ambientais, encontram-
se as caracteristicas da cadeia logistica, métodos de manuseamento e transporte, custo e
disponibilidade dos materiais (Almeida, 2005).

Sob o ponto de vista de operagdes e manuseamento, consideram-se 0s seguintes tipos de
contentores (Almeida, 2005):

e Contentores de colheita;

e Contentores de transporte;

e Contentores de armazenamento;
e Embalagens de venda.

Contudo, independentemente doutras consideracfes, existem requisitos fundamentais,
aos quais as embalagens de produtos hortofruticolas devem obedecer. No caso das
embalagens a granel (objecto de estudo do trabalho) estas devem cumprir 0s seguintes
requisitos (Almeida, 2005):

e Possuir resisténcia mecéanica suficiente para proteger o contetdo durante o
manuseamento, transporte e enquanto estiverem empilhadas;

e A resisténcia mecanica da embalagem ndo deve sofrer alteracdes aprecidveis
devido ao teor de humidade (molhada ou em atmosfera com elevada humidade
relativa);

e A embalagem deve estabilizar e imobilizar os produtos, evitando o seu
movimento dentro da embalagem durante o manuseamento e transporte;

e N&o conter substdncias quimicas que possam migrar para 0S produtos,
contaminar ou serem téxicos para o produto ou para o0s seres humanos;

e Cumprir exigéncias de manuseamento e de comercializacdo, em termos de peso,
tamanho e forma;

e Fornecer seguranca ao conteudo;

e Identificar o contetdo, auxiliar a apresentacdo do produto no ponto de venda,
através de informacgdo completa e correcta na etiqueta;

o Facilitar a eliminacéo, reutilizagdo ou reciclagem;

e Ser econOmica, em relagdo aos beneficios.

Tradicionalmente, o material mais utilizado na embalagem a granel de frutas e
hortalicas frescas era a madeira (figura 2.1). De acordo com os produtores deste tipo de

material, a madeira comporta uma série de propriedades favoraveis, nas quais se inclui o



facto de ser um material de origem natural, que permite a manutencdo das qualidades do
produto e que realca a beleza do produto ™.

Figura 2.1: Caixa de madeira contendo péras.

O cartdo, que entrou em cena na década de 70 no transporte de hortalicas, teria algumas
desvantagens comparativas: elevada capacidade de absorcdo de humidade e reduzida
capacidade de transmissdo de calor (figura 2.2). Assim, uma continuada investigacédo
tecnoldgica de vanguarda conduziu ao cartdo ondulado ou ao compacto, 0s quais,
melhorados com o passar do tempo, permitiram incrementar o uso deste material para o
acondicionamento de alimentos, e concretamente de produtos hortofruticolas também.
Ao alcancar este objectivo, as vantagens de prego, peso, facilidade de
aprovisionamento, maior espacgo Util para a publicidade do comerciante e do produto e
menor custo de producdo (pelo menos, inicialmente) determinaram que o cartdo, na
década de 90, se apresentasse como alternativa a madeira afectando a sua posigdo
predominante (dominio absoluto nos anos 70) ™.

Figura 2.2: Caixa de cartdo contendo mangas.



Durante o periodo de competicdo entre a madeira e 0 cartdo surgem no mercado
também diferentes sistemas de caixas de plastico (figura 2.3). Estas caixas sao
geralmente de polipropileno (PP) ou polietileno de alta densidade (PEAD).

Figura 2.3: Caixas de plastico contendo péras.

Actualmente, sdo usados outros materiais para embalagens de produtos hortofruticolas,
na sua comercializacdo e transporte, para além dos ja& mencionados. Entre estes,
incluem-se tabuleiros expandidos de poliestireno envolvidos com filmes de plastico
extensivel (figura 2.4), sacos de papel ou de plastico, tabuleiros de PVC, caixas de
poli(tereftalato de etileno) (PET), etc (Camelo, 2004). Normalmente, cebolas, alhos e
batatas sdo comercializados em sacos de rede, a qual pode ser de fibra natural ou
sintética (figura 2.5). Estas embalagens podem funcionar como unidade de venda ou
para acondicionar os produtos que sdo comercializados a granel.
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Figura 2.4: Tabuleiros expandidos de poliestireno envolvidos com filmes de plastico extensivel, a venda no
supermercado.



Figura 2.5: Sacos de rede contendo alho e cebolas.

2.1.1. Embalagens de Madeira

A madeira tem sido um material vulgarmente utilizado na industria alimentar, no
transporte, embalagem e preparacdo dos alimentos.

A madeira pode ser encontrada em varios materiais envolvidos na preparacdo dos
alimentos, quer seja nas nossas cozinhas, quer em restaurantes, quer mesmo em
industrias alimentares. Varios exemplos sdo as bancadas de trabalho, prateleiras,
pranchas de corte e diversos utensilios (colheres de pau, espatulas, etc). Alguns
utensilios podem ser parcialmente feitos de madeira, como por exemplo, as pegas de
frigideiras, cabos de facas, etc. (Koch et al, 2002; Gudbjornsdottir et al, 2002)

Contudo, existem ainda alimentos, que ja se encontrando preparados e prontos a
consumir, se encontram em pleno contacto com a madeira, entre 0s quais se pode
mencionar 0s gelados, cujos paus que o0s suportam sdo feitos de madeira.
(Gudbjornsdottir et al, 2002)

Para a embalagem de produtos hortofruticolas, a madeira pode ser utilizada nos trés
tipos de embalagem referidos anteriormente, primaria (ou de consumo), secundaria (ou
comercial) e terciéria (ou logistica).

As paletes de madeira (figura 2.6), sdo as embalagens tercidrias mais usuais, embora
também existam no mercado paletes de fibra de cartdo ou de plastico. Estas paletes
estdo associadas ao sector da logistica, facilitando o transporte e manuseamento das
embalagens primarias e secundarias, do produtor ao consumidor.



Figura 2.6: Paletes de madeira, ap6s montagem e antes de serem montadas (de cima para baixo). [2]

Por vezes, as embalagens primaria e secundaria confundem-se, no comércio de produtos
hortofruticolas. Neste tipo de embalagem, a madeira mais utilizada em Portugal é a de
pinho, podendo para alguns produtos, como 0 morango, ser usada madeira de choupo
(Pico, 2008). A caixa de madeira tem como principais vantagens, face a outros sistemas
alternativos, a rigidez, a resisténcia ao empilhamento e a humidade (Pocas e Oliveira,
2001). Contudo, o elevado peso, 0 espago requerido para armazenamento (ja que a
maioria dos formatos sdo j& pré-montados), a possibilidade de contaminagdo
microbioldgica e o facto de requerer operacdes manuais, sdo factores frequentemente
apontados como desvantagens (Pocas e Oliveira, 2001). Adicionalmente, requer a
maioria das vezes forros de outro material, mais macio, para evitar danos do produto por
abrasdo, sendo todas estas razdes apontadas como causas de um progressivo abandono
da caixa de madeira em beneficio das caixas de plastico ou em cartdo canelado (Pogas e
Oliveira, 2001).

As embalagens de madeira podem ser classificadas segundo critérios variados. Este
material pode ser trabalhado de diversas formas, podendo ser serrado, cortado ou
desenrolado. Os elementos de ligacdo também podem constituir uma forma de
classificacdo e nesse caso, teremos caixas pregadas, agrafadas, coladas, entrancadas ou
armadas (Pocas e Oliveira, 2001). Finalmente, as embalagens de madeira podem ser
classificadas quanto a forma e quanto ao tamanho (Pogas e Oliveira, 2001). A figura 2.7
apresenta algumas das embalagens de madeira tipicamente usadas para hortofruticolas.



Figura 2.7: Caixas de madeira agrafada, pregada e entrangada.

As caixas pregadas sdo rigidas e bastante resistentes, sendo reutilizveis. Os
componentes tém uma espessura superior a 6mm e o espagamento entre eles permite
uma boa ventilagdo. Estas caixas sdo frequentemente usadas como caixa de colheita e
simultaneamente de transporte (Pocas e Oliveira, 2001). As caixas agrafadas ou coladas
sdo caixas normalmente mais leves e menos resistentes, com componentes de espessura
de 3 a 4 mm, ndo sendo reutilizaveis (Pocas e Oliveira, 2001). Quanto mais elevada é a
densidade da madeira, melhor € a sua resisténcia mecanica e melhor ¢é a fixacdo dos
elementos de ligacdo, como pregos ou agrafos (Pocas e Oliveira, 2001). O ponto mais
fraco da caixa é normalmente o elemento de ligacdo, por isso particular atencdo deve ser
dada a este aspecto (Pocas e Oliveira, 2001). A madeira deve estar adequadamente seca
para evitar fendas e crescimento de bolores durante a sua utilizacdo (Pocas e Oliveira,
2001).

2.1.2. Embalagens de Plastico

As caixas ou grades plasticas (figura 2.8) tém normalmente um preco superior ao das
caixas de madeira ou de cartdo canelado, mas pelo facto de terem uma duragéo maior, o
seu custo inicial pode compensar (Pocas e Oliveira, 2001).
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Figura 2.8: Caixa de plastico.



Os materiais mais usados nas caixas de venda a granel sdo o PEAD ou o PP. O PEAD
tem melhor resisténcia ao impacto e a luz, enquanto que o PP resiste melhor a abraséo
(Pocas e Oliveira, 2001).

O polietileno é um polimero de etileno (figura 2.9), podendo ter diferentes pesos
moleculares, dependendo do tamanho da sua cadeia molecular, que é definido pelas
condigdes de polimerizagdo (temperatura, pressdo e catalisadores), podendo obter-se
uma variedade de resinas com diferentes densidades (Hui, 1992; Coles et al, 2003;
Fernando, 2006). O polietileno de alta densidade é um polimero semicristalino (pode ter
até 90% de cristalinidade) (Robertson, 2006). E um polimero termopléstico linear,
apolar que apresenta densidades no intervalo de 941 a 965 kg/m? (Robertson, 2006).
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Figura 2.9: Estrutura quimica do polietileno.

O polietileno de alta densidade é uma excelente barreira a humidade, tem uma boa
hermeticidade, € de facil processamento e de baixo custo. Tem uma rigidez relativa, boa
resisténcia fisica (a traccdo e a perfuracdo ou impacto), térmica e quimica. Em geral, as
suas caracteristicas como forca tensional, dureza, resisténcia térmica e de barreira a
gases aumentam com 0 aumento da sua densidade, nunca sendo uma boa barreira a
gases, é, no entanto, uma média barreira a gordura. E ainda um bom isolante, pois n&o é
condutor de electricidade (Hui, 1992; Fernando, 2006). A resisténcia do PEAD a
maioria dos quimicos é grande, incluindo acidos e bases diluidos, agentes oxidantes,
hidrocarbonetos e alguns aldeidos/cetonas. As substancias quimicas de excep¢do sdo
hidrocarbonetos clorados e aromaticos, que tendem a inchar e enfraquecer este polimero
(Hui, 1992).

O polipropileno (PP) € um polimero de propileno (figura 2.10). Este polimero ndo
cristalino apresenta uma densidade de cerca de 850 kg/m® (Robertson, 2006). O
polipropileno constitui uma boa barreira & humidade (melhor que o polietileno), mas
uma fraca barreira a gases e gordura. Trata-se de um plastico de boa soldadura, cuja
gama de temperaturas varia entre 0°C e 130°C. Este material permite uma elevada
transparéncia (superior a do polietileno) e um excelente brilho. A sua resisténcia
mecanica é variavel, sendo o filme ndo orientado fragil a temperaturas baixas
(Fernando, 2006).



CHs CHy CH,

Ho o oW [ w

L c | ¢ | ¢
I i T

A T

H H H

Figura 2.10: Estrutura quimica do polipropileno.

As principais vantagens das caixas plasticas sdo a possibilidade de reutilizacdo, a
diversidade de tamanhos e formatos, a facilidade de limpeza, a elevada resisténcia
mecanica e a humidade. A principal desvantagem apontada para as caixas de utilizacéo
corrente € o0 espago ocupado em vazio. Para contornar esta questdo podem ser utilizadas
caixas encastraveis ou colapsaveis. Na figura 2.11 sdo apresentadas caixas empilhaveis
e encastraveis em arcos, de fabrico portugués. Os arcos podem ser colocados em duas
posicdes distintas para permitir o encaixe dos contentores, uns dentro dos outros ou para
permitir o empilhamento, assegurando uma altura para o conteldo (Pocas e Oliveira,
2001).

Figura 2.11: Caixas pléasticas empilhaveis e encastraveis, (P05 ¢ Oliveira, 200)

A figura 2.12 mostra uma caixa reutilizavel, colapsavel e com patilha para permitir o
empilhamento sem danificar o produto. Esta caixa tem, adicionalmente, a caracteristica
de ser fabricada em material plastico que inclui um aditivo que Ihe confere propriedades
antibacterianas — 0 Microban® (Pocas e Oliveira, 2001).

Figura 2.12: Caixa plastica com aditivo Microban®, (Pos € Oliveira, 2001)
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As embalagens de poli(tereftalato de etileno) (PET) com tampa e fundo formadas por
plastico tém vindo a ganhar popularidade porque sdo versateis, permitem uma boa
proteccdo do produto e a sua apresentacdo € visualmente atractiva, como se pode
observar na figura 2.13. S&o habitualmente utilizadas como unidades de venda.
Actualmente, existem numerosos produtores, sobretudo produtores fruticolas, que
optaram por este tipo de embalagem. Alguns desses produtores acreditam que ao
associarem 0s seus produtos a este tipo de embalagem, que este é identificado pelo
consumidor como sendo um produto de elevada qualidade. Este tipo de embalagem
permite ainda justificar um valor superior agregado ao produto, uma vez que diminui as
perdas por produto deteriorado. E de ter em conta também, que estas embalagens ja
foram testadas e aprovadas nos mercados mais exigentes da Europa. Para produtos de
elevado valor comercial, tais como frutas pequenas, bagas e cogumelos, que podem
deteriorar-se facilmente se comprimidos, esta é talvez a melhor opcéo de embalagem. [*!

Figura 2.13: Caixa plastica de PET com tampa.

O PET (figura 2.14) constitui uma média barreira a humidade e a gases, mas uma
barreira excelente a gordura. Quanto as suas propriedades térmicas, ndo solda e a sua
gama de temperaturas varia entre -40°C e 220°C. Tem uma excelente resisténcia a
traccdo e boa resisténcia ao impacto/perfuracdo, além disso tem uma excelente
transparéncia (Fernando, 2006).

e

Figura 2.14: Estrutura quimica do poli(tereftalato de etileno).

2.2 Higiene das Embalagens de Hortofruticolas

No regulamento (CE) n° 1935/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 27 de
Outubro de 2004, relativo aos materiais e objectos destinados a entrar em contacto com
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os alimentos e que revoga as Directivas 80/590/CEE e 89/109/CEE, € apresentada a
definicdo de materiais usados para fins alimentares, a seguir transcrita:

“Esta subjacente ao presente regulamento o principio segundo o qual qualquer material
ou objecto destinado a entrar em contacto directo ou indirecto com os alimentos deve
ser suficientemente inerte para excluir a transferéncia de substancias para os alimentos
em quantidades susceptiveis de representar um risco para a saude humana ou de
provocar uma alteracdo inaceitavel na composicdo dos alimentos ou uma deterioragdo
das suas propriedades organolépticas.”

No regulamento (CE) n° 2023/2006 da Comissdo, de 22 de Dezembro de 2006, estdo
definidas as regras em matéria de boas préaticas de fabrico dos grupos de materiais e
objectos destinados a entrar em contacto com os alimentos.

No entanto, estes regulamentos, visam sobretudo o controlo dos perigos quimicos que
podem estar associados aos materiais e objectos destinados a entrar em contacto com 0s
alimentos.

Em relacdo ao controlo dos perigos microbioldgicos que podem associados a estes
materiais, o regulamento 852/2004 do Parlamento Europeu e do Conselho, relativo a
higiene dos géneros alimenticios, refere as seguintes disposicdes aplicaveis ao
acondicionamento e embalagem dos géneros alimenticios:

- 0s materiais de acondicionamento e embalagem ndo devem constituir fonte de
contaminacao;

- todo o material de acondicionamento deve ser armazenado por forma a ndo ficar
exposto a risco de contaminagéo;

- as operacOes de acondicionamento e embalagem devem ser executadas de forma a
evitar a contaminacdao dos produtos. Sempre que necessario, como nomeadamente no
caso dos recipientes serem caixas metalicas ou frascos de vidro, a sua integridade e
limpeza tém de ser verificadas antes do enchimento;

- 0s materiais de acondicionamento e embalagem reutilizados para 0s géneros
alimenticios devem ser faceis de limpar e, sempre que necessario, faceis de desinfectar.

As embalagens contendo produtos hortofruticolas até chegarem ao consumidor passam
pelas seguintes fases, considerando a sua cadeia mais longa e complexa, como no caso
de trocas intercontinentais:
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Arrefecimento na central
Armazenamento na central
Transporte para o local de expedicao
Armazenamento no local de expedi¢ao
Transporte até ao pais importador
Armazenamento no local de recepgao
Transporte para o importador
Armazenamento no importador
Transporte para o retalhista

Armazenamento no ponto de venda

Figura 2.15: Representacéo esqueméatica de uma cadeia de abastecimento genérica de produtos hortofruticolas
exportados. (Almeida, 2005)

Havendo a reutilizacdo das caixas de madeira e de plastico, é necessario acrescentar a
estas fases ainda o armazenamento das embalagens entre utilizacbes e a sua
higienizacdo, bem como outros ciclos idénticos ao que consta na figura 2.15. Dai a
importancia de todo o cuidado a ter com as embalagens em todas as suas fases, pois a
contaminagdo pode advir ndo so da propria embalagem, como também do alimento que
transporta, do seu local de armazenamento e ainda da manipulacdo da embalagem
durante o transporte, 0 armazenamento e a comercializacao.

A inocuidade dos alimentos consiste na auséncia de contaminantes, toxinas e qualquer
outra substancia que possa converter o alimento em algo nocivo, ou seja, com
consequéncias indesejaveis agudas ou crénicas sobre o organismo. Os perigos que
podem surgir quer pelo armazenamento, quer pelo transporte e manuseamento das
embalagens, e que se pretendem evitar, sdo as contaminacdes bioldgicas, quimicas e
fisicas, representadas na figura 2.16.
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Figura 2.16: Perigos biolégicos, como bactérias, insectos, roedores (a) ou fungos (c), fisicos, como vidros, lixo,
poeiras (b) e quimicos, como residuos de fertilizantes e pesticidas (d).

As diferentes fases de operacao as quais esta sujeito o produto hortofruticola, permitem
multiplas ocasides de contaminacdo, para além da que ocorre naturalmente no campo,
propria do tipo de alimento. Os perigos fisicos que podem ser encontrados nos produtos
hortofruticolas e nas embalagens que os acondicionam sdo, normalmente, 0S mesmos
que aparecem nas industrias alimentares em geral.

Quadro 2.1: Exemplos de perigos fisicos em alimentos.

Material Danos potenciais Fontes
Cortes, sangramento, podendo requerer . o
. A . Garrafas, frascos, lampadas, utensilios,
Vidro cirurgla para encontrar ou retirar a | .
. janelas, etc.
particula
Madeira Cortes, infeccBes, sufocamento, podendo | Paletes, caixas, materiais de construcao,
requerer cirurgia para retirar a particula areas adjacentes
. Chdo, é&reas adjacentes, materiais de
Pedras Sufocamento; dentes partidos x !
construcdo
Metal Cortes, infeccdes, podendo requerer | Maquinas, tubagens, utensilios, fios,
cirurgia para retirar a particula empregados
0Osso Sufocamento Processamento improéprio
‘o Sufocamento, cortes, infec¢es, podendo -
Plastico ¢ P Embalagens, utensilios, paletes

requerer cirurgia para retirar a particula

Objectos pessoais
diversos

Sufocamento, cortes, dentes partidos,
podendo requerer cirurgia para retirar a
particula

Empregados

Fonte: ASQ HACCP Handbook, 2002
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Geralmente, os perigos fisicos que podem surgir associados aos produtos hortofruticolas
e as embalagens que os acondicionam sdo resultantes de mas praticas de higiene e de
fabrico (agricolas), contaminacdes e maquinas e equipamentos de baixa qualidade e sem
manutencdo adequada. Os produtos hortofruticolas também podem ser contaminados
devido a utilizacdo de materiais de embalagem impréprios. Os perigos mais comuns que
podem surgir sdo: folhas, ramos, torrdes de terra, calhaus, pequenos animais e outros
materiais que podem ser colhidos pelas maquinas, juntamente com os frutos e
horticolas; materiais aderentes ao fruto e horticolas: terra, insectos e seus ovos, larvas,
etc; particulas de metal, provenientes de equipamentos; particulas de vidro, provenientes
de lampadas, janelas e outras fontes; objectos pessoais e outros perigos introduzidos
pelos empregados: anéis, relogios, brincos, fragmentos de unha, pélo e cabelo, entre
outros. Os consumidores rejeitam fortemente a presenca de insectos, roedores, vidros,
pregos, etc. Contudo, visto serem bastante visiveis, sdo faceis de detectar e eliminar.

Os contaminantes quimicos em frutas e hortalicas frescas podem existir de forma
natural ou podem ser adicionados durante a produgdo agricola, a manipulacdo pés-
colheita ou as operacGes de outras unidades (FAO, 1998). Os perigos quimicos mais
frequentemente associados aos produtos hortofruticolas sdo residuos de pesticidas e
fertilizantes, empregues no cultivo destes produtos, e metais pesados (chumbo, estanho,
mercurio, cadmio, entre outros), que podem estar presentes no solo de cultivo, na agua e
nas embalagens. Em termos do acondicionamento e embalagem dos produtos
hortofruticolas, ha ainda a considerar 0s perigos quimicos associados aos produtos de
limpeza e desinfeccdo das embalagens e das estruturas associadas ao transporte,
armazenamento e comercializacdo. Efectivamente, a ndo eliminagao destes produtos nos
processos de higienizacdo, pode originar a contaminagdo quimica dos alimentos, a qual
podera ser tdxica por ingestdo. A presenca de substancias quimicas nocivas em elevados
niveis tem sido associada a respostas toxicas agudas e a enfermidades crénicas (FAO,
1998).

Os dados recolhidos e compilados pelo Programa de Avaliacdo e Controlo da
Contaminacdo da OMS/WHO indicam que, em muitos paises, 0s niveis de
contaminacdo quimica tendem a decair. Esta tendéncia deve-se, em parte, as maiores
restricdes no uso de produtos quimicos toxicos e pesticidas que persistem no ambiente e
a um melhor controlo da contaminacdo do ambiente (FDA, 1998).

Os microrganismos transmitidos pelos alimentos, como as bactérias, as leveduras, 0s
fungos, os virus e os parasitas, sdo frequentemente conhecidos como perigos bioldgicos
(FAO, 1998; FDA, 2001). Alguns fungos sdo capazes de produzir toxinas e também se
incluem neste grupo de perigos. Os microrganismos encontram nos diversos alimentos,
as substancias nutritivas e as condi¢des ambientais necessarias para crescerem e se
multiplicarem.
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Alguns dos microrganismos sdo, contudo, benéficos para o ser humano, encontrando-se
mesmo envolvidos na producao de alimentos fermentados como o péo, o queijo, o0 vinho
e a cerveja. Algumas propriedades de determinados microrganismos podem ainda ser
utilizadas pela industria (ndo sé a alimentar) na elaboracdo de outro tipo de produtos,
como por exemplo na producdo de antibidticos. O homem pode ainda beneficiar de
outras funcbes dos microrganismos como a degradacdo da matéria orgénica e o
enriquecimento do solo (Frazier e Westhoff, 1991).

No entanto, alguns microrganismos podem provocar doencas, devido a sua transmissao
pela ingestdo de alimentos contaminados. Os microrganismos capazes de originar
situacbes de doenca podem estar presentes nos alimentos crus. Em determinadas
ocasides, fazem mesmo parte da microflora da fruta ou da hortalica como contaminantes
fortuitos provenientes do solo, p6 ou ambiente circundante. Noutros casos sdo
introduzidos nos alimentos através de praticas de manipulacdo e producdo incorrectas,
como o0 uso de agua de rega contaminada, rega com aguas residuais, fertilizacdo com
lamas de estacGes de tratamento de &guas residuais e/ou estrumes ou auséncia de
praticas de manipulacdo higiénicas (Frazier e Westhoff, 1991).

No caso das frutas, apesar de possuirem uma elevada actividade de agua (factor que
propicia o crescimento microbiano), o seu pH baixo implica que as suas contaminacdes
sdo dominantemente devidas a bolores e leveduras, mas sobretudo pelos primeiros
(Adams e Moss, 1997). No entanto, verifica-se que h& uma especificidade de
determinados microrganismos para determinados frutos. Assim, para 0S Ccitrinos,
verifica-se sobretudo contaminagdo com Penicillium italicum e P. digitatum, enquanto o
P. expansum tem maior especificidade para macas (Adams e Moss, 1997). Neste fruto,
bem como em peras, também se podem encontrar 0s ascomicetas Venturia inaequalis e
Monilia fructigena (Adams e Moss, 1997). As hortalicas, uma vez que tém valores de
pH mais elevados nos seus tecidos, apresentam maior sensibilidade para a invasdo
bacteriana que as frutas, mas também sdo sensiveis a contaminacdo de alguns fungos
(Adams e Moss, 1997). Um exemplo é o Botrytis cinerea, que para além de aparecer
como contaminante de frutos, também pode ser detectado em hortalicas (Adams e
Moss, 1997). As espécies mais comuns de bactérias encontradas em horticolas sdo
especies pectinoliticas dos generos Gram-negativos Erwinia, Pseudomonas e
Xanthomonas, bem como Clostridium (Adams e Moss, 1997). A contaminagdo dos
frutos e horticolas, por estes microrganismos pode originar a contaminacdo das
embalagens que os acondicionam e a contaminagdo de outros produtos acondicionados
se as embalagens ndo forem devidamente higienizadas entre utilizacGes.

Outras bactérias que aparecem frequentemente nas hortalicas sdo Salmonella, Shigella,
Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica e Aeromonas
hydrophila, cuja contaminacdo é devida ao contacto com os ambientes circundantes
habituais destas bactérias. Nomeadamente, os seus habitats sdo o solo, aguas residuais
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ou de rega, fezes de animais, etc. (Adams e Moss, 1997). As bactérias patogénicas
podem, portanto, contaminar facilmente as frutas e hortalicas se estas ndo forem
manipuladas adequadamente antes de consumidas, e também as embalagens que
acondicionam estes alimentos. Os microrganismos patogénicos ou 0s produtos
metabolicos por eles produzidos, se forem nocivos, podem ser causadores de doencas
como, por exemplo, botulismo, salmonelose, hepatite, tuberculose, etc. (Gilbert, 2000).

As bactérias patogénicas associadas as frutas e hortalicas incluem (FDA, 2001):

e Salmonella

e Shigella

e Escherichia coli (estirpes patogénicas)
e Espécies de Campylobacter

e Yersinia enterocolitica

e Listeria monocytogenes

e Staphylococcus aureus

e Espécies de Clostridium

e Bacillus cereus

e Espécies de Vibrio

Podem encontrar-se microrganismos patogénicos entre a microflora de frutas e
hortalicas, ja& que é muito facil que as superficies externas destes produtos entrem e
contacto com o solo, a 4gua, as dguas residuais, o ar, as pessoas e 0s animais (Suslow,
1997). Quando as condicdes sdo favoraveis para a reproducdo da flora natural, estes
patogénicos também se reproduzem (Beuchat, 1998).

Um amplo nimero de patogénicos bacterianos tem sido implicado em surtos de doenca
transmitida pelos alimentos associados ao consumo de frutas e hortalicas frescas.
Bactérias como o Clostridium botulinum, Bacillus cereus e Listeria monocytogenes
podem encontrar-se no solo e contaminam facilmente os produtos. Outras bactérias
como a Salmonella, Shigella, E. coli patogénica e Campylobacter residem no tracto
intestinal dos animais e/ou humanos. Podem contaminar as frutas e hortalicas através da
infiltracdo de &guas residuais nos campos, da rega com agua contaminada, da presenca
de animais no campo ou de uma incorrecta adubacdo. A contaminacdo também pode ser
devida a manipulagdo dos produtos durante a colheita e 0 embalamento ou noutros
passos da cadeia de distribuicdo e comercializagdo (Beuchat, 1998).

A prevengdo da contaminacgdo bacteriana constitui o factor de controlo mais importante
para reforcar a seguranca do produto. Tambem é fundamental realizar os passos
necessarios para garantir que os patogénicos presentes ndo possam reproduzir-se até ser
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atingido um risco elevado. O conhecimento do processo de crescimento da populagéo
bacteriana permite descobrir as possibilidades de prevencdo e controlo da sua
proliferacdo. A fim de evitar que a populacdo de bactérias alcance niveis que possam
supor uma ameagca para a salde humana, é necessario manter baixos os valores iniciais e
assegurar-se que 0os microrganismos que chegam ao produto ndo conseguem passar da
fase de laténcia.

A fim de evitar a reproducdo dos patogénicos nos produtos, deve controlar-se (FDA,
1998; Bartz, 1999):

e Adisponibilidade de nutrientes
e A humidade

e Aacidez

e A temperatura

e O oxigénio

Para se poderem reproduzir, as bactérias necessitam dos nutrientes adequados e das
condicdes ambientais apropriadas, como a humidade, o oxigénio e a temperatura (FDA,
1998; Bartz, 1999). Cada tipo de bactéria tem requisitos especificos para conseguir um
desenvolvimento 6ptimo, mas também podem multiplicar-se e provocar doenca fora
dessas condicBes Optimas. Por exemplo, para se proliferar mais rapidamente, a E. coli
requer uma temperatura de 37°C. Contudo, pode multiplicar-se dentro de uma escala de
temperatura entre 10 e 46°C (Beuchat, 1998). O Bacillus cereus tem uma temperatura
Optima de crescimento de 30°C, mas pode proliferar numa escala de temperatura entre
10 e 49°C (Beuchat, 1998).

De forma a garantir a seguranca alimentar e de forma a evitar as situacdes que possam
favorecer a contaminacdo dos materiais, as embalagens de produtos hortofruticolas
devem permanecer longe de qualquer fonte de contaminacdo. Os materiais de
embalagem, como caixas de madeira, cartdo, sacos de rede plastica, entre outros, devem
conservar-se num lugar designado para este propdésito. Esta area deve estar limpa, seca e
isenta de residuos, insectos e animais.?

Durante as operacdes de embalagem é importante evitar danificar os contentores: as
caixas ndo devem empilhar-se de forma incorrecta, uma vez que este sistema pode
danificar as embalagens e pode originar a contaminagdo dos produtos. Deveriam sempre
utilizar-se caixas e sacos novos. No caso de 0s materiais serem reutilizados, estes
deveriam ser convenientemente higienizados e desinfectados, entre utilizagdes, para
evitar a contaminagdo cruzada. No caso de serem utilizados sacos de plastico, assim
como no caso das embalagens que tenham superficies em contacto com os alimentos,
estes devem ser fabricados num material para uso alimentar ou para contacto com
alimentos (simbolo na figura 2.17)(Regulamento 1935/2004) para evitar a migracéo de
contaminantes quimicos para os produtos frescos."!
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Figura 2.17: Simbolo que identifica materiais para contacto com alimentos.

Figura 2.18: Exemplos de mau acondicionamento de embalagens. (¢3melo: 2009

Devem respeitar-se 0s seguintes requisitos para o armazenamento de frutas e hortalicas
frescas (De Roever, 1999):

e Todos os produtos devem armazenar-se num lugar limpo, seguindo um sistema
organizado. Os codigos e a rotacdo de inventarios sdo importantes para
minimizar o tempo que o produto permanece armazenado e para facilitar a
retirada em caso de problemas a jusante na cadeia alimentar;

e As caixas contendo os produtos devem colocar-se em prateleiras para evitar o
contacto directo com o solo;

e Deve haver uma separagdo minima entra as prateleiras e a parede de 45 cm.
Devem deixar-se 10 cm entra as prateleiras e o solo. Estas separacGes permitem
uma ventilacdo adequada e facilitam a limpeza e a inspec¢do para detectar a
presenca de roedores e insectos;

e N&o devem armazenar-se produtos quimicos, residuos, desperdicios ou material
oleoso perto dos produtos;

e As areas ou camaras de armazenamento de frutas e horticolas devem ter um
controlo preciso e registado da temperatura e humidade para prevenir ou retardar
a proliferacdo microbiana. A temperatura de armazenamento adequada e a
humidade relativa variam consideravelmente dependendo do produto e seus
requisitos especificos;
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As paredes, solos e tectos devem limpar-se sistematica e periodicamente para
evitar a acumulacdo de sujidade;

Independentemente da envergadura da operacéo de producdo, as boas préaticas de
fabrico (BPFs) séo essenciais para garantir a consisténcia na qualidade dos
produtos frescos e para prevenir que o ambiente de manipulacdo se converta
numa fonte de contaminacgdo microbiana, fisica ou quimica;

E importante manter todas as areas de embalamento e armazenamento livres de
produtos quimicos, lixos, maquinaria, residuos de colheitas e materiais de
desperdicios para ndo fomentar as pragas e prevenir a contaminacdo dos
produtos hortofruticolas nas instalagdes;

Todo o equipamento utilizado para lavar e classificar os produtos hortofruticolas
frescos deve ser planeado de forma a facilitar a sua limpeza e deve ser mantido
adequadamente para prevenir a contaminacao;

Para prevenir a contaminacdo dos produtos hortofruticolas, os contentores
utilizados para a colheita de frutas e hortalicas, para o seu transporte, embalagem
e armazenamento, devem estar limpos e desinfectados e manter-se intactos. Os
contentores de plastico devem ser de plastico de grau alimentar;

Os residuos e os desperdicios de frutas ou hortalicas podem ser uma fonte de
contaminacdo biologica. Os residuos e materiais residuais devem armazenar-se
em lugares especiais, em contentores que devem permanecer fechados, e devem
ser recolhidos diariamente. O lugar de recolha tem de estar construido para uma
facil limpeza, devendo estar localizado de forma a que o vento ndo leve os
odores até as instalacBes de produgdo e embalamento ou a zona circundante;

A limpeza, desinfeccdo e o controlo de temperatura nas camaras de
armazenamento sdo factores cruciais para minimizar a contaminacdo, reduzir as
pragas e manter a seguranca e qualidade dos produtos. Deve existir um
programa de limpeza e desinfeccdo estabelecido para todas as areas de
armazenamento dos produtos hortofruticolas;

Os produtos ndo devem ser transportados em contentores que tenham sido
utilizados para transportar pescado, carne crua, ovos e outros produtos que séo
importantes fontes de patogénicos transmitidos pelos alimentos, a menos que 0s
ditos contentores tenham sido adequadamente limpos e desinfectados. As
unidades refrigeradas devem manter as temperaturas adequadas para a seguranca
e qualidade dos produtos hortofruticolas.

E necessario um cuidado extra no armazenamento das caixas contendo 0s produtos
hortofruticolas, para que ndo haja um aumento da contaminacdo que possa advir dos
proprios produtos pelo armazenamento e manuseamento das embalagens que os contém.
Para tal, é necessario que o armazenamento seja num local fechado apropriado, em que
ndo esteja sujeito a qualquer tipo de contaminacdo e que possua condi¢bes que ndo
favorecam o seu desenvolvimento (tendo em conta os seguintes factores: condigdes
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aerobias, ou por vezes anaerobias, nutrientes, humidade, temperatura e pH) (Camelo,
2004; Beyer e Gudbjornsdottir, 2002)

Desde que as frutas e as hortalicas saem do campo até chegarem a mesa, tém lugar
diversas actividades, nas quais se incluem as relacionadas com a producao e operacdes
pos-colheita (embalamento, transporte e armazenamento). A aplicacdo de programas
como o emprego de Boas Praticas Agricolas (BPA’s) e Boas Préaticas de Fabrico
(BPF’s) constituem passos importantes para reduzir 0s possiveis riscos associados aos
produtos agricolas, ao longo das cadeias de producdo e de distribuicdo (Stiller-Cepeda,
2002).

Para a embalagem de produtos hortofruticolas, devem ser usadas caixas novas ou limpas
(Camelo, 2004). No caso das embalagens reutilizadas, acresce o problema de
contaminacdo cruzada se a higienizacdo ndo for a adequada ou insuficiente ou pior
ainda ser for inexistente. Por isso, estas embalagens reutilizadas devem ser limpas e
desinfectadas correctamente antes de serem usadas novamente (Camelo, 2004).
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3. Materiais, Métodos e Ensaios

Como referido, o presente trabalho pretende contribuir para o estudo da utilizacdo das
embalagens de madeira versus embalagens de plastico, sob o ponto de vista do factor
higiene.

Para avaliar, do ponto de vista do factor higiene, as embalagens de madeira e as
embalagens de pléstico programaram-se trés ensaios. No primeiro ensaio, tentou-se
estudar e comparar a contaminagdo microbiana verificada em embalagens de madeira e
de plastico. Neste caso, caracterizaram-se em termos de contaminagdo microbiana as
embalagens, de madeira e de plastico, utilizadas no transporte e comercializacdo de
produtos hortofruticolas. As amostras foram recolhidas no MARL (Mercado
Abastecedor da Regido de Lisboa), local onde estes dois tipos de embalagens sdo
comummente utilizados. No segundo ensaio, foi estudada a evolugdo da flora
microbiana existente em embalagens novas, quer de madeira, quer de plastico, ao longo
do tempo, sob diferentes condi¢Ges de temperatura e humidade. No terceiro ensaio,
pretendeu-se estudar a evolucdo da sobrevivéncia de bolores e leveduras e de Bacillus
cereus (organismos habitualmente detectados em produtos hortofruticolas) em
embalagens de madeira e de plastico, em diferentes condicdes de humidade e
temperatura.

3.1. Ensaiol

As caixas de madeira tém sido tradicionalmente utilizadas no acondicionamento de
produtos hortofruticolas. No entanto, estas caixas tém vindo a ser substituidas por
caixas de plastico, por se considerar que estas Ultimas sdo mais higiénicas e mais faceis
de lavar e desinfectar. Como tal, as caixas de madeira utilizadas no acondicionamento e
transporte de produtos hortofruticolas foram testadas e comparadas com caixas de
plastico, utilizadas com o mesmo fim, em termos da sua contaminacdo microbiana.
Neste ensaio, foram efectuadas quatro amostragens no MARL, local escolhido por
apresentar um elevado nimero de trocas comerciais e também de variedade de produtos
e materiais de embalagem. Estas amostragens foram realizadas nos dias 7 de Dezembro
de 2007, 23 de Janeiro de 2008, 13 de Maio de 2008 e 16 de Julho de 2008.

Em cada amostragem, foram recolhidas igual numero de amostras em embalagens de
madeira e de plastico, contendo produtos hortofruticolas, perfazendo um total, nas
quatro amostragens, de trinta e duas amostras. Tentou-se, para 0 mesmo tipo de produto
(por exemplo, laranjas) recolher amostras em caixas de madeira e de plastico, para
efeitos de comparagdo. As caixas a partir das quais foram recolhidas as amostras
apresentavam trés dimensdes diferentes: 60 x 40 x 20 cm?; 50 x 30 x 15 cm®; 50 x 30 x
20 cm®.
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3.1.1. Métodos

A recolha das amostras para a analise microbioldgica foi efectuada de acordo com a NP
1828, utilizando-se para tal aparelhos e utensilios de material inerte, limpo e
esterilizado. As colheitas foram efectuadas com os indispensaveis cuidados de assepsia
e de modo a que representem devidamente as caracteristicas microbioldgicas das
superficies das caixas de hortofruticolas a analisar.

Para controlar a higiene das embalagens utilizadas no transporte de produtos
hortofruticolas quantificou-se a flora microbiana existente na sua superficie. As
amostras foram colhidas pela técnica da zaragatoa de acordo com o procedimento
descrito na Decisdo Europeia 2001/471/CE. De acordo com este procedimento, as
zaragatoas de algodao, esterilizadas, foram humedecidas antes da recolha das amostras
em caldo Triptona-sal (0,1% Triptona (Becton, Dickinson and Company) + 0,85%
NaCl). A area de amostragem para o esfregaco abrangeu pelo menos 100 cm? por local
de amostragem. A zaragatoa foi humedecida durante pelo menos cinco segundos no
solvente e esfregada primeiro verticalmente, depois horizontalmente e por fim na
diagonal durante ndo menos de 20 segundos por uma parte representativa da superficie
da embalagem (figura 3.1). Apo6s a utilizacdo da zaragatoa himida, repetiu-se o
processo de amostragem com uma zaragatoa seca. Ambas as zaragatoas foram
recolhidas para um frasco contendo 50 ml de Triptona-sal.

Figura 3.1: Colheita de amostras no MARL, no dia 23/01/2008, em embalagens de madeira contendo alfaces e péras.

A conservacdo e transporte das amostras foram efectuados de acordo com a NP 1828,
ou seja, a temperatura entre 0 e 4°C, tendo sido examinadas num espaco de tempo
inferior a 24 horas.

A preparagédo das amostras foi efectuada de acordo com a NP 1829, tendo-se utilizado
aparelhos e utensilios de material inerte, limpo e esterilizado. De acordo com a NP
1829, a preparacdo das amostras foi efectuada de modo a conduzir a uma perfeita
uniformidade da distribuicdo dos microrganismos e com os indispensaveis cuidados de
assepsia de modo a evitar qualquer contaminacéo.
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Na aplicacdo das metodologias a seguir descritas e na quantificagdo microbiana
utilizaram-se as seguintes referéncias normativas:

NP 2079, a qual descreve as regras gerais para analise microbiologica, a EN 1SO 6887-
1, a qual descreve as regras gerais para a preparacdo da suspenséo inicial e das dilui¢bes
decimais, a I1SO 8199, a qual descreve as regras gerais para a contagem de
microrganismos e a ISO/TS 11133-1 e ISO/TS 11133-2, as quais descrevem as regras
gerais na preparacdo e producédo de meios de cultura.

Para determinar a contaminacgdo das embalagens, ao nivel microbioldgico, escolheram-
se 0s microrganismos que sdo habitualmente identificados com mais frequéncia em
produtos hortofruticolas bem como os que podem resultar do manuseamento das
embalagens pelos operadores e pelas suas condi¢Ges de utilizacdo, de acordo com
Adams e Moss (1997). Assim, efectuaram-se as seguintes determinagdes nas amostras:
contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C, contagem de bolores e
leveduras a 25°C e a 37°C, contagem de bactérias coliformes, contagem de enterococos,
contagem de Escherichia coli, contagem de Clostridium perfringens, contagem de
Pseudomonas e contagem de Bacillus cereus.

3.1.1.1 Contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C (ISO
6222:1999)

Sementeira por incorporacdo de uma quantidade determinada da suspensdo-mée e das
respectivas diluicdes decimais, em meio de cultura apropriado (meio Plate Count Agar,
Becton, Dickinson and Company). Incubacédo das placas semeadas, durante 44 £ 4 h a
temperatura de 36 = 2 °C e durante 68 + 4 h a temperatura de 22 + 2 °C, em aerobiose.
Célculo do nimero de microrganismos por cm? a partir do nimero de colénias
desenvolvidas nas placas seleccionadas.

3.1.1.2 Contagem de bolores e leveduras a 25°C (NP 3277-1:1987)

Sementeira em superficie de uma quantidade determinada da suspensdo-mée e das
respectivas diluicGes decimais, em meio de cultura apropriado (meio Cooke Rose
Bengal, Himedia, contendo clorotetraciclina). Incubacdo das placas semeadas, durante
120 + 2 h a temperatura de 25 * 1 °C, em aerobiose. Célculo do numero de
microrganismos por cm? a partir do nimero de coldnias desenvolvidas nas placas
seleccionadas.

3.1.1.3 Contagem de bolores e leveduras a 37°C (NP 3277-2:1987)

Sementeira em superficie de uma quantidade determinada da suspensdo-mée e das
respectivas diluicbes decimais, em meio de cultura apropriado (meio Cooke Rose
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Bengal, Himedia, contendo clorotetraciclina). Incubacdo das placas semeadas, durante
72 £ 2 h a temperatura de 37 £ 1 °C, em aerobiose. Calculo do numero de
microrganismos por cm?, a partir do nimero de col6nias desenvolvidas nas placas
seleccionadas.

3114 Contagem de bactérias coliformes (1SO 4831:2006)

Uma serie de tubos contendo caldo verde brilhante (Himedia), meio selectivo
confirmativo da presenca de bactérias coliformes, foram inoculados com quantidades
apropriadas da suspensdo-mée e das respectivas diluicbes decimais. Os tubos de
fermentacdo inoculados foram incubados a 30 + 1 °C. Apls 24 + 2 h e 48 + 4 h de
incubacdo consideram-se positivos 0s tubos em que se nota turvacéo e formacao de gas
no tubo de Durham, devendo o gas atingir pelo menos 1/10 da altura do tubo. O célculo
do nimero mais provavel (NMP) de organismos por cm? é estimado a partir do nimero
e da distribuicdo de tubos que apresentam reac¢do positiva.

3.1.15 Contagem de Escherichia coli

Seguindo a metodologia indicada na NP 2308 (1986), repicagem, a partir de cada um
dos tubos de verde brilhante que deram resultado positivo na pesquisa e contagem de
bactérias coliformes de uma ansa com cultura para caldo verde brilhante e outra para
agua peptonada (1% Peptona (Becton, Dickinson and Company) + 0,5% NaCl).
Incubacdo em banho de 4gua a 44,5 £+ 0,5 °C durante 48 + 2 h. Verificacdo de producéo
de gas no meio de cultura de verde brilhante e de producéo de indol na 4gua peptonada
(formacdo de um anel sobrenadante vermelho, ap6s adicdo de cerca de 1 ml de reagente
de Kovacs, seguido de agitacdo e repouso). Consideram-se positivos 0s tubos que
apresentam resultados positivos simultaneamente nos dois testes atras indicados.

O célculo do nimero mais provavel (NMP) de organismos por cm? de amostra é
estimado a partir do nimero e da distribui¢do de tubos que apresentam reaccao positiva,
tal como descrito na 1ISO 8199 (2005).

Em relacdo a contagem de E. coli, ndo foi utilizada a metodologia indicada no
Regulamento (CE) n° 1441/2007 da Comissdo e indicada na norma ISO 16649-2
(2001). Foi utilizado o método descrito o qual tem vindo correntemente a ser utilizado
no Laboratério de Microbiologia do Grupo de Disciplinas de Ecologia da Hidrosfera.
No entanto, este método apresenta resultados comparaveis aos resultados obtidos pela
metodologia indicada pelo Regulamento n°® 1441/2007 (Abrantes, 2007).

3.1.1.6 Contagem de Enterococos (1SO 7899-1: 1998)

Uma série de tubos contendo caldo de dextrose de azida (Becton, Dickinson and
Company), presumptivo da presenca de Enterococos, foram inoculados com
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quantidades apropriadas da suspensdo-mée e das respectivas diluicdes decimais. Os
tubos de fermentagdo inoculados foram incubados a 37 £ 1 °C. Ap6s 48 + 3 h de
incubacgéo consideram-se positivos 0s tubos que apresentam turvagéo.

Repicagem, a partir de cada um dos tubos contendo dextrose de azida que deram
resultado positivo presumptivo, de uma ansa com cultura para caldo EVA (Azida de
Violeta de Etilo, Biokar Diagnostics) confirmativo da presenca de Enterococos.
Incubacdo a 37 = 1 °C durante 48 = 3 h. A turvacdo do meio e/ou a formacgdo de um
depdsito de cor azul-arroxeada no fundo do tubo, indicam uma reaccdo positiva,
confirmando a presenca de Enterococos. O calculo do nimero mais provavel (NMP) de
organismos por cm? de amostra é estimado a partir do nimero e da distribuicdo de tubos
que apresentam reaccao positiva.

3.1.1.7 Contagem de Pseudomonas aeruginosa (Dutka, 1978)

Uma série de tubos contendo meio de asparagina modificado, presumptivo da presenca
de Pseudomonas aeruginosa, foram inoculados com quantidades apropriadas da
suspensdo-mée e das respectivas diluicdes decimais. Este meio de cultura ndo esta
disponivel na forma desidratada tendo sido necessaria a sua preparacdo. O meio de
asparagina modificado tem a seguinte composicéo:

Asparagina, L (-) 209
Prolina, L (-) 109
K,HPO, 109
MgSO, 0,59
K2SO4 10,09
Etanol 26 ml
Agua Destilada 1000 ml
pH=7.0£0,2

Depois de preparado, o meio foi distribuido em tubos e esterilizado em autoclave
durante 15 minutos.

Os tubos inoculados foram incubados a 44,5 + 0,5°C, durante 8 — 10 dias. A turvacdo do
meio e/ou a formacao de uma fina pelicula superficial, constituem uma reaccao positiva,
presumptiva de Pseudomonas aeruginosa.
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3.1.1.8 Contagem de Clostridium perfringens (Fernando, 1996)

Uma série de tubos contendo “Litmus Milk” (Becton, Dickinson and Company),
presumptivo da presenca de bactérias anaerdbias sulfito-redutoras - Clostridia, foram
inoculados com quantidades apropriadas da suspensdo-mae e das respectivas diluicbes
decimais. A cada tubo foi ainda adicionada parafina liquida, de modo a garantir
condigdes de anaerobiose na cultura. Os tubos inoculados foram incubados a 37 + 1 °C.
Apo0s 48 £ 3 h de incubacdo consideram-se positivos 0s tubos que apresentam 0 meio
hidrolisado (com aspecto “talhado’) e com alteragdo da cor de lilas para rosa e creme.

3.1.1.9 Contagem de Bacillus cereus (National Standard Method F15i1.4,
2005)

Sementeira em superficie de 0,1 ml da suspensdo-mde e das respectivas diluicdes
decimais, em meio de cultura apropriado (Bacillus cereus Agar, de acordo com Mossel,
Biokar Diagnostics, contendo gema de ovo e polimixina B). Incubacdo das placas
semeadas, entre 24 e 48 h a temperatura de 30 £ 1 °C, em aerobiose. A partir de cada
placa foram seleccionadas as colOnias caracteristicas (coldnias de cor rosa, rodeadas por
um precipitado) para confirmacéo. Cada coldnia seleccionada foi inoculada em meio de
nitratos (0,5% de peptona (Becton, Dickinson and Company) + 0,3% extracto de carne
(Becton, Dickinson and Company) + 0,1% KNOg). Os tubos foram incubados a 30 + 1
°C, durante 22 + 2 h. Consideram-se como positivos os tubo que apresentam a cor
vermelha apds adicdo de 0,2 ml da seguinte mistura: reagente A:Reagente B, 1:1.
Reagente A, &cido 5-amino-2-naftaleno-sulfonico 0,1% em é&cido acético 15% (v/v).
Reagente B, &cido sulfanilico, 0,4% em acido acético 15% (v/v). O célculo do niumero
de microrganismos por cm?, foi efectuado a partir do nimero de coldnias caracteristicas
confirmadas desenvolvidas nas placas seleccionadas.

Em todas as metodologias, 0s reagentes quimicos usados tinham grau de pureza
analitico.

3.1.2. Analise estatistica

A interpretacdo estatistica dos resultados, foi efectuada, de modo a verificar o nivel de
significancia das variacGes obtidas (Analise de variancia - ANOVA), para cada um dos
parametros analisados, entre o tipo de embalagem (madeira e plastico), entre o tipo de
alimento acondicionado (frutos ou horticolas), bem como entre diferentes épocas do
ano. Recorreu-se para tal ao programa Microsoft® Excel 2007.
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3.2. Ensaio 2

No segundo ensaio, pretendeu-se avaliar a susceptibilidade de cada um dos materiais
(madeira e plastico) a contaminacao circundante a que estdo sujeitas as caixas durante o
transporte, 0 armazenamento e a comercializacdo de produtos hortofruticolas. Para esse
efeito, foi estudada a evolugdo da contaminagdo microbiana dos materiais em estudo,
madeira e plastico, em diferentes condi¢cBes ambientais, durante um periodo de trés
meses, de embalagens de hortofruticolas.

Neste ensaio foi utilizada madeira de pinho de diferentes proveniéncias: Alto Minho,
Castelo de Paiva e Mealhada. Foram também utilizados diferentes plésticos: PP e
PEAD. As amostras utilizadas neste ensaio apresentavam uma area de cerca de 100 cm?.
Estes materiais foram incubados em diferentes condi¢cdes ambientais: C1: 4-7°C, 80—
82%H, que simulam o ambiente em refrigeracdo; C2: 20°C, 55-60%H, que simulam o
ambiente em espacos de armazenamento fechado e com temperatura controlada; C3: 15-
30°C, 50-80%H, que simulam o ambiente em diversas situacfes de armazenamento e
transporte, quer interior, quer exterior, assim como o efeito da oscilacdo dos varios
factores ambientais. Nas condic¢des de C1, como as placas foram colocadas numa arca
frigorifica, utilizada no acondicionamento de produtos alimentares, nas instalacdes do
Edificio Departamental, da FCT/UNL, estas ficaram sujeitas a contaminacdo habitual
que ocorre neste tipo de espaco de armazenamento e transporte. Nas condigdes de C2,
como as placas foram colocadas num espaco com temperatura controlada, utilizado no
acondicionamento de produtos alimentares, nas instalacdes do Edificio Departamental,
da FCT/UNL, estas ficaram sujeitas a contaminacdo habitual que ocorre neste tipo de
espaco de armazenamento e transporte. Nas condi¢cdes de C3, como as placas foram
colocadas no exterior do Edificio Departamental, da FCT/UNL, tendo ficado expostas
ao ambiente circundante, estas ficaram sujeitas a contaminagdo habitual que ocorre
neste tipo de condi¢bes. O ensaio foi realizado em triplicado. Efectuaram-se as
seguintes determinagdes nas amostras: contagem de microrganismos totais viaveis a
22°C e a 36°C, contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C, contagem de bactérias
coliformes, contagem de enterococos, contagem de Escherichia coli, contagem de
Clostridium perfringens, contagem de Pseudomonas e contagem de Bacillus cereus.
Escolheram-se estes microrganismos pelas mesmas razdes ja apresentadas no Ensaio 1.

Os métodos utilizados na recolha, conservacao, transporte e preparacdo das amostras
sdo os que ja foram indicados no ponto 3.1.1. As metodologias utilizadas na
quantificacdo microbiana foram também ja referidas no ponto 3.1.1.

A interpretacdo estatistica dos resultados, foi efectuada, de modo a verificar o nivel de
significancia das variagdes obtidas (Andlise de variancia - ANOVA) entre o tipo de
embalagem (madeira e plastico) e entre as condi¢des experimentais estudadas, para cada
microrganismo pesquisado. Recorreu-se para tal ao programa Microsoft® Excel 2007.
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3.3. Ensaio 3

No terceiro ensaio, as madeiras e 0s plasticos, previamente esterilizados, foram
contaminados com uma cultura contendo bolores e leveduras. Foi estudada a evolugéo
desta contaminacdo sob diferentes condicdes de temperatura e humidade ao longo de
cerca de 20 dias. Em paralelo, foi realizado um ensaio no qual os materiais foram
contaminados com uma cultura pura de Bacillus cereus. Os materiais utilizados neste
Ensaio foram colocados em caixas de Petri, com didmetro de cerca de 15 cm. Como
eastas caixas ficaram fechadas, os materiais contaminados ndo ficaram sujeitos a
contaminacdo circundante. Pretendeu-se com estes ensaios comparar, ao longo do
tempo, a evolucdo da contaminagdo microbiana quantificada nos dois tipos de materiais
estudados (madeira e plastico). A andlise dos resultados permitird verificar se existem
diferengas entre os materiais (madeira e plastico) em termos das condi¢des que possam
favorecer a manutengdo e o crescimento da contaminagdo. Escolheram-se estes
microrganismos (bolores e leveduras e B. cereus), por serem 0s que mais usualmente
contaminam este tipo de materiais, utilizados no acondicionamento e transporte de
produtos hortofruticolas.

Neste ensaio foi utilizada madeira de pinho de diferentes proveniéncias: Alto Minho,
Castelo de Paiva e Mealhada. Foram também utilizados diferentes plasticos: PP e
PEAD. As amostras utilizadas neste ensaio apresentavam uma area de cerca de 100 cm?.
Estes materiais foram inoculados com 10 ml de uma cultura de bolores e leveduras (2,8
x 10* ufc/ml) e ao longo de cerca de 20 dias determinou-se a evolugdo da contaminagéo,
em diferentes condi¢fes ambientais (7°C e 20°C). Em relacdo as madeiras, estudou-se
também o efeito da percentagem de humidade existente na madeira (7-10%H e 20-
25%H). Nesta situacdo, adicionamos agua destilada as madeiras até elas apresentarem a
humidade pretendida. O ensaio foi realizado em triplicado.

Neste ensaio foi também avaliada a contaminacdo das madeiras e dos plasticos, com
Bacillus cereus. Estes materiais foram inoculados com 10 ml de uma cultura pura deste
microrganismo (6,3 x 10’ ufc/ml) tendo sido determinada a evolucfo desta
contaminacdo ao longo de cerca de 20 dias. Neste ensaio também se estudaram
diferentes condi¢bes de temperatura para ambos os materiais (7°C e 20°C) e de
humidade para a madeira (7-10%H e 20-25%H). O ensaio foi realizado em triplicado.

Na escolha das condi¢cOes de temperatura, pretendeu-se simular o ambiente em
refrigeracdo (7°C) e o ambiente em espacos de armazenamento fechado e com
temperatura controlada (20°C). Nas condigOes de refrigeragcdo, as placas foram
colocadas numa arca frigorifica, nas instalacbes do Edificio Departamental, da
FCT/UNL. Nas condicdes de temperatura a 20°C, as placas foram colocadas num
espaco com temperatura controlada, nas instalacbes do Edificio Departamental, da
FCT/UNL. Pretendeu-se estudar o efeito da percentagem de humidade na madeira para
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tentar perceber se as madeiras mais humidas, podem ou ndo favorecer o
desenvolvimento dos microrganismos utilizados na contaminacdo das placas. As
madeiras contendo 7-10% de H, representam uma madeira que se considera seca. As
madeiras contendo 20-25% de H, representam uma madeira encharcada.

Os métodos utilizados na recolha, conservacao, transporte e preparacdo das amostras
sdo os que ja foram indicados no ponto 3.1.1. As metodologias utilizadas na
quantificacdo microbiana foram também ja referidas no ponto 3.1.1. (3.1.1.2 ¢ 3.1.1.9).

A interpretacdo estatistica dos resultados foi efectuada, de modo a verificar o nivel de
significancia das varia¢des obtidas (Analise de variancia - ANOVA), para cada uma das
contaminagdes experimentadas (bolores e leveduras e B. cereus), entre o tipo de
embalagem (madeira e plastico) e entre as condi¢cBes experimentais estudadas.
Recorreu-se para tal ao programa Microsoft® Excel 2007.
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4. Apresentacao e Discussao de Resultados

4.1 Ensaio 1

O quadro 4.1 e a figura 4.1 apresentam os resultados obtidos referentes a contagem de
microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C, nas amostras recolhidas no MARL, nas
diversas colheitas efectuadas e tendo em conta o produto hortofruticola acondicionado e
o tipo de material da embalagem.

Quadro 4.1: Contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas nas
diversas colheitas realizadas no MARL.

Data de Colheita Alimento Material Germes a 22°C Germes a 36°C

Magca Madeira 4,21 0,85

Uva PEAD 5,63 3,31

Tomate Madeira 5,16 2,05

07-12:017 Laranja PEAD 6,06 2,91
Couve Coracdo Madeira 9,33 4,79

Couve Coragdo  PEAD 11,7 2,92

Péra Madeira 1,93 0,98

Péra Plastico 4,14 3,87

Maca Madeira 3,33 2,82

Maca PEAD 1,86 2,95

23-01-08 Alface Madeira 2,69 3,28
Alface PP 3,31 1,40

Nabicas Madeira 3,05 4,30

Nabicas Plastico 3,20 3,29

Nectarina Plastico 2,95 2,41

Ameixa Madeira 1,72 1,98

Damasco Madeira 5,69 4,80

Ameixa Plastico 3,51 3,26

130508 Tomate Madeira 3,88 3,67
Tomate PEAD 2,51 2,42

Courgette Madeira 3,23 3,21

Courgette Plastico 5,45 5,56

Maca Reineta PEAD 3,17 2,27

Macé Reineta ~ Madeira <0,65 1,45

Limé&o Madeira 1,52 <0,65

Péra PEAD 3,17 1,94

Alperce PEAD 3,50 <0,65

16-07-08 Alperce Madeira 2,94 <0,51
Couve Madeira 3,22 2,67

Couve Plastico 3,29 2,84

Couve Madeira 4,25 3,03

Couve Pléastico 3,00 2,11
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Figura 4.1: Contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas nas
diversas colheitas realizadas no MARL.

Como se pode observar na figura 4.1, verificou-se uma maior contaminagdo, em termos
de microrganismos totais vidveis, em ambas as temperaturas de incubacdo (22°C e
36°C), no pléstico do que na madeira. No entanto, esta diferenca ndo tem significado
estatistico (P = 0,46). Pode-se ainda observar que a contagem de microrganismos totais
viaveis a 22°C apresentou valores significativamente superiores a contagem de
microrganismos totais viaveis a 36°C (P = 0,0084). Este resultado esta em conformidade
com o que seria esperado, uma vez gque a maioria dos microrganismos existentes nos
produtos hortofruticolas e que podem contaminar as embalagens, sdo microrganismos
mesdfilos, ou entdo psicréfilos (Babesi et al, 2006).

A anélise estatistica dos resultados (ANOVA), mostra ainda que ndo existem diferencas
significativas na contagem de microrganismos totais viaveis entre caixas que continham
produtos horticolas e caixas que continham frutos, quer a 22°C (P = 0,14), quer a 36°C
(P = 0,24), embora, de acordo com Abadias et al (2008), os produtos horticolas
apresentem uma maior contagem de microrganismos totais viaveis do que os produtos
fruticolas. N&o se verificaram também diferencas na contagem de microrganismos
totais viaveis entre épocas do ano (P = 0,065, 22°C; P = 0,53, 36°C).

O quadro 4.2 e a figura 4.2 apresentam os resultados obtidos referentes a contagem de
bolores e leveduras a 25°C e a 37°C, nas amostras recolhidas no MARL.
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Quadro 4.2: Contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas nas diversas
colheitas realizadas no MARL.

Data de . . Bolores e Bolores e
Colheita AT hlatend Leveduras a 25°C  Leveduras a 37°C
Maca Madeira 2,37 <1,35
Uva PEAD 3,01 1,54
Tomate Madeira 1,92 1,20
Or-12:017 Laranja PEAD 4,40 <1,35
Couve Coracéo Madeira 5,66 3,76
Couve Coracéo PEAD 5,91 <1,14
Péra Madeira 3,10 <1,35
Péra Pléastico 3,91 <1,35
Magca Madeira 4,10 <1,35
Maca PEAD 3,45 <1,35
230108 Alface Madeira 4,26 3,96
Alface PP 411 <1,35
Nabicas Madeira 3,92 1,40
Nabicas Plastico 2,29 <1,35
Nectarina Plastico 1,61 <0,09
Ameixa Madeira 1,01 <-0,03
Damasco Madeira 2,40 1,73
Ameixa Plastico 1,77 0,25
130508 Tomate Madeira 3,20 2,13
Tomate PEAD 1,26 <-0,04
Courgette Madeira 2,36 <1,21
Courgette Plastico 3,17 1,56
Maca Reineta PEAD 2,71 <0,71
Maca Reineta Madeira 0,85 <0,85
Liméo Madeira 1,36 <0,52
Péra PEAD 3,24 <0,80
Alperce PEAD 2,50 <0,71
16-07-08 Alperce Madeira 2,29 <0,21
Couve Madeira 3,53 3,28
Couve Plastico 2,14 <0,25
Couve Madeira 3,54 2,89
Couve Plastico 2,66 <0,07
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Figura 4.2: Contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas nas diversas
colheitas realizadas no MARL.

Pela andlise da figura 4.2, observa-se que a contagem de bolores e leveduras é
geralmente superior na madeira do que no plastico, excepto para as caixas contendo
frutos e a temperatura de incubacdo a 25°C. Verifica-se ainda que a contaminagdo com
bolores e leveduras é sempre superior nas caixas que contém horticolas do que nas que
contém frutos, para ambas as temperaturas de incubacéo (25°C e 37°C). Estas diferencas
entre tipo de produto acondicionado, séo estatisticamente significativas na contagem de
bolores e leveduras a 37°C (P = 0,017) e estatisticamente muito significativas na
contagem de bolores e leveduras a 25°C (P = 0,005). Esta diferenca na contagem em
caixas contendo horticolas e frutos pode resultar do tipo de produto acondicionado. De
acordo com Abadias et al. (2008), os produtos horticolas apresentam uma maior
contagem de bolores e leveduras que os produtos fruticolas. Portanto, é natural que as
caixas gque acondicionam os produtos horticolas apresentem também uma contaminacgéo
superior as caixas que acondicionam frutos.

Tendo em conta estas diferencas, ter-se-a4 de fazer a comparacdo entre os resultados
obtidos para ambos os materiais, separadamente para frutos e horticolas. No caso das
embalagens que acondicionaram frutos, tal como referido anteriormente, na contagem a
25°C, o pléstico evidenciou uma maior contaminagdo do que a madeira, ao contrario do
observado na contagem a 37°C, em que foi a madeira a apresentar uma maior
contaminacdo. Contudo, ambas as diferencas observadas nao tém qualquer significado
estatistico (25°C: P = 0,20; 37°C: P =0,49).

Em relacdo as embalagens que acondicionaram produtos horticolas, quer na contagem a
25°C, quer na contagem a 37°C, verificaram-se valores superiores de contamina¢do com
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bolores e leveduras na madeira. Estas diferencas ndo foram significativas para a
contagem a 25°C (P = 0,38), mas revelaram-se estatisticamente muito significativas
para a contagem a 37°C (P = 0,0049).

Pode-se ainda observar que a contagem de bolores e leveduras a 25°C apresentou
valores significativamente superiores a contagem de bolores e leveduras a 37°C (P = 5,4
x 107). Este resultado estd em conformidade com o que seria esperado, uma vez que a
maioria dos bolores e leveduras existentes nos produtos hortofruticolas e que podem
contaminar as embalagens, sdo microrganismos mesofilos, ou entdo psicrofilos (Babesi
et al, 2006).

Em relacdo as diferengas observadas entre épocas do ano, verificou-se que nas caixas
contendo frutos, a contagem foi sempre significativamente superior no Outono/Inverno
do que na Primavera/Verdo, a ambas temperaturas de incubacéo (25°C e 37°C) (25°C: P
= 0,0052; 37°C: P = 0,0033; figura 4.3). Em relacdo as caixas contendo horticolas, ndo
se obtiveram diferencas significativas na contagem de bolores e leveduras, entre as
diferentes épocas do ano (25°C: P = 0,091; 37°C: P = 0,53).

4,50

4,00

3,50
3,00

2,50

2,00 - H Outono/Inverno
1,50 -

1,00 -

log ufc/cm?

H Primavera/Verio

0,50 -
0,00 -

Bolores e leveduras Bolores e leveduras
(259C) (372C)

Figura 4.3: Contagem de bolores e leveduras a 25°C e 37°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas nas caixas
contendo frutos, nas diversas colheitas realizadas no MARL.

O quadro 4.3 e a figura 4.4 apresentam os resultados obtidos referentes a contagem de
bactérias coliformes e E. coli, nas amostras recolhidas no MARL.
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Quadro 4.3: Contagem de bactérias coliformes e E. coli (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas nas diversas
colheitas realizadas no MARL.

g ata (.je Alimento Material Ba_cterlas E. coli
olheita coliformes
Maca Madeira <-0,82 <-0,82
Uva PEAD -0,68 <-0,82
Tomate Madeira -0,90 <-1,02
07-12:07 Laranja PEAD 0,35 0,35
Couve Coracéo Madeira 3,97 <-0,94
Couve Coracédo PEAD 2,82 <-1,08
Péra Madeira <-0,82 <-0,82
Péra Pléastico <-0,82 <-0,82
Maca Madeira <-0,82 <-0,82
Maca PEAD -0,22 <-0,82
230108 Alface Madeira 1,78 <111
Alface PP -0,43 <-0,82
Nabicas Madeira 2,62 <-0,82
Nabicas Plastico 2,52 <-0,82
Nectarina Plastico -0,96 <-1,08
Ameixa Madeira <-1,21 <-1,21
Damasco Madeira 2,51 <-0,98
Ameixa Plastico -0,80 <-0,92
130508 Courgette Madeira <-0,96 <-0,96
Courgette Plastico 1,07 <-1,11
Tomate Madeira <-0,96 <-0,96
Tomate PEAD 0,38 <-1,22
Maca Reineta PEAD <-0,82 <-0,82
Maca Reineta Madeira <-0,82 <-0,82
Limao Madeira <-0,82 <-0,82
Péra PEAD <-0,82 <-0,82
Alperce PEAD <-0,82 <-0,82
16-07-08 Alperce Madeira <-0,96 <-0,96
Couve Madeira -0,08 <-0,96
Couve Plastico -0,04 <-0,92
Couve Madeira 1,73 <-0,83

Couve Plastico -0,63 <-1,10
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Figura 4.4: Contagem de bactérias coliformes (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas nas diversas colheitas
realizadas no MARL.

Os resultados apresentados na figura 4.4 mostram que em relacdo a contagem de
bactérias coliformes, este valor foi significativamente superior nas embalagens que
acondicionavam horticolas do que as embalagens que acondicionavam frutos (P =
0,00034). Estes resultados estdo de acordo com o referenciado em Adams e Moss
(1999) e em Abadias et al. (2008), que referem que os produtos horticolas apresentam,
geralmente, contagens de bactérias coliformes superiores as obtidas em produtos
fruticolas. Em relagdo aos resultados obtidos na contagem de bactérias coliformes nas
embalagens que acondicionavam produtos horticolas, verificou-se que a contaminacgédo
das embalagens de madeira era superior a contaminacdo observada nas embalagens de
plastico. No caso das embalagens que continham frutos, observou-se uma maior
contaminacdo nas embalagens de plastico, face as de madeira. Contudo, as diferencas
observadas ndo tém qualquer significado estatistico, quer para caixas com horticolas (P
= 0,28), quer para caixas com frutos (P = 0,74). Néo se verificaram também diferencas
na contagem de bactérias coliformes entre épocas do ano, quer nas caixas
acondicionando horticolas, quer nas caixas acondicionando frutos (Horticolas: P =
0,051; Frutos: P =0,91).

Em relacdo a contagem de E. coli, este microrganismo foi apenas detectado numa Gnica
amostra: numa embalagem de plastico contendo laranjas, na 12 colheita.

O quadro 4.4 e a figura 4.5 apresentam os resultados obtidos referentes a contagem de
enterococos, C. perfringens, Pseudomonas e B. cereus, nas amostras recolhidas no
MARL.
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Quadro 4.4: Contagem de enterococos, C. perfringens, Pseudomonas (log NMP/cm?) e B. cereus (log ufc/cm?), nas
amostras recolhidas nas diversas colheitas realizadas no MARL.

Data de . . C. Pseudo B.
Colheita AllErie e e Perfringens monas  cereus
Maca Madeira <-0,82 <-0,82 -0,19 -
Uva PEAD <-0,82 0,20 -0,68 -
Tomate Madeira -0,14 <-1,02 -0,14 -
07-12:07 Laranja PEAD 0,12 0,12 -0,64 -
Couve Coracéo Madeira -0,94 -0,81 -0,05 -
Couve Coracéo PEAD -0,60 -0,19 -0,19 -
Péra Madeira <-0,82 -0,37 -0,02 <0,65
Péra Plastico <-0,82 -0,14 0,54 <0,65
Maca Madeira <-0,82 0,55 <-0,82 <0,65
Maca PEAD <-0,82 -0,10 <-0,82 <0,65
23-01-08 Alface Madeira -0,22 -0,63 0,98  <0,37
Alface PP <-0,82 -0,56 -0,43 1,92
Nabigas Madeira 0,11 2,12 0,92 3,63
Nabicas Plastico <-0,82 0,03 <-0,82 <0,65
Nectarina Plastico <-1,09 -0,20 -0,39 1,78
Ameixa Madeira <-1,21 <-1,21 -0,51 <0,27
Damasco Madeira <-0,98 <-0,98 -0,98 <0,49
Ameixa Plastico 0,23 -0,23 1,98 0,85
130508 Courgette Madeira -0,84 -0,60 1,94 <051
Courgette Plastico -0,27 0,59 1,45 2,19
Tomate Madeira -0,49 0,19 1,60 2,60
Tomate PEAD <-1,22 0,27 0,63 <0,26
Maca Reineta PEAD 0,23 0,01 2,23 2,50
Maca Reineta Madeira <-0,82 -0,20 <-0,82 2,10
Limao Madeira <-0,82 <-0,82 -0,29 1,90
Péra PEAD -0,26 0,10 0,10 2,14
Alperce PEAD <-0,82 0,42 0,23 1,49
160708 Alperce Madeira <-0,96 <-0,96 0,04 1,42
Couve Madeira -0,84 -0,49 0,94 0,81
Couve Plastico -0,80 <-0,92 -0,56 <0,55
Couve Madeira -0,36 0,05 0,05 1,60
Couve Plastico -0,98 -0,22 -0,22 1,22
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Figura 4.5: Contagem de enterococos, C. perfringens, Pseudomonas (log NMP/cm?) e B. cereus (log ufc/cm?), nas
amostras recolhidas nas diversas colheitas realizadas no MARL.

Em relacdo a este conjunto de microrganismos pesquisados e enumerados, verifica-se
que a maior contaminagdo das embalagens se deveu a B. cereus, sendo esta
contaminacdo significativamente superior a obtida na contagem dos restantes
microrganismos. A contagem de Pseudomonas foi superior a de Clostridium, a qual, por
sua vez, foi superior a contagem de enterococos. No entanto, estas diferencas ndo sdo
estatisticamente significativas.

Pela analise do grafico verifica-se que a contaminacdo com B. cereus € idéntica nos dois
tipos de embalagens (madeira e plastico). Em relacdo a contaminacdo com enterococos,
Clostridium e Pseudomonas, verificaram-se valores superiores nas embalagens de
plastico. No entanto, a analise estatistica destes resultados permite concluir que ndo se
observaram diferencas significativas entre embalagens de madeira e de plastico, em
termos da sua contaminagdo com enterococos (P = 0,51), C. perfringens (P = 0,18),
Pseudomonas (P = 0,77) e B. cereus (P = 1,00). A andlise estatistica permite também
concluir que ndo se observam diferencas significativas entre embalagens contendo
frutos e horticolas, em termos da sua contaminacdo com enterococos (P = 0,65), C.
perfringens (P = 0,81), Pseudomonas (P = 0,25) e B. cereus (P = 0,98). Néo se
verificaram também diferencas na contagem de enterococos, C. perfringens e B. cereus
entre épocas do ano (enterococos: P = 0,16; C. perfringens: P = 0,45; B. cereus: P =
1,00). Em relacdo as contagens de Pseudomonas obtiveram-se valores
significativamente mais elevados na Primavera/Verdao do que no Outono/Inverno (P =
0,032).

A figura 4.6, apresenta um grafico comparativo das contagens de todos os
microrganismos pesquisados e enumerados.
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Figura 4.6: Contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C (log ufc/cm?), coliformes, enterococos, C. perfringens,
Pseudomonas (log NMP/cm?) e B. cereus (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas nas diversas colheitas realizadas no
MARL.

De acordo com a figura 4.6, a maior contaminagdo observada, nas caixas, contendo
produtos hortofruticolas, deveu-se a bolores e leveduras, a B. cereus e a bactérias
coliformes (por ordem de grandeza). Estas contagens foram significativamente
superiores as obtidas nas contagens dos restantes microrganismos (enterococos, C.
perfringens, Pseudomonas).
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4.2 Ensaio 2

O quadro 4.5 e a figura 4.7 apresentam os resultados obtidos referentes a contagem de
microrganismos totais viaveis a 22°C, nas amostras recolhidas ao longo de trés meses,
nas diversas condi¢Ges ambientais.

Quadro 4.5: Contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de
trés meses nas diversas condigBes ambientais.

Dias e datas ap0s inicio do ensaio

Condicoes Material 1 31 61 94
31 Mar¢go 30 Abril 30 Maio 2 Julho
Madeira — Alto Minho 1,90 1,55 1,74 1,29
C1: Madeira — Castelo de Paiva 1,84 2,23 1,01 1,45
4-7°C Madeira — Mealhada 2,08 1,23 0,58 1,23
80-82%H PEAD 3,60 3,27 1,88 1,71
PP 2,08 1,65 0,60 0,72
Madeira — Alto Minho 2,26 0,92 2,82 1,83
C2: Madeira — Castelo de Paiva 2,58 3,09 2,90 2,02
20°C Madeira — Mealhada 2,27 1,53 1,82 1,70
55-60%H PEAD 3,70 2,96 2,01 1,37
PP 2,71 1,33 1,80 1,40
Madeira — Alto Minho 2,44 1,78 2,77 2,59
C3: Madeira — Castelo de Paiva 2,94 1,89 2,36 2,58
15-30°C Madeira — Mealhada 2,37 1,59 2,72 2,05
50-80%H PEAD 3,81 2,78 2,53 2,25
PP 3,04 1,67 3,63 2,64
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Figura 4.7: Contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de
trés meses nas diversas condigBes ambientais.
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De acordo com os dados apresentados no quadro 4.5 e na figura 4.7, verificou-se uma
maior contaminacgdo, em termos de microrganismos totais vidveis a 22°C, nas amostras
recolhidas nas condi¢fes ambientais C3 (15-30°C, 50-80%H). Esta contaminagdo no
final do ensaio foi significativamente superior (P = 0,0002) & contaminagdo verificada
nas amostras recolhidas nas condi¢bes ambientais C1 (4-7°C, 80-82%H) e C2 (20°C,
55-60%H). Atendendo a que estas amostras foram colocadas em ambiente exterior e,
portanto, sujeitas a uma maior contaminacdo ambiental, os resultados obtidos vém
confirmar o que em termos de contaminacdo microbiana seria previsto. A analise
estatistica dos resultados (ANOVA), mostra ainda que ndo existem diferencas
significativas na contagem de microrganismos totais vidveis entre materiais de madeira
e de plastico (P = 0,57), bem como entre os diferentes tipos de proveniéncias de
madeiras (P = 0,74) e os diferentes tipos de plastico (P = 0,77). De acordo com todos
estes resultados, pode entdo afirmar-se que para as diversas condi¢cdes ambientais
estudadas ndo se verificou que a madeira possa ser mais susceptivel a contaminacéo do
que o plastico.

O quadro 4.6 e a figura 4.8 apresentam os resultados obtidos referentes a contagem de
microrganismos totais viaveis a 36°C, nas amostras recolhidas ao longo de trés meses,
nas diversas condi¢fes ambientais.

Quadro 4.6: Contagem de microrganismos totais viaveis a 36°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de
trés meses nas diversas condigdes ambientais.

Dias e datas ap0s inicio do ensaio

Condigdes Material 1 31 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho

Madeira — Alto Minho 1,20 0,25 1,51 1,09
C1: Madeira — Castelo de Paiva 1,68 1,66 1,41 0,71
4-7°C Madeira — Mealhada 1,54 2,12 1,87 1,12
80-82%H PEAD 1,52 1,90 1,06 1,60
PP 2,16 0,97 1,70 0,60
Madeira — Alto Minho 1,76 1,00 2,14 1,46
C2: Madeira — Castelo de Paiva 2,13 1,53 1,39 1,63
20°C Madeira — Mealhada 1,76 1,18 1,07 1,07
55-60%H PEAD 1,66 1,44 0,81 0,81
PP 2,53 1,40 0,94 1,33
Madeira — Alto Minho 1,97 1,77 0,98 1,37
C3: Madeira — Castelo de Paiva 2,42 1,53 1,34 1,97
15-30°C Madeira — Mealhada 1,87 1,35 1,53 1,93
50-80%H PEAD 1,98 1,52 0,82 1,04
PP 2,86 1,43 0,97 1,03
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Figura 4.8: Contagem de microrganismos totais viaveis a 36°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de
trés meses nas diversas condi¢cBes ambientais.

De acordo com os dados apresentados no quadro 4.6 e na figura 4.8, em termos de
microrganismos totais viaveis a 36°C, ndo se verificaram diferencas significativas entre
as contagens efectuadas nas amostras recolhidas nas diferentes condi¢des ambientais (P
= 0,25). A andlise estatistica dos resultados (ANOVA), mostra ainda que ndo existem
diferencas significativas na contagem de microrganismos totais viaveis entre materiais
de madeira e de plastico (P = 0,17), bem como entre os diferentes tipos de
proveniéncias de madeiras (P = 0,95) e os diferentes tipos de pléastico (P = 0,63).

De acordo com os resultados dos quadros 4.5 e 4.6, pode entdo afirmar-se que para as
diversas condigdes ambientais estudadas ndo se verificou que a madeira possa ser mais
susceptivel a contaminacgdo do que o plastico (figura 4.9).
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Figura 4.9: Contagem de microrganismos totais viaveis a 22 °C e a 36°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao
longo de trés meses nas diversas condi¢des ambientais, nos dois tipos de materiais (madeira e plastico).

Analisando os dados dos quadros 4.5 e 4.6, pode-se ainda observar que a contagem de
microrganismos totais viaveis a 22°C apresentou valores significativamente superiores a
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contagem de microrganismos totais viaveis a 36°C (P = 0,006). A figura 4.10 mostra a
evolugdo da contaminacdo ao longo dos trés meses, em termos da contagem de
microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C. De acordo com estes resultados, pode
entdo afirmar-se que nas diversas condi¢des ambientais estudadas, quer o plastico, quer
a madeira apresentaram uma maior contagem de microrganismos totais vidveis a 22°C.
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Figura 4.10: Comparagéo da contagem de microrganismos totais viaveis a 22°C e a 36°C (log ufc/cm?), nas amostras
recolhidas ao longo de trés meses.

Os quadros 4.7 e 4.8 e a figura 4.11 apresentam o0s resultados obtidos referentes a
contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C, nas amostras recolhidas ao longo de
trés meses, nas diversas condi¢cbes ambientais.

Quadro 4.7: Contagem de bolores e leveduras a 25°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses
nas diversas condi¢bes ambientais.

Dias e datas ap0s inicio do ensaio

Condicoes Material 1 31 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho

Madeira — Alto Minho 1,53 <0,40 <0,40 <0,40
C1: Madeira — Castelo de Paiva 1,55 <0,40 <0,40 <0,40
4-7°C Madeira — Mealhada <0,40 <0,40 <0,40 <0,40
80-82%H PEAD 3,33 2,93 <0,40 <0,40
PP 1,68 <0,40 <0,40 <0,40
Madeira — Alto Minho 2,06 <0,40 <0,40 1,23
C2: Madeira — Castelo de Paiva 2,07 2,95 2,83 1,53
20°C Madeira — Mealhada 1,37 1,18 0,93 0,93
55-60%H PEAD 3,17 1,59 0,73 <0,40
PP 1,85 <0,40 0,80 1,10
Madeira — Alto Minho 2,30 1,45 1,75 0,90
C3: Madeira — Castelo de Paiva 2,34 <0,40 1,64 2,04
15-30°C Madeira — Mealhada 1,53 1,43 1,91 1,35
50-80%H PEAD 3,01 1,47 0,74 0,74
PP 2,18 0,83 1,68 1,13
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Quadro 4.8: Contagem de bolores e leveduras a 37°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses
nas diversas condi¢des ambientais.

Dias e datas ap0s inicio do ensaio

Condicoes Material 1 31 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho
Madeira — Alto Minho <0,40 <0,40 <0,40 <0,40
C1: Madeira — Castelo de Paiva ~ <0,40 <0,40 <0,40 <0,40
4-7°C Madeira — Mealhada <0,40 <0,40 <0,40 <0,40
80-82%H PEAD 1,17 <0,40 <0,40 <0,40
PP 1,48 <0,40 <0,40 <0,40
Madeira — Alto Minho 1,59 <0,40 <0,40 <0,40
C2: Madeira — Castelo de Paiva 1,71 1,05 <0,40 <0,40
20°C Madeira — Mealhada <0,40 <0,40 <0,40 <0,40
55-60%H PEAD 1,48 0,98 <0,40 <0,40
PP 1,86 <0,40 <0,40 <0,40
Madeira — Alto Minho 1,56 <0,40 <0,40 <0,40
C3: Madeira — Castelo de Paiva 1,74 <0,40 <0,40 <0,40
15-30°C Madeira — Mealhada <0,40 <0,40 <0,40 <0,40
50-80%H PEAD 1,59 <0,40 <0,40 <0,40
PP 2,26 <0,40 <0,40 <0,40
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Figura 4.11: Comparacéo da contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas
ao longo de trés meses.

De acordo com os dados apresentados, em termos de contagem de bolores e leveduras a
25°C, ndo se verificaram diferencas significativas entre os resultados obtidos nas
amostras recolhidas nas diferentes condi¢fes ambientais (P = 0,40). A andlise estatistica
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dos resultados (ANOVA), mostra ainda que ndo existem diferencas significativas na
contagem de bolores e leveduras a 25°C entre materiais de madeira e de plastico (P =
0,06), bem como entre os diferentes tipos de proveniéncias de madeiras (P = 0,16) e 0s
diferentes tipos de plastico (P = 0,05). De acordo com os dados apresentados, em
termos de contagem de bolores e leveduras a 37°C, a partir do final do segundo més,
ndo foram detectados bolores e leveduras nesta temperatura, em todas as amostras
recolhidas, ndo se observando diferencas em termos de materiais e de condicOes
ambientais. Verifica-se, mais uma vez, que nas diversas condi¢cbes ambientais estudadas
a madeira ndo se apresentou como sendo um material mais susceptivel a contaminacgéo
do que o plastico, para os microrganismos pesquisados (figura 4.12). Analisando 0s
dados dos quadros 4.7 e 4.8, pode-se ainda observar que a contagem de bolores e
leveduras a 25°C apresentou valores superiores a contagem de bolores e leveduras a
37°C, no entanto, esta diferenga ndo é estatisticamente significativa (P = 0,06).
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Figura 4.12: Contagem de bolores e leveduras a 25 °C e a 37°C (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de
trés meses nas diversas condi¢des ambientais, nos dois tipos de materiais (madeira e plastico).

O quadro 4.9 apresenta os resultados obtidos referentes a contagem de bactérias
coliformes, nas amostras recolhidas ao longo de trés meses, nas diversas condic¢oes
ambientais.
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Quadro 4.9: Contagem de bactérias coliformes (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas
diversas condi¢Bes ambientais.

Dias e datas ap0s inicio do ensaio

Condicoes Material 1 31 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho
Madeira — Alto Minho -1,15 <-1,82 <-1,82 <-1,82
C1: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
4-7°C Madeira — Mealhada -1,12 <-1,82 <-1,82 <-1,82
80-82%H PEAD <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
PP <-1,82 -1,40 <-1,82 <-1,82
Madeira — Alto Minho -0,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
C2: Madeira — Castelo de Paiva -0,01 -0,69 <-1,82 <-1,82
20°C Madeira — Mealhada -0,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
55-60%H PEAD -1,12 <-1,82 <-1,82 <-1,82
PP <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
C3: Madeira — Castelo de Paiva ~ -0,26 <-1,82 <-1,82 <-1,82
15-30°C Madeira — Mealhada <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
50-80%H PEAD <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
PP <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82

De acordo com os dados apresentados, em termos de contagem de bactérias coliformes,
a partir do final do segundo més, nao foram detectados coliformes, em todas as
amostras recolhidas, ndo se observando diferencas em termos de materiais e de
condicdes ambientais. Verifica-se, mais uma vez, que nas diversas condi¢cdes ambientais
estudadas a madeira ndo se apresentou como sendo um material mais susceptivel a
contaminagdo do que o pléstico, para os microrganismos pesquisados. Na pesquisa e
contagem de E. coli, em todas as amostras recolhidas, nunca foi detectada a presenca

desta bactéria.

Os quadros 4.10 a 4.13 e as figuras 4.13 a 4.15 apresentam o0s resultados obtidos
referentes a contagem de enterococos, C. perfringens, Pseudomonas e B. cereus, nas
amostras recolhidas ao longo de trés meses, nas diversas condigdes ambientais.
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Quadro 4.10: Contagem de Enterococos (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas
diversas condi¢Bes ambientais.

Dias e datas ap0s inicio do ensaio

Condicoes Material 1 31 61 94
31 Mar¢go 30 Abril 30 Maio 2 Julho
Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
C1: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
4-7°C Madeira — Mealhada <-1,82 <-1,82 -1,12 <-1,82
80-82%H PEAD -1,46 <-1,82 -1,34 -1,34
PP <-1,82 -1,40 <-1,82 <-1,82
Madeira — Alto Minho <-1,82 -1,30 <-1,82 <-1,82
C2: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 <-1,82 -1,05 <-1,82
20°C Madeira — Mealhada <-1,82 <-1,82 <-1,82 -1,17
55-60%H PEAD <-1,82 <-1,82 -1,37 <-1,82
PP -1,06 -1,43 <-1,82 -1,30
Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 <-1,82 -0,85
C3: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 <-1,82 <-1,82 -1,01
15-30°C Madeira — Mealhada <-1,82 <-1,82 -1,23 <-1,82
50-80%H PEAD -1,48 <-1,82 <-1,82 -1,00
PP <-1,82 <-1,82 <-1,82 -0,92
0
__ 05
E
2 -1
=
Z —e—C1
= -1,5
\E/ ——C2
s 2 I —&—C3
o
3
S -25
Joi
o
o3
20 40 60 80 100

Dias

Figura 4.13: Contagem de enterococos (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas diversas

condigdes ambientais.
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Quadro 4.11:

Contagem de C. perfringens (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas
diversas condi¢Bes ambientais.

Dias e datas apds inicio do ensaio

Condicdes Material 1 31 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho
Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
C1: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
4-7°C Madeira — Mealhada -1,24 <-1,82 <-1,82 <-1,82
80-82%H PEAD 0,44 <-1,82 -0,99 <-1,82
PP <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
C2: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 <-1,82 <-1,82 <-1,82
20°C Madeira — Mealhada <-1,82 -0,82 <-1,82 -1,17
55-60%H PEAD 0,41 -0,61 <-1,82 <-1,82
PP -0,52 <-1,82 <-1,82 -1,30
Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 <-1,82 -0,44
C3: Madeira — Castelo de Paiva  <-1,82 <-1,82 <-1,82 -1,01
15-30°C Madeira — Mealhada <-1,82 -1,23 -0,87 -1,23
50-80%H PEAD 0,42 0,42 -1,35 -0,60
PP -0,49 <-1,82 <-1,82 -0,51
0
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Figura 4.14: Contagem de C. perfringens (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas

diversas condigdes ambientais.
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Quadro 4.12: Contagem de Pseudomonas (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas
diversas condi¢Bes ambientais.

Dias e datas apds inicio do ensaio

Condicdes Material 1 31 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho

Madeira — Alto Minho <-1,82 <-1,82 -0,39 -1,27
C1: Madeira — Castelo de Paiva -0,64 -1,12 -0,99 -0,64
4-7°C Madeira — Mealhada <-1,82 <-1,82 -0,36 -1,12
80-82%H PEAD -0,07 0,44 -0,58 -0,31
PP -0,24 -1,28 -0,92 -1,28
Madeira — Alto Minho -1,30 <-1,82 <-1,82 -0,41
C2: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 -0,69 -0,69 -0,01
20°C Madeira — Mealhada <-1,82 -1,17 -1,17 -1,17
55-60%H PEAD -0,67 0,41 0,00 -0,79
PP -1,43 -0,54 <-1,82 -0,95
Madeira — Alto Minho <-1,82 -0,44 0,58 0,37

C3: Madeira — Castelo de Paiva ~ <-1,82 -0,26 -0,26 0,02
15-30°C Madeira — Mealhada <-1,82 -0,71 -0,19 -0,19
50-80%H PEAD -0,32 0,42 0,42 0,00
PP <-1,82 -0,24 0,51 0,08
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Figura 4.15: Contagem de Pseudomonas (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas
diversas condigdes ambientais.

De acordo com os dados apresentados, verificou-se uma maior contaminagdo, em
termos de enterococos, C. perfringens e Pseudomonas, nas amostras recolhidas nas
condigdes ambientais C3 (15-30°C, 50-80%H) (figuras 4.13 a 4.15). Esta contaminagéo
no final do ensaio foi significativamente superior a contaminacdo verificada nas
amostras recolhidas nas condi¢des ambientais C1 (4-7°C, 80-82%H) e C2 (20°C, 55-
60%H) (Penterococos = 0,028; Pc. perfringens = 0,0036; Ppseudomonas = 0,0044). Em relagéo a
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contaminacdo por B. cereus, ndo se verificaram diferencas significativas devido as
condicBes ambientais (P = 0,47). A analise estatistica dos resultados (ANOVA), mostra
ainda que n&do existem diferencas significativas na contagem de enterococos, C.
perfringens, Pseudomonas e B. cereus entre materiais de madeira e de plastico
(Penterococos = 0,45; Pc. perfringens — 0,91; Ppseudomonas = 0,87; Pg.cereus = 1,0). Para as diversas
condi¢des ambientais estudadas nédo se verificou, portanto, que a madeira possa ser mais

susceptivel a contaminacdo do que o plastico, para estes microrganismos estudados
(figuras 4.16 e 4.17).

1
0.5 ---A--- C. perfringens - madeira
NE 0 ---m--- C. perfringens - plastico
§ m —&— Enterococos - madeira
= . AN
zZ 0,5 . —@— Enterococos - plastico
g
-1
-1,5
-2
0 20 40 60 80 100

Dias

Figura 4.16: Contagem de Enterococos e Clostridium perfringens (log NMP/cm?), nas amostras recolhidas ao longo
de trés meses nas diversas condigBes ambientais, nos dois tipos de materiais (madeira e plastico).

log NMP/cm?2 ou log ufc/cm?

Dias

. ---A--- B. cereus - madeira
N

---H--- B. cereus - plastico
—&— Pseudomonas - madeira

—— Pseudomonas - plastico

Figura 4.17: Contagem de Pseudomonas (log NMP/cm?) e Bacillus cereus (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao
longo de trés meses nas diversas condi¢des ambientais, nos dois tipos de materiais (madeira e plastico).
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Quadro 4.13: Contagem de B. cereus (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses nas diversas
condigdes ambientais.

Dias e datas apds inicio do ensaio

Condigoes Material 1 2l 61 94
31 Marco 30 Abril 30 Maio 2 Julho

Madeira — Alto Minho <0,65 1,20 <0,65 <0,65
C1: Madeira — Castelo de Paiva ~ <0,65 1,66 <0,65 <0,65
4-7°C Madeira — Mealhada <0,65 1,23 <0,65 <0,65
80-82%H PEAD 2,37 1,71 <0,65 <0,65
PP 1,40 <0,65 <0,65 <0,65
Madeira — Alto Minho <0,65 <0,65 <0,65 <0,65
C2: Madeira — Castelo de Paiva ~ <0,65 <0,65 <0,65 <0,65
20°C Madeira — Mealhada <0,65 <0,65 <0,65 <0,65
55-60%H PEAD 2,39 <0,65 <0,65 <0,65
PP 1,83 <0,65 <0,65 <0,65
Madeira — Alto Minho <0,65 <0,65 <0,65 <0,65
C3: Madeira — Castelo de Paiva ~ <0,65 <0,65 <0,65 1,34
15-30°C Madeira — Mealhada <0,65 <0,65 <0,65 <0,65
50-80%H PEAD 2,44 <0,65 <0,65 <0,65
PP 2,12 <0,65 <0,65 2,27

N&o se verificaram diferencas entre diferentes tipos de plastico para a contaminacao
com enterococos, C. perfringens, Pseudomonas e B. cereus (Penterococos = 0,75; Pc.
perfringens = 0,80; Ppseudomonas = 0,50; Pgeereuss = 0,31), nem entre diferentes tipos de
proveniéncias de madeiras (Penterococos = 0,52; Pc. perfringens = 0,69; Ppseudomonas = 0,50)
para a contaminagdo com enterococos, C. perfringens e Pseudomonas. Verificou-se que
em termos de contagem de B. cereus, a madeira proveniente de Castelo de Paiva
apresentou no final do ensaio uma contaminacdo significativamente superior a
contaminacdo observada nas madeiras provenientes do Alto Minho e da Mealhada (P =
0,0034) (figura 4.18). Uma vez que as madeiras tinham todas o mesmo tipo de
tratamento, esta diferenca pode dever-se a origem da madeira. No entanto, as madeiras
provenientes de Castelo de Paiva, sdo utilizadas para fazer os cantos das caixas e
portanto, sdo serradas ao meio, apds o tratamento efectuado para a higienizacdo e
preservacdo da madeira (Pico, 2008). Devido a este facto, a parte serrada, como néo foi
previamente exposta a tratamento esta mais susceptivel & contaminacdo e degradacao.
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Figura 4.18: Comparacéo entre madeiras de diferentes proveniéncias, em termos de contagem de B. cereus (log
ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses.
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Figura 4.19: Contagem de bolores e leveduras a 25°C e a 37°C (log ufc/cm?), coliformes, enterococos, C.
perfringens, Pseudomonas (log NMP/cm?) e B. cereus (log ufc/cm?), nas amostras recolhidas ao longo de trés meses.

De acordo com a figura 4.19, a maior contaminacdo observada, nos materiais em estudo
(madeira e plastico), deveu-se a bolores e leveduras e a B. cereus. Estas contagens
foram significativamente superiores as obtidas nas contagens dos restantes
microrganismos (coliformes, enterococos, C. perfringens e Pseudomonas). Na maior
parte das contagens efectuadas verificou-se um decréscimo da contaminagdo ao longo
do tempo, excepto para a contagem de pseudomonas, em que se Vverificou um
crescimento no inicio do ensaio.
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4.3 Ensaio 3

4.3.1 Contaminac¢ao com Bolores e Leveduras

Neste estudo, os materiais a experimentar foram inoculados com uma cultura de bolores
e leveduras contendo 2,8 x 10* ufc/ml. Apés a inoculagdo dos materiais, estudou-se a
evolucéo da carga microbiana (bolores e leveduras) nestes.

Os quadros 4.14 e 4.15 e as figuras 4.20 e 4.21 apresentam os resultados obtidos
referentes a evolugdo da contaminacdo dos materiais com bolores e leveduras a 7°C e a
20°C, respectivamente, ao longo do tempo de ensaio (cerca de 20 dias).

Quadro 4.14: Evolugao da Contaminacéo com bolores e leveduras nos materiais em estudo, ao longo do tempo, no
ensaio efectuado a 7°C (log ufc/cm?).

10

12

15

17

1,80 0,37
161 091
3,18 1,22
159 2,36
1,04 0,59
2,15 0,50
1,81 0,62

1,93 2,62

1,10
121
0,49
3,43
1,59
1,40
1,10

1,09

0,37
4,30
3,56
4,72
4,05
4,25
3,72

3,84

1,62
4,06
2,29
4,96
2,55
5,00
1,62

1,38

3,29
4,13
3,79
4,85
3,68
4,99
0,92

0,87

5,24
5,03
4,07
541
5,10
5,39
0,36

0,68

4,86
5,83
4,69
St
4,56
5,02
0,36

0,43
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Figura 4.20: Evolucéao da contaminagdo com bolores e leveduras nos materiais em estudo a 7°C, ao longo do tempo.

Quando os materiais sdo incubados a 7°C, observa-se inicialmente uma diminuicdo da
carga microbiana e depois um desenvolvimento e crescimento dos fungos e leveduras
em todos os materiais. No entanto, a partir do 8° dia, verifica-se que no plastico a carga
microbiana diminui significativamente, enquanto que na madeira, os bolores e leveduras
continuam em crescimento. Até ao fim do ensaio (17 dias), verifica-se que o teor em
bolores e leveduras nas madeiras € significativamente superior ao dos plasticos (P =
0,00038).

Quadro 4.15: Evolucéo da Contaminacdo com bolores e leveduras nos materiais em estudo, ao longo do tempo, no
ensaio efectuado a 20°C (log ufc/cm?)

384 486 518 522 481 523 518 5,07
383 466 49 490 524 490 523 494
4,02 474 462 4,79 498 516 419 4,69
436 559 513 526 529 6,01 505 530
430 551 493 524 503 532 506 5,02
431 396 489 464 415 428 430 5,00
348 3,22 132 110 084 027 027 0,27

416 239 169 033 073 103 0,33 0,33
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Figura 4.21: Evolugéao da contaminagdo com bolores e leveduras nos materiais em estudo a 20°C, ao longo do tempo.

Quando os materiais foram incubados a 20°C, observou-se uma diminui¢do da carga
microbiana nos materiais de plastico, enquanto nos materiais de madeira se verifica um
desenvolvimento e crescimento de bolores e leveduras que se mantém constante a partir
do 4° dia. Ao longo do ensaio (24 dias), verificou-se que o teor de bolores e leveduras

nas madeiras é significativamente superior ao dos plasticos (P = 8,3 x 10°

24) )

A figura 4.22 apresenta a comparacdo da evolucdo da contaminagdo com bolores e
leveduras as diferentes temperaturas ensaiadas (7 °C e 20°C).
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Figura 4.22: Comparagdo da evolugdo da contaminagdo com bolores e leveduras nos materiais em estudo (madeira e
plastico) a diferentes temperaturas.
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A analise da figura 4.22 mostra que, quando os materiais sdo incubados a 7°C, observa-
se inicialmente uma diminuigdo da carga microbiana e depois um desenvolvimento e
crescimento dos bolores e leveduras até ao 8° dia. A partir deste dia verifica-se uma
estabilizagcdo da contaminacgdo. Quando os materiais foram incubados a 20°C, observou-
se uma diminuicdo da carga microbiana nos primeiros dias do ensaio. A esta
temperatura, verifica-se a estabilizacdo da contaminacéo a partir do 10° dia. A analise da
figura 4.22 mostra ainda que, em termos da contaminacdo dos materiais com bolores e
leveduras, ndo se verificam diferencas significativas entre as temperaturas de incubacéo
estudadas apos o 8° dia (P = 0,11). No entanto, no inicio do ensaio verificou-se que a
temperatura de 7°C, a contaminacdo € significativamente inferior a contaminacao
verificada a 20°C (P = 3,3 x 10™). Ou seja, a 7°C, ap6s a inoculacdo dos materiais,
verificou-se que a cultura necessitou de um tempo de adaptacdo as novas condi¢des
experimentais, o que ndo ocorreu a 20°C.

A figura 4.23 apresenta a comparacdo da evolucdo da contaminagdo com bolores e
leveduras, nas madeiras em estudo, com diferentes percentagens de humidade ensaiadas
(7-10%H e 20-25%H).

BOLORES E LEVEDURAS
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Figura 4.23: Comparacéo da evolugdo da contaminacéo com bolores e leveduras nas madeiras em estudo com
diferentes percentagens de humidade.
A anélise do gréafico anterior (figura 4.23) mostra que a percentagem de humidade na
madeira ndo influencia a evolugdo da contaminacdo das madeiras com bolores e
leveduras. Contudo, observa-se que as madeiras mais humidas (20-25%H) se
apresentam mais contaminadas do que as madeiras com apenas 7-10% de humidade.
Esta diferenca ndo &, no entanto, estatisticamente significativa (P = 0,13).
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As figuras 4.24 e 4.25 apresentam a comparacdo da evolugdo da contaminagdo com
bolores e leveduras, nas madeiras de diferentes proveniéncias e nos plasticos de
diferentes tipos em estudo, respectivamente.
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Figura 4.24: Comparacéo da evolucdo da contaminacgéo com bolores e leveduras nas madeiras provenientes de trés
diferentes regides de Portugal.

De acordo com os resultados apresentados na figura 4.24 pode-se concluir que ndo se
observam diferencas significativas entre as diferentes madeiras de pinho, provenientes
de diferentes regides de Portugal (Alto Minho, Castelo de Paiva e Mealhada), em
termos da evolugdo da contaminag&o com bolores e leveduras (P = 0,64).
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Figura 4.25: Comparacdo da evolugdo da contaminagdo com bolores e leveduras nos diferentes tipos de plastico (PP

e PEAD).
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Pela analise da figura 4.25, pode-se observar que ndo se obtiveram diferencas
significativas nos dois tipos de pléstico utilizados neste estudo (PP e PEAD), em termos
da evolugéo da contaminagdo com bolores e leveduras (P = 0,71).

Para o estudo com Bacillus cereus, os materiais a estudar foram inoculados com uma
cultura pura de Bacillus cereus contendo 6,3 x 10" ufc/ml. Apés a inoculacio dos
materiais, estudou-se a evolugéo da carga microbiana (Bacillus cereus) nestes, ao longo
de cerca de 20 dias.

Os quadros 4.16 e 4.17 e as figuras 4.26 e 4.27 apresentam o0s resultados obtidos
referentes a evolucdo da contaminacdo dos materiais com Bacillus cereus a 7°C e a
20°C, respectivamente, ao longo do tempo de ensaio (cerca de 20 dias).

Quadro 4.16: Evolucéo da Contaminacdo com Bacillus cereus nos materiais em estudo, ao longo do tempo, no
ensaio efectuado a 7°C (log ufc/cm?)

DIAS APOS INOCULACAO
MATERIAIS 1 3 5 8 10 15 18 22

7 - 10%H 4,16 3,73 3,47 329 328 282 289 257

ALTO MINHO
20-25%H 334 289 293 327 377 352 324 337
CASTELO DE 7 - 10%H 432 257 311 348 392 318 285 3,01
PAIVA 20-250%H 515 301 320 396 387 346 346 363
7 — 109%H 390 310 305 362 330 379 318 3,29

MEALHADA
20-250%H 383 342 322 369 359 372 377 378
PP 404 257 316 273 349 278 264 245
PEAD 440 424 346 345 351 355 307 355

59
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Figura 4.26: Evolucdo da contaminacgdo com Bacillus cereus nos materiais em estudo a 72C, ao longo do tempo.

Quando os materiais sdo incubados a 7°C, observa-se inicialmente uma diminuicdo da
carga microbiana, mantendo-se esta constante a partir do 4° dia. Ao longo do periodo
em estudo, cerca de 22 dias, ndo se verificam diferencas significativas em termos da
contaminagdo com Bacillus cereus entre a madeira e o plastico, a esta temperatura (P =

0,41).

Quadro 4.17: Evolucédo da Contaminacdo com Bacillus cereus nos materiais em estudo, ao longo do tempo, no
ensaio efectuado a 20°C (log ufc/cm?).
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Figura 4.27: Evolucdo da contaminagdo com Bacillus cereus nos materiais em estudo a 20%C, ao longo do tempo.

Nos materiais incubados a 20°C observa-se um aumento da carga microbiana nos
materiais de plastico, enquanto nos materiais de madeira se verifica uma ligeira
diminuicdo da carga microbiana. Ao fim de 22 dias, a contaminacao de Bacillus cereus
nos plasticos era significativamente superior a das madeiras com este microrganismo (P
= 1,2 x 10®). Verificou-se também, a esta temperatura, que as madeiras contaminadas
com B. cereus, apresentaram no final do ensaio, fungos e leveduras (Figura 4.28).

Figura 4.28: Crescimento de bolores e leveduras em madeiras inoculadas com B. cereus.

A figura 4.29 apresenta a comparagdo da evolucdo da contaminagdo com B. cereus as
diferentes temperaturas ensaiadas (7 °C e 20°C).
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Figura 4.29: Comparacéo da evolugdo da contaminagéo com Bacillus cereus nos materiais em estudo (madeira e
plastico) a diferentes temperaturas.

A anélise do gréafico anterior (figura 4.29) mostra que, em termos da contaminagdo dos
materiais com Bacillus cereus, ndo se verificam diferencas significativas entre
temperaturas de incubacdo, embora a contaminacdo a 20°C seja superior a contaminagao
observada a 7°C (sem significado estatistico, P = 0,18). A contaminacdo manteve-se
constante ao longo do ensaio.

A figura 4.30 apresenta a comparacgdo da evolucdo da contaminagdo com B. cereus, nas
madeiras em estudo, com diferentes percentagens de humidade ensaiadas (7-10%H e
20-25%H).
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Figura 4.30: Comparacéo da evolugdo da contaminacéo com Bacillus cereus nas madeiras em estudo com diferentes
percentagens de humidade.
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A analise do grafico que consta na figura 4.30 mostra que a percentagem de humidade
na madeira ndo influencia a evolugdo da contaminagdo das madeiras com Bacillus
cereus. Contudo, verifica-se que as madeiras com maior percentagem de humidade (20-
25%H) se apresentam menos contaminadas do que as com apenas 7-10% de humidade.
Esta diferenca ndo €, no entanto, estatisticamente significativa (P = 0,40).

As figuras 4.31 e 4.32 apresentam a comparacao da evolucdo da contaminagdo com B.
cereus, nas madeiras de diferentes proveniéncias e nos plasticos de diferentes tipos em
estudo, respectivamente.
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Figura 4.31: Comparacéo da evolugdo da contaminacéo com Bacillus cereus nas madeiras provenientes de trés
diferentes regides de Portugal.

De acordo com os resultados apresentados na figura 4.31 pode-se concluir que se
observam diferencas significativas entre as madeiras de pinho, de diferentes
proveniéncias, em termos da evolucdo da contaminacio com B. cereus (P = 3,4 x 107).
As madeiras provenientes do Alto Minho apresentaram uma contaminagédo
significativamente inferior as de Castelo de Paiva e da Mealhada. N&o se observaram
diferengas significativas entre estas dltimas, em termos da contaminagéo com B. cereus.
Dado que as madeiras sofrem o mesmo tipo de tratamento, exceptuando o caso da
madeira proveniente de Castelo de Paiva, pelos motivos anteriormente expostos, a
diferenga comportamental associada & madeira de Alto Minho podera dever-se a origem
da propria madeira.
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Figura 4.3: Comparacédo da evolucdo da contaminagdo com Bacillus cereus nos diferentes tipos de pléstico (PP e

PEAD).

Pela andlise da figura 4.32, pode-se observar que nao se obtiveram diferencas
significativas nos dois tipos de plastico utilizados neste estudo (PP e PEAD), em termos

da evolucdo da contaminacdo com Bacillus cereus (P = 0,07).
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5. Conclusoes

O principal objectivo deste estudo era comparar a higiene de caixas de madeira com
caixas de plastico destinadas a ser utilizadas na embalagem de produtos hortofruticolas.

Nas amostras recolhidas no MARL, verificou-se que ndo existiram diferencas
significativas entre a contaminagdo microbiana das caixas de madeira e de plastico, para
a maioria dos microrganismos pesquisados e enumerados. Contudo, na contagem de
bolores e leveduras a 37°C, em caixas contendo produtos horticolas, verificou-se uma
maior contaminacdo em caixas de madeira do que em caixas de plastico. Esta diferenca
observada €, estatisticamente, altamente significativa. Verificaram-se, no entanto,
diferencas significativas entre o tipo de alimento contido nessas caixas, fruto ou
horticola, em termos da contagem de alguns microrganismos (bolores e leveduras e
coliformes), tendo-se observado uma maior contaminagdo nas caixas contendo produtos
horticolas.

Verificou-se ainda que as embalagens que apresentaram valores mais elevados de
contamina¢do microbioldgica (madeira ou plastico), eram também aquelas que
apresentavam uma maior falta de higiene e de limpeza. Por outro lado, é de referir ainda
gue na maior parte das amostras analisadas, ndo foram detectados alguns dos
microrganismos pesquisados, o que indica algum cuidado na higiene e limpeza das
embalagens.

A andlise dos resultados obtidos no Ensaio 2 mostrou também que os materiais de
madeira apresentaram um comportamento semelhante ao dos materiais de plastico. Ou
seja, nas diversas condi¢des experimentais estudadas neste ensaio, ndo se verificou que
a madeira possa ser mais susceptivel a contaminacdo do ambiente circundante do que o
plastico. Ainda de acordo com os resultados obtidos neste ensaio, verificou-se que 0s
materiais sujeitos a contaminacdo em ambiente exterior, onde as amplitudes térmicas e
de humidade foram superiores, apresentaram uma contaminacdo microbiana
significativamente mais elevada do que a observadas nos materiais que foram
armazenados em refrigeracdo (4-7°C) e a uma temperatura (20°C) e humidade (55—
60%H) controladas. Estes resultados vém realcar a importancia das condi¢bes de
armazenamento, transporte e comercializacdo no controlo da higiene de embalagens
alimentares.

De acordo com os resultados obtidos no Ensaio 3, verificou-se que os materiais de
madeira possibilitam o crescimento e desenvolvimento de bolores e leveduras, néo se
verificando o mesmo nos materiais de plastico. Por outro lado, verificou-se que 0s
materiais de plastico, a temperatura de 20°C, possibilitam um maior crescimento e
desenvolvimento de B. cereus do que os materiais de madeira. Significa, portanto, que é
essencial, quer em embalagens de madeira, quer em embalagens de plastico, garantir a
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higiene e desinfeccdo das mesmas, antes da sua utilizacdo. A ndo efectivacdo deste
requisito poderd implicar, em embalagens de madeira, o crescimento e desenvolvimento
de bolores e leveduras, e em embalagens de plastico, o crescimento e desenvolvimento
de B. cereus, que podem contaminar os produtos acondicionados, constituindo por isso
um risco para a saude publica.

Os resultados obtidos neste estudo apontam para a possibilidade de contaminacéo e
desenvolvimento microbiano nos materiais usados nas embalagens de produtos
hortofruticolas, sobretudo devido & auséncia de boas préaticas de higiene. E, portanto,
fundamental que se realize a higienizacdo, a limpeza e a desinfeccdo das caixas
destinadas a acondicionar produtos hortofruticolas para evitar a proliferacdo de
microrganismos. No seguimento deste trabalho, seria interessante testar e estudar quais
as melhores técnicas e desinfectantes a utilizar neste tipo de embalagens, de modo a
assegurar uma correcta limpeza e desinfecgéo entre utilizacdes.

A localizagdo e as condi¢des de armazenamento contribuem também significativamente
para o0 controlo da qualidade microbioldgica das embalagens de produtos
hortofruticolas. Estes requisitos sdo validos para os dois tipos de material estudados, ou
seja, é necessario ter estes cuidados quer os materiais sejam de madeira, quer sejam de
plastico.
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