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RESUMO

Avaliacao microbiolégica de ovos revestidos com nanobiopolimero a base de isolado proteico de soro
0 ovo é um alimento proteico barato e acessivel, mas que esta sujeito a contaminacdo microbioldgica,
acarretando perigo potencial aos consumidores, principalmente se Salmonella estiver presente.
Fungos também representam sério problema para a qualidade de ovos, podendo levar a rejeicdo pelo
consumidor. Visando solucionar este problema, desenvolveu-se um revestimento a base de isolado
proteico de soro de leite (IPS) com nanoparticulas de montmorilonita adicionado do agente
antimicrobiano metabissulfito de sodio. A pesquisa objetivou avaliar a atividade antimicrobiana do
revestimento contra Salmonella Enteritidis, Aspergillus sydowii e Penicillium paxilli quando aplicado
em ovos brancos. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre as populacdes de S. Enteritidis
das cascas revestidas e sem revestimento. A. sydowii e P. paxilli apresentaram crescimento tanto nas
cascas de ovos sem revestimento quanto nas cascas de ovos revestidos, evidenciando que o
revestimento nao foi capaz de inibi-los nas condi¢cbes testadas. Concluise que o revestimento
desenvolvido nao apresenta atividade antimicrobiana contra S. Enteritidis, A. sydowii e P. paxilli nas
condicOes testadas.

Palavras-Chave: Revestimento, Biopolimero, Seguranca alimentar.

ABSTRACT

Microbiological evaluation of coated eggs with nanobiopolymer based on whey protein isolate

Egg is an inexpensive and affordable protein food, but it is subject to microbiological contamination,
posing a potential danger to consumers, especially if Salmonella is present. Fungi also represent a
serious problem for egg quality and can lead to consumer rejection. Aiming to solve this problem, a
coating based on Whey Protein Isolate (WPI) was developed with montmorillonite nanoparticles added
of sodium metabisulfite as antimicrobial agent. The objective of this research was to evaluate the
antimicrobial activity of the coating against Salmonella enterica Enteritidis, Aspergillus sydowii and
Penicillium paxilli when applied on white eggs. There was no significant difference (p> 0.05) between
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the S. Enteritidis populations of the coated and uncoated egg shells. A. sydowii and P. paxilli showed
growth in both uncoated and coated eggshells, evidencing that the coating was not able to inhibit
them under the conditions tested. It is concluded that the coating developed shows no antimicrobial
activity against Salmonella Enteritidis, Aspergillus sydowii and Penicillium paxilli under the conditions
tested.

keywords: Coating. Biopolymer. Food safety.

Introducao

Ovos sao alimentos pereciveis que estdo sujeitos a contaminacdo por micro-organismos
patogénicos e deterioradores. A estrutura porosa da casca permite que contaminantes como bactérias
e odores possam adentrar o ovo (LELEU et al., 2011; CANER; YUCEER, 2015), e a Salmonella Enteritidis
€ uma das primeiras bactérias encontradas em seu interior apds a contaminacao da casca (OLIVEIRA;
OLIVEIRA, 2013). A contaminacdo de ovos por salmonela € uma questdao complexa, afetada por
variaveis em cada estagio do processo de producdo de alimentos, ndo sendo possivel garantir a
producao de ovos livres desta bactéria (WHILEY; ROSS, 2015).

Apresenca de fungos também representa um grave problema para producéo e comercializacao
de ovos, tendo sido encontrados os géneros Penicillium e Aspergillus em ovos comercializados no
Brasil (FRAGA; CURVELLO; ROSA, 2007).

Com o intuito de solucionar problemas como estes, pesquisas com biopolimeros adicionados
de componentes antimicrobianos tem sido objeto de pesquisas, e as proteinas do soro de leite tem-
se destacado na forma de filmes com potencial utilizacdo em alimentos (FERNANDEZ-PAN; ROYO;
MATE, 2012; RAMOS et al., 2012; ZINOVIADOU; KOUTSOUMANIS; BILIADERIS, 2009).

0 isolado proteico de soro de leite (IPS) possui boa propriedade de barreira a gases e aparéncia
brilhante, o que a torna atrativa para uso como embalagem e favorece sua aceitacao pelo consumidor.
Contudo, filmes produzidos exclusivamente de concentrado ou isolado proteico de soro de leite
mostram-se quebradicos, sendo necessaria a incorporacao de um plastificante a matriz polimérica. O
glicerol é um plastificante hidrofilico bastante empregado por aumentar a mobilidade molecular e,
por consequéncia, a flexibilidade e hidrofilicidade dos filmes plastificados (MALI et al., 2004). Com a
finalidade de melhorar as propriedades mecanica e de barreira do IPS, pode-se incorporar também a
estrutura do biopolimero particulas em nanoescala (QAZANFARZADEH; KADIVAR, 2016), como os
argilominerais.

A montmorilonita (MMT) é uma das nanoargilas mais utilizados na producdao de
nanocompositos, e ao ser adicionada a um biopolimero, é capaz de promover a formacao de uma via
tortuosa através da qual os elementos permeaveis tém maior dificuldade em penetrar no
nanocomposito (ECHEVERRIA; EISENBERG; MAURI, 2014).

A aplicacdo de nanocompdsitos pode melhorar as propriedades de flexibilidade, durabilidade,
estabilidade e barreira a gases, além de possibilitar a incorporacdo de nanomateriais com
propriedades nutricionais e/ou antimicrobianas, contribuindo para estender a vida Util dos mais
diversos alimentos e reduzir os residuos de embalagens CHAUDHRY; CASTLE, 2011). Dessa forma é

possivel desenvolver uma embalagem ativa que libere um composto antimicrobiano diretamente na
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superficie do alimento, necessitando assim de quantidades bem menores que aquelas requeridas caso
o antimicrobiano fosse incorporado diretamente ao alimento (SOARES et al., 2009).

Dentre os compostos antimicrobianos permitidos pela legislacao brasileira (BRASIL, 2008)
estdao o dioxido de enxofre e seus sais, que incluem os metabissulfito de sodio (MBS) e de potassio.
Estes sao aditivos multifuncionais, atuando na prevencdo do escurecimento enzimatico e nao
enzimatico, no controle microbioldgico, como antioxidante e agente branqueador (MACHADO;
TOLEDO; VICENTE, 2006; OLIVEIRA et al., 2008).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana de um
revestimento a base de IPS adicionado de nanoparticula de MMT e incorporado de MBS aplicado em

cascas de ovos, contra Salmonella enterica Enteritidis, Aspergillus sydowii e Penicillium paxilli.
Material e métodos

Manutencao e padronizacao das culturas microbianas

A cepa bacteriana utilizada no experimento foi a Salmonella enterica sorovar Enteritidis 564,
gentilmente cedida ao Laboratorio de Microbiologia de Alimentos do DCA/UFLA pela pesquisadora
Dalia dos Prazeres Rodrigues - Laboratorio de Referéncia Nacional de Colera e outras Enteroinfeccoes
/Departamento de Bacteriologia /10C/ Fiocruz.

A curva de crescimento da bactéria foi determinada através da inoculacao de 1 mL da cultura
bacteriana em caldo Tryptic Soy Broth (TSB) previamente esterilizado, seguido de incubacao a 37 °C,
com monitoramento do crescimento, de hora em hora, por meio de espectrofotometria (600 nm) e
plagqueamento em meio de cultura Tryptic Soy Agar (TSA). O procedimento foi repetido até chegar a
leituras constantes, garantindo, assim, a fase estacionaria. Por meio desse procedimento, foi possivel
padronizar a cultura reveladora em 10° unidades formadoras de colonia (UFC) por mL de caldo TSB. A
manutencao da cepa era realizada a cada trinta dias por meio de repicagem da cultura e estocagem
a -18 °C, em microtubos contendo meio de congelamento [glicerol (150 mL), peptona (5 g), extrato
de levedura (3 g), NaCl (5 g), H20 (1.000 mL) e ajustado a pH 7,2 + 0,2].

Os fungos Aspergillus sydowii (CCDCA 10249) e Penicillium paxilli (CCDCA 10255) utilizados no
experimento foram fornecidos pela Colecao de Cultura de Micro-organismos do DCA/UFLA. Para a
manutencao da viabilidade das cepas, um leve toque na cabeca conidial dos fungos foi feita com o
auxilio de palitos de madeira estéreis (121 °C/ 20 minutos), sendo transferidos para placas de Petri
contendo Malt Extract Agar estéril (MA - 20 g de extrato de malte, 20 g de agar e 1 L de agua destilada).
As placas eram incubadas por 10 dias a 25 °C, seguida de armazenamento refrigerado (- 10 °C). A cada
30 dias, o processo era repetido a fim de manter as culturas viaveis.

A padronizacao dos inoculos foi feita a partir de placas crescidas com fungos, as quais foram
cobertas com 10 mL de agua destilada contendo duas gotas de tween 80. Com o auxilio de alca de
Drigalski, os esporos foram suspendidos na solucao, que foi filtrada em gaze estéril e recolhida em

béquer. Para a obtencao da concentracao de esporos necessaria, 1 mL do filtrado foi diluido em tubo
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com 9 mL de agua destilada estéril, seguida de homogeneizacao cautelosa. Uma aliquota de 10 pL
desta suspensao de esporos foi colocada em camara de Neubauer até seu completo preenchimento,
sendo entao levada para contagem em microscopio 6tico com aumento de até 400 vezes. Diluicoes

sucessivas foram feitas até alcancar a concentracao padrdo de 107 esporos.mL™" de solucao.
Escolha dos ovos para o experimento

Os ovos brancos utilizados no experimento eram de classe A, tipo Extra, com peso médio de
62,84 g + 1,41, provenientes da granja do Setor de Avicultura do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Estes foram coletados no periodo da manha, selecionados
quanto a auséncia de sujidades externas e de trincas, sendo levados imediatamente para o laboratorio
de embalagens do DCA/UFLA, onde foram analisados em ovoscopio, pesados e identificados. A
gravidade especifica dos ovos foi determinada em pools de 10 ovos, por repeticdo, obtendo-se o valor
médio de 1,084 + 0,0003 (FREITAS et al., 2004).

O ensaio envolveu um plantel com poedeiras comerciais da linhagem Hy Line W36 criadas em

gaiolas e com 78 semanas de idade.
Revestimento a base de isolado proteico de soro de leite (IPS)

Para a elaboracao do revestimento foram utilizados isolado proteico de soro (WPI 9410), com
minimo de 91% de proteina, da Hilmar Ingredients (EUA); glicerol da Sigma-Aldrich (Brasil);
nanoparticulas de montmorilonita (Cloisite Na+) da Southern Clay Products (EUA) e acido citrico P.A
da Proquimios (Brasil). O agente antimicrobiano testado foi o metabissulfito de sodio P.A da Synth
(Brasil), na concentracao de 500 pg.mL" de revestimento.

A formulacao nao pode ser detalhada por estar em processo de patente no Instituto Nacional
da Propriedade Industrial (INPI), sob o no BR 1020170176410.

Montagem do experimento e monitoramento dos micro-organismos

Vinte ovos tiveram seu conteudo drenado e pedacos de casca com aproximadamente 1 cm x
1 cm foram retirados da parte equatorial dos ovos. Em seguida, as cascas foram lavadas com agua
clorada (50 ppm) e sanificadas com alcool 70%, seguida de esterilizacdo por radiacao ultravioleta (UV)
durante 30 minutos, em camara de fluxo laminar, a fim de eliminar os micro-organismos presentes na
casca. Amostras de cascas foram submetidas as analises de Salmonella e de fungos e leveduras (SILVA
et al., 2010), a fim de verificar a eficacia do método empregado na esterilizacdo. Para o experimento
com Salmonella, 40 pL de caldo BHI (Brain Heart Infusion) com agar (0,40% p/v) estéril foi
uniformemente espalhado por toda a superficie dos pedacos de casca, formando uma fina camada.
Em seguida, cada um dos pedacos foi inoculado com 10 pL de caldo TSB contendo S. Enteritidis na
concentracao de 10° UFC.mL™". As cascas foram entéo divididas em dois grupos: sem revestimento e

com revestimento.
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As cascas sem revestimento foram colocadas em placas de Petri estéreis semiabertas e
acondicionadas em dessecador contendo solucao saturada de NaCl. O dessecador foi armazenado em
camara climatica a 25 oC durante todo o experimento. A solucao salina teve a funcdo de gerar umidade
relativa de 75% dentro do dessecador. As cascas revestidas foram uniformemente cobertas com 100
HL do revestimento, e acondicionadas no dessecador. Esse procedimento visou simular a transmissao
horizontal de Salmonella, na qual a contaminacdo ocorre depois que o ovo € posto. O experimento
foi feito com trés repeticoes, sendo utilizados trés pedacos de casca para cada tempo de analise (0,
24 h, 48 h, 72 h e 96 h).

No momento das analises, cada pedaco de casca foi colocado em tubo contendo 10 mL de
agua peptonada estéril, homogeneizado por 5 minutos em agitador Vortex, seguida de diluicao seriada
decimal e plagueamento por superficie (Spread Plate) em meio de cultura Hektoen estéril (SILVA et
al., 2010). As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas seguida de contagem das colonias tipicas.
A média do nimero de UFC contadas nas placas em triplicata, multiplicado pelo fator de diluicao das
placas correspondentes e pelo fator de correcao da aliquota (x 10) forneceram a quantidade de micro-
organismos por cm?.

A confirmacao de Salmonella foi feita em colbnias tipicas que foram transferidas para os
caldos tetrationato e rappaport (enriqguecimento seletivo), incubadas a 25 °C e 37 °C por 24 horas,
seguida de estriamento em agar Rambach Merck® (plaqueamento diferencial) e incubacao por 24
horas a 37 °C.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p < 0,05)
utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2014). Os dados foram utilizados para verificar a atividade
antibacteriana in situ do revestimento frente a S. enterica Enteritidis 564 na casca dos ovos.

Para o experimento com fungos, o procedimento foi similar ao descrito acima, diferenciando-
se apenas pelo substrato superficial (40 pL de solucéo nutritiva estéril contendo 2% p/v de extrato de
malte, 0,5% p/v de glicose e 0,4% p/v de agar) e inéculo (10 pL da suspensdo aquosa contendo 107
esporos.mL™"). Esse procedimento visou simular a contaminacao do ovo no ambiente de postura. O
experimento foi feito com trés repeticoes e de forma independente para cada uma das espécies de
fungos (Aspergillus sydowii e Penicillium paxilli). Foram analisados trés pedacos de casca a cada 24
horas durante 5 dias (0, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h e 120 h). O monitoramento do crescimento flngico
consistiu em verificar, visualmente, alteracdes na superficie das cascas, tais como coloracao,

aparecimento de hifas e micélios e formacao de massa fungica.
Resultados e discussao

Avaliacoes microbiologicas das cascas dos ovos realizadas anteriormente a aplicacao dos
inoculos ndo detectaram a presenca de Salmonella spp. e nem de fungos e leveduras, comprovando

que a limpeza e sanitizacao das cascas foram eficazes.

Analise de Salmonella na casca dos ovos
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Conforme a analise estatistica, nao houve interacao significativa (p > 0,05) entre os fatores
estudados (tempo de armazenamento x tipo de revestimento) sobre a populacao de S. Enteritidis nas
cascas dos ovos (TABELA 1).

Tabela 1 - Analise de variancia (ANOVA) da populacdo de Salmonella (log UFC/cm?) na casca
de ovos revestidos e sem revestimento durante armazenamento por 96 horas a temperatura de
25 1 3°C e umidade relativa de 75 + 3 %.

Fv GL sQ o]} Fc Pr>Fc
Tipo de Revestimento 1 0,000682 0,000682 0,024 0,88 ns
Tempo armazenamento 4 39,24 9,81 339,57 0,000 *
Revestimento x Tempo 4 0,184 0,046 1,59 0,215 ns
Residuo 20 0,578 0,0289 -

Total 29 11.211,37

ns - nao significativo ao nivel de 5% de significancia; * - significativo ao nivel de 5% de significancia.

O tempo de armazenamento afetou o crescimento bacteriano, nao havendo diferenca

significativa (p > 0,05) entre a populacao de S. Enteritidis nos ovos com e sem revestimento (FIGURA1).

Figura 1 - Contagem da populacdo de Salmonella Enteritidis em cascas de ovos revestidos
e sem revestimento durante armazenamento a temperatura de 25 + 3 °C e umidade relativa de
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Observou-se que nas primeiras 48 horas, a populacao aumentou em mais de 3 ciclos log
UFC/cm?, para ambos os tratamentos, indicando que o antimicrobiano presente no revestimento nao
foi capaz de inibir a bactéria nas condicoes testadas. O fato da casca estar seca, devido a desidratacao
causada pelo alcool usado em sua sanitizacao, criou um meio com baixa umidade, impedindo a difusao
do MBS e tornando-o indisponivel para a acdo bactericida. De acordo com Xu et al. (2013), a presenca
de umidade e acidos organicos, como o acido citrico, propicia maior liberacao do didxido de enxofre
em filmes contendo MBS.

No tempo de 72 horas, a populacao bacteriana dos ovos sem revestimento e revestidos
reduziram em 1,64 e 1,21 ciclos log UFC/cm?, respectivamente. Essa reducao se deve, possivelmente,
a escassez de nutrientes ja que a populacdo bacteriana havia aumentado muito nas primeiras 48h,
mas a quantidade de nutrientes na casca nao sofreu nenhum incremento.

Nos tempos 72 h e 96 h, a populacao bacteriana nao diferiu significativamente, para ambos
os tratamentos, indicando um novo ponto de equilibrio populacional. As equacdes y = 0,00002x3 -
0,0038x2 + 0,2029x + 5,4527 (R2 = 0,9848) e y = 0,00003x3 - 0,0045x2 + 0,2229x + 5,4463 (R2 = 0,9580)
descrevem a evolucao populacional da bactéria durante o periodo de armazenamento para os ovos
revestidos e sem revestimento, respectivamente.

Apesar de nao ter apresentado atividade antibacteriana contra a S. Enteritidis, € possivel que
0 revestimento possa criar uma barreira a entrada da bactéria para o interior do ovo, desde que
aplicado logo apos a limpeza da casca. Xie et al. (2002) avaliaram a penetracdo de um corante (Blue
Lake) com particulas de 0,6 mm de diametro, que é do tamanho da maioria das bactérias, inclusive
da S. Enteritidis, em ovos lavados e revestidos com diversos compostos (isolado proteico de soja,
gliten de trigo, carboximetilcelulose e IPS). Os autores observaram que apenas o revestimento de IPS
foi capaz de bloquear os poros dos ovos a ponto de impedir a penetracao de 100% destas particulas,
levando-os a supor que o uso deste revestimento na casca de ovos possa diminuir acentuadamente a

contaminacao horizontal pos-lavagem.
Andlise de fungos na casca dos ovos

O monitoramento visual das cascas dos ovos mostrou que o revestimento nao foi capaz de
inibir o crescimento dos fungos Aspergillus sydowii e Penicillium paxilli, nas condicoes testadas

(TABELA 2).

Tabela 2 - Monitoramento da superficie das cascas de ovos sem revestimento e revestidas inocu-

ladas com fungos.

Tempo Fungos Aparéncia superficial
(horas)
Cascas sem revestimento Cascas revestidas
0 A. sydowii Levemente amarelado* Levemente amarelado*
P. paxilli Levemente amarelado* Levemente amarelado*
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24 A. sydowii Levemente amarelado* Levemente amarelado*

P. paxilli Levemente amarelado* Levemente amarelado*

48 A. sydowii Levemente amarelado* Pequenos pontos esparsos

e enegrecidos
P. paxilli Levemente amarelado* Levemente amarelado*

72 A. sydowii Pequenos pontos Aumento da quantidade

esparsos e enegrecidos  de pontos enegrecidos
P. paxilli Levemente amarelado* Levemente amarelado*
96 A. sydowii Aumento da quantidade Formacao de  massa
de pontos enegrecidos  flngica concentrada e
enegrecida
P. paxilli Aparecimento de tom Aparecimento de tom
esverdeado em pequenas esverdeado e  pontos
partes da casca. negros esparsos.

120 A. sydowii Pontos enegrecidos sem Massa flngica enegrecida
aumento significativoem densa e recoberta por
relacdo a observacdo leve camada de aspecto
anterior (96h). de algodao, e espalhada

por toda a casca do ovo.
P. paxilli Sem grandes alteracdes Aumento da tonalidade

em relacao a observacao
anterior (96h).

esverdeada e poucos
pontos negros nas bordas

da casca.

Observa-se que o A. sydowii foi o fungo que mais se desenvolveu nos ovos revestidos, sendo
possivel verificar seu crescimento em apenas 48 horas de incubacdo. Nas horas seguintes, o
crescimento foi intenso, com formacao de uma massa enegrecida e densa na superficie da casca (96
horas); e aparecimento de micélios brancos e cotonosos no Ultimo dia de analise (120 horas),
indicando que este fungo teve pleno acesso aos nutrientes necessarios para seu crescimento. As cascas
de ovos sem revestimento também apresentaram crescimento fungico, porém menos acentuado,
levando a supor que o revestimento, ao invés de inibir, propiciou o crescimento do A. sydowii.

Resultado similar foi observado para o fungo P. paxilli, entretanto com menor intensidade,
pois o crescimento visivel ocorreu apenas apds 96 horas de incubacao, para ambas as cascas, sendo
maior nas cascas revestidas.

E possivel que a concentracdo de MBS utilizada no revestimento (550 pg.mL™ ) tenha sido
insuficiente para inibir a grande quantidade de fungos (10° esporos/cm? ) presente nas cascas. Essa
hipdtese é sustentada pelas observacoes de Santos et al. (2013) que, estudando os efeitos do MBS
sobre o crescimento in vitro de quatro espécies de Aspergillus e Penicillium, verificaram que apenas
concentracbes acima de 5% (50.000 pg.mL') de MBS foram capazes de inibir todas as espécies;
concentracao 90 vezes maior que a presente no revestimento testado.

Em geral, os fungos filamentosos sao mais resistentes que bactérias e leveduras, e por isso a
dificuldade em encontrar um agente efetivo contra a maioria das cepas. Xavier et al. (2007)

observaram a alta resisténcia de diferentes espécies de Aspergillus aos agentes quimicos iodoforo,
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cloreto de benzalconio e digluconato de clorexidina. Bus et al. (1991) também verificaram a
resisténcia de algumas estirpes de Penicillium a diferentes concentracdes dos fungicidas benomil,
tiabendazol e imazalil. Em comum estes trabalhos mostram que até mesmo compostos consagrados
no controle flngico estao sujeitos a variaveis como espécie de fungo, condicdes ambientais e
concentracoes utilizadas.

E possivel também que o MBS nao tenha conseguido se difundir pelo meio nutriente contendo
os fungos, conforme ocorrido no teste com a Salmonella. O fato da casca estar extremamente seca
provavelmente fez com que o meio nutriente tenha perdido muita umidade, impedindo a difusao e
acesso do MBS aos fungos.

O maior crescimento de ambos os fungos nas cascas revestidas, em comparacao com as cascas
sem revestimento, se deve, provavelmente, ao alto teor de proteina deste revestimento, que pode
ter sido utilizado no metabolismo destes micro-organismos. Fungos filamentosos como o Aspergillus
e o Penicillium possuem capacidade de produzir proteases, também conhecidas como peptidases ou
peptideo hidrolases (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011; IKRAM-UL-HAQ; MUKHTAR, 2007;
ORLANDELLI et al., 2012), que catalisam a reacado de hidrolise das ligacoes peptidicas existentes em
moléculas de proteina. Dessa forma, peptideos menores e aminoacidos livres sao utilizadas como
fonte de carbono e nitrogénio para o crescimento celular (RAO et al., 1998; ZANPHORLIN et al., 2011).

Normalmente os fungos produzem enzimas proteoliticas em fontes nitrogenadas proteicas
mais complexas do que em fontes de nitrogénio inorganico ou com baixo peso molecular (KUCERA,
1981), e isso parece ter ocorrido na casca revestida, ja que o revestimento era feito a base de isolado
proteico de soro. Essa composicdo, juntamente as condi¢des de incubacédo (25 °C e 75% de umidade
relativa) parecem ter sido fundamental para o maior desenvolvimento dos fungos nas cascas

revestidas.

Conclusoes

O revestimento a base de isolado proteico de soro de leite com nanoparticula de
montmorilonita e metabissulfito de sodio nao apresenta atividade antimicrobiana contra Salmonella
Enteritidis, Aspergillus sydowii e Penicillium paxilli nas condicdes testadas, quando aplicado em

cascas de ovos brancos.
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