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RESUMO

ARNEZ ZERDAS, Evelyn Rosse Mary, M.Sc.,Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2009. Avaliacdo do uso de surfactantes na remocdo de Salmonella
Enteritidis Aderida em superficie foliar da alface (Lactuca sativa L.).
Orientador: Nélio José de Andrade. Co-orientadores: Regina Célia Santos
Mendoca e Luis Antdnio Minim.

Surfactantes de natureza diversa vém sendo avaliados nas suas capacidades
bactericidas como alternativas a utilizagdo do cloro na sanitizagdo de vegetais. Nao
obstante, a interagdo superficies-microrganismos-surfactantes deve ser melhor
compreendida, visando aprimorar os procedimentos de sanitizacdo. Na presente
pesquisa, foram avaliadas, em folhas de alface, as acdes do cloreto de benzalcénio
(BAC) (300 a 2000) mg-L" e do dodecilssulfato de sédio (SDS) (600 a 3500 ) mg-L™
e o tempo de contato, na inativacdo das células sésseis de Salmonella Enteritidis. O
efeito do tempo, e a temperatura no processo de adesdo, a hidrofobicidade do
microorganismo e a superficie foliar com diferente rugosidade e a posi¢cao na roseta
de alface foram também avaliadas. Os resultados mostraram que o carater
hidrofobico-hidrofilico das superficies influem significativamente (p < 0,05) na adesao
de Salmonella Enteritidis, e que 0 AG,qes50 fOi favoravel para folhas externa, interna e
intermediaria da roseta, em magnitudes diferentes. O numero de células de
Salmonella Enteritidis aderidas na superficie da folha intermediaria (7,0 log UFC
/em?) foi, significativamente, menor (p < 0,05) do que as folhas externa (7,51 log
UFC/ cm?) e internas (7,75 log UFC/cm?). As solucdes de 1200 mg-L™" de BAC e de
600 mg-L" de SDS, a 25 °C e 10 minutos de contato, atingiram reducdes decimais
de 1,2 e 0,83 log UFC/cm?, respectivamente, e significativamente (p < 0,05) menores

que as 1,8 redugdes decimais atingidas com 200 mg-L" de dicloroisocianurato de
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sodio. Incrementos no tempo de contato entre 5 e 60 minutos, da concentragao mais
eficiente de SDS (1200 mg-L™") ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05)
nas redugdes decimais. A adesdo de Salmonella Enteritidis sobre a superficie de
alface foi influenciada de forma aditiva pelo tempo 5 a 90 minutos, e a temperatura 5
a 25 ° C, nao havendo interagéo entre esses fatores. As solugbes de BAC e SDS
apresentaram eficiéncia limitada na remocao de Salmonella Enteritidis, ndo atingindo
trés reducdes decimais requeridas para serem consideradas eficientes no controle
de bactérias sésseis. Solugcdes de SDS podem ser alternativas para a utilizagao
como detergente nos procedimentos de higienizagdo de alface, desde que aspectos

toxicologicos e sensoriais sejam levados em consideracgao.
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ABSTRACT

ARNEZ ZERDAS, Evelyn Rosse Mary, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2009. Evaluation of the use of surfactants in the removal of Salmonella
Enteritidis adhered on the surface of lettuce (Lactuca sativa L.) leaves.
Adiviser: Nélio José de Andrade. Co-Advisers: Regina Célia Santos
Mendoncga and Luis Anténio Minim.

Surfactants have been evaluated in their antimicrobial activity as an alternative to
chlorine compounds to sanitize vegetable. However, the interactions between
surfaces —microorganisms- surfactants should be better understand, improving the
sanitizing procedures. The efficiency of solutions of benzalkonium chloride (300 to
2000 mg-L™" of BAC) and sodium dodecil sulphate (600 — 3500 mg - L' de SDS) and
the contact time in the inactivation of sessile of Salmonella Enteritidis in the lettuce
leaves surfaces was evaluated. The effect of time and temperature in adherence
process, and the hydrophobicity of the microorganism and the leaves surfaces with
different roughness and position in the rosette of the lettuce also were evaluated. The
results showed that the hydrophobic-hydrophilic characteristics of surface affect (p <
0.05) the adherence of the Salmonella Enteritidis. The AGaghesion Was favorable for
internal and external leaves and for intermediary leaves in the rosette, in different
magnitudes. The number of Salmonella Enteritidis cells adhered to lettuce leaves
(7.0 log cfu:-cm™?) was lower than the microbial numbers found in the external (7.51
log UFC / cm? ), and internal leaves (7.75 log UFC / cm?). Solutions of 1200 mg-L™
de BAC and 600 mg-" of SDS, a 25 °C e 10 min contact reached 1.20 and 0.83
decimal reduction (DR) in the S. Enteritidis population, and these values were lower
(p < 0.05) than the obtained by 200 mg-L™" of free available chlorine prepared from

sodium dychloroisocianurate (1.8 DR). Increases in the contact time (5 to 60 minutes)



for solutions more efficient of SDS did not present differences (p<0.05) in the DR
numbers. The adherence of S. Enteritidis to lettuce leaves was affected in an additive
form by time 5 to 90 min, and temperature 5 a 25 °C, without interaction between the
factors, although temperature showed higher effect in the adherence process. The
BAC and SDS solutions showed a limited efficiency, because they did not reach 3
DR, as recommended sessile cells. The SDS solutions could be an alternative to be
used as a detergent in the cleaning am sanitizing process for lettuces. However, the

toxicological and sensorial aspect of this application should be taken in consideration.



1 INTRODUCAO

No Brasil a alface (Latuca sativa L.) é a hortalica folhosa de maior consumo
‘in natura”. Entre os tipos diferentes de alface, a de folha crespa é mais consumida,
ocupando 61% da demanda total do mercado.

As hortalicas frescas, entre elas a alface, foram identificadas como veiculos
de bactérias patogénicas, causadoras de doengas entéricas. Isto esta relacionada a
capacidade das bactérias patogénicas de se aderirem a superficie dos produtos
frescos, incidindo significativamente na industria alimentar.

As bactérias patogénicas causam contaminagdo em diferentes estagios da
cadeia produtiva. A origem da contaminagao é atribuida as fontes diversas entre
elas, uso de estercos crus, agua de irrigacéo e, ou lavagem contaminadas, presenca
de dejetos de animais na area de produgdo, e contaminagdo por manipulagdo na
pos-colheita e comercializagdo (BEUCHAT, 2000).

No elo comercial, como feiras livres e mercados, tem-se relatado
contaminagdo com coliformes fecais acima de 10° NMP/g, limite maximo
estabelecido pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) para alimentos
frescos in natura. As espécies frequentemente encontradas foram Escherichia coli,
Samonella spp., Citrobacter diversus, Enterobacter cloacae, Enterobacter geraoviae,
Enterobacter agglomeranis.

Solugdes de cloro, em concentracdes de 50 a 200 mg-L™, tém sido utilizadas
para sanitizar vegetais a escala comercial, embora esse tratamento reduza somente
de 1 a 2 ciclos logaritmicos, no caso das células sésseis da Salmonella sp. Por outro

lado, tales compostos ao reagir com o material organico fresco levam a formacéo de



compostos organoclorados carcinogénicos como os trialometanos e cloraminas
(MORETI, 2007). Sanitizantes alternativos sao testados na procura da substituigao
dos compostos clorados. A pesquisa tem se focado nos tensoativos pela sua
capacidade bactericida e, ou como coadjuvantes (detergéncia) na acado de outros
sanitizantes com o intuito de melhorar a eficiéncia dos processos de sanitizacao.

As industrias que comercializam produtos de higienizagdo e a propria
(ANVISA) tém procurado alternativas para aumentar a seguranga microbioldgica de
vegetais folhosos consumidos crus.

Entre as opgdes, encontram-se o aumento da eficiéncia dos sanitizantes e a
introducado de uma etapa de uso de agentes detergentes. Os surfactantes tém sido a
alternativa mais aplicada para uso como detergentes para folhosas, embora,
nenhum deles tenha sido aprovado com esse fim pela legislagdo brasileira. Isso
demonstra a necessidade de mais estudos para que o uso de surfactantes como
detergentes possa ser aplicado no controle microbiolégico em folhosas ingeridas
cruas.

No entanto, a informacédo relativa da atividade dos tensoativos, sobre
bactérias aderidas as hortalicas € limitada e inconclusiva. Isso, provavelmente,
devido a fatores como: variagdo das superficies vegetais, estadios de maturidade,
abundancia de ceras superficiais, entre as caracteristicas de superficie relevantes, e
caracteristicas particulares de cada bactéria como: hidrofobicidade superficial,
presenca de fimbria, capacidade de produgao de exopolimeros, etc.

Neste sentido, o presente trabalho teve por objetivo estudar a eficiéncia de
surfactantes catidnicos e anidnicos na inativagdo e remocado de Salmonella
Enteritidis aderida a superficie de alface de folha lisa e crespa. Além disso, a relacao
da hidrofobicidade e energia livre global do sistema com a capacidade de adesao da
Salmonella Enteritidis € a sua resisténcia a remocao pelos surfactantes sera

investigada.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Salmonella Enteritidis

Salmonella Enteritidis que pertence a familia Enterobacteriaceae, € um bacilo
Gram-negativo, ndo formador de esporos, anaerdbio facultativo, catalase-positivo,
oxidase-negativo, geralmente moveis por flagelos peritriquios, com crescimento
6timo a 37 °C. Sao termo-sensiveis e destruidos facilmente por temperaturas de
pasteurizacdo (ADAMS e MOSS, 2000).

Embora Salmonella Enteritidis possa crescer em pH 5,2 e temperatura de
46,2 °C, o pH étimo de crescimento é proximo da neutralidade, sendo considerados
inativos em pH com valores acima de 9,0 e abaixo de 4,0 (JAY, 2005).

Nas condi¢cdes otimas de disponibilidade de nutrientes, atividade de agua,
temperatura e pH, a bactéria pode multiplicar-se a cada 20 minutos (ABUSHELAIBI
et al., 2003).

Assim, como outras células bacterianas, a Salmonella Enteritidis, sob
condigbes favoraveis, pode iniciar um processo de adesdo e colonizagdo na
superficie das frutas e hortalicas. No caso da alface, essa bactéria, quando aderida,
sobrevive ao longo do cultivo, desde a fase de mudas, até a pds-colheita (ISLAM et
al., 2004; ERCOLANI, 2005).

As células bacterianas de Salmonella Enteritidis produzem polimeros
extracelulares que dao lugar a formacdo de biofilme. Este processo favorece a
tolerancia a dessecacao e a agao letal da luz ultravioleta. No caso das alfaces tipo
repolhuda, as folhas envolventes protegem as células bacterianas da incidéncia da

radiacao solar, favorecendo a sobrevivéncia da bactéria.



2.2 Analise de espécies de Salmonella

Métodos aceitos internacionalmente para a analise de salmonelas sao
descritos pelo Bacteriological Analytical Manual (BAM), editado pela Food and Drug
Administration (FDA) ou pelo Standard Methods for Examination of food Microbiology,
editado pela American Public Health Association (APHA).

O método proposto pela APHA é o adotado pela Associagcao Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT) e pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Este método permite a deteccdo deste microrganismo, mesmo em
alimentos que apresentem situacbes extremamente desfavoraveis para o seu
desenvolvimento, como em alimentos com microbiota competidora maior que a
populacdo de Salmonella sp., alimentos com células bacterianas muito reduzidas e,
ou alimentos em que as células se encontram injuriadas pelo calor, congelamento,
secagem, salga, cura, entre outros durante a conservagao ou transporte.

A determinagdo de Salmonella pelo método da APHA (2001) envolve as
etapas de pré-enriquecimento, enriquecimento seletivo, isolamento em meios
seletivos solidos e identificacdo completa das colbnias por meio de testes
bioquimicos e sorolégicos. No pré-enriquecimento, geralmente usa-se caldo
lactosado, no qual as bactérias utilizam a lactose e reduzem o pH, que gera efeito
bacteriostatico na microbiota competidora, favorecendo o isolamento da Salmonella
sp. (FLOWERS, 2001; SILVA, 2003).

Os meios seletivos utilizados sdo Agar Bismuto Sulfito (BS), Agar Verde
Brilhante (BG), agar Mac-Conkey, agar Salmonella-Shigella (SS), agar Hektoen
Entérico (HE), agar Xilose Lisina Desoxicolato Citrato (XLD). Esses meios estdo
destinados a promover o crescimento unicamente de colénias de Salmonella com
caracteristicas tipicas que permitam a sua identificacdo, para posterior confirmagao
bioquimica e sorolégica (SILVA, JUNQUEIRA e SILVEIRA, 1997).

Na identificacdo bioquimica, os meios mais utilizados s&o o agar Triplice
Acucar Ferro (TSI) e o agar Lisina Ferro (LIA). O meio TSI monitora a produgéo de
sulfeto de hidrogénio e utilizagdo de glicose, lactose e sacarose, enquanto que o LIA
monitora a produgao de sulfeto de hidrogénio e a descarboxilacdo de lisina. Esses
dois meios sao utilizados em combinagdo e fornecem uma analise bioquimica

preliminar de culturas suspeitas.



A identificacdo presuntiva de Salmonella inclui o meio Sulfeto Indol Motilidade
(SIM), que avalia a producgao de H,S, indol e motilidade, e o caldo ureia que avalia a
utilizacdo desta pelo microrganismo. A confirmagéo final é realizada com testes
soroldgicos, porque as diferentes estirpes de Salmonella nem sempre produzem
reagdes bioquimicas tipicas (FLOWERS, 2001).

2.3 Superficie foliar e Adesé&o bacteriana

Durante a colonizacdo bacteriana na superficie das plantas, as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie celular e a producdo de sustancias exopoliméricas sao
fundamentais, resultando na formagao de biofime (CHARACKLIS, 1990). As
propriedades e estrutura dos biofilmes sobre a superficie foliar dado aos sitios com
biofilme, caracteristicas de micro nichos (MORRIS e MONIER, 2003).

Essas propriedades derivam da natureza fisico-quimica do biofiime e da
organizacao espacial das bactérias dentro dele. A natureza semelhante a um gel da
matriz polimérica define, em parte, a difusdo e o0 movimento convectivo ao longo do
biofilme, atuando como peneira molecular e absorvente de nutrientes (MORRIS e
MONIER, 2003).

Por outro lado a rugosidade, composicao, pH, temperatura, forga idnica, e a
presenca de particulas inorganicas na superficie foliar afetam a ades&do dos
microrganismos (CHAVES, 2004; GARRET et al., 2008). Em consequéncia, a
distribuicdo espacial da bactéria aderida na superficie da folha ndo ocorre em um
modelo uniforme ao longo da mesma, o que reflete a heterogeneidade espacial.

Tanto na alface, quanto em outros vegetais folhosos, a base glandular dos
tricomas é o sitio com maior probabilidade de presenca de bactérias na superficie
foliar (BREWER et al., 1991). Além disso, ha secrecdo de mucilagem, com
compostos quimicos diversos, que incluem agucares simples e proteinas,
substancias imprescindiveis para o crescimento das bactérias (BRANDL e
AMUNDSON, 2008).

A adesao das bactérias e a formagao de biofilme sobre as hortalicas folhosas
favorecem a sobrevivéncia e resisténcia das bactérias aos processos de desinfecgéao.
Esta preocupacao é valida considerando-se a possibilidade de que patdogenos como

Salmonella sp. e Listeria monocytogenes apresentem, através destes mecanismos,



resisténcia aos tratamentos comuns de desinfeccao (BRANDL e AMUNDSON, 2008;
CHANG et al., 2007).

Nesse sentido, a utilizacdo de substancias como os surfactantes sao validos
porque favorecem a remocgao de bactérias por meio da mudanga das caracteristicas
eletrostaticas das superficies, afetando positiva ou negativamente o processo de

adesio bacteriana.

2.4 Fatores fisico-quimicos e termodinamicos que influenciam a adeséo
bacteriana

As propriedades da maioria das bactérias sdo semelhantes aquelas dos
coldides por apresentarem, em geral, carga global negativa, densidade pouco
superior a da agua, comprimento de aproximadamente 2um, e serem cobertas com
biomacromoléculas. Consequentemente, a adesao a superficies tem sido
interpretada de acordo com a teoria de DLVO, que explica a estabilidade de coldides
liofébicos (MARSHALL et al., 1992; UBBINK e ZAMMARETTI , 2007).

2.4.1 Teoria de DLVO (Dejaguin e Landau (1941), Verwey e Overbeek (1948)

A teoria de DLVO explica o processo de adesdao dos microrganismos com
base na interacdo entre particulas coloidais e despreza todos os aspectos
microbioloégicos da adesao.

Segundo essa teoria, a energia potencial total de interagcdo entre dois corpos
€ resultante da agdo combinada ente forcas atrativas de van der Waals e as forcas
da dupla camada elétrica. Uma vez que a maioria das superficies adquire carga
negativa, quando em solugdo aquosa; as forcas da dupla camada elétrica
apresentam geralmente um carater repulsivo.

Os trés tipos de forgas genericamente designados por forgas de van der
Waals s&o: (1) Dispersao de London, ocorre quando dois atomos se aproximam e se
atraem, devido a formacgao de dipolos instantdneos induzidos (alteragao relativa da
posicao do elétron em relacdo ao néutron); (2) interagées de Debye, se manifestam
quando uma molécula que possui um dipolo interage como um atomo, criando-se
uma situagao dipolo-dipdlo induzido; (3) interagdes de Keesom que se manifestam

quando duas moléculas se aproximam criando interagdes dipolo-dipolo.



A intensidade das forcas de van der Waals é diretamente proporcional ao
tamanho dos corpos que interagem e varia na razao inversa da distancia a superficie
interatuastes.

Os microorganismos em solu¢des aquosas com pH neutro apresentam cargas
negativas em sua superficie, no entanto esta carga € influenciada pelas variagdes do
pH.

A superficie de um solido eletricamente carregada em contato com uma
solugdo aquosa atrai ions de sinal contrario ao meio e simultaneamente repele os
ions de sinais iguais.

Esta teoria considera apenas as forgcas de longo alcance, no entanto, quando
uma particula ou célula microbiana encontra-se muito proxima de uma superficie
(entre 2 e 5 nm), forgas de curto alcance passam a regular o processo.

As forcas de curto alcance sdo denominadas de ndo DLVO e estdo
representadas pelas forcas de repulsdo de Born, de hidratagdo, interacdes
hidrofobicas e pontes poliméricas, que permitem justificar os desvios da teoria DLVO.
Essas forcas ndo sao facilmente quantificaveis, com excecdo da interacéo
hidrofébica (ELIMELECH et al., 1995) que € considerada a for¢ga de curto alcance
mais importante para a adesao bacteriana (BUSSCHER et al., 1984).

Na teoria de XDLVO, que € uma forma estendida da teoria de DLVO, foram
adicionados aspectos termodinamicos da adesao tais como o calculo das interacbes
de Lifshitz-van der Waals, acido-base de Lewis, forgcas da dupla camada elétrica e
movimentos Brownianos. Nessa teoria consideram-se principalmente as forcas das
interagdes hidrofébicas que sdo comumente utilizadas para o calculo da energia livre
global do sistema.

Quando duas particulas ou macromoléculas imersas numa solugdo aquosa se
aproximam, as primeiras forcas de interagdo que se estabelecem entre as duas
superficies sdo: Interagdes de Lifshistz-van der Waals (LW); Interagédo acido-base de
Lewis (AB); forgas eletrostaticas de dupla camada elétrica (DL); interagbes dos
movimentos Brownianos (BR).

A energia livre total destas interagdes é resultante do somatorio das energias

livres de cada uma das forgas de interagéo, expressas segundo a equagao (1)

AG™ = AG +AG"+ AG™ +AGER Equacao (1)



em que, as energias livres de cada componente sdo expressas como variagao de

energia livre de Gibs (AG).

2.5 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade € um parametro fundamental na interpretacdo do fenémeno
da adesao de microrganismos as superficies em ambientes com presenca de agua.

Em términos de energia livre, a hidrofobicidade mede a interacao entre as moléculas

TOT
da superficie-agua-supérficie em médio aquoso (AGi.s ), assim se AGsas assume

TOT
valores positivos, a interacdo é hidrofilica e pelo contrario hidrofobica se AGsns e

negativa, este ultimo significa que as moléculas do sélido tém mais atragao entre si,
que pela agua.

Uma superficie que nao possui grupos polares ou idnicos ou locais de ligagao
de hidrogénio na sua superficie ndao tem afinidades pela agua, e é considerada
hidrofébica.

No processo de adesdo entre duas superficies, em meio aquoso, € preciso
que o filme de agua que as separa seja removido, e a hidrofobicidade contribui para
essa remocao, favorecendo a adeséo.

Os microrganismos podem apresentar variagbes na hidrofobicidade em
funcdo dos meios de crescimento e a capacidade de producdo de exopolimeros
(OLIVEIRA, 2006). Isso pode alterar o grau de interagdo superficie - bactéria,
consequentemente a adeséao.

No caso das bactérias Gram-negativas como Salmonella spp., a
hidrofobicidade € aumentada quando a disponibilidade de agua no meio é reduzida,
porque a membrana externa possui grande concentragdo de lipidios e pouco
peptideoglicanos, o que confere uma maior resisténcia a umidade (STREVETT,
2003).

A hidrofobicidade, tanto em bactérias, quanto em superficies, pode ser
determinada por diversos métodos, como ser a adesdao microbiana a
hidrocarbonetos, a cromatografia de interagao hidrofébica, e a medida do angulo de

contato (OLIVEIRA et al., 2007), método quantitativo mais frequentemente utilizado.



2.5.1 Método do Angulo de Contacto

O método do angulo de contato € uma medida da hidrofobicidade ou
molhabilidade de uma superficie. Esta técnica requer que as superficies a serem
medidas sejam planas, lisas e homogéneas.

Para a medicdo do angulo de contato gotas de trés liquidos diferentes, com
tensao superficial conhecida (Tabela 1), sdo depositadas de uma em uma por vez,
sobre a superficie da amostra a ser caracterizada. A largura da base e a altura da
gota sdo medidas a partir de imagens digitalizadas, sendo logo relacionadas entre si
pela tangente do angulo formado (tan(6 /2)=2h/w) em que, 6 é o angulo de contato, h
€ altura da gota, e w é a largura da base da gota (Figura 1).

Os valores do angulo de contacto obtidos com agua sobre a superficie sao
classificados como hidrofébicos quando o angulo é maior que 65° e hidrofilico se o
angulo é menor que 65° (VOGLER, 1998; VALCARCE et al., 2002).

Esta forma quantitativa para a caracterizacdo da natureza hidrofébica/
hidrofilica das superficies permite o calculo das energias livres de superficie, se
medidos além, os angulos de contato de outros dois liquidos de polaridade diferente
€ conhecida. Usualmente sdo utilizados liquidos como formamida, bromonaftaleno,
glicerol, decano e di-iodometano (VAN DER MEI et al., 1998).

Para lograr medi¢cdes apropriadas por esse método, a tensdo superficial do
liquido a ser utilizado, deve ser superior a tenséo superficial da superficie estudada.
Para isso, os liquidos devem ser previamente testados visualmente, deixando cair
uma gota sobre a superficie. Se a gota se achatar ou absorver rapidamente a
superficie, o liquido em questdo ndo é apropriado. A conservacido do formato
esférico da gota do liquido sobre a superficie é ideal por permitir a obtengdo de
medidas do angulo de contato (figura 1). Na Tabela 1 sdo apresentadas as tensdes

superficiais de trés liquidos, comumente utilizados na medida dos angulos.
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Y
2%
{YS 'YSL >

Figura 1 Angulo de contato (8) entre uma gota liquida e uma superficie plana e

horizontal. As tensbes superficiais da superficie do sodlido Ys | do liquido ; YL e
superficie/liquido Ys.. Imagem extraida de Van Loosdrecht et al., (1987).

Tabela 1: Componentes da tensao de superficial de liquidos a 25 °C.

Tensdo superficial ~ (mJ-m™)

Liquido y o yu YL+ v
Bromo naftaleno 44 .4 44 .4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58,0 39,0 2,23 39,6

Fonte: VAN DER MEI et al. (1998)

Os valores dos angulos obtidos, para os liquidos utilizados no método do angulo
de contato, sdo relacionados com as tensdes interfaciais do sodlido e liquido
mediante a equacdo de van Oss-Chaundhury-Good (1998) (Equacao 1) da teoria
XDLVO, para a determinacao da hidrofobicidade em termos de energia livre total.

Para isso, os componentes apolar (Y. "" ) e polar (YL+, Y. ) da tens3o interfacial

do liquido (valores de tabela), s&o utilizados para a conformagado de um sistema de

trés equagdes, cuja resolugdo permitira o calculo da tens&o interfacial do solido (),

nos seus componentes apolar (Ys"") e polar (yS+, Vs ) (Equacao 2).
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a+eoso)y” =2 [y v vy v (Equagdo 2)

Os valores de tensao interfacial do sélido encontrados sdo relacionados com a

energia livre de interagdo AGL.. , entre as moléculas da superficie solida (S) imersa

em agua (A) e calculada pelo somatorio das componentes apolar ( AGsas ,

interagbes de Lifshitz-van Der Waals) e polar (AGs.s , interagdes acido-base de

Lewis), mediante a equagao (3).
AGHs = AGsas + AGhss (Equacéo 3)

Em geral, a interagao de energia entre duas superficies sélidas (S), imersas em
um liquido (L), pode ser expressa em términos de tensdo interfacial. Em que a

componente apolar é determinada por:
AGYs =—2({7a =) (Equagéio 4)

e a componente polar por:

AGshs = 4[&2% NVa¥a=\Vsra=7i 75) (Equagéo 5)

O processo de adesado de uma célula microbiana a uma superficie sélida imersa
em solucao aquosa, somente se estabelece se o filme de agua que reveste as duas
superficies for removido. Portanto, a interface bactéria/liquido (BL) e a interface
superficie de adeséo/liquido (SL) tera que ser substituida pela interface bactéria
/superficie de adeséao (BS).

Termodinamicamente, a energia livre permutada neste fendbmeno tende a ser

minimizada, e a adesdo sO ocorre se o0 sistema conduzir a uma diminuicdo da
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energia livre global. A energia livre total de adeséo (AG,.ss, ) €ntre duas superficies

€ dada pela equacgao de Dupré (van Oss, 1991), (Equacéo 6).
AGuagesio = Vs~ VoL~ Vs (Equacgéao 6)

em que y,. € a tensao interfacial entre as superficies bactéria/superficie de adesao,
7g € a tensdo interfacial entre bactéria/liquido, e y,, € a tensao interfacial entre a

superficie de adesao/liquido.
A tensao interfacial total corresponde ao somatoério da componente apolar e polar,

expressa na equagao 7.

TOT _ LW B
ryo=7 Y (Equacao 7)

Esta equacao expressa a aditividade dos componentes polar e apolar em termos

de tensao interfacial. Por analogia a equacédo de Dupre (Equacédo 6), pode ser

reformulada de forma a obter a energia livre total de adesao (AGadeséo ) expressa na

Equacéo 8.

A Gadesa“o =A GLB‘Z‘{S +A GSLBS (Equacao 8)

Termodinamicamente para que a adesdao seja favorecida € necessaria a
diminuicdo da energia livre global ( AG,.ss < 0), NnO entanto, nem sempre este
critério é verificado, sendo que a adeséo ocorre mesmo quando AG, g > 0. Isto
pode ser explicado pelo fato de que nenhuma destas teorias leva em conta os
aspectos microbiolégicos que alteram a interagdo superficie/superficie em médio

aquoso.

2.5.2 Hidrofobicidade da alface

Todas as partes dos vegetais expostas a atmosfera sdo cobertas com
material lipidico, que reduzem a perda de agua e auxiliam a bloquear a entrada de

fungos ou bactérias patogénicas. Os principais tipos de revestimento sdo a cutina, a
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suberina e as ceras. Cutina, ceras e suberina sao produzidas a partir de compostos
hidrofdbicos.

A cuticula é formada por uma cobertura de cera, uma camada intermediaria
espessa, contendo cutina embebida em cera e uma camada interna formada de
cutina e cera, combinadas com substancias da parede celular, tais como pectina,
celulose e outros carboidratos (a camada cuticular).

A cutina é o principal constituinte da cuticula, uma estrutura secretada,
pluriestratificada, que cobre as paredes celulares externas da epiderme e das partes
aéreas de todas as plantas herbaceas. Esta macromolécula € um polimero formado
por muitos acidos graxos de cadeias longas, ligados uns aos outros por ligacdes
ésteres, constituindo uma rede tridimensional rigida.

As ceras nao sdo macromoléculas, mas uma mistura complexa de acil
lipideos de cadeia longa, as quais sao extremamente hidrofébicos. Os componentes
mais comuns das ceras sdo os alcanos de cadeia linear e os alcoois, aldeidos,
cetonas, ésteres de cadeias longas e acidos graxos livres. As ceras da cuticula s&o
sintetizadas pelas células epidérmicas e dai liberada em gotas, que atravessam os
poros da parede celular por um mecanismo ainda desconhecido.

Nas folhas de alface este mecanismo forma uma camada, composta de
cuticula e ceras do epicuticular que determinam as caracteristicas da superficie, no
que se refere a hidrofobicidade (ENSIKAT, 2006).

Frequentemente, a cobertura superior da cera cuticular cristaliza-se em um
complexo-padrao de bastonetes, tubos ou laminas. Certos padrées dessas
microestruturas acentuam a repeléncia a agua pelo aumento da aspereza da
superficie da cera. Dessa maneira, gotas de agua formam-se instantaneamente ao
contato com a cera e carregam particulas contaminantes, limpando a superficie da
planta.

Todavia, cutina, ceras e suberina associadas formam barreiras entre as
plantas e seus ambientes, e agem evitando a dessecagao e entrada de patégenos
(TAIZ e ZEIGER, 2004), em razao de que as redes de hidrocarbonetos de cadeia
longa constituintes dessas estruturas cuticulares outorgam uma forte caracteristica
hidrofobica (BUCHANAN et al., 2000).
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2.6 Efeito dos surfactantes sobre aremocéao de células bacterianas

Entre as varias estratégias de controle da contaminagcdo microbiana se
encontra o uso de surfactantes. Também chamados de tensoativos, sdo compostos
anfifilicos, organicos ou organometalicos que formam coldides ou micela em solugéo.
Os surfactantes em solugdes aquosas diluidas (menores que 10 mol-dm™)
apresentam comportamento similar a eletrélitos fortes.

Na elevada concentracido ocorre desvio do comportamento ideal, buscando o
decréscimo de energia livre do sistema, resultando na associagao preferencial das
cadeias hidrofébicas, que é chamada de formacdo de micelas. A concentragcéo
minima para formar micela denomina-se concentragdo micelar critica (CMC), e a
temperatura minima é chamada de ponto de Kraft, abaixo das quais, se tem
mondmeros livres em solugdo (AZEREDO, 1998; AZEREDO e OLIVEIRA, 2002).

As micelas sdo esferas de agregados de moléculas caracterizadas por um
nucleo hidrofébico e uma superficie externa hidrofilica, caso o solvente seja agua.
Em uma micela, a parte polar (grupo hidrofilico) encontra-se em contato com a agua
enquanto que a parte da cauda, como € hidrofdbica, encontra-se no interior da
micela. Assim, quando um surfactante em solugdo aquosa € adsorvido, a superficie
hidrofobica normalmente orienta o grupo hidrofébico para a superficie e expde o
grupo polar a agua. A superficie torna-se assim hidrofilica e como resultado, a
tensao interfacial entre a superficie e a agua é reduzida.

Dependendo da estrutura quimica dos grupos polares, os surfactantes podem
ser ndo-idbnicos, anidnicos, catidnicos e anféteros. O tensoativo ndo idnico n&o libera
carga em solugdo aquosa, os demais liberam um anion e um caétion,
respectivamente.

Os surfactantes anibnicos reduzem a permeabilidade da parede celular e
podem solubilizar a membrana celular. Os surfactantes catibnicos se adsorvem a
superficie da membrana celular e reagem com os fosfolipidios que compdéem a
membrana citoplasmatica, e também, reagem quimicamente com a carga negativa
dos ions associados a parede celular (LUTEY, 1995). Consequentemente, as forgas
eletrostaticas estabelecidas entre a substancia quimica e a célula geram estresses,

levando a perda de constituintes citoplasmaticos e posteriormente a morte da célula.
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Entre os surfactantes catibnicos, os compostos quaternarios de amonio
(QAT’s), que sdo uma mistura de compostos de cloreto de alquil dimetil benzil
amonio, possuem atividade antimicrobiana por causar desnaturacao das proteinas,
alterando a permeabilidade seletiva da parede celular e reduzindo a entrada normal
de nutrientes na célula. Consequentemente ha saida de potassio (K*) e de outros
constituintes intracelulares, induzindo a autdlise celular morte da célula (ISHAKAWA,
2002; McDONNELL e RUSSELL, 1999; TABATA et al., 2003).

A atividade antimicrobiana do QAT’s depende da sua estrutura e peso
molecular, mas, especialmente, do comprimento da cadeia longa do grupo alquil. A
eficacia dos QAT’s aumenta com a temperatura e o pH, sendo as condi¢des
alcalinas as mais favoraveis. Em pH menor que trés, os QAT’s sdo praticamente
ineficientes. Devido a grande capacidade de desinfecgao, a concentragao de uso €,
normalmente, menor que 1% (Gardner et al.,, 2000), sendo, especialmente, eficaz

entre pH 6 e 8.

2.6.1 Cloreto de Benzalcénio (BAC)

O nome quimico do cloreto de benzalcdnio € alquil dimetil benzil cloreto de
amoénio, com peso molecular de 354 é um liquido viscoso incolor, soluvel em agua,
com pH entre 7 e 8 e temperatura de 20 °C. Cuja estrutura molecular é apresentada

na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura quimica do Cloreto de Benzalcénio (BAC)

O Cloreto de Benzalcénio (BAC) é um agente antimicrobiano sintético usado
como desinfetante nos processos de linea e superficies em industrias de alimentos e
como preservante antimicrobiano em farmacos (MANGALAPPLLI e KORBER, 2006).
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O espectro de atividade antimicrobiana do BAC é amplo incluindo bactérias,
leveduras, fungos filamentosos, liquens e microrganismos formadores de biofiime.
Como composto ativo nas superficies, o BAC, quando usado em concentracdes de
10% a 20%, reduz a tensao superficial da agua, causa uma boa umidificacdo e
penetragcdo em fissuras, ranhuras e fendas naturais, como no caso de superficies
foliares, mostrando, portanto, condicbes de ser utilizados como agente de pré-
tratamento de superficies. A baixa concentragdo o BAC é bacteriostatico e
bactericida a elevadas concentragdes (HOUARI e DI MARTINO, 2007).

2.6.2 Dodecil Sulfato de Sodio (SDS)

O SDS é um surfactante aniénico, portanto sua zona polar esta carregada
negativamente. O contra-ion (normalmente sddio, potassio ou ions de aménio)
exerce escassa influéncia sob as propriedades superficiais destas sustancias. O
grupo polar negativo & geralmente sulfato ou sulfonato. Surfactantes anidnicos,
como o Dodecil sulfato de sodio (SDS) de peso molecular 288,38 g/mol, cuja

estrutura molecular se apresenta na (Figura 3).
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Figura 3.. Estrutura Molecular do Dodecil sulfato de Sodio

O SDS exibe algum efeito antimicrobiano s6 em pH 2 a 3, em estado no
dissociado, a sua principal caracteristica e detersiva. Estudos toxicolégicos do SDS
para o ser humano tém relatado como dose letal via oral, 0,5 - 5,0 g / kg. Por via
cutanea 25 mg / 24 horas tem provocado irritagdo suave e, para ratos a dose letal
media (LD50) por via oral encontra-se em 1,29 g/kg (TAHA et al., 2008).

A adsorcdo dos surfactantes anidnicos sobre superficies sdlidas pode
modificar as caracteristicas da superficie e a transferéncia de elétrons. Além disso,

pode induzir a formagdo de agregados na superficie similares a micelas e
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incrementar a espessura do filme de outras moléculas adsorvidas (ESUMI et al.,
2000; CHURAEV, 2000).

Os surfactantes anibnicos ndo s6 mudam as caracteristicas superficiais dos
solidos pela adsorcdo, como também favorecem a solubilidade de compostos
altamente soluveis em agua (HARRISON et al., 1999).

2.7 Compostos clorados

A sua férmula molecular C3CL,N3NaO3;, com solubilidade de 25 g de NaDCC /
100 g de agua a 25 °C, a férmula estrutural é apresentada na figura (4). A atividade
bactericida ndo é afetada na faixa de pH 6 a 10.

O cloro, nas suas varias formas, € o sanitizante mais utilizado na industria de
alimentos por ser de baixo custo e efetivo na eliminacado de bactérias Gram positivas
e negativas, leveduras e fungos filamentosos. O dicloroisocianurato de sddio
(NaDCC) é amplamente utilizado para desinfecg¢ao de frutas e hortaligas.

A acdo antimicrobiana dos compostos de cloro em solugdo aquosa, com
excecao do dioxido de cloro, esta relacionada a liberagdao de acido hipocloroso.
Essa forma nao dissociada tem cerca de 80 vezes capacidade bactericida que a
forma dissociada (ANDRADE, 2007).

Esta forma ndo dissociada reage com as proteinas da membrana celular
microbianas, formando compostos N-cloro, interferindo no transporte de nutrientes e
promovendo a perda de componentes celulares. Na forma nao dissociada, penetra
através da membrana celular e oxida os grupos sulfidricos de certas enzimas
importantes da via glicolitica inibiendolas (ANDRADE, 2007).

A sua férmula molecular C3CL;N3NaO; , com solubilidade de 25 g de NaDCC /

100 g de agua a 25° C, sua atividade bactericida ndo e afetada na faixa de pH 6 a 10.



18

3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia de Alimentos e
Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da

Universidade Federal de Vigosa, Minas Gerais.

3.1 Amostras de alfaces

Amostras de alface (Lactuca sativa L.) das cultivares Vitoria de Santo Antao e
Verbnica Crespa, cultivadas convencionalmente, sob ambiente protegido e irrigagcéo
por aspersao, foram coletadas em uma propriedade rural produtiva nos arredores de
Vigosa, MG.

Vitéria de Santo Antdo € uma alface de roseta compacta com folhas onduladas
e lamina lisa com nervura principal dominante (Figura 1a). A cultivar Verbnica
Crespa (Figura 1b) possui roseta aberta, tem folhas compridas, encrespadas e

lamina foliar rugosa devido a extensa rede vascular primaria e secundaria.

3.2 Microrganismo

A bactéria Salmonella Enteritidis ATCC 13076 foi cedida pelo Laboratério de

Microbiologia de Alimentos, do Departamento de Microbiologia da UFV.

3.3 Microbiota das alfaces

A microbiota foi determinada em rosetas de alface colhidas nas primeiras horas
da manha, de maneira aleatéria e abrangendo cada area de producdo. As rosetas

foram manipuladas assepticamente desde o corte até o laboratério. As rosetas foram
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cortadas com faca esterilizada acima das folhas em contato com o solo, embaladas
em sacos estéreis e imediatamente transportadas e mantidas refrigeradas até o
laboratorio, onde foram armazenadas a 10 = 1 °C por 4 h, até a sua utilizagéo.

A microbiota natural foi quantificada a partir da preparagdo de homogenatos
no stomacher Marconi, usando-se 25 g da amostra para 225 mL de agua peptonada
a 0,1 %. A partir do homogenato, aliquotas de diluigbes foram inoculadas em
superficie ou profundidade nos correspondentes meios adequados ao grupo

microbiano alvo.

Figura 4. Alface (A) cv. Vitoria de Santo Antao, (B), cv. Crespa Veronica

Para a contagem dos microrganismos aerdbios mesdéfilos, bactérias laticas,
coliformes totais, fungos filamentosos e leveduras utilizaram-se as metodologias da
American Public Health Association (APHA) descritas no Compendium of Methodos
for the Microbiological Examination for Foods (Vanderzant e Splittstoesser, 2001) e
os resultados foram expressos em unidades formadoras de colénia por grama
amostra de alface (UFC / g).

Para a avaliacdo de aerdébios mesofilos o inoculo foi plaqueado em
profundidade, e coberto por o meio de cultivo Agar Padrao para Contagem (PCA),
incubadoa35+1°C/48+2h.

No caso das bactérias laticas estas foram avaliadas por plagueamento em
profundidade e coberto com meio de cultura Agar de Manga Rogosa e Sharpe (MRS)

com sobre-camada, cobrindo totalmente a superficie do meio inoculado, para
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garantir condi¢gdes microaredfilas. Incubar a 32 °C /48 horas. Contagem de bactérias
tipicas.

Coliformes Totais e Escherichia coli o inoculo da amostra foi plaqueado em
profundidade em meio de cultura Agar Vermelho Violeta Bile com Lactose (VRB) e,
apos de completa solidificagdo do meio, cobrir com uma sobre camada de 5 a 8 mL
do mesmo meio. Incubada a 35 + 1 °C / 24 £ 2h, se contaram as coldnias tipicas de
coliformes totais (vermelho purpura), com 0,5 mm o mais em diametro, rodeadas por
um halo avermelhado de precipitacdo de sais biliares. E os resultados expressos em
UFC/mL.

Os Bolores e leveduras foram plaqueadas em superficie do meio de cultivo
Agar Batata Dextrose (BDA),0 meio foi acidificado com &cido tartarico aos 2 % e
incubada a 25 + 1°C / 72 h, se contaram fungos caracteristicas, os resultados foram
expressos em UFC / mL.

Salmonella Enteritidis foi avaliada com plagueamento superficial em meio
Agar Hektoen entérico, incubada a 37 + 1 °C / 24 h, foram contadas col6nias tipicas
isto € aquelas com centro preto e halo verde claro, e os resultados expressos em
UFC / mL.

3.4 Determinacgéo da hidrofobicidade

As propriedades termodinamicas da superficie do microrganismo e da
superficie foliar de alface foram avaliadas mediante o método do angulo de contato

utilizando a equagao de van Oss-Chaundhury —Good (1998), descrita a seguir:

TO

teoso)y.” =2y y" friy oy
e, expressa em (mJd/m2).

O angulo de contato (8) foi medido pelo método da gota séssil estatica (Figura

1) em gonidbmetro Kruss, utilizando trés liquidos de diferente polaridade (Tabela 1).

Neste método 2 uL de cada liquido foram depositados sobre a superficie da amostra

a ser medida (alface, bactéria). Cada amostra foi adequadamente preparada para as

medigdes.
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Os angulos de contato na superficie foliar foram medidos em cupons de
alface de 2 x 2 cm aderidas em laminas de vidro para manter a superficie plana e
permitir a medigdo em varias regides de cada cupom. Em cada superficie foram
realizadas 25 medi¢des por ponto aleatério, e trés pontos aleatdrios por repeticao,
sendo trés repeticdes por cada superficie.

Os valores dos angulos de contacto obtidos para agua, formamida e B-
naftaleno, foram substituidos na equacédo de van Oss-Chaundhury-Good e obtidas
trés equacdes, a partir das quais foram calculados os valores da tensao interfacial
do sodlido, em superficie bacteriana e superficie foliar da alface. Essas tensoes
interfaciais do sdlido foram relacionadas com a energia livre total do sistema
mediante as equacgdes 3 a 7, descritas anteriormente. Finalmente, a hidrofobicidade
bacteriana e foliar foi calculada em termos de energia livre. As superficies com AG

negativos foram consideradas hidrofébicas, segundo a teoria de XDLVO.

3.4.1 Hidrofobicidade de folhas de alfaces

A hidrofobicidade foi determinada pelo método da gota pendente em uma
superficie foliar (cupom) de 2 cm x 2 cm aderidas a lamina de vidro para manter a
amostra plana e permitir as medi¢des em varias regides do cupon. Foram feitas 25
medi¢des dos angulos de contato para cada cupom.

Ao longo da roseta foi determinada a hidrofobicidade de folhas em trés
posicdes: externa, intermediaria e interna. Sendo a externa a mais madura e a
interna a primeira folha com comprimento menor que 10 cm préximos ao coracéo da

roseta. Entre esses limites foi obtida a folha intermediaria.

3.4.2 Hidrofobicidade da Salmonella Enteritidis

As medidas do angulo de contato foram realizadas sobre uma camada de
células vegetativas, segundo metodologia proposta por BUSCHER et al., (1984).

Para a obtencdo da camada de células vegetativas, o microrganismo foi
cultivado em duas repicagens consecutivas em Trypticase Soy Broth (TSB) a 37 °C /
24 h, em sistema estatico.

As células separadas por centrifugacéo a 3000 g x min foram lavadas por trés

vezes, com solucdo fosfato PBS 0,1 M. O concentrado de massa celular foi re-
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suspendido em solugéo tampao fosfato (PSB) com pH 7 e composigdo (0,75 g-L™ de
KH,PO,; 3,12 g-L" de Na,HPO,4 e 0,25 g-L™" de NaCl), obtendo-se uma suspens&o
de, aproximadamente, 10 UFC / mL.

Trinta mililitros da suspensdo de células adicionados, a 30 mL de agua
esterilizada foram filtrados em membrana de acetato de celulose de porosidade 0,45
Mm e 47 mm de didmetro, com bomba de vacuo. O filtro contendo as células foi
conservado em placa Petri, contendo 1% de agar para contagem total (PCA) e 10 %
de glicerol, até a medic&o dos angulos.

Os angulos de contato na superficie das bactérias foram medidos em camada
fina de bactérias previamente cultivadas em médio Triptic Soy Brother (TSB) e
filtradas. Os angulos de contato na superficie foliar foram medidos em cupons de
alface de 2 x 2 cm aderidas em Iaminas de vidro para manter a superficie plana e
permitir a medigdo em varias regides de cada cupom. Em cada superficie foram
realizadas trés repeticdes, sendo 25 medi¢cdes por ponto aleatorio, e trés pontos

aleatdrios por repeticao.

3.5. Adesao de Salmonella Enteritidis em folhas de diferentes posi¢cdes da

roseta de alface

Cinco cupons de folhas de alface de 2 cm x 2 cm, somando uma area total de
40,0 cm?, foram imersas em uma suspensao de 10° UFC / mL a 25 °C por 12 h.
Apos este tempo, as pecas de alface foram transferidas com uma pinga esterilizada
a um tubo de centrifuga contendo 30 mL de agua destilada, para serem lavadas e as
células plancténicas removidas.

Os cupons lavados foram transferidos a tubos com 10 mL agua peptonada
0,1% e agitados em vortex por 2 min para retirar as células sésseis utilizando uma
modificagdo da metodologia proposta por TAKEUCHI (2002). Uma aliquota de 0,1
mL de solucéo foi espalhada na superficie de placas contendo agar Hektoen.

As placas foram incubadas a 24 h / 37 °C e as colbnias tipicas de Salmonella
Enteritidis contadas (col6nias com centro preto e halo verde claro), e os resultados

foram expressos em UFC / cm?
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3.6 Temperatura e tempo na adesao de Salmonella Enteritidis

Cinco cupons de folhas de alface com area total igual a 40 cm? foram imersas
em suspensdo de Salmonella Enteritidis, contendo 10° UFC/mL. Apds 12 horas
tempo de adesao, as amostras de alface foram transferidas para tubos contendo 30
mL de agua deionizada esterilizada e submetida ao lavado para remocgao de células
planctdénicas.

As células sésseis foram retiradas em agua peptonada 0,1% e agitadas em
vortex por 2 min. Volumes de 0,1 mL da solugao foram inoculados em superficie de
placas contendo agar Hektoen e incubadas a 37°C / 24h. As colonias tipicas de
Salmonella Enteritides foram contadas e os resultados expressos em UFC/cm?.

Para determinagcdo da contagem do microrganismo foi usada a seguinte
férmula:

UFC / cm? = ((VD/VA) x M x D )/A;

em que Vp € o volume (mL) do diluente utilizado no procedimento de lavado;
Va é 0 volume (mL) da aliquota utilizada no plaqueamento; M é a média da
contagem (UFC) obtida nas placas; D é a diluicdo realizada; A é a area (cm?) da
superficie foliar total avaliada.

As temperaturas de adesdo foram 5 °C, 10 °C, 15 °C, 20 °C e 25 °C para
tempos de 5 min,10 min, 30 min, 60 min, e 90 min de adesdo de Salmonella

Enteritidis na superficie foliar da alface.

3.7 Eficiéncia bactericida do cloreto de benzalc6nio e do dodecil sulfato de
sodio

Cinco cupons de alface 2 cm x 2 cm cortados com bisturi esterilizado foram
imersos em suspensdo de 10° UFC / mL de Salmonella Enteritidis a 25 °C por 12 h.
Ao final desse tempo, os cupons foram transferidos a tubos com 30 mL de agua
destilada esterilizada para lavagem e remogéao das células plancténicas.

Na sequéncia, as células sésseis foram submetidas a agao antimicrobiana do
cloreto de benzalcénio, nas concentragdes de (300 mg-L™, 600 mg-L™, 900 mg-L™,
1200 mg-L™", 1500 mg-L™", 1800 mg-L™" e 2000 mg-L™"). Apés 10 min de contato, a
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atividade do surfactante foi neutralizada com solugédo de Tween 80% (m/v) a 2 %,
durante 1 minuto.

Procedimento similar foi utilizado para avaliar a capacidade bactericida de
dodecil sulfato de sddio, em concentragdes de 400 mg - L™; 800 mg - L™; 1200 mg -
L™ 1600 mg - L™"; 1800mg - L™"; 2200 mg - L™". A acdo do surfactante foi neutralizada
por lavagem com 30 mL de agua destilada esterilizada.

Em ambos os testes para o BAC e o SDS os cupons foram transferidos com
pinga esterilizada a um volume de 10 mL de agua peptonada a 1% e agitagdo em
vortex na velocidade maxima por 2 min. Diluicbes dessa suspensao foram
plagueadas em meio Hektoen Enteric e incubadas a 37 °C por 24h, para
determinacao de células sobreviventes.

A eficiéncia bactericida dos surfactantes cloreto de benzalcoénio e dodecil
sulfato de sédio foram avaliadas pelo método N° 649 teste de suspensio proposto
pela Association of Official Analists Chemists (AOAC) com modificagbes para células
sésseis (ANDRADE, 2007). Os resultados foram expressos em numero de redugdes
decimais (RD).

As solucbes de surfactantes que obtiveram trés reducbes decimais foram

aprovadas. Para o calculo, foi utilizada a seguinte formula:
Nrp = l0g10 Na - 10g10 Ns

em que, Na € o nimero de células aderidas/cm? nos cupons, e Ns é o nimero de
células sobreviventes por cm? de alface ap6s a acéo do antimicrobiano.

Nos testes de determinagao da capacidade bactericida dos surfactantes BAC e
SDS, além do branco, foi utilizada uma solucao de dicloroisocianurato de sédio com
200 mg-L" de cloro ativo como controle comercial das redugdes obtidas pelos
surfactantes. Essa concentragao de cloro € a usada para a sanitizagao de hortalicas
e frutas (MORETTI, 2007).

3.8 Planejamento experimental e andlise de resultados
Na determinagdo da microbiota dos cultivares de alface de folha crespa e lisa foi

aplicado delineamento inteiramente casualizado (DIC). Cada amostra foi avaliada

com seis repetigdes, por duplicado. De igual maneira um DIC foi utilizado para a
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adesao de Salmonella Enteritidis, em folhas de diferente posi¢do na roseta de alface,
com cinco repeticdes por amostra.

Na adesado de Salmonella Enteritidis em fungdo do tempo e temperatura foi
utilizado um arranjo fatorial, com trés repeticdes. Para o fator temperatura cinco
niveis 5, 10, 15, 20, 25 °C foram testadas, para cinco diferentes tempos, 5, 10, 15,
30, 60, 90 minutos.

Para determinar a funcdo tempo-temperatura na adesio foi elaborada uma
grafica de contorno, mostrando os fatores tempo e temperatura. Os programas
estatisticos utilizados foram o SAEG 9.0V e o Minitab V.0

Na determinacdo da hidrofobicidade, utilizou-se delineamento inteiramente
casualizado com trés repetigdes, cada uma com 25 medi¢des do angulo de contacto,
para cada liquido (agua, formamida, e a-bromonaftaleno), e para cada superficie
(bactéria e alface). Os dados foram analisados pelo teste de F (p < 0,01) e pelo teste
de Scott-Knott (p < 0,05) com o software estatistico SAEG V 9.0.

Na avaliacdo da acdo antimicrobiana do cloreto de benzalcénio e dodecil
sulfato de sodio a diferentes concentragdes, foi utilizado delineamento inteiramente
casualizado, com cinco repetigcdes por concentracdo, cada uma de elas em duplicata.
Os dados foram avaliados pelo teste de F (p < 0,01) e do Scott-Knott (p < 0,05). As
equagdes foram ajustadas por regressado linear para o SDS e modelo gaussiano
modificado de cinco parametros para o BAC, com auxilio do software estatistico
SAEG V 9.0.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Microbiota

A microbiota presente sobre a superficie foliar da alface da cv. Vitéria de Santo
Antdao foi tipicamente nao patogénica. A contagem de fungos filamentosos,
leveduras e mesofilos aerdbios alcangou valores de 2,1 log UFC/ g e 3,7 log UFC / g,
respectivamente, em quanto que as contagens de Escherichia coli e Bactérias
Lacticas (BL) foram abaixo de 10" UFC/g (Tabela 2). Esses resultados mostraram
uma boa qualidade microbiolégica para a alface avaliada. As analises de E. coli e
Salmonella spp., indicam que as amostras avaliadas encontram-se dentro dos
padrées de qualidade microbioldgica proposta pela RDC n° 12 (ANVISA, 2001).

A maior proporcao de fungos e leveduras e bactérias aerébias mesofilas sobre
as patogénicas e bactérias lacticas foram também relatadas em diferentes cultivares
de alfaces cultivadas em sistema convencional e hidropdnica, em paises como Brasil
e Argentina (Lima, 2008; Velazquez et al., 2009). A auséncia de Salmonella spp. na
microbiota de alface foi também descrita por LIMA (2008) e VELAZQUEZ et al.,
(2009).

As bactérias lacticas tém sido relatadas como competidores e antagbnicos ao
crescimento das bactérias patogénicas como a Salmonella sp. Aeromonas
hidrophilla, Listeria spp., embora haja necessidade de mais pesquisas sobre esse
tépico (Lima, 2008).
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Tabela 2. Microbiota em UFC / g de alface cv. Vitdéria de Santo Antao cultivada em

ambiente protegido e sistema convencional.

Microbiota UFC /g
Fungos e leveduras 4.8 x10°
Bactérias aerdbias mesdfilas 1,4 x 10’
Bactéria Lacticas 1,6 x 10
Escherichia coli a 45 °C 2,8 x10™
Salmonella spp. / 25¢g Auséncia

Média de 12 observagbes (UFC / g) unidades formadoras de
coldnias por grama de massa fresca foliar.

Sugere-se que o micro-ambiente de alface poderia ser mais favoravel
principalmente para aerdobios mesdéfilos e fungos e leveduras do que para bactérias
patogénicas e que elevados valores de bactérias patogénicas em alfaces s&o devido
a contaminagdo em alguma etapa da cadeia produtiva (SANTANA, 2006; OLIVEIRA,
2007).

4.2 Influéncia da Temperatura e tempo na adesao de Salmonella Enteritidis

A temperatura e o tempo de contato tiveram efeito positivo na adeséo de S.
Enteritidis sobre a superficie foliar de alface Vitéria e ndo foi detectada interagao
entre esses fatores (Equacao 8). Constatou-se maior efeito da temperatura sobre a
adesao, como se observa pelas variaveis independentes da Equacgao 8 (0,025 e
0,00494).

Log UFC/ cm? = 3,29 + 0,0205:T + 0,00494t ( Equagéo 8)
em que (T) é temperaturaem °C e (t)é tempo em minutos.

O grafico de contorno mostra a resposta para adeséao, paralelas com valores
crescentes com o aumento dos niveis da temperatura e o tempo, significando que

nas faixas de temperatura e tempo avaliadas, a elevacdo da temperatura favorece

ligeiramente a maior adesao.
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Figura 5. Efeito temperatura versus tempo na adesdo de células sésseis de
Salmonella Enteritidis (1x10 * UFC / mL) na superficie foliar de alface cv. Crespa.

O aumento linear da adesao com o aumento da temperatura e o tempo de
contato mostra que Salmonella Enteritidis pode-se desenvolver até niveis que
podem causar infec¢des, dependendo da concentragao inicial. Isso implicaria que
temperaturas abaixo de 5 °C, durante o manuseio pods-colheita ou processamento
minimo de alface, devem ser utilizadas para inibir ou reduzir a adeséo.

A influéncia maior da temperatura sobre a adeséo até determinado ponto se
explica pela cinética de crescimento da bactéria. Assim, para Salmonella
Typhimurum, a elevagao da temperatura até o 6timo 38 °C, favoreceu o metabolismo
do microrganismo, sendo atribuida essa resposta a maior absor¢gao e metabolizagao
dos nutrientes, com o aumento da temperatura (SANTOS, 2004). Por outro lado,
baixas temperaturas diminuiram o tempo de geragéo de células.

Temperaturas 6timas para o crescimento de bactérias foram também
associadas com a maior producado de exopolimeros, considerados fatores fisicos da
adesdo em células bacterianas e com a maior formagao de fimbrias quantidade,
apéndices que incrementam a adesao (BOVILL, 2001; RYU, 2004).
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Em B. cereus foi, também, observada maior influéncia da temperatura versus
o tempo de contato na adesao sobre superficie de ago (BERNARDES, 2008). Assim,
sugere-se que a adesdo é favorecida com temperaturas préximas ao 6timo para
cada espécie em diferentes superficies. Isto ratifica a conveniéncia da utilizacdo de
baixas temperaturas como mecanismo de controle do desenvolvimento de
organismos patogénicos, como S. Enteritidis, antes de processos de sanitizacdo ou

processamento.

4.3 Tipos de superficie foliar de alface e adeséo de Salmonella Enteritidis

Na tabela 3, encontram-se os valores da adesdo de Salmonella Enteritidis
sobre superficie foliar de alfaces Vitéria de Santo Antdo e Crespa Verbnica, as
mesmas que apresentam diferenga significativa (p < 0,05) em fung¢ao do tipo de folha
de alface. Na superficie foliar da alface da cv. Vitéria de Santo Antao, do tipo lisa, a
adesao foi menor do que em folhas do tipo crespa do cultivar Verénica.

A diferenca de adesao entre as cultivares pode ser atribuida a maior
rugosidade da alface Crespa Verbnica, considerando-se que as duas variedades
foram cultivadas no mesmo ambiente e sistema de produgédo. Isso significa que a
caracteristica topografica da superficie foliar teve influéncia na adesdo de

Salmonella Enteritidis.

Tabela 3. Adesao de Salmonella Enteritidis sobre superficies foliares de alface

apos 12 h de contato a 25 °C em suspens3o inicial de 1,0 x 10° (UFC / mL)

Cultivar Superficie foliar Log (UFC / cm?)
Vitéria de Santo Antao Lisa 471+£0,16 a
Verbnica Crespa 5,08+0,11b

Médias seguidas por letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p = 0,05). Cada média provém de seis observagdes em duplicata.

A maior adesado observada em folhas crespas pode ser explicada pela
multiplicidade de micro-sitios, nervuras, fendas e protuberancias da superficie foliar,
0 que proporciona sitios de protecao em maior numero e diversidade favorecendo a

adesao na sua estrutura, em grau maior do que poderia oferecer uma folha lisa.
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As imagens da figura 6 permitem observar bacilos aderidos as superficies,
observando-se que os estdbmatos servem de abrigo e de entrada as células do
patogeno, devido a abertura estomatica ser até cinco vezes o tamanho da bactéria.

Salmonella Enteritidis em cultivares com folha lisa e crespa procedentes de
sistemas de producao diferentes mostraram que a rugosidade das folhas crespas
cultivadas em sistema hidropdnico foi quatro vezes maior do que as lisas cultivadas

em sistema convencional (LIMA, 2008).

ol -
Zone Mag = 2.00 KX Signal A = SE1 ZoneMag= 3.15KX Signal A= SE1
EHT=1216kV WD= 10mm EHT=1216kV WD= 10mm

Figura 6 Microtopografia da folha de alface Vitéria de Santo Antdo por microscopia
eletrbnica de varredura. (6A) Salmonella Enteritidis aderidas nas crestas e vales da
superficie foliar de alface. (6B) Salmonella Enteritidis ao redor do estémato.

Para a rugosidade influenciar na adesdo do microorganismo, a diferenga de
altura entre o vale e a cresta tem que ser aproximadamente quatro vezes a mais do
gue o tamanho do microrganismo, para que este seja albergado (LIMA, 2007).

Além da microtopografia superficial, a hidrofobicidade tem sido também
indicada por influir na adesdao (SINDE e CARBALHO, 2000; BEUCHAT, 2002;
REINA, 2002).

4.4 Hidrofobicidade de Salmonella Enteritidis
A tabela 4 mostra os valores dos angulos de contato de trés liquidos sobre uma

camada de células de Salmonella Enteritidis. O valor do angulo de contato formado

com a agua 0 foi 29,1°, valor menor que 65° portanto a S. Enteritidis pode ser
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considerada hidrofilica, segundo o critério de avaliagao qualitativa da hidrofobicidade
(VOGLER, 1998). Assim, este valor é concordante quando comparado a valores
relatados na literatura para diferentes serovares de Salmonella Enteritidis os
mesmos que variaram na faixa de 9,7° a 35° confirmando o carater hidrofilico da
bactéria (OLIVEIRA et al., 2007).

Tabela 4 Medida dos angulos de contato e calculo da tensdo interfacial de
Salmonella Enteritidis

Angulos de contato (8°) Tens&o superficial (mJ ‘m®) AG(mJ-m™®)
0°agua 8°Form. 0°Br-naf. YLW Y- v+ AGsas
291+44 30+83 82654 14,0 46,2 10,4 10,99

A tabela 4 apresenta, também, valores das tensdes superficiais e da energia
livre global de interacdo AGsas, que € um critério quantitativo de avaliacdo da
hidrofobicidade, assim si AGsas > 0 a superficie e considerada hidrofilica.

Strevett e Chen (2003) demonstraram que o valor de y- € sempre maior que
v+ para células bacterianas, isto reforca a teoria de que as células bacterianas tém,
predominantemente, carater doador de elétrons. Segundo Van der Mei e Busscher
(1998) as superficies biolégicas sdo doadoras de elétrons como consequéncia da
presenca do oxigénio na atmosfera e da hidratacdo da superficie da celular.

O carater hidrofilico da bactéria Salmonella Enteritidis foi confirmado pelo

valor positivo da energia livre de interagdo AGsas apresentado na tabela 4.

4. 5Hidrofobicidade foliar versus posicao naroseta de alface

A superficie foliar de folhas nas posi¢des externa, intermediaria e interna da
alface Vitdria de Santo Antdo, apresentam diferentes hidrofobicidades, tabela 5.
Sendo a externa e interna hidrofébicas por serem maiores que 65°, e a intermediaria
hidrofilica por ter um valor menor a este, segundo a classificagao qualitativa (Vogler,
1998).
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De acordo com Azeredo (1998), o parametro y- pode ser um indicador
semiquantitativo do grau de hidrofobicidade. Para valores de y- < 255 mJ / m* a
superficie é hidrofébica, independente do valor da componente apolar. Quando 25 <
y-<35md/ m? a hidrofobicidade é dependente da componente apolar, neste caso,
a superficie é hidrofilica quando y*¥ < 45 mJ / m? e hidrofébica quando Y > 46
mJ/m?. Com base nestes critérios, podemos afirmar que, pelos valores da tabela 5,
as superficie das folhas na posigcdo externa e interna sao hidrofobicas e as

intermediarias sdo hidrofilicas.

Tabela 5 Angulos de contato e tensdo interfacial de folhas de alface cv. Vitéria de

Santo Antao.

Angulos de contacto 6 Tensao superficial (mJ-m?) AG (mJ-m?)
POSiQéO eAgua eFormamida eBr-naft. 'YLW 'y' 'Y+ AGgas
Externa 89,2 52,6 53,6 27,9 0,1 4,2 -57,1
Interna 71,6 46,2 39,8 34,6 7,6 1,6 -37,5
Intermediaria 64,9 69,3 49,8 29,8 33,6 0,4 12,0

O carater hidrofébico e hidrofilico das folhas nas diferentes posicoes e
confirmado com os valores obtidos para AGsas.

As diferengas no carater hidrofébico das folhas segundo a posi¢cdo na roseta
podem ser explicadas devido as diferengcas na composi¢cao da superficie foliar e sua

relacdo com as propriedades fisico-quimicas (OLIVEIRA, 2006).
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4.6 Adesédo de Salmonella Enteritidis em folhas de diferente posigdo na roseta
da alface

A adesao de S. Enteritidis entre folhas da posicdo externa, intermediaria e
interna, foi significativamente diferente (p<0,05). As folhas da posi¢cao externa e
interna foram iguais, e superiores a intermediaria. Essa relagdo foi também
observada com a hidrofobicidade das folhas em razao da posicao na roseta.

Os valores de energia livre de adesdo sado coerentes com os angulos de
contato obtidos, indicando que o sistema de adesédo é favoravel nas folhas interna e
externa, por serem hidrofébicas e desfavoraveis na folha intermediaria por ser
hidrofilica (Tabela 6).

Tabela 6 Adesdo de Salmonella Enteritidis na superficie de alface cv. Vitdria de

Santo Antdo em trés diferentes posicoes da roseta

Posicdo na roseta Ades&o de S.E. 6a° AGageszo
Log ufc/cm? na folha

Interna 7,75 a 716b -10,57

Externa 7,51 a 89,2 a -24.65

Intermediaria 7.00b 64,9b -8,15

*Médias com a mesma letra nas colunas nao diferem pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05). Ba° = Angulo de contato com agua.

A adeséao relacionada a hidrofobicidade e hidrofilicidade da superficie de
suporte e a superficie de diversas bactérias, tem mostrado que € altamente facilitada
quando interagem superficies hidrofébicas. E menor, entre suportes hidrofébicos e
bactérias hidrofilicas, e dificultada quando as ambas superficies sédo hidrofilicas (LIU
et al., 2004, ASSANTA et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2007).
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Figura 7. Figura esquematica da interacdo de adesdo de bactéria hidrofilica com
superficies de alface hidrofébica e hidrofilica.

4.7 Eficiéncia bactericida do Cloreto de Benzalcénio (BAC)

A eficiéncia bactericida do cloreto de benzalconio (BAC) ndo mostrou resposta
linear com o aumento da concentracéo entre (300 e 2000 mg-L™ ), (Gréafico 1). Das
concentracdes de BAC testadas somente 1200 e 1500 mg-L” lograram reducdes
decimais (RD) de 1,20 significativamente (p < 0,05) superiores aos outros

tratamentos com BAC.
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Figura 8. Redugdo decimal de UFC / cm? de células sésseis de Salmonella
Enteritidis da superficie foliar de alface cv. Crespa, com concentragcbes crescentes
de Cloreto de Benzalconio (BAC) e 10 minutos de contato a 22 °C. Letras iguais n&o
diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Dados ajustados a uma equacéao
Gaussiana modificada de 5 parametros.

Concentragdes menores que 900 mg-L'1 reduziram entre 0,27 e 0,42 RD.
Incrementando a concentracdo de BAC desde1800 a 2000 mg-L" o nimero de
reducdes obtidas foi de 0,27 e 0,42 respectivamente valores iguais a os obtidos para
concentracdes menores que 900 mg-L'1 de BAC.

A menor capacidade bactericida obtida com maiores concentragdes que 1500
mg-L'1 de BAC, pode ter relacdo com a proximidade ao valor da concentracao
micelar critica (CMC) do surfactante que é de 1870 mg-L" (SMITH et al., 2002). Na
CMC, a quantidade de mondémeros em solugdo pode se reduzir pela formacédo de
micelas entre as moléculas de BAC, o que diminuiria a concentracdo de monémeros
com capacidade bactericida (MACHADO, 2005).

Incrementos na concentracdo de BAC até 2000 mg-L' aumentariam a

quantidade de mondmeros livres, mesmo que a maior parte das moléculas esteja na
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forma de micelas. Isso explicaria o pequeno aumento do valor da redugao decimal
observada com 2000 mg-L™" de BAC versus a concentracdo de 1800 mg L™,

O dicloroisocianurato de sédio (DCS) foi mais eficiente (p < 0,05) do que
todos os tratamentos com BAC sobre as células aderidas. A acdo desses
sanitizantes € dependente do pH e da concentracdo de HCLO. A forma nao
dissociada (HCLO) apresenta maior agao bactericida. Por isso, solugées com pH
baixo do e pKa do HCLO (7,5 a 30 °C) serdo mais bactericidas. O HCLO n3o tem
carga elétrica e, por isso, atravessa com facilidade a membrana celular, atingindo o
citoplasma, onde atua pelo processo de oxidacdo de enzimas da via glicdlitica
(ANDRADE, 2007).

A porcao hidrofébica dos monémeros do BAC interage com os lipidios da
parede e principalmente da membrana celular bacteriana, podendo conduzir a lise
celular mediante o extravasamento de componentes do citoplasma, além da
interacdo da parte catibnica do surfactante com os fosfatos das proteinas da célula
bacteriana (CAMPANAC et al., 2002).

Elevadas concentragdes BAC (Figura 8) reduziram pouco a populagédo de S.
Enteritidis, nesse experimento. Uma explicacido a este fato pode estar relacionada a
resisténcia especifica dos microrganismos Gram-negativos aos tensoativos
catidnicos, como é o caso do cloreto de benzalconio.

Em 30 segundos de agdo, 100 mg - L™ de BAC reduziram em 6,0 log UFC /
mL a populagao de E. coli ATCC 11229 e E. coli 0157 ATCC-43890 em suspenséo,
ou seja, na forma planctonica (SILVA et al., 2003). Sabe-se que, 0s sanitizantes sao
mais eficientes sobre bactérias em suspensdo do que quando aderidas nas
superficies, ou seja, na forma séssil. Neste sentido, Velasquez (2009) relatou
reducdes decimais de 1,54 para Yersinia enterocolitica e 0,39 para E. coli O157:H7
aderidas em alface, utilizando 100 mg L' de BAC por um minuto de contato.

Deste modo, observa-se que o maior desempenho bactericida do BAC pode
ser influenciado pelo tipo de microrganismo, o meio onde se desenvolve o tempo de
contato e o maior numero de monémeros em solugdo com capacidade bactericida.
Consequentemente, para obter 1,2 reducdes decimais de S. Enteritidis aderida na
superficie de alface, concentragdes entre 1200 a 1500 mg - L™ de BAC, se requer 10

min de contato.
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4.8 Eficiéncia bactericida do Dodecil Sulfato de Sddio (SDS)

A eficiéncia bactericida do Dodecil sulfato de Sdédio (SDS) descreveu uma
relacdo inversa entre a concentragdo e a redugdao decimal. Observa-se que as
maiores redugdes decimais se atingem com menores concentragdes de SDS. Assim,
concentracdes de 600 e 1200 mg-L”" de SDS conseguiram 0,76 e 0,83 reducdes
decimais significativamente superiores (p< 0,05) as demais concentragdes utilizadas
(Figura 9).

As menores reducdes obtidas com concentragcbes superiores a 1500 mg-L'1
podem estar relacionada a proximidade da concentragdo micelar critica de micela
(CMC) do SDS, onde as micelas se encontram em equilibrio com os mondémeros do
surfactante, um aumento da concentracdo do surfactante, reduzindo assim a sua
capacidade bactericida.

Essa tendéncia do SDS em diminuir sua capacidade bactericida com o
aumento da concentragdo foi verificada em testes prévios, avaliando-se
concentracdes entre 1400 e 8650 mg-L™, indicando uma relacdo inversa entre a
capacidade bactericida e a concentragcdo desses surfactantes entre os niveis
avaliados.

Constata-se que, tanto o SDS quanto BAC apresentaram maior eficiéncia sobre
a S. Enteritidis em concentragdes abaixo da CMC. Apesar de o SDS ter
demonstrado capacidade bactericida, a diminuigdo na populagédo de S. Enteritidis
nao atingiu as 3 redugdes decimais recomendadas para a agao sanitizantes sobre
células sésseis (MOSTELLER e BISHOP, 1993).
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Figura 9. Reducdo decimal de UFC cm? de células bacterianas sésseis de
Salmonella Enteritidis da superficie foliar de alface cv. Crespa, a diferentes
concentracdes de dodecil sulfato de sddio (SDS) e 10 min de contato a 22 °C. Letras
iguais nao diferem pelo teste de Scott-Knott (p < 0,05). Cada ponto provém de cinco
observacgdes duplicadas. Significativo a p < 0,01 pelo teste de t, na equacao de
regressao.

4.8.1 Eficiéncia do SDS versus tempo de contato

O incremento do tempo de contato bactéria séssil-SDS em concentragao
constante de 1200 mg L', ndo mostrou diferengas com o aumento do tempo entre 5
e 60 minutos (Figura 10), indicando que a eficiéncia sanitizante ndo responde a
incrementos do tempo de tratamento . Esse fato pode ser relevante devido a que na
rotina da higienizagcao na industria de alimentos procura-se usar tempos menores de
contato entre detergentes e superficies. Isto permite hipotetizar que o uso do SDS
em combinacgdo sequencial com outros sanitizantes pode ser uma estratégia a ser

considerada.
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Figura 10 Influéncia do tempo de contato na diminuigdo da populagao de Salmonella
Enteritidis aderida a superficie de alface cv. Veronica Crespa com 1153,4 mg-L™" de
SDS a 22 °C. Letras iguais nas coordenadas nao diferem pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05).
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5 CONCLUSOES

A adesao de Salmonella Enteritidis sobre superficies de folhas de alface foi
influenciada pelo carater e magnitude hidrofébica da superficie foliar de alface,
sendo que a hidrofobicidade varia com o estagio de desenvolvimento da planta.

A adesao foi maior nas folhas internas e externas que se apresentaram como
hidrofébicas. Ja as folhas intermediarias apresentaram menor adesdao e foram
caracterizadas como hidrofilicas, em concordancia com os aspectos termodinamicos
que regem a adesao bacteriana.

No processo de adesao, a temperatura e o tempo foram aditivos, com maior
influéncia da temperatura. Isso ratifica a conveniéncia da utilizacdo de baixas
temperaturas como mecanismo de controle do desenvolvimento de microrganismos
patogénicos, como S. Enteritidis

As solugdes de cloreto de benzalcdnio (BAC) e dodecil sulfato de sddio (SDS)
apresentaram menor eficiéncia na remog¢ao de Salmonella Enteritidis, em relacdo a
solugdes de dicloroisocianurato de sédio. Os surfactantes tiveram melhores
desempenhos em concentragcdes menores que as suas respectivas concentracdes
micelares criticas (CMC). No caso do surfactante catiénico (BAC) sao necessarias
concentragdes elevadas (1200 mg - L™) do surfactantes para reduzir as populacdes
de Salmonella Enteritidis.

A capacidade bactericida do SDS sobre S. Enteritidis € inversamente
proporcional a sua concentragdo e ndo € melhorada com o aumento do tempo de
contato, na faixa entre 5 e 60 minutos.

Solugbes de SDS podem ser alternativas e usadas como detergente no
procedimento de higienizagcdo de folhas de alface, desde que, alteracdes
indesejaveis na alface, relacionadas aos aspectos toxicoldgicos e sensoriais nao

ocorram.
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