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RESUMO

SAO JOSE, Jackline Freitas Brilhante, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2009. Sanitizacdo por ultrassom e agentes quimicos no processamento
minimo de hortalicas. Orientador: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-orientadores:
Rolf Pushmann e Claudia Lucia de Oliveira Pinto.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a utilizacdo do ultrassom na etapa de
sanitizacdo de hortalicas minimamente processadas. As hortalicas usadas foram agrido,
salsa, morango e tomate cereja, as quais foram submetidas a tratamentos com ultrassom
(45 kHz), por 10 minutos, associado ou ndo aos agentes quimicos dicloroisocianurato de
s6dio, nas concentragdes iguais a 50 mg.L™ e 200 mg.L™?, perdxido de hidrogénio a 5%,
4cido peracético a 40 mg.L™ e di6xido de cloro a 10 mg.L™. Comparou-se a reducéo da
contaminacdo inicial das hortalicas por mesofilos aerdbios e fungos filamentosos e
leveduras. Apos a sanitizacdo, foram observadas alterac@es de valor de pH, coloracéo e
odor. O tratamento que resultou em maior remogéo de contaminantes foi avaliado em
tomate cereja intencionalmente contaminado com células de Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 na concentracdo entre 10° e 10" UFC. L™. Os tomates contaminados
foram incubados por 48 horas para permitir adesdo das células e, apds esse periodo,
foram submetidos aos tratamentos de sanitizagdo com dicloroisocianurato de sodio a 50
e 200 mg.L?, 4cido peracético 40 mg.L™, ultrassom (45 kHz) e ultrassom combinado
com &cido peracético 40 mg.L™*. A quantificacdo das células aderidas foi feita por

contagem de colonias em agar Salmonella Shigella (SSA). A observacao de células de



Salmonella aderidas a superficie de tomates cereja foi feita em microscopio de
epifluorescéncia e microscopio eletrénico de varredura. As comparacfes dos dados
foram feitas por analise de variancia ANOVA (p < 0,05), e em seguida, foi avaliada a
diferenca entre as médias pelo teste de Tukey (p < 0,05). Dicloroisocianurato de sodio a
200 mg.L™ e di6xido de cloro a 10 mg.L™ combinados ao tratamento com ultrassom,
promoveram maior reducdo da contagem inicial de mesoéfilos aerobios comparado a
soma das reducdes dos tratamentos de forma isolada, o que indicou um efeito sinérgico.
Constatou-se que a combinacio dos tratamentos com &cido peracético a 40 mg.L™ e
ultrassom permitiu reducdo de 4,5 a 6,5 log UFC.g* e de 3,5 a 4,5 log UFC.g™ da
populacdo de mesofilos aerdbios e de fungos e leveduras, respectivamente. Apesar da
consideravel reducdo na microbiota contaminante, este sanitizante, combinado ou nédo
ao ultrassom, alterou a coloracdo dos morangos. O tratamento com ultrassom e acido
peracético a 40 mg.L? reduziu 3,88 log UFC.g" na populacdo de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 aderidas a superficie de tomate cereja. O tratamento com
ultrassom por 10, 20 e 30 minutos reduziu 0,83, 1,22 e 1,73 log UFC. g™ (p < 0,05),
respectivamente essas células aderidas, o que foi confirmado pela microscopia de
epifluorescéncia e microscopia eletronica de varredura. Os resultados apontaram a
importancia do uso do ultrassom como um processo auxiliar na etapa de sanitizacdo das

hortalicas estudadas.



ABSTRACT

SAO JOSE, Jackline Freitas Brilhante, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July,
2009. Sanitization with ultrasound and chemical agents in minimally processed
vegetables. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Co-advisers: Rolf Pushmann
and Claudia Lucia de Oliveira Pinto.

This study aimed to evaluate the use of ultrasound in sanitization of minimally
processed vegetables. Watercress, parsley, strawberry and cherry tomatoes were
subjected to with a 10 minute ultrasound (45 kHz) treatment, with or without chemical
agents. Sodium dichloroisocyanurate at 50 mg.L™ and 200 mg.L™, 5% hydrogen
peroxide peracetic acid at 40 mg.L™ and chlorine dioxide were used as chemical agents.
The reduction of the initial contamination of vegetables by aerobic bacteria plate count
and moulds and yeasts was determinate. After sanitization, changes in pH value, color
and odor were evaluated. The treatment which resulted in greater contaminant removal
was evaluated for the cherry tomato intentionally contaminated with Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 cells at concentrations ranging from 10° to 10’ CFU. L™
The contaminated tomatoes were incubated for 48 hours to allow cell adhesion and then
subjected to sanitization treatments with chlorinated water at 50 and 200 mg.L™,
peracetic acid at 40 mg L™, ultrasound (45 kHz) and ultrasound combined with
peracetic acid at 40 mg L™ The quantification of the adhered cells was performed by

counting colonies on Salmonella Shigella (SSA) agar. Salmonella cells adhered to the

surface of cherry tomatoes was observed on an epifluorescence microscope and

Xi



scanning electron microscope. All comparisons were made by ANOVA (p <0.05).
Then, the difference between the averages were analyzed by means of the Tukey test (p
<0.05). Sodium dichloroisocyanurate at 200 mg.L™ and chlorine dioxide at 10 mg.L™
combined with ultrasound treatment promoted greater reduction in the initial count of
aerobic bacteria if compared to the sum of the reductions of the treatments alone, which
indicated a synergistic effect. It was found that the combination treatment with peracetic
acid at 40 mg.L™ and ultrasound allowed a reduction of 4.5 to 6.5 log CFU.g™ and 3.5
to 4.5 log CFU.g" on the population of aerobic bacteria and moulds and yeasts,
respectively. Despite the considerable reduction on microbial populations, this sanitizer,
combined or not with ultrasound, led to color changes in the strawberries. Ultrasound
treatment and peracetic acid at 40 mg L™ showed a reduction of 3.88 log CFU. g™ of
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 adhered to the surface of cherry tomatoes.
Ultrasound treatments for a period of 10, 20 and 30 minutes reduced CFU. g™ to 0.83,
1.22 and 1.73 log (p <0.05), respectively. The reduction of adhered cells was confirmed
by epifluorescence microscopy and scanning electron microscopy. The results indicate
the importance of the use of ultrasound as an auxiliary technology in sanitization step of

the vegetables studied.
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1. INTRODUCAO

As mudancas nos habitos alimentares dos consumidores, a busca por alimentos
mais saudaveis, convenientes e praticos no momento da compra e do consumo,
resultaram em aumento na demanda pelo consumo de frutas e hortalicas minimamente
processadas. Considerando a possibilidade de contamina¢do por micro-organismos
deterioradores e patogénicos em diversos pontos da cadeia do processamento minimo, o
controle microbioldgico desse tipo de produto torna-se essencial.

A operacdo de lavagem associada a sanitizacdo € considerada a etapa critica para
reducdo no numero de micro-organismos nesses produtos. O cloro é o sanitizante mais
usado pela industria de alimentos, inclusive pela industria de processamento minimo em
funcdo da facilidade de uso, baixo custo, atividade antimicrobiana reconhecida e
completa dissolugdo em agua. Entretanto, a redu¢do no nimero de contaminantes da
superficie de frutas e hortalicas é limitada e ainda, o uso do cloro gera a formacéo de
subprodutos toxicos pela combinacdo da matéria organica com compostos clorados.

Os registros de ocorréncia de surtos associados a esses produtos demonstram que
o controle microbioldgico continua a ser um desafio para a industria de alimentos. A
capacidade de adesdo de micro-organismos patogénicos, como Salmonella, a superficie

de frutas e hortalicas, mostra a necessidade de estudos e de desenvolvimento de novas



estratégias que busquem contribuir para a seguranca microbiolégica do produto que
chega ao consumidor.

O ultrassom ¢é uma tecnologia recomendada na industria de alimentos com
diferentes aplicacGes, dentre elas, a remocdo de particulas aderidas a superficies e a
inativacdo de micro-organismos. Ha indicios que essa tecnologia associada a
sanitizantes permite maior reducédo da contaminagdo microbiana de alimentos.

Considerando a necessidade de ampliar as estratégias para a reducdo microbiana
em frutas e hortalicas minimamente processadas e a indicacdo para aplicacdo do
ultrassom, objetivou-se avaliar sua eficiéncia tanto em aplicacdo isolada bem como em

associacdo a sanitizante no processamento minimo de hortalicas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Processamento minimo de frutas e hortalicas

O consumo de frutas e hortalicas tem aumentado significativamente nas Gltimas
décadas em funcdo da sociedade moderna buscar habitos de vida mais saudaveis
(LOPEZ-GALVEZ et al., 2009). No Brasil, 0 mercado desses produtos também cresceu
devido a estabilizacdo da economia, da mudanca dos habitos alimentares dos
consumidores e da evolucdo de sistemas de auto-servico (HOLTZ, 2006; OLIVEIRA et
al., 2006).

O valor de R$ 26 bilhdes relativos a producdo das frutas e hortalicas corresponde
a 26% do valor total da producdo agricola do Brasil, inferior apenas ao valor de
producdo dos cereais, leguminosas e oleaginosas (BRASIL, 2009). O Instituto de
Economia Agricola do Estado de S&o Paulo registrou o aumento do valor arrecadado
resultante da producdo das frutas e hortalicas frescas, ndo industrializadas no estado
entre 0s anos de 2001 a 2005, que foi de R$ 3 milhdes para R$ 5 milhdes
(HORTIBRASIL, 2009).

As diversas tendéncias de consumo de alimentos, a busca por alimentos mais
saudaveis a serem incluidos na dieta do consumidor (RUiZ-CRUZ et al., 2007;

ABADIAS et al., 2008a) aliados a praticidade e conveniéncia proporcionadas pelos



alimentos prontos (VITTI et al., 2004; ANTONIOLLI et al., 2005; TOURNAS, 2005)
contribuiram para o aumento da demanda de frutas e hortalicas minimamente
processadas (RICO et al., 2007; SREBERNICH, 2007).

A comercializacdo de produtos minimamente processados no Brasil iniciou-se
na década de 90 e, nos ultimos anos, este segmento do agronegocio apresentou grande
crescimento no mercado (OLIVEIRA, 2005). Embora ainda seja incipiente, nota-se um
crescimento rapido no setor nos grandes e medios centros urbanos, tornando-se uma
area com importante potencial econémico (ONGENG et al., 2006; RICO et al., 2008).
Este potencial pode ser associado a expansdo dos servicos como restaurantes, hotéis,
lanchonetes, visto que estes produtos oferecem uma série de vantagens como reducao na
geracdo de residuos como casca e, ou sementes, aumento da qualidade higiénico-
sanitaria, padronizacdo na forma e tamanho, diminui¢éo nos custos adicionais com méao-
de-obra e estrutura fisica para o0 processamento e armazenamento da matéria-prima e do
produto, reducdo do tempo gasto com o processamento, entre outros (SILVA, 2001).

O processamento minimo de frutas e hortalicas refere-se as operacdes de
lavagem, descascamento, corte, sanitizacdo, centrifugacdo e embalagem, tornando-as
prontas para 0 consumo ou preparo imediato, sem que percam a condicdo de produto
fresco ou in natura (PRADO et al., 2003). O objetivo do processamento minimo é
proporcionar ao consumidor um produto semelhante ao fresco com vida util prolongada
e, a0 mesmo tempo, garantir a seguranca microbiologica, mantendo-se a qualidade
nutritiva e sensorial (OLIVEIRA et al., 2006; RICO et al., 2007).

E sabido que o processamento de frutas e hortalicas provoca a aceleracdo da
deterioracdo fisioldgica e por micro-organismos, além de alteracdes bioquimicas, até

mesmo quando apenas operagcdes menos agressivas de processamento sdo usadas, o que



pode resultar em perda da coloragdo, textura e sabor (RICO et al., 2007; MARTIN-
DIANA et al., 2008).

Apos o corte, a superficie de hortalicas ou frutas, € exposta ao ar tornando-a
vulneravel a desidratacdo ou alteracdo de coloracdo. A condicdo geral de qualidade,
como firmeza e contetdo de nutrientes, em especial de vitaminas, é influenciada
principalmente pela temperatura, pois a taxa de respiracdo no vegetal é alterada.
Durante o corte, 0 produto também pode ser exposto a contaminagdo por bactérias,
leveduras e fungos (IHL et al., 2003).

A qualidade microbioldgica de frutas e hortalicas minimamente processadas esta
diretamente relacionada a presenca de micro-organismos deterioradores, que provocam
alteracbes nas caracteristicas sensoriais do produto e também, a micro-organismos
patogénicos que, em determinada populacdo, podem causar danos a saude do
consumidor (SILVA et al., 2006). Micro-organismos sdo contaminantes naturais de
produtos frescos e de minimamente processados e sdo provenientes de diversas fontes,
incluindo cultivo, colheita, manipulacdo poés-colheita, processamento e distribuicdo
(RICO et al., 2007; ABADIAS et al., 2008a). Em razdo do tipo de processamento
aplicado a esses vegetais, pode-se criar um ambiente favoravel a multiplicacdo de
micro-organismos deterioradores e de patogénicos (RICO et al., 2007).

Apesar do aumento da producdo de frutas e hortalicas minimamente
processadas, o controle microbioldgico desse tipo de produto ainda € um desafio para a
industria (ONGENG et al., 2006; RICO et al., 2007; LOPEZ-GALVEZ et al., 2009).
Em razdo dessa dificuldade no controle da contaminacéo, ha a ocorréncia de surtos de
doencas de origem alimentar associadas ao consumo de produtos minimamente
processados contaminados (HAN et al., 2000; BEUCHAT, 2002; SEYMOUR et al.,

2002; GARROOD et al., 2004; ISLAM et al., 2004; DAS et al., 2006; ARUSCAVAGE



et al., 2006; ELLS e HANSEN, 2006; LAPIDOT et al., 2006; BORDINI et al., 2007;
FRANZ et al., 2007; RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et al., 2008a; ERKAN e
VURAL, 2008; KIM e LINTON, 2008; GUNDUZ et al., 2009; TRIGO et al., 2009).

Para minimizar o risco de contaminacao de vegetais frescos e para que esses ndo
se tornem perigos a saude do consumidor, fontes potenciais no ambiente devem ser
identificadas e medidas especificas e intervencdes para prevenir ou minimizar riscos
devem ser consideradas e corretamente implementadas (ABADIAS et al., 2008a). Solo,
fezes, agua de irrigacdo, agua utilizada para aplicar fungicidas, poeiras, insetos e
manipulacdo do homem sdo consideradas fontes de contaminacdo (BEUCHAT, 2002;
REINA et al., 2002; ISLAM et al., 2004; PARNELL et al., 2005; UKUKU e SAPERS;
2007). Com intuito de controlar a ocorréncia de patdgenos nesse tipo de produto,
melhor atencdo deve ser direcionada a ado¢do das boas praticas agricolas e a analise de
pontos criticos de controle (ITURRIAGA et al., 2007).

Na cadeia de producdo de frutas e hortalicas minimamente processadas, a
operacdo de lavagem associada ao uso de solucBes sanitizantes é considerada a Unica
etapa na qual pode ser alcancada a reducdo no numero de micro-organismos
deterioradores e patogénicos, contribuindo assim, para a seguranca do produto (ARTES

e ALLENDE, 2005; RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et al., 2008c).

2.2. Sanitizantes usados na industria de processamento minimo

A eficiéncia dos sanitizantes para tratamento de superficie de frutas e hortalicas
pode ser limitada ou imprevisivel quando grande quantidade de matéria orgénica esta
presente na agua de lavagem (RUIZ-CRUZ et al.,, 2007). Dentre o0s sanitizantes

empregados na industria de alimentos, principalmente em produtos frescos, a maioria €



a base de cloro e compostos clorados (ANTONIOLLI et al., 2005; ALVARO et al.,
2009). A facilidade do uso, o baixo custo, a alta atividade antimicrobiana e completa
dissolucdo em é&gua, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente
utilizados como desinfetantes na industria de frutas e hortalicas (ALLENDE et al.,
2008; ANTONIOLLI et al., 2008; SELMA et al., 2008).

O cloro foi descoberto em 1808 por Humprey Davy e teve suas propriedades
bactericidas demonstradas, em laboratério, por Koch, em 1881 (MACEDO, 1997). A
utilizacdo desse agente como desinfetante foi aprovado pela Associacdo Americana de
Saude Pablica (American Public Health Association-APHA) em 1886, e desde entdo, o
cloro passou a ser utilizado no tratamento de dgua em todo o mundo (VEIGA, 2003;
CAIXETA, 2008). A acdo oxidante e sanitizante dos derivados clorados € controlada
pelo acido hipocloroso (HCIO), produto resultante da hidrélise da substancia clorada,
que € a forma de cloro livre disponivel com amplo espectro de acdo contra diferentes
micro-organismos (PARISH et al., 2003). A acdo do acido hipocloroso é dependente de
pH, sendo que a concentracdo de HCIO aumenta com decréscimo do valor de pH. A
constante de dissociacdo (pKa) desse acido fraco, & 30 °C, é 3,18 x 10®. Quando em
solucdo aquosa, este acido se dissocia para formar o ion hidrogénio e o ion hipoclorito.
Assim, 0s compostos clorados sdo mais efetivos em valores de pH baixos quando a
proporcéo de &cido hipocloroso é maior (MACEDO et al., 2001).

Compostos a base de cloro atuam sobre as células microbianas na forma de
acido hipocloroso (HCIO), que libera oxigénio nascente, que combina com oS
componentes do protoplasma celular. O préprio cloro pode combinar com proteinas de
membrana celular e interferir no metabolismo microbiano (VEIGA, 2003).

As concentracdes recomendadas de cloro residual livre para a sanitizacdo de

frutas e hortalicas variam de 50 a 200 mg.L™ em um tempo de contato de 1 a 30



minutos (PARISH et al., 2003; RUIZ-CRUZ et al., 2007). Entretanto, em condicdes
tipicas de lavagem de frutas e hortalicas na cadeia de processamento minimo, a
eficiéncia do cloro em reduzir a contaminacao por patdgenos é limitada, alcancando a
propor¢cdo de um a dois ciclos logaritmicos na populacdo de micro-organismos
(SAPERS, 2001; LEE et al., 2004; UKUKU, 2006; RUIZ-CRUZ et al., 2007; LEE e
BAEK, 2008; MAHMOUND et al., 2008; PARK et al., 2009).

O uso de compostos a base de cloro requer alguns cuidados, pois se trata de
substancia corrosiva, que pode provocar irritacdes na pele e no trato respiratdrio
(ALVARO et al., 2009). Deve ser considerada ainda, a possibilidade da hipercloracao
da agua residual que, associada ao alto conteddo de carbono organico, pode resultar em
concentracdes elevadas de trihalometanos (triclorometano, bromodiclorometano,
dibromoclorometano, tribromometano e cloroférmio) e outros subprodutos da
desinfeccio (MARTIN-DIANA et al., 2006; RUIZ-CRUZ et al., 2007; RICO et al.,
2007; SELMA et al., 2008). A importancia dos trihalometanos em nivel mundial esta
relacionada ao fato de que, além de serem considerados carcinogénicos, sdo também
indicadores da possivel presenca de outros compostos organoclorados (acido acético
clorado, haloacetonitrilos, cloropicrin, clorofenois, cloropropanonas), também
resultantes do processo de cloracdo das aguas e mais perigosos que 0S pProprios
trihalometanos (MACEDO et al., 1999). Em funcéo disso, a Agéncia Internacional para
Pesquisa do Cancer classifica esses subprodutos do processo de cloracdo como
cancerigenos e a Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente (Enviromental Protection
Agency-EPA) estabeleceu em 1998, o limite de risco médio para desenvolvimento de
cancer, de 60 e 40 miligramas por litro para o cloroférmio e bromoférmio,

respectivamente (MACEDO et al., 1999; PAVON et al., 2008).



Neste contexto, os compostos clorados tém sido foco de preocupacdo ambiental
e alguns grupos ambientalistas tém sugerido a extin¢cdo do uso desse produto em todo o
mundo (NASCIMENTO et al., 2005; RICO et al., 2007). Em paises da Europa como
Holanda, Suécia, Alemanha e Bélgica, o uso do cloro em produtos minimamente
processados € proibido (RICO et al., 2007). Além disso, ha ainda estudos sobre
patdgenos emergentes que seriam mais tolerantes a esses compostos clorados, o que
gera duvida quanto ao uso do cloro na indastria de minimamente processados
(ALLENDE et al., 2008; ALVARO et al., 2009).

A sanitizacdo é uma etapa essencial para atribuir maior seguranca e extensao da
vida de prateleira de produtos minimamente processados e, como futuras restricdes
quanto ao uso do cloro sdo desejaveis, ha a necessidade da busca por tecnologias
alternativas (RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et al., 2008; RICO et al., 2008;
VANDEKINDEREN et al., 2008). Concomitantemente, ha também a busca por
técnicas de desinfeccdo capazes de reduzir com maior eficiéncia, as células microbianas
na agua de lavagem e nos produtos minimamente processados (ONGENG et al., 2006).

O Departamento de Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration-
FDA), orgdo governamental dos Estados Unidos da América que faz o controle dos
alimentos e medicamentos, propés a avaliagdo de tecnologias como o0zonio, didxido de
cloro, acido peracético e peroxido de hidrogénio como alternativas para conferir maior
seguranca microbioldgica aos alimentos (OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2008).

Considerando a importancia da etapa de sanitizacdo para 0 processamento
minimo de vegetais, 0 estudo de processos e, ou agentes alternativos devem receber
atencdo especial. O uso de luz ultravioleta, irradiacdo, ozonizagdo, tecnologias
avancadas de oxidagdo (MARTIN-DIANA et al., 2006; ALLENDE et al., 2006;

SELMA et al., 2008), acido peracético (ALVARO et al., 2009), perdxido de hidrogénio



(UKUKU, 2004; OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009), agua eletrolisada (ABADIA et
al., 2008; RICO et al., 2008; OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009), 4cidos organicos
(AKBAS e OLMEZ; 2006), tratamentos com 6leos essenciais (PEREIRA et al., 2008) e
0 uso do ultrassom (GUERRERO et al., 2001; WALKING-RIBEIRO et al., 2007; XU
et al., 2007) tem sido propostos para desinfeccdo de alimentos.

O peroxido de hidrogénio é considerado um produto fortemente oxidante em
funcdo de sua capacidade de reduzir radicais livres que reagem com componentes
celulares essenciais, incluindo proteinas, lipideos e DNA (KITIS, 2004; RICO et al.,
2007). De acordo com a concentracdo, este sanitizante pode ter efeito bacteriostatico ou
bactericida. Apesar de considerado eficiente, muitos fungos e bactérias podem ser
resistentes de varias maneiras como pela formacéo de glutationa associado a enzimas e
pela producdo de catalase (CAIXETA, 2008). Este sanitizante é estudado como uma
alternativa ao cloro na etapa de sanitizacdo de frutas e hortalicas minimamente
processadas e em geral reconhecido como seguro (GRAS) para algumas aplicacbes na
industria de leite, ovos, cha e vinhos em processos de clarificacdo e também como
antimicrobiano (ARTES e ALLENDE, 2005; OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2008).

Dentre as caracteristicas vantajosas no uso de peroxido de hidrogénio, inclui o
fato de este produto gerar residuos, sendo rapidamente decomposto pela enzima catalase
em agua e oxigénio, além de apresentar baixa toxicidade e ndo necessitar enxague apos
0 uso. Em contrapartida, esse sanitizante apresenta, entre as desvantagens, o poder
corrosivo sobre cobre, bronze e zinco, requerer longo tempo de contato quando usado
em baixas temperaturas e exigir precaucdes durante o manuseio e dosagem (ARTES e
ALLENDE, 2005; CAIXETA, 2008; ARTES et al., 2009).

Em estudos tém sido avaliado o efeito do peroxido de hidrogénio como

sanitizante de alimentos, incluindo frutas e hortalicas minimamente processadas
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(UKUKU, 2004; UKUKU, 2006). Ukuku (2004) ao utilizar peréxido de hidrogénio a
1% no tratamento de meldo minimamente processado contaminado com Salmonella
spp. observou reducdo significativa na contagem deste micro-organismo, nao sendo
detectados sobreviventes ap0s a etapa de sanitizacdo. Esse autor ainda registrou a
auséncia do patogenos ao longo do periodo de armazenamento a 5 °C.

Outro produto empregado como alternativa ao uso de composto a base de cloro
na etapa de sanitizacdo de frutas e hortalicas minimamente processadas é o acido
peracético. Este sanitizante é produzido pela reacdo entre acido acético ou anidrido
acetico com peroxido de hidrogénio na presenca de acido sulfurico, que tem funcédo de
catalisador da reacdo. E um agente oxidante forte e sanitizante, com potencial oxidativo
maior que o do cloro e do diéxido de cloro. Sua atividade ndo é influenciada por
temperatura, pH e pela presenca de matéria organica e, assim, sendo tolerante a esses
fatores, tem aplicacdo no processamento de vegetais (KITIS, 2004; ARTES et al.,
2009). A acdo desse sanitizante é fundamentada na liberacdo de oxigénio ativo,
responsavel pela oxidacdo de ligacBes sulfidrilas de proteinas, enzimas e outros
metabolitos. E hipotetizado ainda a acdo do acido peracético no rompimento da funcéo
quimiostatica de proteinas e lipideos da membrana citoplasmatica e do transporte, em
funcdo do deslocamento da parede celular. Em células gram-negativas, esse sanitizante
também é efetivo por atuar em liproproteinas de membrana celular e no interior das
células, pode promover uma desestruturacdo metabolica, pela oxidacdo de enzimas
essenciais, 0 que corrompe vias metabdlicas vitais, transporte ativo de membrana e
alterar a¢Oes na concentracdo de solutos intracelulares (KITIS, 2004).

A reducdo da populagdo microbiana por acdo do &cido peracético ocorre
principalmente, nos primeiros dez minutos de contato, ou seja, ap0s esse tempo nao foi

verificado maior inativacdo. Além disso, esse sanitizante apresenta a vantagem de néo
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produzir subprodutos reconhecidos como tdxicos ou mutagénicos. Entretanto, € um
produto que tem odor pungente e requer cuidados durante a manipulacéo (KITIS, 2004).

O FDA estipulou que solucdes com no minimo 85 mg.L™ de 4cido peracético
devem ser usadas na sanitizacdo de superficies onde os alimentos sdo manipulados, mas
a concentracdo pode variar até 300 mg.L™* (CAIXETA, 2008; ALVARO et al., 2009).
Este mesmo 6rgédo regulamentador aprovou o uso de acido peracético para a sanitizacao
de produtos vegetais em concentragdes que ndo ultrapassem 80 mg.L™ (RUIZ-CRUZ et
al., 2007).

Park e Beuchat (1999) constataram reducdo da populacdo de Salmonella em
cerca de 2,6 log UFC.g" em meldo e aspargos tratados com &cido peracético em
concentracdes de 40 ou 80 mg.L™. Em outro estudo, o uso de 80 mg.L™ de &cido
peracético por 5 minutos para a sanitizacdo de cheiro verde minimamente processado,
demonstrou a possibilidade de substituir o dicloroisocianurato de sédio, devido a
reducdo de cerca de 2 log UFC.g™ da populacio de Escherichia coli (SREBERNICH,
2007). RUIZ-CRUZ et al. (2007) avaliaram o uso de &cido peracético, em cenoura
minimamente processada, e observaram reducdo significativa na populacdo de
Salmonella de cerca de, 2,1 log UFC.g™.

Outro potente agente oxidante reconhecido como sanitizante desde 1900 é o
dioxido de cloro (KIM e LINTON, 2008; MAHMOUND e LINTON, 2008). Esse
composto pode ser produzido por meio de duas reagdes: reacdo de um acido com cloreto
de sodio ou a reacdo do cloreto de sodio com gas cloro. Ha indicios de que sua
capacidade oxidante seja 2,5 vezes maior que a do cloro e menos reativo com matéria
organica (SY et al., 2005; WU e KIM, 2007; LOPEZ-GOMEZ et al., 2009a). Assim,
apesar de ser um composto clorado, ndo produz quantidades significativas de

trihalometanos, ndo sendo de risco ambiental e nem para a saude. Diferente do cloro, a
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atividade antimicrobiana do dioxido de cloro é independente do valor de pH da solugéo
sanitizante (OLMEZ e KRETZSCHNAR, 2008).

A acdo do dioxido de cloro é fundamentada na reacdo de oxidacao de proteinas
da membrana celular, incluindo aquelas envolvidas no transporte de solutos. Pela
facilidade de penetracdo na membrana celular de bactérias, provoca alteracdes
transmembranas dos gradientes idnicos e inibe a respiragdo celular. Atua ainda na
oxidacdo de grupos sulfidrilas (-SH) em enzimas com formacdo de dissulfito (-S-S-),
que sao analogos sem funcdo (VANDEKINDEREN et al., 2009).

Apesar da estabilidade do diéxido de cloro ser superior a do cloro, esse
sanitizante apresenta instabilidade durante a producdo e estocagem, portando é
necessario o seu preparo imediatamente antes do uso (KIM et al., 2008; LOPEZ-
GOMEZ et al., 2009). A forma aquosa do didxido de cloro é amplamente utilizada pela
industria de alimentos e pode ser usada como sanitizante para superficies de alimentos e
superficies que entram em contato com alimentos (OLMEZ e KRETZSCHNAR, 2008;
LOPEZ-GOMEZ et al., 2009). O FDA aprovou o uso desse produto no controle de
micro-organismos em agua de chiller para processamento de carnes de aves, para
sanitizacdo de vegetais e para carnes (SINGH et al., 2003; KIM e LINTON, 2008).

Na literatura, ha diversos registros de avaliagdo desse sanitizante em produtos
minimamente processados. Morangos sanitizados com 5 mg.L™ de gés diéxido de cloro
por 10 minutos, apresentaram reducdo de quatro ciclos logaritmicos comparada a
contagem inicial de mesofilos e, ao longo do armazenamento, a populacdo manteve-se
em numeros ndo detectaveis até o 12° dia (MAHMOUND et al., 2007). Srebernich
(2007) usou solucéo de diéxido de cloro 50 mg.L™, por 10 minutos em cheiro verde e

observou reducdo de trés ciclos logaritmicos na populacdo de coliformes totais, e
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concluiu que esse sanitizante pode ser uma alternativa a sanitizantes como o hipoclorito
de sodio.

Embora diferentes sanitizantes sejam usados no controle microbiol6gico de
frutas e hortalicas minimamente processadas, sobrevivéncia de micro-organismos
deterioradores e patogénicos ira influenciar diretamente a conservacédo, a qualidade e a

seguranca do produto final.

2.3. Utilizacéo do ultrassom como alternativa na etapa de sanitizacao

O ultrassom é uma tecnologia adotada na industria de eletrbnicos como
descontaminante de superficies e seu uso tem sido recomendado na industria de
alimentos (LEE et al., 2003; NASCIMENTO et al., 2008). Essa tecnologia tem uma
gama extensiva de aplicacdes na industria de alimentos como aferi¢cdo de textura, de
viscosidade, de concentracdes de alimentos solidos e fluidos e inativacdo de enzimas
(LEE et al., 2003; VALERO et al., 2007). Floros e Liang (1994) mencionaram ainda a
utilizacdo do ultrassom em limpeza de superficies, drenagem, processos de extracdo,
filtracdo e inativacdo de micro-organismos.

No processamento de alimentos, o ultrassom de alta intensidade em baixas
freqiiéncias de 20 a 100 kHz tem utilidade na inativagdo de micro-organismos
(PIYASENA et al., 2003). Essa inativacdo e conseqiiéncia de um processo denominado
cavitacdo, que consiste de formacéo, crescimento e colapso de bolhas, que geram uma
energia mecanica e quimica localizada (GOGATE e KABADI, 2009). A cavitacdo
quando ocorre em um reator, gera condicGes localizadas de altas temperaturas e
pressdes denominadas de hot spots, alem de liberar radicais livres que sdo gerados em

funcdo da dissociacdo de vapores presos nas bolhas. A cavitacdo também gera
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turbuléncia localizada e microcirculacao de liquidos. Todas essas alteracbes promovidas

pela cavitacdo contribuem para acdo de limpeza sobre as superficies (PIYASENA et al.,

2003; GOGATE e KABADI, 2009).

Figura 1.

O processo de cavitacdo esta apresentado na
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Figura 1 — Ondas ultrasdnicas e o processo de cavitagdo.

Quando o ultrassom é empregado associado com agentes quimicos como Cls,

H20,, O3, 0 intenso gradiente de pressdo permite a penetracdo desses agentes oxidantes

pela da membrana celular dos micro-organismos. Além disso, a cavitacdo pode facilitar

a desagregacdo de micro-organismos presentes e assim, aumentar a eficiéncia dos

sanitizantes quimicos (GUERRERO et al.,, 2001; GIL et al.,, 2009; GOGATE e

KABADI, 2009).

O fato da utilizacdo do ultrassom ndo gerar odores desagradaveis e a perda de

nutrientes (LEE et al., 2003; PIYASENA et al., 2003), somado ao fato da possibilidade
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de ser aplicado a temperatura ambiente, sem geracdo de calor (FERNANDES e
RODRIGUES, 2007), torna esse processo aplicavel ao processamento minimo de frutas
e hortalicas.

O efeito do ultrassom sobre micro-organismos pode ser ilustrado pelos
resultados de Munkasci e Elhami (1976), que observaram a inativacdo de 93% dos
coliformes presentes em amostras de leite integral tratadas com ultrassom. Em meio de
cultura liquido, Villamiel et al. (1999) observaram a reducdo de 2,5 log.UFC de
Salmonella ap6s 10 minutos de tratamento com ultrassom.

Apesar de grande parte dos estudos com ultrassom serem realizados em sistemas
liquidos (SAN MARTIN et al., 2001; GUERRERO et al., 2001; ZENKER et al., 2003),
sabe-se que micro-organismos contaminantes em alimentos sélidos também podem ser
inativados por essas ondas (MASON et al., 2005). Ao utilizar o ultrassom durante 30
minutos, Bermudez-Aguirre e Barbosa-Canovas (2008) observaram reducédo de 2,5 log
UFC.g" de L. innocua ATCC 51742 em leite integral. Esses autores obtiveram reducéo
de 4,9 log UFC. g* em amostras de leite desnatado, o que indicou que os glébulos de
gordura poderiam ter exercido u efeito protetor sobre as células microbianas. Oulahal et
al. (2007) observaram a remocdo de 49,5 e 39,5 % de biofilmes de E. coli e
Staphylococcus aureus, respectivamente, em superficies contendo carne pela agdo de
ultrassom (40 kHz).

A associacdo do ultrassom com outros métodos de sanitizagcdo resultaram em
maior eficiéncia do processo. O tratamento com ultrassom, na frequéncia de 20 kHz,
ndo reduziu efetivamente a populagdo de L. monocytogenes, que apresentou tempo de
reducdo decimal (valor D) de 4,3 minutos (PAGAN et al., 1999). Porém, esses ultimos
autores, combinaram o tratamento do ultrassom com o aumento de presséo (200 kPa) e

observaram reducao do valor D para um minuto.
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Seymour et al. (2002) registraram que a associacdo do ultrassom com
hipoclorito de sédio a 50 mg.L™ resultou na reducdo de 1,2 log UFC.g™ a mais de
células de Salmonella Typhimurium em alface comparacdo ao efeito produzido por
tratamento com a solucdo clorada. Scouten e Beuchat (2002) constataram que a
combinacdo do ultrassom e Ca(OH), pode ser uma alternativa para a descontaminacgéo
de brotos de alfafa inoculados com Salmonella e E. coli 0157:H7. Macas tratadas com
ultrassom com frequéncia igual 170 kHz combinado ao diéxido de cloro 20 mg.L™
tiveram a populacdo de Salmonella e E. coli O157:H7 reduzidas em torno de 4 log
UFC.g™* (HUANG et al., 2006). Esses resultados indicaram que o ultrassom associado a
outros sanitizantes tem capacidade de potencializar a reducdo da microbiota presente no

produto.

2.4. Ocorréncia de patégenos em hortalicas e frutas minimamente processadas

Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157:H7, Aeromonas
e 0 virus da Hepatite A, sdo alguns dos micro-organismos associados a surtos causados
pela ingestdo de alimentos (Quadro 1), como frutas e hortalicas contaminados, e
indicam a importancia do controle destes patdgenos para a satde publica (LAPIDOT et
al., 2006; SILVA et al., 2006; ABADIAS et al., 2008a).

Embora qualquer patdgeno possa tornar-se um problema potencial em frutas e
hortalicas, Salmonella spp. apresenta relevancia especial para a saide publica (BUCK et
al., 2003; ELIZAQUIVEL e AZNAR, 2008). Nos Estados Unidos estima-se que
ocorram 1,4 milhdes de casos de salmonelose anualmente, sendo 40.000 s&o
confirmados laboratorialmente aproximadamente mais de quinhentos casos sdo fatais e

2% apresentam artrite crénica como complicacdo (CDC, 2001).
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Quadro 1. Ocorréncia de micro-organismos patogénicos em hortalicas e frutas inteiras

frescas e, ou minimamente processadas.

Microrganismo

Produto

Pais

Referéncia

Aeromonas spp.

Escherichia coli
0157:H7

Salmonella spp.

Listeria

monocytogenes

Virus da
Hepatite A

Alface fatiado

Hortalicas orgénicas

Salsa

Espinafre

Tomate

Salsa
Alface

Fruta Krisp Pack
(fruta minimamente

processada)

Morango

Australia

Irlanda do Norte

Estados Unidos e

Canada

Estados Unidos

Estados Unidos

Estados Unidos

Zambia

Estados Unidos

Australia

Irlanda do Norte

Szabo et al (2000).

McMahon e Wilson
(2001).

Naimi et al. (2003).

FDA (2006a);

CDC (2006).

CDC (2007); CDC

(2008).

CDC (2000).

Nguz et al. (2005).

FDA (2006b).

Behrsing et al. (2003).

Flessa et al. (2005).

Salmonella é um género da familia Enterobacteriacea, definido como pequenos

bastonetes gram-negativos,

ndo esporulados, anaerobios facultativos e oxidase

negativos. Espécies desse género podem crescer a temperaturas de 5 a 46 °C, sendo a




temperatura 6tima entre 35 °C e 43 °C. O pH para crescimento varia entre 3,8 € 9,5, com
6timo entre 7,0 e 7,5 (JAY, 2005). E uma bactéria distribuida na natureza, responséavel
por graves infeccBes alimentares, sendo o homem e 0s animais domésticos como
principais reservatorios. A maioria dos sorotipos desse género € patogénica ao homem e
apresenta diferencas de sintomatologia em decorréncia da variagdo no mecanismo de
patogenicidade, além da idade e da resposta imune do hospedeiro (JAY, 2005;
SHINOHARA et al., 2008). Entre os sorotipos mais frequentemente isolados em
episddios de infeccdo alimentar em humanos, encontram-se Salmonella enterica
sorotipos Enteritidis, Typhimurium, Bredeney e Tenessee (STEPANOVIC et al., 2003;
SILVA et al., 2005).

A dose infectante depende do sorotipo e oscila entre 2,0 x 10?a 1,0 x 10° UFC e
hd variacdo quanto ao alimento envolvido e a espécie de Salmonella em estudo.
Espécies adaptadas ao homem atuam em doses infectantes menores comparadas as
estirpes ndo adaptadas para provocar a mesma sintomatologia caracteristica da doenca.
(LIMA, 2008; SHINOHARA et al., 2008;). Mesmo fora do hospedeiro animal, esse
patdgeno pode sobreviver por longos periodos (FRANZ et al., 2007).

A salmonelose é contraida principalmente por meio do consumo de alimentos de
origem animal, como carne bovina, carne de aves e ovos contaminados. A ocorréncia de
Salmonella spp. em frutas e hortalicas é baixa quando comparada a outros tipos de
alimentos. Entretanto, ha& registros de surtos de infeccdo alimentar causados por
diferentes sorotipos de Salmonella devido ao consumo de hortaligas como repolho,
alface, salsa, pimentdo, espinafre (HEDBERG et al., 1999), tomate (CDC, 2007),
morango (CDC, 1991; CDC, 2002), e frutas como maca, meldo (CDC, 1991; CDC,
2002), melancia e manga (ISLAM et al., 2004; ANNOUS et al., 2005; BORDINI et al.,

2007).
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Tomates frescos foram associados a ocorréncia de samonelose nos Estados
Unidos, com registros de surtos nos anos de 1990, 1993, 1998, 2002 e 2004. Entre os
anos de 2005 e 2006, quatro surtos de infeccdo por Salmonella foram associados
novamente ao consumo de tomate nesse mesmo pais (CDC, 2007). Em 2008, outro
surto foi associado ao consumo de tomates contaminados por Salmonella Saintpaul e
atingiu 167 pessoas em 17 estados americanos (CDC, 2009).

Salmonella pode ser veiculada para frutas e hortalicas minimamente processadas
nas etapas de pré-colheita e na pés-colheita (KROUPITKSI et al., 2009). A capacidade
de patdgenos sobreviverem e crescerem durante a producdo é influenciada por sua
adaptacdo a ambientes diferentes fora do hospedeiro (BEUCHAT, 2002). Entretanto,
adesdo e persisténcia do patdgeno em produtos frescos e produtos minimamente
processados sdo fatores importantes e que contribuem para a ocorréncia de surtos de
doencas de origem alimentar (KROUPITKSI et al., 2009).

Os micro-organismos apresentam carater anfipatico, ou seja, podem apresentar
caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas. Essa variacdo é decorrente da interacdo dos
grupos apolares e polares presentes na parede microbiana (BOTERO et al., 2008). A
hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana sdo forcas fisico-quimicas
envolvidas na aderéncia de microrganismos as superficies solidas. As propriedades
fisico-quimicas da superficie podem exercer uma forte influéncia sobre a adeséo dos
micro-organismos, os quais aderem mais facilmente as superficies hidrofdébicas do que
as hidrofilicas. Estudos mostram que a adesdo microbiana se torna melhor com o
aumento da hidrofobicidade, tanto da superficie celular como do substrato de adesdo
(RODRIGUES et al., 2009). Acredita-se que interacdes hidrofébicas apresentam papel
relevante na adesdo de microrganismos, tanto em superficies inertes para processamento

de alimentos, quanto em superficies de alimentos, como a carne (FIGUEIREDO, 2000).
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Apesar da adesdo bacteriana as superficies de vegetais ser limitada comparada a
superficies de outros produtos, a exemplo de carnes, a adesdo e posterior infiltracdo
pode ocorrer sendo em geral facilitada pela presenca do estdmato, lenticelas, tricomas
rompidos e pequenas ranhuras na superficie (BURNETT e BEUCHAT, 2001; SOLOM
e MATTHEWS, 2006; VELAZQUEZ et al., 2009). Embora as cuticulas de plantas
contenham ceras que dificultam a adesdo dos micro-organismos ao tecido vegetal e
protegem de estresses ambientais, alguns patdgenos em vegetais e em humanos podem
romper essa barreira (ARUSCAVAGE et al., 2006). Alguns patégenos tém a
capacidade de infiltrar no tecido vegetal, e assim, sdo protegidos da acdo de sanitizantes
quimicos e fisicos, ou outro método de limpeza e sanitizacdo (HAN et al., 2000;
ANNOUS et al., 2005). Ha uma indicacdo de que a infiltracdo de patdgenos no tecido
de frutas e hortalicas ocorra durante o contato da superficie do produto com células
presentes na agua ou no solo (BURNETT et al., 2000; FRANZ et al., 2007).

A adesdo microbiana € um processo associado a ocorréncia de diferentes
doencas humanas e animais, na formacao de placas dentarias e em processos industriais
como em superficies de equipamentos, tubulacGes e bancadas. A interacdo ocorre
sempre entre micro-organismos e superficies, seja ela de matéria inerte ou bioldgico
(ITURRIAGA et al., 2007; LIMA, 2008).

Os micro-organismos tém a oportunidade de aderir e nesta condi¢do tornam-se
mais resistentes a alteragdes ambientais. O biofilme constitui-se de um arranjo de
celulas microbianas que se associa de forma irreversivel a uma determinada superficie
com producdo de matriz exopolissacaridica (ARUSCAVAGE et al., 2006;
ITURRIAGA et al.,, 2007). A producdo dessa matriz confere maior capacidade de
resisténcia a desinfeccdo ou a sanitizacdo comparada as células em suspensao

(RAYNER et al., 2004; BASTOS et al., 2005).
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A principal peculiaridade associada a adaptacdo de patdgenos em produtos
vegetais é o desenvolvimento de biofilmes (KROUPITKSI et al., 2009). A formacéo de
biofilmes na superficie de vegetais folhosos, como espinafre, alface, repolho, aipo, alho-
pord, manjericdo e salsa tem sido demonstrada foi demonstrada por Beuchat (2001) e
Lapidot (2006).

Patdgenos incorporados nesses biofilmes podem ser protegidos da etapa de
lavagem e servir como possivel troca de elementos genéticos de resisténcia. Regides
cortadas e, ou danificadas de superficies sdo sitios potenciais para a formacdo de
biofilmes, o que contribui para a reducdo da efetividade dos sanitizantes, ja que
bactérias aglomeradas em biofilmes sdo menos influenciadas pelas solucdes do que as
células livres (ARUSCAVAGE et al.,, 2006). Assim, ha interesse em utilizar
mecanismos que promovam a desestabilizacdo dessa estrutura e que permitam o acesso
dos sanitizantes aos micro-organismos.

Estudos demonstraram a capacidade de patdgenos, como Salmonella em aderir,
produzir matriz exopolissacaridica e formar biofilmes em superficies inertes (JOSEPH
etal., 2001; STEPANOQVIC et al., 2004; OLIVEIRA, 2006; CHIA et al., 2009).

O mecanismo molecular envolvido na adesdo e na formacdo de biofilme por
Salmonella ainda ndo é completamente entendido, sabe-se apenas que o promotor agfD
estd envolvido na formacdo dessa estrutura. A expressdo de genes é regulada em
resposta a diferentes sinais do ambiente como temperatura, osmolaridade, presenca de
oxigeénio, presenca de gas carbdnico, variagdes no valor de pH, presenca de compostos
nitrogenados, disponibilidade de nutrientes e concentracdo de ions organicos e
inorganicos (STEPANOVIC et al., 2003).

Iturriaga et al. (2003) demonstraram que Salmonella Montevideo é capaz de

aderir a superficies de tomates. J& Ukuku e Sapers (2001) verificaram que Salmonella e
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outros patdgenos tém capacidade de aderir-se a superficies externas de meldo e
tornarem problemas de saude publica, pois durante o corte, ha possibilidade de
transferéncia do patdgeno para a polpa. A formacdo de biofilmes por Salmonella spp.
em meldo e sua resisténcia a solucBes sanitizantes foi observada por Annous et al.
(2005).

Brandl e Mandrell (2002) e Cooley et al. (2003) demonstraram a formacéo de
agregados de Salmonella spp. em coentro e em plantas do género Arabidopsis. A
capacidade de Salmonella Typhimurium aderir a superficie de vegetal folhoso, a
exemplo da salsa, foi demonstrada por Lapidot et al. (2006).

Desde que a contaminacdo dos produtos frescos com micro-organismos
patogénicos possa ocorrer em qualquer ponto do plantio até o consumo, a possibilidade
de aderéncia da bactéria patogénica e posterior formacdo do biofilme, indicam a
necessidade de aplicar medidas de controle para garantir a qualidade microbioldgica do
produto.

Considerando que a completa remocdo e, ou a eliminacdo de Salmonella, ou
outros patogenos de superficies de produtos frescos, estes fatores sdo considerados
desafios. Portanto torna-se importante o estudo e desenvolvimento de novas estratégias
que busquem contribuir para seguranca microbiologica do produto que é disponibilizada
ao consumidor.

O uso do ultrassom é indicado com objetivo de desagregar biofilmes ou até
mesmo, inativar micro-organismos, o que pode contribuir no processamento de muitos
produtos, inclusive os produtos minimamente processados, atendendo, assim, as novas
tendéncias de mercado. Torna-se, portanto, importante avaliar a eficiéncia da aplicacéo
isolada e em associacdo a sanitizantes para reduzir a contaminacdo de alimentos

minimamente processados.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Microbiologia de Alimentos

do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG.

3.1. Preparo da matéria-prima e sanitizacdo das hortalicas minimamente

processadas

As hortalicas agrido salsa, morango e tomate cereja foram adquiridas em
comércio varejista local e armazenados em suas embalagens originais, sob refrigeracéo,
a 7 °C, por no maximo, 24 horas, até o processamento.

As hortalicas foram selecionadas, descartando-se aquelas com ma formacdo,
danificadas e, ou apodrecidas. No caso de hortalicas folhosas, as folhas que
apresentavam coloracdo amarelada e os talos foram removidos. Em seguida, foram
lavadas com agua corrente para remocdo das sujidades aderidas a superficie e entdo
drenados por 15 minutos.

A etapa de sanitizacdo consistiu na imersdo das hortalicas em 300 mL de solugéo
sanitizante, por 10 minutos a temperatura de 20 °C, sendo usadas 60 g de agrido, 35 g de

salsa, 100 g de morango e de tomate cereja.
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Foram avaliados os efeitos dos agentes sanitizantes: dicloroisocianurato de
sodio, dioxido de cloro, &cido peracético e peroxido de hidrogénio associados ou nédo
com o ultrassom de baixa frequéncia de 45 KHz (Ultrasonic Cleaner Model 08849-00,
Cole Parmer®) (Quadro 2). Como controles, foram adotados o tratamento com agua
destilada esterilizada e o tratamento no qual as hortalicas ndo foram submetidos a

sanitizacgéo.

Quadro 2 — Caracterizacdo dos sanitizantes empregados.

Componente ativo | Concentragédo | pH Nome Concentracao
utilizada comercial do componente
ativo no produto
comercial

Dicloroisocianurato | 50 e 200 mg.L™" | 6,5 | Sumaveg ® 300.000 mg.Kg™

de sddio
Perdxido de 5% 45 | Perhydrol® 30%
hidrogénio
Acido peracético 40 mg.L™ 2,5 | Proxitane® 150.000 mg.L™
Didxido de cloro 10 mg.L™ 9,2 | Veromax 80° 80.000 mg.L

Imediatamente apo6s cada tratamento de sanitizacdo, foi realizada a observacéo

da alteracdo em algumas caracteristicas do produto, como odor e coloracéo.

3.2. Anélise de pH

A determinacdo do valor de pH de cada produto minimamente processado foi

determinado em potencidmetro digital (Tradelab®). Para medir o pH do morango e do

tomate cereja foram utilizadas 20 g de cada produto e, no caso da salsa e do agrido,

utilizou-se 5 g.
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As amostras foram maceradas individualmente em gral de porcelana, obtendo-se

um homogenato, o qual foi diluido em igual volume de a4gua destilada.

3.3. Analises microbioldgicas das hortalicas minimamente processadas

As analises microbiologicas foram feitas por meio da contagem padrdo de
mesofilos aerdbios e de fungos filamentosos e leveduras (BRASIL, 2003).

Para as andlises de tomates cereja e de morangos foram coletadas,
assepticamente, amostras de 25 g de cada produto que foram homogeneizadas com 225
mL de agua peptonada 0,1%. Por se tratarem de amostras volumosas, 0 agrido e a salsa
foram analisados em porcdes de 20 g e 10 g, respectivamente. A homogeneizacao foi
feita em stomacher (Sweard Medical Co., Londres, Reino Unido), por um minuto, em
velocidade normal. Diluices decimais apropriadas foram preparadas e aliquotas dessas
diluicdes foram transferidas para meios de cultura especificos para a determinacdo de

cada grupo microbiano.

3.3.1. Contagem padrao de meséfilos aerobios

Utilizou-se a tecnica de plaqueamento em profundidade ou pour plate,
inoculando-se uma aliquota de 1 mL de diluigdes apropriadas, em duplicata, em placas
de Petri utilizando &gar para contagem padréo (PCA) (Difco®). Apés o plaqueamento,
as placas foram incubadas a 35 £ 2 °C, por 48 horas. Para a contagem das coldnias
foram selecionadas placas contendo entre 25 e 250 col6nias, e em seguida, foi calculado

0 nimero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por grama do produto analisado.
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3.3.2. Contagem padrao de fungos filamentosos e leveduras

A contagem padrdo de fungos filamentosos e leveduras foi feita pela técnica de
espalhamento em superficie, inoculando-se uma aliquota de 0,1 mL das diluicdes
apropriadas em &gar Batata Dextrose (BDA) (Oxoid®), acidificado com solucdo de
acido tartarico 10%, esterilizada, para alcancar o pH 3,5. Apds o plaqueamento, as
placas foram incubadas a 25 + 2 °C, por 5 a 7 dias. Foram selecionadas placas contendo
entre 15 e 150 col6nias para contagem. O resultado foi expresso em numero de UFC por

grama do produto analisado.

3.4. Contagem de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 aderidas a

superficie de tomate cereja
3.4.1. Preparo do tomate cereja

Inicialmente, os tomates cereja foram selecionados, optando-se por aqueles com
textura firme e isentos de fissuras ou rachaduras na superficie. Em seguida, os tomates
foram limpos e lavados criteriosamente em agua destilada esterilizada, dispostos em
placas de Petri e submetidos a luz ultravioleta (254 nm), a 38 cm de distancia, por 15
minutos, para redugdo da microbiota contaminante natural do tomate.

3.4.2. Contaminacao intencional dos tomates cereja

Células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram cultivadas em 200 mL

de caldo Luria Bertani (LB), & 37 °C, por 16 horas até atingir a populagéo de 10° e 10’
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UFC L™ Foram colocados 10 tomates em sacos plésticos esterilizados e, em seguida,
foi adicionado 150 mL da cultura de Salmonella 10° UFC. mL™,

A incubacdo foi feita por 48 horas e, ap0s este periodo, foi feita a remocao dos
tomates auxilio de pinca esterilizada. Posteriormente, os tomates foram submetidos aos
tratamentos de sanitizacdo por imersdo em 300 mL de solucéo de dicloroisocianurato de
sodio a 200 mg. L?, de acido peracético a 40 mg. L™, em ultrassom (45 KHz) e
ultrassom combinado a de &cido peracético a 40 mg. L™. Como controles, foram
utilizados tomates cerejas ndo sanitizados e lavados em agua destilada. Os tratamentos
foram realizados por 10 minutos, exceto o tratamento com ultrassom que foi avaliado
também por 20 e 30 minutos. A quantidade de tomate cereja submetido aos tratamentos

foi de 50 g.

3.4.3. Quantificacdo de células aderidas

Células aderidas, tomates cereja foram retirados da suspensdo de células de
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 nos diferentes tempos de amostragem e lavados
em solucdo salina peptona 0,1% esterilizada para retirada das células ndo aderidas. Em
seguida, foram submetidos aos diferentes tratamentos de sanitizacdo descritos no item
anterior.

Apols cada tratamento, os tomates foram transferidos para sacos plasticos
esterilizados, contendo solucdo salina peptonada a 0,1% esterilizada e entéo,
homogeneizados em stomacher por dois minutos em velocidade normal. Em seguida,
uma aliquota foi retirada para preparar as diluicGes decimais a serem plaqueadas pela
técnica de espalhamento em superficie em agar Salmonella Shigella (SSA). Apos a

incubacdo por 18 a 24 horas, a 37 °C foi feita a contagem das col6nias.

28



3.5. Observactes microscopicas de células de Salmonella aderidas a superficie de

tomate cereja

3.5.1. Preparo de cortes de tomate cereja

Inicialmente, os tomates cereja foram limpos e lavados em agua destilada
esterilizada. Em seguida, foi retirada assepticamente a camada mais externa do tomate e
feitos cortes de 1,0 cm x 1,0 cm com auxilio de um bisturi esterilizado. Os cortes foram
dispostos em placas de Petri contendo agua esterilizada e submetidos a luz ultravioleta
com comprimento de 254 nm, a 38 cm de distancia, por 15 minutos de cada lado, para
reducdo da microbiota contaminante natural do tomate.

Avaliacdo preliminar mostrou que o tratamento com radiacdo ultravioleta

reduziu, em média, um ciclo logaritmico de contaminantes do tomate cereja.

3.5.2. Preparo do indculo

Células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 foram cultivadas em 50 mL
de caldo LB, & 37 °C, por 16 horas. Ap6s essa etapa, o caldo LB contendo 10° UFC.
mL™* foi distribuido em placas de Petri com 13,5 cm de diametro. Em seguida, foram
dispostos 25 cortes de tomate por placa.

A incubacéo foi feita por 24, 48, 72 e 96 horas e a cada 24 horas, cinco cortes
foram removidos com pinga esterilizada. Posteriormente, os cortes foram submetidos
aos tratamentos de sanitizacdo por imerséo em solucdo de dicloroisocianurato de sodio
200 mg. L™, solucéo de acido peracético 40 mg.L™, em ultrassom (45 KHz) e ultrassom

combinado com solucéo de 4cido peracético 40 mg. L ™. Como controles, utilizaram-se
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cortes ndo sanitizados e lavados em agua destilada. Os tratamentos foram realizados

durante 10 minutos, exceto o tratamento com ultrassom que foi avaliado também nos

tempos de 20 e 30 minutos. O volume da solucdo sanitizante empregado foi 200 mL.
Ap0s cada tratamento de sanitizacdo, os cortes foram submetidos as etapas de

preparacdo para observacdo microscopica.

3.5.3. Microscopia de epifluorescéncia

Apds a sanitizacdo, os cortes de tomate cereja foram enxaguados com 5 mL de
tamp&o PBS 0,05 mol L™?, pH 6,8 a 7,2, para remocéo de residuos dos sanitizantes e
células ndo aderidas. Os cortes foram corados com laranja de acridina 0,01% por trés
minutos e, posteriormente, foram imersos uma vez em agua destilada esterilizada para
remocao do excesso de corante (MORRIS, 1997). Em seguida, cada corte foi disposto
sobre laminas de vidro e coberto com laminula e foram observados em microscépio de
epifluorescéncia, modelo PX60 (Olympus, Japdo), em aumento de 1.000 vezes,
utilizando-se o filtro azul (WU) e sistema de registro de imagens.

Foi feita a observacdo de, pelo menos, quinze campos de 0,038 mm? em cada
corte, com objetivo de verificar a uniformidade de adesdo na superficie e de areas de

adesdo das imagens obtidas.

3.5.4. Microscopia eletronica de varredura

Os cortes de tomate para observacdo em microscopio eletrénico de varredura

foram sanitizados como descrito no item 3.5.2. e enxaguados em tampéo PBS 0,05 mol

L™, pH 6,8 a 7,2, para remogcdo dos residuos dos sanitizantes e células ndo aderidas. A
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etapa de fixacdo consistiu do tratamento com glutaraldeido a 5 % e tampédo PBS 0,1
mol.L™, na proporcdo de 1:1 por uma hora em temperatura ambiente. Em seguida,
foram realizadas seis lavagens, de 10 minutos cada, em tamp&o PBS a 0,05 mol.L™, pH
6,8 a 7,2. A etapa da desidratacdo consistiu de tratamentos seriados em etanol, nas
graduacdes de 30 °, 50 °, 70 °, 80 °, 95 ° Gay Lussak (GL), por 10 minutos cada e trés
tratamentos de 15 min, em etanol 100 ° GL. Os cupons foram transferidos para o
secador ao ponto critico (Critical Point Dryer — modelo CPDO020, Balzers,
Liechstenstein) para a desidratacdo total. Por ultimo, foram metalizados em metalizador
(modelo FDU 010, Bal-Tec, Balzers, Liechstenstein) para posterior observacdo ao
microscopio eletronico de varredura (modelo LEO 1430 VP Zeiss, Cambridge,

Inglaterra) e registro das imagens.

3.6. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo
11 tratamentos (dicloroisocianurato de sédio a 50 mg.L™, dicloroisocianurato de sédio a
200 mg.L™, peréxido de hidrogénio a 5%, é4cido peracético a 40 mg.L™ , diéxido de
cloro a 10 mg.L™" e ultrassom a 45 kHz, e ultrassom associado a cada um dos
sanitizantes) mais o tratamento controle (ndo sanitizado), sendo realizado para cada
tratamento quatro repeticbes. A unidade experimental submetida a cada tratamento
consistiu de 60 g de agrido, 30 g de salsa, 100 g de tomate cereja e de morango.

A avaliacdo do efeito da sanitizacdo do tomate cereja contaminado com S.
Typhimurium ATCC 14028 foi analisado segundo delineamento inteiramente
casualizado, sendo seis tratamentos (ndo sanitizado, dicloroisocianurato de sodio a 200

mg.L™?, 4cido peracético a 40 mg.L™, tratamento com ultrassom por 10, 20 e 30 minutos
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e ultrassom 45 kHz combinado ao 4cido peracético a 40 mg.L™).

Os dados foram analisados com auxilio do software SAS, versdo 9.1 (Statistical
Analysis — SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as medias dos logaritmos do numero de unidades formadoras de coldnia

por grama (log UFC.g ™) dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%

de probabilidade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Alteracbes de pH e de caracteristicas sensoriais em hortalicas apds

tratamentos de sanitizacao

O pH das hortalicas usadas no presente estudo foi medido antes e apds a
sanitizagdo com dicloroisocianurato de sédio a 200 mg.L™, peréxido de hidrogénio a
5%, acido peracético a 40 mg.L™, diéxido de cloro a 10 mg.L™" e ultrassom 45 kHz.
Alguns dos sanitizantes usados promoveram alteracdes no valor de pH das hortalicas
(Tabela 1).

Dentre os sanitizantes, a solugdo de &cido peracético a 40 mg.L™ foi o que
provocou maior reducdo no valor de pH dos vegetais. A influéncia dos sanitizantes no
pH dos vegetais é um fator importante a ser observado, ja que durante o periodo de
estocagem esses valores tendem a alterar, o que pode contribuir para a aceleracdo da
deterioracdo do produto (RICO et al., 2007).

As solucbes dos diferentes sanitizantes, nas concentragcbes adotadas, néo
implicaram em alteracGes da coloragdo de tomate cereja, agrido e salsa minimamente
processados, sendo este resultado importante considerando que consumidores tém a
aparéncia e coloragdo do produto como primeiro critério para a compra (KAYS, 1999;

ARTES et al., 2006; RICO et al., 2007). Entretanto, os tratamentos com solucdes de
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perdxido de hidrogénio e acido peracético, associados ou ndo ao ultrassom, alteraram a

coloragdo dos morangos minimamente processados. Pode ser observado

esbrangquicamento dos morangos tratados estas solucdes. Muitos sanitizantes possuem
propriedades oxidantes que causam efeitos deletérios na coloracdo, de forma a induzir
escurecimento ou esbranquicamento do tecido vegetal (ARTES et al., 2008). Estudos
revelaram que perdxido de hidrogénio induz o escurecimento de produtos como alface e
cogumelos (SAPERS etal., 2000; McWATTERS etal.,

2002). Entretanto, o

escurecimento das hortalicas folhosas usadas no presente trabalho ndo foi constatado.

Tabela 1 - Valores de pH das hortalicas minimamente processadas

pH
. Apds a sanitizacdo com as solucdes sanitizantes
Hortalicas
Antes da _
L Dicloroisocianurato  Peroxido de Acido Dioxido de Ultrassom
sanltlza(;ao o
de sodio hidrogénio peracético cloro 45 kHz
200 mg.L™ 5% 40 mg.L? 10 mg.L*
Agrido  6,62%+0,08 6,26 "+ 0,06 6,38° + 5,60°+0,08 6,66%°+0,12 6,25"+0,36
0,38

Salsa 6,222 + 0,04 5,82° + 0,03 584°+0,08 548°+0,25 6,13°+0,18 6,04%+ 0,04
Morango ~ 3,07%+ 0,02 3,17°+0,21 3,15°+0,04 2,86°+0,03 3,89°+0,13 3,08%+0,14
Tomate  4,03%+0,38 3,92%+0,15 4,03%+021 3,80°+0,18 4,15°+0,12 4,05°+0,20

*Médias seguidas da mesma letra e na mesma linha ndo diferiram entre si, considerando p<0,05.

A solucéo de acido peracético com valor baixo de pH, igual a 2,5, o tratamento

de sanitizacdo ndo causou danos aparentes na textura das hortalicas. Juntamente com a
coloracgéo do produto, a textura é outra caracteristica que demonstra o frescor da maioria
dos vegetais (RICO et al., 2007). Vandekinderen et al. (2008) observaram alteracdo na

textura de cenouras ap6s o uso de acido peracético a 250 mg.L ™. Fantuzzi et al. (2004)
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ndo observaram alteracdo aparente na textura de repolho minimamente processado ap0s
sanitizacdo com acido acético 1% e pH igual a 2,6.

O tratamento com ultrassom ndo alterou coloracdo e textura das hortaligas,
resultado que diferiu do observado por Seymour et al. (2002) que detectaram, ap6s 150
segundos de tratamento com ultrassom 32 a 40 kHz, o aparecimento de pequenas
manchas em morango e em horteld e o escurecimento das extremidades em salsa.

No presente trabalho, o corte e, ou remoc¢do de estruturas dos vegetais nao
consistiu de etapas que promovessem grandes alteracGes fisiologicas. Por exemplo, no
morango, houve apenas remoc¢do do peddnculo e das sépalas, o que ndo provoca um
incremento na taxa respiratoria do produto e nem na producéo de etileno (ARTES et al.,
2006). Entretanto, deve-se considerar que a perda da firmeza pode ser acelerada pelas
condicdes de processamento (PINTO, 2007).

A alteracdo de odor das hortalicas ap0s a sanitizacao so foi percebida com o uso
do acido peracético para todas as hortalicas estudadas. Deve-se considerar que estes
produtos ndo foram submetidos a etapa de enxague. Este resultado difere do observado
por Vandekinderen et al. (2008), que ndo detectaram alteracdo de atributos sensoriais
como sabor, qualidade visual e odor em repolho, alface e alho por6 tratados com o
mesmo sanitizante na concentracao igual a 250 mg.L™.

No presente trabalho ndo foi percebida alteracdo de odor nas hortalicas tratadas
com dicloroisocianurato de sdédio. O ultrassom também ndo provocou alteracdes no
odor dos vegetais, corroborando com indicacdes descritas na literatura (LEE et al.,

2003; PIYASENA et al., 2003).
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4.2. Efeito dos tratamentos de sanitizacdo na microbiota contaminante de

hortalicas minimamente processadas

As hortalicas folhosas apresentaram-se mais contaminados com bactérias
mesofilas aerébias do que o tomate cereja e o morango (Tabela 2). Essa maior
contaminacdo de hortalicas folhosas foi reconhecida em outros trabalhos e estimada de
ser, em média, 2,8 x 10° UFC.g”" (GUENTZEL et al., 2008; OIE et al., 2008). O
namero e o tipo de micro-organismos presentes em produtos minimamente processados
sd0 muito variados e a contagem de bactérias mesofilas nesses produtos apds
processamento varia de 10° a 10° UFC.g™* (FANTUZZI et al., 2004; ABADIAS et al.,
2008b). Segundo Souto (2005), hortalicas como alface, podem facilitar a retencéo e a
sobrevivéncia de micro-organismos pela formacdo de camadas isolantes
protetoras na superficie.

Né&o foi observada diferenca significativa nas contagens de mesoéfilos aerébios e
de fungos filamentosos e leveduras entre hortalicas ndo sanitizadas e naqueles tratados
apenas com agua destilada esterilizada (Tabela 2), o que reforca a importancia da etapa
de sanitizacdo para produtos frescos.

Considerando que os tratamentos de sanitizacdo apresentam limitacGes na
remoc¢do dos micro-organismos contaminantes, sempre que possivel € melhor minimizar
a contaminagdo microbiana desses produtos seguindo-se as boas praticas de producédo
agricola e de processamento.

No agrido ndo sanitizado, a contagem de mesofilos foi superior em dois ciclos
logaritmicos a registrada por Martins et al. (2009). Na salsa, as contagens médias
iniciais obtidas no presente estudo foram semelhantes as contagens obtidas por Rosa et

al. (2006) que foram em torno de 7 log UFC.g™.
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Tabela 2- Logaritimo da média da contagem de mesofilos aerobios e fungos

filamentosos e leveduras (UFC.g™) em hortalicas ndo sanitizadas e imersas em é&gua

destilada.
Nao sanitizadas* Imersas em agua destilada*
Hortalicas Mesofilos Fungos Mesofilos Fungos
aeroébios filamentos e aeroébios filamentos e
leveduras leveduras
Agrido 6,2 + 0,822 3,8+0,58° 6,1 +0,76° 3,6 £ 0,45°
Salsa 6,5+ 0,13 5,8 +0,23" 6,2 +0,12° 56 +0,31
Morango 4,6 +0,24° 5,0 +0,41° 4,4 +0,33° 4,7 + 0,36°
Tomate 5,6 + 0,84° 4,3+0,83" 5,5 + 0,89° 3,9+0,64"
cereja

* Médias * desvio padrdo. Valores seguidos de mesma letra e na mesma linha ndo

apresentaram diferenca significativa.

A contaminagdo inicial de aerdbios mesodfilos nas hortalicas analisadas variou de
4,6 log UFC.g* a 6,5 log UFC.g" enquanto a contagem de fungos filamentos e
leveduras variou de 3,8 UFC.g" a 58 UFC.g". Esses valores sdo préximos aos
encontrados por outros autores em salsa (ROSA et al., 2006) e tomate cereja
(TOURNAS, 2005). Contagens de cerca de dois ciclos log foram registrados na
populacdo de aerébios mesofilos em agrido (MARTINS et al., 2009) e, de fungos
filamentos e leveduras em morangos (RAGAERT et al., 2006).

Os tratamentos de sanitizagdo avaliados em agrido reduziram a populacdo de
mesofilos aerobios e de fungos filamentosos e leveduras em valores que variaram de 0,9

a 6,5, e de 0,6 a 3,3 ciclos logaritmicos, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 — NUmero de ciclos logaritmicos reduzidos em relacdo a contagem inicial de
mesofilos aerdbios ( ) e de fungos filamentosos e leveduras ( N )
contaminantes de agrido minimamente processado, submetidos a diferentes
métodos de sanitizacdo. Tratamentos indicados com mesma letra nédo
diferiram (p > 0,05) entre si.
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Dicloroisocianurato de sédio na concentragdo de 50 mg.L™ e 200 mg. L™ foram
os tratamentos menos efetivos na sanitizacdo de agrido. Esta reducédo foi de apenas 0,9
log UFC.g™* na microbiota meséfila aerébia e inferior a 1,6 log UFC.g™* na populacéo de
fungos filamentosos e leveduras. O uso de produtos clorados em concentracfes de 50 a
200 mg.L™, reduziram a populag&o contaminante em um a dois log UFC.g™* em frutas e
hortalicas (LEE et al., 2004; LEE e BAEK, 2008).

O ultrassom associado aos sanitizantes aumentou a eficiéncia e promoveu maior
reducdo da populacdo de contaminantes, porém ndo apresentou efeito sinérgico na
reducdo de mesofilos aerébios em agrido. Apenas o tratamento no qual foi associado
ultrassom com dicloroisocianurato de sédio a 50 mg.L™ diferiu significativamente
daquele em que apenas o sanitizante foi usado (p < 0,05). Os tratamentos com ultrassom
reduziram de 0,8 a 3,3 ciclos logaritmicos na contagem de fungos filamentosos e
leveduras.

A reducdo de contaminantes em torno de dois ciclos log UFC.g™ foi constatada
nos tratamentos com peréxido de hidrogénio sem que fossem observadas alteracbes na
coloracdo do agrido. Ukuku et al. (2005) observaram reducdes significativas na
populacdo de mesdfilos aerobios em meldo sanitizado com perdxido de hidrogénio a
2,5%.

As maiores reducdes nas populacdes de contaminantes do agrido foram obtidas
quando a solucdo de acido peracético foi associada ao ultrassom, sendo que mesofilos
aerébios foram reduzidos na proporcio de 6,5 log UFC.g™, enquanto fungos
filamentosos e leveduras em cerca de 3,3 log UFC.g™. O resultado do presente trabalho
foi superior aos apresentados por Allende et al. (2008b) que observaram reducdo de
cerca de um log UFC. g " ao utilizar 80 mg. L™ de produto & base de acido peracético

como o Unico tratamento de sanitizacdo de chicoria.
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A utilizacdo do dioxido de cloro aplicado sozinho ou combinado ao ultrassom
em agrido, promoveu reducdes de 1,3 e 1,7 log UFC.g™" na microbiota meséfila,
respectivamente. Esses valores foram inferiores aos resultados obtidos por Huang et al.
(2006), que trataram alfaces contaminadas com Salmonella utilizaram o dioxido de
cloro 10 mg.L™ e a combinag&o desse sanitizante com ultrassom 170 kHz, o que reduziu
cerca de 2 e 2,3 log UFC.g™, respectivamente. Lee e Baek (2008) ao sanitizarem
espinafre com 100 mg. L™ de diéxido de cloro, observaram reducdo de 2,6 log UFC.g*
de E. coli O157:H7. A reducdo observada no presente estudo pode ser justificada pela
aplicacdo de concentracdo 10 vezes menor do sanitizante comparada ao utilizado por
Lee e Baek (2008).

Tratamentos com dioxido de cloro promoveram reducdes menores do que um
log UFC g™ na populagdo de fungos filamentosos e leveduras de agrido, apesar do
diéxido de cloro ser considerado um potente agente oxidante (SINGH et al., 2003;
ARTES et al., 2007). O comprometimento da eficiéncia do diéxido de cloro pode estar
associado ao fato de ser um composto altamente instavel e que perde eficiéncia quando
exposto a temperaturas superiores a 30 °C e a luz (TAYLOR et al., 1998). No presente
trabalho, o produto foi fornecido pelo fabricante e armazenado em condigdes
adequadas. A razdo para baixa eficiéncia do sanitizante pode ser ainda justificada pela
baixa concentragdo empregada.

Reducbes das populacGes de mesofilos aerobios e de fungos filamentosos e
leveduras contaminantes de salsa variaram de 0,9 a 6,3 log UFC.g™" e de 1,0 a 4,6 log
UFC.g™, respectivamente (Figura 3).

A solucdo de dicloroisocianurato de sédio a 200 mg.L™ promoveu reducdo de
cerca de 2 log UFC.g™" na populacdo de mes6filos aerébios em salsa minimamente

processada e este resultado evidencia que o efeito dos sanitizantes varia com o produto e
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com a microbiota contaminante. Allende et al. (2008a) obtiveram reducdo de um log
UFC.g™ com a utilizacdo do sanitizante & base de cloro na populagdo de E. coli e na
populacdo de mesdfilos aerdbios em coentro minimamente processado. A combinacao
de ultrassom e dicloroisocianurato de sodio a 50 mg.L™ e o uso do clorado organico a
200 mg.L™* promoveram reducdo de um log UFC.g* na populacdo de fungos
filamentosos e leveduras em salsa.

Tratamentos contendo peroxido de hidrogénio promoveram reducgdes de cerca de
2 log UFC.g™* na contagem inicial de fungos filamentosos e leveduras, sendo que néo
houve diferenca estatisticamente significativa entre eles. Ahmed e Russel (1975)
afirmaram que a combinacdo de ondas ultrasénicas e perdxido de hidrogénio torna-se
mais letal do que cada tratamento isolado.

Similar ao resultado encontrado no agrido, a maior reducdo na populacdo de
mesofilos de salsa foi obtida ao utilizar o acido peracético e ultrassom combinados ou
ndo e que contribuiram, respectivamente, para reducéo de 6,3 e 5,1 log UFC.g™ (Figura
3). Estes mesmos tratamentos promoveram reducées iguais a 3,9 log UFC.g™ e 4,8 log
UFC.g™* na populacio de fungos filamentosos e leveduras na salsa (Figura 3).

A populagdo de meséfilos aerébios apresentou reducdo de 0,9 a 2 log UFC.g™,
quando a hortali¢a foi sanitizada com os demais tratamentos néo havendo diferenca
estatisticamente significativa entre eles (p>0,05). A menor reducdo de mesofilos
aerobios foi obtida com utilizacdo do ultrassom (0,9 log UFC.g™), sendo este resultado
inferior ao de Seymour et al. (2002), que observaram reducdes de 1,6 e 1,7 log UFC.g™
de Salmonella Typhimurium em alface e de 0,3 a 0,9 log UFC.g™* em salsa contaminada

com E. coli.
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Figura 3 — NUmero de ciclos logaritmicos reduzidos em relagdo a contagem inicial de
mesoéfilos aerdbios ( ) e fungos filamentos e leveduras ( I )
contaminantes de salsa minimamente processada, submetidos a diferentes
métodos de sanitizagdo. Tratamentos indicados com mesma letra ndo
diferiram (p > 0,05) entre si.
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Os tratamentos com dioxido de cloro e ultrassom reduziram, respectivamente,
0,7 log UFC.g™%e um log UFC.g™ (p < 0,05) na contagem de fungos filamentosos e
leveduras (Figura 3). Esta baixa reducdo promovida pelo ultrassom pode ser justificada
pelo fato de fungos filamentosos e leveduras serem mais resistentes a tratamentos com
ultrassom de alta intensidade do que células vegetativas de bactérias (LOPEZ-MALO et
al., 2005).

A populacéo inicial de mesofilos aerobios em morangos foi reduzida de 0,7 a 4,0
ciclos logaritmicos apds diferentes tratamentos de sanitizacao (Figura 4).

Os tratamentos com dicloroisocianurato de sodio a 50 e a 200 mg. L™
promoveram reducdes de 0,7 e 1,4 log UFC.g ™, respectivamente na contaminacéo de
morangos. Sapers et al. (2001) também obtiveram reducéo inferior a um ciclo log na
contagem de meséfilos aerébios quando trataram meldo com 1000 mg.L™ de solucdo
clorada. A utilizacdo do ultrassom na sanitizacdo de morangos promoveu reducdo de um
log UFC.g™ na populacdo de mesofilos aerébios e ndo implicou em alteracdo da
coloracdo do produto. Esse tratamento reduziu 1,1 log UFC.g™* na populacdo de fungos
filamentosos e leveduras, resultado semelhante a reducdo promovida na microbiota
mes6fila. Seymour et al. (2002) observaram reducdes de 0,7 a 1,4 log UFC.g™ de E.
coli, em morangos tratados com ultrassom por 10 minutos.

Os tratamentos com ultrassom, em condicdo que nao prejudicam propriedades
sensoriais e nutricionais, ndo sdo completamente eficientes para inativar micro-
organismos presentes. Assim, essa limitacdo sugere a combinacdo do ultrassom com
outros tratamentos antimicrobianos para maior inativagio de micro-organismos

(LOPEZ-MALDO et al., 2007).
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Figura 4 — Numero de ciclos logaritmicos reduzidos na contagem inicial de mesofilos
aerobios ( ) e fungos filamentosos ( [l ) contaminantes de morango
minimamente processado, submetidos a diferentes métodos de sanitizag&o.
Tratamentos indicados com mesma letra ndo diferiram (p > 0,05) entre si.
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No presente estudo, combinacdes de ultrassom com sanitizantes promoveram
maior reducdo na populacdo de contaminantes do que o uso dos mesmos de forma
isolada. As reducdes obtidas pela combinacdo do ultrassom com dicloroisocianurato de
sodio a 50 mg.L™?, dicloroisocianurato de sédio a 200 mg.L™, diéxido de cloro a 10
mg.L™ e 4cido peracético a 40 mg.L™" , foram iguais a 1,4; 2; 2,1 e 4 log UFC.g™,
respectivamente.

Vale destacar que o tratamento que combinou ultrassom e dicloroisocianurato de
s6dio a 50 mg.L™?, promoveu reducdo de um log UFC.g™ na populacdo de fungos
filamentosos e leveduras resultado este semelhante ao do tratamento com
dicloroisocianurato de sédio & 200 mg.L™. A combinagdo dos tratamentos permitiu o
uso de uma menor concentracdo do sanitizante para obtencdo de uma mesma reducédo da
microbiota. Este fato € importante jA que existem indicacdes para 0 ndo uso desse
sanitizante ou, utilizacdo em menores concentracdes, em funcdo das implicacdes
ambientais de seus subprodutos (MARTIN-DIANA et al., 2006; RICO et al., 2007;
RUIZ-CRUZ et al., 2007; SELMA et al., 2008).

O emprego do ultrassom associado ao tratamento com peroxido de hidrogénio
promoveu reducdo de 3,4 log UFC.g™ da microbiota meséfila presente em morango.
Esta reducdo foi superior a 1,5 log UFC.g™ obtida com mesmo tratamento na populacéo
de fungos filamentosos e leveduras.

A combinagdo de 4cido peracético & 40 mg.L™ com ultrassom com frequiéncia
igual & 45 kHz reduziu 4,1 log UFC.g™ no niimero de meséfilos aerébios em morangos
(p < 0,05) e de quase 4 log UFC.g™ na populacéo de fungos filamentosos e leveduras.

Morangos tratados com didxido de cloro e ultrassom associado a esse sanitizante
apresentaram reducdes de 1,4 e 2,0 log UFC.g™, respectivamente. Estes resultados se

assemelham aos obtidos por Wu e Kim (2007) que utilizaram dioxido de cloro aquoso a
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5 a 10 mg.L™" e observaram reducdo 1,2 a 2,4 UFC.g" na populacdo de fungos
filamentosos e leveduras de mirtilo.

A populacéo inicial de mesofilos aerobios em tomate cereja foi reduzida de 0,7 a
4,4 ciclos logaritmicos apos diferentes tratamentos de sanitizacdo (Figura 5).
Tratamentos com dicloroisocianurato de sédio & 50 e 200 mg.L™ n&o promoveram
reducdes superiores & um log UFC.g™ de meséfilos aerébios. Ultrassom combinado ao
dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L™ reduziu 2,1 log UFC.g™, sendo este valor
superior a soma das redugdes promovidas por cada tratamento de forma isolada o que
indicou um efeito sinérgico. Este mesmo tratamento ndo foi mais efetivo para a
descontaminacdo de fungos filamentosos e leveduras em tomates.

O peroxido de hidrogénio quando aplicado isoladamente e em combinagdo com
o ultrassom mantiveram a reducio dos contaminantes na faixa de 2,1 a 2,6 log UFC.g™".

A maior reducéo, de 4,4 log UFC.g™, foi promovida pelo tratamento em que foi
combinado ultrassom e acido peracético & 40 mg.L™. Uma vantagem importante do uso
do &cido peracético € o fato de que este composto ndo oferece risco ao ambiente e nédo
produz compostos tdxicos ao reagir com matéria organica (ROSSINI e GAYLARDE,
2000). Nos resultados observados por Kim et al. (2006) foi evidenciada a reducdo de
3,6 log UFC de Enterobacter sakazakii por tomate ao tratd-los apenas com acido
peracético.

Os tratamentos de sanitizagdo aplicados nos tomates cereja promoveram
reducdes de 1,1 a 3,4 log UFC.g™ na populagdo de fungos filamentosos e leveduras e a
maior reduco foi observada ao combinar ultrassom ao 4cido peracético a 40 mg.L™ .
Dicloroisocianurato de sédio 50 mg.L™, dicloroisocianurato de sédio & 200 mg.L™,
dioxido de cloro & 10 mg.L™, ultrassom e ultrassom combinado ao diéxido de cloro 10

mg.L™?, promoveram reducdes de 1,0; 1,1; 0,9; 1,3 e 1,4 log UFC. g™, respectivamente.
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Figura 5— Numero de ciclos logaritmicos reduzidos na contagem inicial de mesofilos
aerobios ( ) e fungos filamentosos e leveduras ( Il ) contaminantes de
tomate cereja minimamente processado, submetidos a diferentes métodos de
sanitizacdo. Tratamentos indicados com mesma letra ndo diferiram (p > 0,05)
entre si.
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A soma da reducdo promovida pelo tratamento com ultrassom no tomate cereja,
que foi de 0,7 log UFC.g™, com o valor de 0,9 log UFC.g™ obtida com o diéxido de
cloro, foi inferior a reducdo obtida com os tratamentos combinados que foi igual a 2,1
log UFC.g™. Este resultado indicou efeito sinérgico do ultrassom com diéxido de cloro.
Este mesmo efeito também pdde ser observado no tratamento com dicloroisocianurato
de sddio. A intensa pressdo gerada durante o uso do ultrassom pode contribuir para a
penetracdo de oxidantes quimicos através da membrana celular e o processo de
cavitacdo auxilia na desagregacdo de micro-organismos, o que culmina no aumento da
eficiéncia do sanitizante (GOGATE e KABADI, 2009).

Apesar das diferencas na reducdo de contaminantes entre as hortalicas estudadas
tratamento com acido peracético combinado ao ultrassom apresentou melhores
resultados, com maior reducdo de numero de mesofilos aerdbios e de fungos
filamentosos e leveduras. Fatores relacionados aos produtos, como area de contato,
anatomia e micro-estrutura dos tecidos vegetais podem influenciar na efetividade dos

sanitizantes.

4.3. Adesdo de Salmonella Typhimurium ATCC 14028 a superficie de tomate

cereja

A observacdo microscopica de cortes de tomate cereja incubados em cultura de
Salmonella Typhimurium por periodos de 24, 48, 72 e 96 horas indicou a presenca de
células aderidas a superficie do vegetal (Figura 6). Apesar de alguns estudos indicarem
que micro-organismos aderem-se preferencialmente a tecidos danificados (SEO e
FRANK, 1999; BURNETT et al., 2000; HAN et al., 2000), no presente trabalho

observou-se que Salmonella aderiu a superficie intacta do tomate cereja.

48



Figura 6 - Fotomicrografias de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028

aderidas a superficie de tomate cereja, feitas por microscopia de
epifluorescéncia, ap6s incubacdo a 25 °C por 24(A), 48(B), 72(C) e 96
horas (D).

Han et al. (2000) sugeriram que células de E. coli O157:H7 aderiram a
superficies intactas de pimentdes possivelmente em funcdo da remocdo de parte da
camada de cera ou a presenca de lesdes naturais no vegetal.

O fato de Salmonella crescer e formar biofilmes na superficie de tomate e de
outros alimentos dificulta a acdo do sanitizante. O mecanismo de adesdo microbiana

ainda ndo é completamente entendido, mas sugere-se que interac@es hidrofébicas entre a
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camada da epiderme e 0s micro-organismos facilitam a adesdo em cuticulas rompidas,
estdmatos, lenticelas e tricomas (BURNETT e BEUCHAT, 2001; SEYMOUR et al.,
2002). A capacidade de patogenos aderirem fortemente a epiderme de folhas pode
reduzir a eficiéncia dos tratamentos de descontaminacdo e a inativacdo microbiana
completa ndo é possivel (ALLENDE et al., 2008c).

Na contagem de células aderidas a superficie do tomate cereja observaram-se
populacdes iniciais de Salmonella Typhimurium entre 6,7 a 7,7 log UFC.g™. N&o foi
constatada diferenca significativa da populacdo durante os tempos de incubacéo de 24
até 96 horas (p > 0,05), optou-se por trabalhar com o tempo de incubacéo de 48 horas.

Os tomates cereja contaminados com Salmonella Typhimurium mantidos por 48
horas em caldo LB foram submetidos a tratamentos de sanitizacdo e observou-se que as
solucdes de dicloroisocianurato de sédio e de acido peracético foram ineficientes para
remocao de células aderidas a superficie (Figura 7).

O dicloroisocianurato de sodio na concentracdo de 200 mg.L™, aplicado por 10
minutos, reduziu apenas 0,4 log UFC.g™ da populagdo de Salmonella Tyhpimurium
ATCC 14028 (Tabela 4). Estes resultados diferem do observado por Rodgers et al.
(2004), quando o uso de 200 mg. L™ de cloro ap6s cinco minutos de exposicao reduziu
a populacédo de E. coli O157:H7 a valores ndo detectaveis em macas, alface, morango e
meldo. Usando o mesmo sanitizante, Velazquez et al. (2009) verificaram reducdo de
4,77 log UFC de Yersinia enterocolitica em tomates. De fato, outros estudos constatam
que tratamentos quimicos como solugdes cloradas, peréxido de hidrogénio, alcool e
detergentes reduzem parcialmente a populacdo de patdgenos presentes em vegetais

(RAYNER et al., 2004; LAPIDOT et al., 2006).
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Figura 7 - Fotomicrografias de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028
aderidas a superficie de tomate cereja ap0s incubacdo por 48 horas a 25 °C,
submetidos a diferentes tratamentos, feitas por microscopia de
epifluorescéncia:  (A) N&o  Sanitizado, (B) Sanitizado com
dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L™ por 10 minutos, (C) Sanitizado com
acido peracético por 10 minutos. Aumento de 1000 x.
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Tabela 4 — Efeito dos tratamentos de sanitizacdo na reducdo da populacdo de

Salmonella Typhimurium ATCC 14028 em tomates cereja.

Tratamento Tempo LogUFC.g""  Reducéo
(min) Log UFC.g*
Né&o sanitizado 0 7,63°+0,49 -
Dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L™ 10 7,22% + 0,64 0,41
Acido peracético 40 mg.L™ 10 4,90° + 0,93 2,73
Ultrassom 45 kHz 10 6,80° + 0,66 0,83
Ultrassom 45 kHz 20 6,41° +1,13 1,22
Ultrassom 45 kHz 30 5,90° + 0,65 1,73
Ultrassom 45 kHz + Acido peracético 10 3,75°+ 0,17 3,88

* Médias = Desvio Padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferiram entre si
(p> 0,05).

A incapacidade dos sanitizantes em removerem totalmente 0s micro-organismos
da superficie de frutas e hortalicas evidencia a possibilidade de crescimento microbiano
durante a estocagem e ainda, sugere a chance de que células do patégeno permanecam
em sitios protegidos na superficie vegetal ou em biofilmes pré-existentes.

Nas Figuras 8 e 9, feitas em microscopia de epifluorescéncia e microscopia
eletrbnica de varredura, respectivamente, é possivel observar a reducdo de células
aderidas a superficie do tomate cereja ap0os tratamentos com ultrassom combinado ao

acido peracético e o tratamento apenas com ultrassom por 30 minutos.
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Figura 8 - Fotomicrografias de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028
aderidas a superficie de tomate cereja observadas por microscopia de
epifluorescéncia: N&o sanitizado (A), apds sanitizacdo com acido peracético
40 mg.L™" combinado ao ultrassom por 10 minutos (B), apds tratamento
com ultrassom 45 kHz por 30 minutos (C). Aumento de 1000 x.
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Figura 9 - Fotomicrografias de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028
aderidas a superficie de tomate cereja observadas por microscopia
eletronica de varredura: N&do sanitizado (A), apds sanitizacdo com 4&cido
peracético 40 mg.L™ combinado ao ultrassom por 10 minutos (B) ap6s
tratamento com ultrassom 45 kHz por 30 minutos (C).
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A constatacdo da existéncia de algumas células aderidas e que ndo foram
detectadas na contagem em placas pode indicar formas ndo cultivaveis ou inativadas
pelo tratamento. Sabe-se que algumas células se mantém intactas e viaveis, entretanto
ndo podem ser cultivaveis, mas essas sdo de importancia na saide humana e animal,
pois a maioria retém potencial patogénico e infeccioso (GUPTE et al., 2003). Jolivet-
Gougeon et al. (2006) destacaram a importancia de estudar Salmonella tratada com
acido peracético pois essa bactéria € capaz de modificar suas caracteristicas fisiologicas,
incluindo entrar em estado viavel ndo cultivavel e de manter sua viruléncia apos a
permanéncia em efluentes de esgoto tratados com esse sanitizante.

As imagens D, E e F, feitas em microscopia eletrénica de varredura (Figura 10),
confirmaram o efeito do ultrassom na remocéo de células aderidas a superficie e como
uma alternativa na descontaminacdo de vegetais frescos. Esta alternativa havia sido
considerada por outros autores, como Seymour et al. (2002) e Huang et al.(2006).

A aplicacdo de ultrassom na freqiiéncia 45 kHz por 10, 20 e 30 minutos,
promoveu reducdes de 0,8, 1,2 e 1,7 log UFC.g™* em tomates cerejas contaminados com
Salmonella Typhimurium ATCC 14028. Este resultado indica que o acréscimo de
tempo de sonicacdo implica em maior nimero de ciclos log reduzidos. Apesar da maior
reducdo, avaliagcOes preliminares devem ser realizadas com intuito de verificar se o
maior tempo de sonicacédo acarretara danos na qualidade do produto sanitizado.

Foi avaliado, ainda, o efeito do ultrassom combinado a 40 mg. L™ &cido
peracético em Salmonella Typhimurium ATCC 14028 aderida a superficie de tomate
cereja e observou-se reducdo de quase 4 log UFC.g™. Huang et al. (2006) observaram
que a eficiéncia do ultrassom 170 kHz na remocao de bactérias aderidas a macés foi
maior em Salmonella do que em E. coli O157:H7. Esses autores observaram que a

combinacdo de tratamentos quimicos e ultrassom promoveu maior reducdo na
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populacdo contaminante de vegetais. Gogate e Kabadi (2009) também concluiram que,

quando o ultrassom é empregado associado com agentes quimicos pode aumentar a

eficiéncia de sanitizantes.

Figura 10- Fotomicrografias de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028
aderidas a superficie de tomate cereja observadas por microscopia
eletronica de varredura: N&o sanitizado (A), ap6s sanitizacdo com é&cido
peracético 40 mg.L™ (B), dicloroisocianurato de sédio 200 mg. L™ (C),
Ultrassom 45 kHz por 10 minutos (D), Ultrassom 45 kHz por 20 minutos
(E) e Ultrassom 45 kHz por 30 minutos (F).
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Em observacdo microscépica apds 96 horas de incubacdo do tomate cereja na
cultura de Salmonella Tyhpimurium, foi possivel observar grande adesao de células em
determinados pontos da superficie da hortalica, como apresentado na Figuras 11 A. Em
determinados campos de observacdo foi possivel observar a formacdo de matriz
exopolissacaridica, caracteristica da formacéo de biofilme.

Mesmo com a grande a adesdo de células e com indicios de biofilme formado, o
tratamento com ultrassom por 30 minutos foi capaz de remover consideravelmente, as

células da superficie do tomate cereja (Figuras 11 B).

Figura 11 - Fotomicrografias de células de Salmonella Typhimurium ATCC 14028
aderidas a superficie de tomate cereja observadas por microscopia eletronica
de varredura: N&o sanitizado com 96 horas de incubacdo (A), apos
tratamento com ultrassom 45 kHz por 30 minutos (B).
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5. CONCLUSOES

O tratamento de ultrassom como sanitizante promoveu reducdes de cerca de um
ciclo logaritmico na populacdo de aerdbios mesoéfilos e de fungos filamentosos e
leveduras contaminantes de agrido, salsa, morango e tomate cereja. A associacao deste
tratamento com dicloroisocianurato de sodio, peréxido de hidrogénio, &cido peracético e
dioxido de cloro contribuiu para maior reducdo da microbiota contaminante das
hortalicas quando comparada ao tratamento em que utilizou-se apenas as solucdes
sanitizantes. A combinacdo do tratamento com ultrassom ao diéxido de cloro a 10
mg.L™ em tomate cereja promoveu efeito sinérgico.

O tratamento no qual se combinou acido peracético com ultrassom mostrou ser o
mais eficiente na reducdo de mesofilos aerdbios e de fungos filamentosos e leveduras
nas hortalicas utilizadas. Entretanto, foi observada alteracdo de coloracdo e de odor apds
a sanitizacdo dos morangos. O tratamento com ultrassom ndo provocou alteragdes
visiveis nas hortalicas minimamente processadas, o que indicou potencial para sua
aplicabilidade nestes alimentos.

Com a utilizacdo da microscopia de epifluorescéncia e da microscopia de
varredura foi observado que as células de Salmonella podem aderir a superficie intacta
de tomate cereja. O tratamento com &cido peracetico combinado com ultrassom foi o
mais eficiente e reduziu a populacdo de Salmonella em tomate cereja em,

aproximadamente, 4 log UFC.g™. Os tratamentos com ultrassom por 10, 20 e 30

58



minutos, também contribuiram para a reducdo do patdgeno aderido a superficie da
hortalica, em aproximadamente 2 log UFC.g™.

Foi possivel verificar neste estudo que o tratamento com ultrassom apresentou
efeito aditivo na remocdo de micro-organismos contaminantes de hortalicas, sendo sua
eficiéncia variada, de acordo com o tipo de hortalica, tempo de exposicdo e com 0

sanitizante aplicado em combinacéo.
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7. APENDICES

Apéndice A - Andlise de variancia para reducdo da contagem inicial de mesofilos
aerdbios de agrido minimamente processado submetido a diferentes de tratamentos de
sanitizacdo com as fontes de variagédo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma
dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 133,9698636 13,3969864 26,99

Erro 33 16,3813250 0,4964038

Total 43 150,351186

Coeficiente de variagdo = 29, 49910

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; > N&o significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.

Apéndice B - Andlise de variancia para reducdo da contagem inicial de fungos
filamentosos e leveduras de agrido minimamente processado submetido a diferentes de
tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de
liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 25,52860455 2,552860455 6,40
Erro 33 13,16275000 0,39887121
Total 43 38,69135455

Coeficiente de variagdo =39,39432

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; "> N4o significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Apéndice C - Analise de variancia para redugdo da contagem inicial de mesofilos
aerobios de morango processado submetido a diferentes de tratamentos de sanitizagao
com as fontes de variagdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL) soma dos

quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 50,35142273 503514227  14,26*
Erro 33 11,65367500 0,35301364
Total 43 62,00509773

Coeficiente
de variacdo = 29,06226
“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ N4o significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.

Apéndice D - Analise de variancia para reducdo da contagem inicial de fungos
filamentosos e leveduras de morango minimamente processado submetido a diferentes
de tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de

liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 36,01162273 3,601162273 10,20
Erro 33 11,64945000 0,35301364
Total 43 47,66107273
Coeficiente

de variagdo = 34,20013
" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ N&o significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Apéndice E - Anélise de variancia para reducdo da contagem inicial de mesofilos
aerobios de salsa minimamente processada submetido a diferentes de tratamentos de
sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL) soma

dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 1252255182  12,52255182  19,64*
Erro 33 21,0371250 0,6374886
Total 43 146,2626432

Coeficiente
de variacdo = 35,62607
“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ Néo significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.

Apéndice F - Andlise de variancia para reducdo da contagem inicial de fungos
filamentosos e leveduras de salsa minimamente processada submetido a diferentes de
tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de

liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 55,077836818  5,5077836818 14,07*
Erro 33 12,91365000 0,39132273
Total 43 67,99201818
Coeficiente

de variagdo = 29,31886
" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; > N&o significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.
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Apéndice G - Analise de variancia para reducdo da contagem inicial de mesofilos
aerobios de tomate cereja minimamente processado submetido a diferentes de
tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de
liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 58486659091 58486659091  9,25*
Erro 33 20,86612500 0,63230682
Total 43 79,35271591

Coeficiente
de variagdo = 41,58778

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ Néo significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.

Apéndice H - Andlise de variancia para reducdo da contagem inicial de fungos
filamentosos e leveduras de tomate cereja minimamente processado submetido a
diferentes de tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos

graus de liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F
(F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 10 25,178041091  2,5178041091 5,02*
Erro 33 16,53687500 0,50111742
Total 43 41,71491591
Coeficiente

de variagéo = 37,81406

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; > N&o significativo ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Apéndice | - Analise de variancia para reducdo da contagem de Salmonella
Typhimurium ATCC 14028 inoculada em tomate cereja submetido a diferentes de
tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de

liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 6 33,80149524 3,380149524 10,58*
Erro 14 7,45380000 0,53241429
Total 20 41,25529524
Coeficiente

de variagdo = 11,95429

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ Néo significativo ao nivel de 5% de
probabilidade.

Apéndice J - Andlise de variancia dos valores de pH de agrido minimamente
processado apds os tratamentos de sanitizagdo com as fontes de variagdo (FV),

respectivos graus de liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM)
e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 11 7,23095625 0,65735966 10,98*
Erro 36 2,15582500 0,05988403
Total 47 9,38678125
Coeficiente

de variagdo = 3,956942

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; > N4o significativo ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Apéndice K - Anélise de variancia dos valores de pH de morango minimamente
processado apds os tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacdo (FV),

respectivos graus de liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM)
e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 11 4,1587292 0,41053390 25,89*
Erro 36 0,57092500 0,00158903
Total 47
Coeficiente

de variagdo = 3,937189

“ Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ Néo significativo ao nivel de 5% de
probabilidade.

Apéndice L - Analise de variancia dos valores de pH de salsa minimamente processada
apos os tratamentos de sanitizacdo com as fontes de variacao (FV), respectivos graus de

liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 11 2,65250625 0,24113693 7,92*
Erro 36 1,09667500 0,03046319
Total 47
Coeficiente

de variacdo = 2,946084

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; > N4o significativo ao nivel de 5% de
probabilidade.
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Apéndice M - Andlise de variancia dos valores de pH de tomate cereja apds 0s
tratamentos de sanitizagdo com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de
liberdade (GL) soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e valor de F (F).

FV GL SQ QM F
Tratamento 11 1,09117292 0,09919754 2,2"°
Erro 36 1,62012500 0,04500347
Total 47 2,71129792
Coeficiente

de variagdo = 5,361872
" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade; ™ Néo significativo ao nivel de 5% de

probabilidade.
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