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RESUMO

COSTA, Wanessa Altimiras MS., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2002.
Controle de Listeria monocytogenes em couve (Brassica oleraceae cv.
acephala) minimamente processada. Orientadora Maria Cristina Dantas
Vanetti. Conselheiros: Rolf Puschmann e Nélio José de Andrade.

Analisou-se 0 efeito do tempo de sanitizacdo para a reducéo do nimero de
mesofilos aerdbios e dos sanitizantes clorado organico, acido peracético, peroxido de
hidrogénio, prata coloidal e extrato hidroalcoolico de Salvia officinalis para a
reducdo do numero da microbiota contaminante e de Listeria monocytogenes em
couve minimamente processada. Apos 10 minutos de sanitizacdo da couve com
clorado organico adicionado ou ndo de 1% de &cido lactico, 0 nUmero de mesofilos
aerébios contaminantes foi reduzido em, no méximo, 2 ciclos logaritmicos. O
aumento do tempo de tratamento para 20 ou 30 minutos ndo resultou em diferenca
significativa (P>0,05) na reducdo do nimero de contaminantes. A sanitizacdo da
couve por 10 minutos, em solucBes com acido peracético e perdxido de hidrogénio
reduziu, significativamente (P<0,05), o nimero de mesofilos aerébios em torno de
1,9 e 1,5 ciclos logaritmicos, respectivamente,. A reducdo da populacéo de L.
monocytogenes, inoculada na proporcdo de 10° UFC por grama de couve, ndo foi
significativamente diferente quando clorado organico, &cido peracético, peroxido de
hidrogénio e extrato hidroalcoolico de S. officinalis foram usados. A avaliagédo do
potencial inibidor de bactérias lacticas sobre L. monocytogenes “in vitro”, mostrou
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gue o isolado da couve denominado CCA3, foi capaz de crescer melhor em caldo
MRS a 5, 10 e 15°C e apresentar maior halo de inibicdo do crescimento desse
patdégeno em &gar a 10 e 15°C. Esse isolado foi selecionado para ser avaliado quanto
ao potencial como bioconservante em couve minimamente processada, para controlar
0 crescimento de L. monocytogenes inoculada no produto. L. monocytogenes foi
capaz de crescer em couve minimamente processada acondicionada em embalagens
de poliolefina multicamada, com a modificagcdo passiva da atmosfera e armazenada a
5, 10 e 15°C. A inoculacdo de, aproximadamente, 108 UFCg™* do isolado CCA3 no
produto ndo promoveu a inibicdo do crescimento de L. monocytogenes a 5 e 10°C,
uma vez que a populacdo desse patdbgeno aumentou em torno de 2,8 ciclos
logaritmicos. No entanto, a 15°C, em condigdes de abuso de temperatura, a
vel ocidade especifica de crescimento (u) de L. monocytogenes foi significativamente
menor na presenca do isolado CCA3. A populacdo de bactérias produtoras de acido
manteve-se até o vigésimo dia, em torno de 10’ a 108 UFCg™* nos tratamentos onde a
couve foi inoculada com o isolado CCA3. Nas amostras ndo inoculadas, o aumento
observado foi em torno de 1,8 a 4,5 ciclos logaritmicos. A populagdo de
psicrotroficos aerdbios aumentou na couve minimamente processada armazenada a
5°C de 3,4 a 4,6 ciclos logaritmicos e a 10°C, de 4,5 a 5,3 ciclos logaritmicos apds 20
dias. Nos produtos armazenados a 15°C por oito dias, 0 aumento dessa popul agdo foi
de 3,4 a 5,7 ciclos logaritmicos. A inoculagdo da couve minimamente processada
com um numero elevado de células de CCA3 néo alterou a acidez tituldvel nem as

caracteristicas visuais do produto no periodo de vida Util.



ABSTRACT

COSTA, Wanessa Altimiras MS., Universidade Federal de Vicosa, August, 2002.
Control of Listeria monocytogenes in kale (Brassica oleraceae cv. acephala)
minimally processed. Adviser: Maria Cristina Dantas Vanetti. Committee
Members. Rolf Puschmann and Nélio José de Andrade

The effect of the sanitization period on the decrease of number of aerobic
mesophiles and of sanitizers organic chlorine, peracetic acid, hydrogen peroxide,
colloidal silver and Salvia officinalis hydroal cocholic extract to decrease the number
of Listeria monocytogenes and of the microbial contamination of minimally
processed kale was examined. After 10 min of organic chlorine sanitization with or
without lactic acid 1%, the number of contaminant aerobic mesophiles was reduced
to, at most, 2 logarithmic cycles. The increase of the treatment periods to 20 or 30
minutes did not lead to a significant difference (P>0.05) in the reduction of the
contaminants. Kale sanitization in peracetic acid and hydrogen peroxide solutions for
10 min, resulted in significant reductions (P<0.05) around from 1.9 and 1.5
logarithmic cycles, respectively, in the number of aerobic mesophiles. The decrease
in L. monocytogenes population, inoculated at 10° CFU per kale gram, was not
significantly different whether organic chlorine, peracetic acid, hydrogen peroxide or
S officinalis hydroal cocholic extract were used. Evaluation of the inhibition potential
of lactic bacteriaisolate on L. monocytogenes showed that CCA3 isolate were able to
grow in the MRS medium at 5, 10 and 15°C and it also exhibited the largest growth



inhibition halo of this pathogen in agar at 10 and 15°C. This isolate was chosen to be
evaluated as a potential bioconservative for minimally processed kale, aiming the
growth control of L. monocytogenes inoculated in the product. L. monocytogenes
showed the ability to grow in minimally processed kale packed with multilayer
polyolefin bags, with passive modification of the atmosphere and stored at 5, 10 and
15°C. Inoculation of about 10° CFUg™ of CCA3 isolate in the product did not lead to
growth inhibition of L. monocytogenes and, either at 5 or 10°C, the pathogen
population increased about 2.8 logarithmic cycles. At 15°C, however, under
temperature abusive conditions, the growth specific speed (m) of L. monocytogenes
was significantly smaller in the presence of CCA3 isolate. The acid producer bacteria
population was kept at about 10’ to 108 CFUg™ in the treatments in which kale was
inoculated with CCA3 isolate and, in non-inoculated samples, an increase around of
1.8 to 4.2 logarithmic cycles was observed. The aerobic psychrotrophic population
increased in the minimally processed kale and stored at 5°C from 3.4 to 4.6
logarithmic cycles and at 10°C, from 4.5 to 5.3 logarithmic cycles, after 20 days. In
the products stored at 15°C for eight days, the population increase was of 3.4 to 5.7
logarithmic cycles. The inoculation of minimally processed kale with an elevated
number of CCA3 cells did not altered titratable acidity or the product sensorial

characteristics in the shelf life period.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a producéo agricola se estende a praticamente todos os itens
essenciais a alimentacdo. No entanto, ha grandes perdas quantitativas, qualitativas e
nutricionais, em razdo de préticas inadequadas no manuseio apés a colheita, no
transporte e no armazenamento dos produtos agricolas. A técnica de processamento
minimo de hortalicas &, relativamente recente, e busca reduzir os desperdicios desses
produtos, favorecendo a economia de alimentos no pais e contribuindo também, para
melhorar a qualidade e estender a vida de prateleira dos mesmos.

Os produtos minimamente processados vém apresentando uma grande
participacdo no mercado de produtos frescos e um dos motivos para 0 aumento dessa
demanda € a busca por praticidade, pois € um alimento pronto para 0 consumo.
Mudancas de habitos dos consumidores modernos, associados a fatores tais como
preocupacdo com a salde, levando ao consumo de alimentos mais saudaveis, frescos
e de boa qualidade; maior nimero de pessoas morando sozinhas; crescimento do
segmento de refeicdes col etivas no pais e menor tempo disponivel para o preparo das
refeicoes em razdo do aumento da participacdo feminina no mercado de trabalho,
também contribuem para 0 aumento dessa demanda. Os aimentos minimamente
processados passam por etapas durante o processamento tais como classificacéo,
lavagem, sanitizacdo, corte, enxague, centrifugacdo, embalagem e armazenamento
sob refrigeracdo para garantir seguranca, qualidade e frescor.

Como consequiéncia dessa demanda, ha necessidade de estabelecimento de

condi¢des que possam garantir uma maior vida Util aos alimentos minimamente



processados, com manutencdo da qualidade sensorial, nutricional e microbiol 6gica.
No entanto, 0 armazenamento por longos periodos, pode favorecer o crescimento de
microrganismos  psicrotroficos, anaerébios facultativos, deterioradores e,
principalmente, patogénicos que ndo sdo inibidos por medidas de conservacdo tais
como atmosfera modificada e baixas temperaturas. Métodos alternativos devem ser
considerados para garantir a seguranca microbiol 6gica desses alimentos prontos para
0 consumo, principamente por serem ingeridos, na grande maioria das vezes, crus.
Este estudo foi parte integrante de um projeto multidisciplinar e
interinstitucional que objetiva 0 desenvolvimento da tecnologia de processamento
minimo de hortalicas, sendo enfocado aspectos tecnoldgicos, microbioldgicos,
fisiologicos e sensoriais. O objetivo foi avaliar o efeito de fatores inerentes ao
processamento minimo da couve (Brassica oleraceae cv. acephala), tais como tempo
de sanitizag&o e tipos de sanitizantes, temperatura e tempo de estocagem e adicionar

bioconservante para o controle de Listeria monocytogenes inoculada no produto.



2. REVISAO DE LITERATURA

A producdo de hortalicas frescas minimamente processadas iniciou-se ha
cerca de trinta anos nos Estados Unidos, sendo amplamente destinada a industria de
“fast-food” (NGUYEN-THE e CARLIN, 1994). No Brasil, a utilizacdo desses
produtos comegou no principio da década de 90 (CENCI, 2000). SAABOR (2001)
estimou um volume de produtos minimamente processados comercializados em S&o
Paulo, em toneladas por ano, de 2.500 de legumes e verduras e 4.000 de frutas e
constatou que a principal razéo de consumo dos alimentos minimamente processados
(69% dos entrevistados) foi pela praticidade.

A expansdo da comercializacdo dos alimentos minimamente processados
pode ser também atribuida ao aumento da conscientizacdo sobre a necessidade de se
incluir alimentos vegetais frescos na dieta e a fata de tempo para o preparo das
refeicoes, principamente devido ao crescimento da participacdo da mulher no
mercado de trabaho. Segundo dados do IBGE, a populagdo feminina
economicamente ativa representava 23% em 1971 e passou a representar 40% em
1998 (de SOUZA, 2000). Acrescenta-se ainda o aumento do poder de compra dos
consumidores, que buscam alimentos com caracteristicas de um produto “in natura’,
com manutencdo da qualidade (ROSA et al., 1999). Segundo dados das maiores
redes de supermercados paulistas, 86% dos consumidores de frutas e hortalicas

minimamente processadas sd0 mulheres, tém idade média de 39 anos, possuem renda



mensal de 16 salarios minimos e 44% possuem segundo grau ou Ccurso superior
(MORETTI, 2001).

Os produtos minimamente processados séo geramente reconhecidos como
alimentos submetidos a pequenas modificagdes das condi¢des naturais, mas que
ainda possuem caracteristicas de produtos frescos (WILEY, 1994). As etapas de
processamento minimo podem promover uma pequena alteracdo na contaminacdo
microbiana do produto e, geralmente, a microbiota desses produtos consiste de
espécies de bactérias da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonas, enquanto
fungos podem estar presentes em nameros relativamente baixos. NGUYEN-THE e
CARLIN (1994) apresentaram dados referentes a0 nimero de microrganismos
encontrados em diferentes trabalhos em amostras de hortalicas frescas minimamente
processadas e concluiram que a contagem de bactérias mesofilas em &gar padréo ou
meio equivalente, variou de 10° a 10° UFCg?, dependendo do local de amostragem e
do tempo decorrido até a analise. As contagens de bactérias |acticas, sob condicdes
de anaerobiose, alcancaram 10° UFCg™' em alguns casos. Coliformes em meio
seletivo representaram uma pequena parcela dos contaminantes bacterianos,
enquanto que coliformes fecais ndo foram detectados na maioria das amostras
estudadas. Leveduras e fungos filamentosos foram, em geral, menos numerosos que
as bactérias mesofilas ou lacticas. Dados semelhantes foram obtidos por
BITTENCOURT (2000) em couve minimamente processada, acondicionada em
embalagens de poliolefina multicamadas 21 [Om de espessura e permeabilidade a
oxigénio de 9.745 cm®>m™.dia’ e & diéxido de carbono de 28.766 cm’.m?.dia™.
Nessas amostras, coliformes fecais ndo foram detectados;, a contagem padrdo de
mesofilos aerébios inicial foi, em média, 10* UFCg™ e variou durante o periodo de
estocagem alcangando valores entre 108 e 10° UFCg™. Bactérias anaerdbias e lacticas
foram as que apresentaram um maior incremento na populacdo, aumentando em até
seis ciclos logaritmicos ao fina de 15 dias a 10°C. Entretanto, os psicrotroficos
constituiram a microbiota predominante em estocagem a1, 5 e 10°C.

Uma das principais preocupagbes com os aimentos minimamente
processados embalados sob atmosfera modificada € em relacdo a bactérias
patogénicas capazes de crescer em temperatura de refrigeracdo (FARBER, 1991),
principalmente devido ao fato de que a maioria desses alimentos € consumida sem



nenhum tratamento térmico (NGUYEN-THE e CARLIN, 1994). Dentre os
patdgenos, destacam-se Aeromonas hydrophila, estirpes nao-proteoliticas de
Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, algumas
estirpes de Bacillus cereus, Escherichia coli enteropatogénica e Vibrio
parahaemolyticus (FARBER, 1991; MARTH, 1998). A intensificacdo do uso de
métodos de preservacdo de alimentos por refrigeracdo e a baixa tensdo de oxigénio
proporciona oportunidades para o crescimento de espécies psicrotréficas anaerdbias
facultativas (THOMAS e O’ BEIRNE, 2000).

A contaminacdo de frutas e hortalicas por microrganismos patogénicos tais
como bactérias, virus ou parasitas, pode ser atribuida, inicialmente, a presenca de
microrganismos na agua utilizada para irrigacdo, no solo, fezes de animais e presenca
de insetos. Prossegue durante as etapas de colheita, manuseio e transporte da
matéria-prima até a industria e finaliza no preparo do produto pelo consumidor
(BEUCHAT, 1995).

L. monocytogenes € um patdgeno psicrotrofico em forma de bastonete, Gram-
positivo, ubiquo na natureza e pode ser encontrado como residente transiente no trato
intestinal de humanos e animais e contaminando alimentos como peixes, carnes,
leite, hortalicas, entre outros. Além disso, pode sobreviver e crescer em linhas e
ambiente de producdo de alimentos, especiamente em equipamentos e areas dificeis
de serem limpas. Esse patdgeno € capaz de crescer em uma grande faixa de
temperatura de 1 a45°C e em valores de pH de 6 a9. N&o forma cdpsula nem esporo;
a motilidade € por meio de poucos flagelos peritriquios, quando em temperatura de
20 a 25°C (SNEATH, 1986; NORRUNG, 2000).

L. monocytogenes € uma bactéria patogénica que pode causar sérias doencas
em humanos, como septicemia e meningite. Embora listeriose ocorra com baixa
frequéncia, a uma taxa inferior a 10 casos por milhdo (NORRUNG, 2000) em geral,
a taxa de mortalidade estende de 20 a 30% em individuos imunodeprimidos
(GELLIN e BROOME, 1989). A mortalidade em humanos causada por L.
monocytogenes € muito maior do que a causada por outros patdégenos de origem
alimentar, tais como E. coli O157:H7, Salmonella e Campylobacter (CHOI et al.,
2001).



L. monocytogenes sobrevive eou cresce em produtos minimamente
processados, mantidos sob refrigeracéo (CARLIN et al., 1995; NORRUNG, 2000) e
a incidéncia desse patdgeno em hortalicas minimamente processadas varia,
normamente, de 0 a 19% (CARLIN et a., 1995; NGUYEN-THE e CARLIN, 1994;
ODUMERU et al., 1997). A incidéncia de L. monocytogenes em alimentos
minimamente processados e a alta taxa de mortalidade por listeriose fizeram dessa
bactéria um problema importante a ser considerado quando da avaliagdo dos riscos
mi crobiol 6gicos nesses produtos (NORRUNG et al., 1999).

Baseado em informacdo epidemioldgica de vérios paises, uma concentracao
de L. monocytogenes ndo excedendo 100 UFCg™ de alimento no ponto de consumo,
€ de baixo risco para os consumidores (NORRUNG, 2000). No entanto, os Estados
Unidos e a Itdlia, exigem auséncia de L. monocytogenes em 25 g de alimento
(NORRUNG, 2000). No Brasil, segundo a Resolucéo numero 12 de 2001 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitéria (ANVISA) do Ministério da Salde, é exigida a
auséncia de L. monocytogenes em 25 g de queijo, ndo havendo referéncia alguma
para outros tipos de alimentos.

O potencial para sobrevivéncia e crescimento de Listeria em hortalicas
minimamente processadas depende do tipo de hortalica, idade do produto, niveis de
contaminagdo pelo patdgeno, procedimento adotado no processamento, temperatura
e aimosfera de armazenamento (CARLIN e NGUYEN-THE, 1994; CARLIN et al.,
1995; THOMAS e O'BEIRNE, 2000). Essa bactéria foi capaz de sobreviver e
crescer em chicéria minimamente processada em temperatura de armazenamento de
3°C a 20°C, mas a taxa de crescimento foi significativamente reduzida quando a
temperatura de estocagem variou de 20°C para 3°C (CARLIN et a., 1995).

Vé&ias hortalicas minimamente processadas foram inoculadas com uma
mistura de cinco estirpes de L. monocytogenes e incubadas a 4 e 10°C por 9 dias. Os
autores observaram que praticamente em todas as hortalicas, a populagéo de L.
monocytogenes permaneceu constante a 4°C mas aumentou em nimero a 10°C
(FARBER et d., 1998).

ODUMERU et a. (1997) analisaram a qualidade microbiolégica de 361
amostras de hortalicas (65 ndo processadas e 296 hortalicas minimamente

processadas) e detectaram L. monocytogenes em 6,7% das amostras estocadas a 10°C



apos 7 dias e em 10,8% apds 11 dias. Nas amostras mantidas a 4°C, o patégeno foi
detectado em 2,8% delas. Esses pesguisadores demonstraram que a temperatura € um
ponto de controle critico para manter a qualidade e a seguranca desses produtos.

SORIANO et a. (2001) avaliaram a ocorréncia de espécies de Listeria em
varios aimentos, crus e minimamente processados, obtidos de restaurantes de
Vaéncia, na Espanha. L. monocytogenes foi isolada de 3 das 103 amostras estudadas
(2,9%), dentre estas, alface minimamente processada. L. monocytogenes foi
encontrada em uma das embalagens de couve minimamente processada disponivel
comercidmente em Portugal (BEAULIEU et a., 1997). Este fato reforca a
necessidade de um controle estrito durante toda a linha de processamento do produto
e mais estudos quanto ao comportamento desse patégeno na couve.

Os dados da literatura enfatizam a importancia de uma higiene adequada
durante o processamento e embalagem de hortalicas minimamente processadas,
principalmente apds a sanitizacdo, para evitar a recontaminacdo por patdgenos, pois,
aém das dificuldades em remover bactérias patogénicas de saladas folhosas por
processos como a lavagem e sanitizacdo (ZHANG e FARBER, 1996), ha o risco de
crescimento e,ou sobrevivéncia de patdgenos no produto refrigerado sob atmosfera
modificada.

O processamento minimo inclui operagbes como selecdo, lavagem,
descascamento, corte, fatiamento, sanitizacdo, enxague, centrifugacdo, sendo que o
tecido vegeta permanece viavel durante a subsequente manipulacdo (GIL, 1996;
ODUMERU, 1997).

O manuseio de frutas e hortalicas minimamente processadas inicia-se com
lavagem em égua corrente (NGUY EN-THE e CARLIN, 1994), sendo essa uma etapa
critica do processamento, uma vez que interfere na qualidade, vida de prateleira e
seguranca desses produtos, principalmente porque ndo ha tratamento de
branqueamento para inativar microrganismos e enzimas (SIMONS e
SANGUANSRI, 1997). Essa etapa remove residuos do solo e fragmentos do vegetal,
mas tem um efeito limitado na microbiota (NGUY EN-THE e CARLIN, 1994).

Tratamentos com quimicos antimicrobianos oferecem oportunidade para se
produzir frutas e hortalicas com concentraces reduzidas de patdgenos (CHERRY,,

1999). No entanto, a eficiéncia de um antimicrobiano depende de fatores ambientais,



gue podem agir isoladamente ou em combinacdo, tais como, pH, atividade de agua,
temperatura, atmosfera e cargamicrobianainicia (WILEY, 1994).

A sanitizacdo é de fundamental importancia para minimizar a deterioracéo e
manter a qualidade do produto (BRACKETT, 1992). Vérios sanitizantes estdo sendo
pesquisados e,ou utilizados, devido a sua capacidade para remover ou eliminar
microrganismos, tais como compostos a base de cloro (BEUCHAT e BRACKETT,
1990; ZHANG e FARBER, 1996; BEAULIEU, et d., 1997; FRANCIS e
O'BEIRNE, 1997); &cidos organicos, como léactico e acético (ZHANG e FARBER,
1996); perdxido de hidrogénio (SAPERS e SIMMONS, 1998) e prata produzida
eletroliticamente (SIMONETTI et al., 1992).

O cloro é o sanitizante mais comumente usado em produtos horticolas
minimamente processados (SIMONS e SANGUANSRI, 1997). O uso de cloro por
imersdo ou aspersdo € mencionado como sendo efetivo para reduzir a contaminacéo
bacteriana de frutas e hortalicas (BRACKETT, 1987). Quando o cloro esta presente
em solucdo agquosa, ha liberagdo do &cido hipocloroso (HCIO) que, na sua forma ndo
dissociada, apresenta efetividade maior. A qualidade da &gua utilizada durante a
sanitizacdo € essencial, pois o cloro reage com matéria organica e tem sua atividade
biocida reduzida (SIMONS e SANGUANSRI, 1997). EL-KEST e MARTH (1988)
avaliaram o efeito da matéria organica, utilizando-se 0,05 ou 0,1% de peptona, em
solucdes de hipoclorito a 10 e 20 mgL™ de cloro livre e verificaram que a presenca
da menor concentracdo de peptona ja causava reducéo na concentracdo de cloro livre
em solucdo. E essencial manter o pH da solucdo sanitizante dentro da faixa
recomendada de 6,5 a 7,0, pois, se a agua utilizada estiver mais alcalina, havera
menor quantidade de &cido hipocloroso, reduzindo com isso, sua efetividade, e se a
agua utilizada estiver mais &cida, torna-se corrosiva a determinadas superficies ou
equipamentos (SIMONS e SANGUANSRI, 1997).

A sanitizacdo de folhas de hortalicas utilizando-se cloro normalmente néo
reduz a contaminac&o microbiana em mais do que 2 ciclos logaritmicos (NGUY EN-
THE e CARLIN, 1994; CHERRY, 1999). BITTENCOURT (2000) observou uma
reducdo significativa (P<0,05) de 1,2 a 2 ciclos logaritmicos no nimero de bactérias
aerdbias mesdfilas apds a sanitizacdo de couve minimamente processada imersa em

uma solug&o com cloro na concentragdo de 200 mgL™ por 10 minutos. BRACKETT



(1987) imergiu couve de bruxelas (Brassica oleraceae cv. germifera) contaminada
com L. monocytogenes em uma solucdo contendo 200 mgL ™ de cloro e verificou uma
reducdo de 2 ciclos log de células vidveis desse microrganismo. ZHANG e FARBER
(1996) pesquisaram a acdo de véarios sanitizantes contra L. monocytogenes em
hortalicas minimamente processadas. A sanitizagdo com 200 mg L™ de cloro por 10
minutos resultou no maximo de 1,3 e 1,7 redugdes decimais de L. monocytogenes em
alface e de 0,9 e 1,2 reducdes decimais em repol ho, respectivamente a4 e 22°C.

Os &cidos organicos também sdo utilizados para sanitizar os aimentos e
alguns podem agir como fungicidas ou fungistéticos, enquanto outros tendem ser
mais efetivos em inibir o crescimento de bactérias (WILEY, 1994). O &acido léctico
pode ser adicionado diretamente ao alimento minimamente processado e apresenta
propriedades antimicrobianas por reduzir o pH abaixo da faixa de crescimento
microbiano e por inibicdo metabdlica promovida pelas moléculas do acido ndo
dissociado (WILEY, 1994).

Os resultados encontrados na literatura sobre a eficacia de &cidos organicos
como sanitizantes sdo variados e dependentes de fatores tais como tipo e
concentracdo dos é&cidos, tempo de tratamento e microrganismo alvo. ZHANG e
FARBER (1996) observaram uma reducéo significativa na populacdo de L.
monocytogenes inoculada em adface fatiada minimamente processada de
aproximadamente, 0,5 e 0,2 ciclo logaritmico, com 1% de &cido lactico e 1% de
&cido acético, respectivamente, apds dez minutos de contato. Esses autores
verificaram que os acidos utilizados causaram perda de textura da hortalica
FANTUZZI (1999) verificou uma reducdo significativa de, aproximadamente, um
ciclo logaritmico na populacdo de mesofilos aerébios em repolho minimamente
processado sanitizado com 1% de acido acético por dez minutos, e observou que o
acido acético ndo causou dano aparente na textura da hortalica.

O peréxido de hidrogénio é classificado como um composto GRAS
(Geradmente Reconhecido Como Seguro) para uso em alimentos como agente
alveante, oxidante, redutor e antimicrobiano. O principal objetivo do tratamento com
peréxido de hidrogénio é estender a vida de prateleira por reducdo da populacdo de
microrganismos deterioradores na superficie do produto. SAPERS e SIMMONS

(1998) imergiram produtos inteiros tais como cogumel os, pimentas e meldes em 5 ou



10% de perdxido de hidrogénio por menos de dois minutos, antes de serem fatiados,
e concluiram que esse tratamento foi efetivo em retardar a deterioracéo dos produtos.
Nesse trabalho, maior extensdo da vida de prateleira foi observada em melédo
minimamente processado tratado com 5% de peréxido de hidrogénio. Dados
preliminares indicaram que o tratamento com peréxido de hidrogénio reduziu a
populacdo de Pseudomonas fluorescens em torno de 90% em cogumelo e em duas
variedades de mel&o e esse resultado foi similar ao obtido com o cloro nas duas
variedades citadas. Os autores ndo observaram efeito adverso nos produtos tratados
com peréxido de hidrogénio quanto a aparéncia ou “flavor” (SAPERS e SIMMONS,
1998).

Residuos de peréxido de hidrogénio em frutas e hortalicas tratadas podem ser
eliminados passivamente pela acdo de catalase enddgena, ou ativamente, pelo
enxague imediatamente apds o tratamento para evitar reagdes entre o peroxido de
hidrogénio e congtituintes do alimento que poderdo afetar a qualidade ou a seguranca
do produto (SAPERS e SIMMONS, 1998).

A prata € outro agente antimicrobiano que tem sido utilizado, sendo mais
efetivo contra bactérias, leveduras e fungos sdo inativados em menor extensdo
(FOEGEDING e BUSTA, 1991). O tratamento com prata € permitido em alguns
paises para dgua potavel e outras bebidas, como suco de frutas, bebidas efervescentes
e vinho. A prata pode ser usada na forma de prata coloidal (FOEGEDING e BUSTA,
1991). SIMONETTI et a. (1992) compararam a efetividade antimicrobiana de uma
solucdo de prata obtida eletroliticamente (Age) com uma solucéo de sais inorganicos
(AgNOs3) contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Aspergillus niger. Os resultados mostraram que a atividade antimicrobiana da Age foi
superior a de AgNO3 contra os microrganismos testados, sendo mais efetiva contra
E. coli. Esses autores concluiram também que a efetividade da prata foi
significativamente (P<0,05) influenciada pela presenca de ions Ag" dos sais
inorganicos. AKIYAMA et a. (1998) avaliaram, “in vitro”, o efeito da prata em um
modelo de biofilme imaturo formado por células de Saphylococcus aureus em
superficie pléstica e verificaram que, apds incubacdo por 24 h a 37°C, houve uma
reducdo da contagem de colénias em torno de 3.000 vezes comparado ao tratamento

controle sem a prata.
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Recentemente, h4 um crescente interesse em antimicrobianos naturais. Um
dos motivos € a busca dos consumidores por alimentos mais naturais sem aditivos
quimicos. Os efeitos antimicrobianos de muitos extratos de plantas, 6leos essenciais
e condimentos tém sido documentados (PANDIT e SHELEF, 1994; BARA e
VANETTI, 1995; KIM et a., 1995; HAO et al., 1998; CHERRY/, 1999; KIM et a.,
2001).

KIM et al. (1995) avaliaram a atividade antibacteriana de onze componentes
de Oleos essenciais sobre E. coli, E. coli O157:H7, Salmonella typhimurium, L.
monocytogenes e Vibrio vulnificus, utilizando-se o método da difusdo em disco de
papel. Esses autores verificaram que cada espécie bacteriana respondeu
diferentemente aos constituintes de 6leos essenciais avaliados, desde nenhuma
inibicdo a inativacdo da bactéria. Esses autores sugeriram a utilizacéo de alguns
componentes em alimentos para inibir o crescimento de patégenos. O efeito
antibacteriano de vérios condimentos sobre o crescimento de Yersinia enterocolitica
foi avaliado “in vitro” e todos eles apresentaram efeito bacteriostatico apds 12 horas
quando adicionados em concentragdes de 4,1 a 4,7% (BARA e VANETTI, 1995).
KIM et a. (2001) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato aquoso de pétalas
de Camellia japonica L sobre varios patdgenos veiculados por aimentos e
verificaram um efeito inibitorio no crescimento de todos os patégenos a 37°C, em
meio de cultura, devido ao aumento da fase lag. SINGH et al. (2002) avaliaram o
efeito dos sanitizantes diéxido de cloro aguoso (10 mgL™, por 10 minutos), 4gua
ozonizada (10 mgL ™, por 10 min) e 6leo de timo (0,1%, por 5 min), na inativagdo de
E. coli O157:H7 inoculada na alface e verificaram que o 6leo de timo foi o mais
eficaz em reduzir a populacdo do patégeno. Os extratos de plantas, como sanitizantes
naturais, podem ser eficazes em reduzir ou mesmo inativar microrganismos
patogénicos em alimentos minimamente processados. No entanto, h& necessidade de
mai S pesqui sas nessa area.

Uma outra etapa do processamento minimo € a centrifugacdo que reduz a
umidade do produto e remove 0 suco de extravasamento celular que podem favorecer
0 crescimento microbiano e reduzir a aceitacdo visua devido a reagdes enziméticas
(SIMONS e SANGUANSRI, 1997). A €ficacia da centrifugacdo depende da
velocidade e tempo de rotacdo da centrifuga e, segundo YILDIZ (1994), poucos

11



minutos de centrifugacdo sdo suficientes para a maioria dos produtos. Em couve
minimamente processada, verificou-se que a velocidade e o tempo de rotagéo da
centrifuga doméstica mais adequados para 1 Kg de produto foram, respectivamente,
800g e 10 minutos (CARNEL OSSI, 2000).

Os produtos minimamente processados s80 mais pereciveis do que os intactos
(FERRERES €t al., 1997; ROLLE e CHISM, 1987; WATADA e QlI, 1999). A injuria
de células e tecidos e a falta de protecéo pela casca, tornam os tecidos desidratados
e,ou descorados (WATADA e QI, 1999). Os aimentos minimamente processados,
portanto, apresentam respostas fisioldgicas ao processamento, semelhante a plantas
gue foram submetidas a danos ou expostas a condic¢des de estresse. Essa agdo inclui
aumento da respiracdo e producéo de etileno (BRECHT, 1995) que podem acelerar o
processo de deterioracdo. Além disso, os procedimentos adotados tais como,
descascar, cortar ou fatiar, expbem o tecido vegeta ao ar, a superficies e
manipul adores, possibilitando a contaminacéo (AHVENAINEN, 1996).

Muitos fatores podem afetar a intensidade da resposta fisiol6gica em tecidos
minimamente processados. Entre esses, tém-se espécie e variedade, estadio de
maturidade fisiologica, extensdo do ferimento ou injUria, temperatura, pressao de
vapor da &gua e concentragdes de oxigénio e didxido de carbono (BRECHT, 1995).
As mudancas na cor, sabor, aroma e textura causadas em frutas e hortalicas pos-
colheita sdo direta ou indiretamente afetadas pelo etileno (ROLLE e CHISM, 1987).
A producdo de etileno € estimulada quando os tecidos da planta sdo injuriados e esse
pode acumular na embalagem que contém o produto e, com isso, acarretar efeitos
indesgjaveis (WATADA eQlI, 1999).

O fatiamento pode causar a perda de agua dos tecidos que, adversamente,
afeta a textura e a qualidade nutricional do produto (ROLLE e CHISM, 1987;
BRECHT, 1995). O tecido injuriado induz também a sintese de algumas enzimas
envolvidas em reagbes de escurecimento ou biossintese de substratos, como a
polifenol oxidase (KADER e BEN-YEHOSHUA, 2000).

O controle das consequiéncias de injurias em frutas e hortalicas minimamente
processadas resulta no aumento da vida de prateleira e na extensdo da manutencao
nutricional, aparéncia, sabor e aroma, ou sgja, na qualidade desses produtos
(BRECHT, 1995).
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Para estender a vida de prateleira de produtos minimamente processados, a
principal medida de conservacdo é a refrigeracdo (MARTH, 1998) pois a
temperatura é o fator mais importante que afeta as caracteristicas gerais de qualidade
do produto tais como aparéncia, textura, e contetido de vitaminas (WATADA e Ql,
1999). Reagbes metabdlicas s30 reduzidas duas a trés vezes a cada reducéo de 10°C
na temperatura (BRECHT, 1995). Um aumento de 10°C na temperatura de
armazenamento fez com que a taxa respiratdria da couve minimamente processada se
elevasse em até duas vezes e meia (TELES, 2000). O aumento da taxa de respiracéo
e da producdo de etileno, assim como de outras reacdes associadas com injUrias do
tecido, séo minimizadas quando o produto fresco é processado a baixas temperaturas.
As temperaturas da area de processamento e da &gua utilizada para o enxague do
produto devem ser o mais proximo possivel de 0°C para que a efetividade méaxima
sga dingida. A utilizacdo de temperaturas baixas durante o transporte,
armazenamento e distribuicdo dos produtos minimamente processados, diminui a
velocidade de senescéncia e outros processos metabdlicos, reduz a deterioracdo e
pode minimizar os efeitos do etileno (BRECHT, 1995). A temperatura 6tima de
armazenamento para a maioria dos produtos agricolas € um pouco maior do que o
ponto de congelamento do produto e € extremamente importante que a temperatura
sgja mantida constante para se obter bons resultados, ja que amplas flutuaces de
temperatura tendem a promover deterioracéo prematura do produto (TASHTOUSH,
2000).

O principal problema associado com frutas e hortalicas minimamente
processadas € a possibilidade de abuso de temperatura apos a embalagem e durante a
distribuicdo, transporte, armazenamento, comerciaizacdo ou, antes de serem
consumidas (WILEY, 1994). Quando esse fato ocorre, h4 um potencial para uma
proliferacdo rgpida de organismos mesofilicos resultando na deterioracdo precoce
com consequente reducdo da vida de prateleira do produto (MANVELL e
ACKLAND, 1986). Em hortalicas prontas para o consumo estocadas a 10°C, houve
um aumento significativo do nimero de mesofilos e psicrotréficos, incluindo o
patdbgeno L. monocytogenes, comparado com hortalicas estocadas a 4°C
(ODUMERU et al., 1997). THOMAS e O'BEIRNE (2000) avaliaram o impacto do
abuso de temperatura na microbiota de hortalicas prontas para o consumo e
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verificaram que a proliferacdo microbiana foi dependente da temperatura e do
produto testados, sendo mais pronunciado a 12°C em todos os produtos com uma
taxa de crescimento méxima de 0,140; 0,175 e 0,126 log;y UFCg’ por hora em
populacbes de Listeria, mesofilos aerébios e bactérias do é&cido I&ctico,
respectivamente.

A ateracdo na microbiota contaminante de couve minimamente processada
causada por diferentes temperaturas de armazenamento foi avaliada também por
BITTENCOURT (2000). Essa autora verificou que o crescimento de microrganismos
mesofilos aerdbios foi inibido quando o produto foi estocado por 20 dias a 1°C.
Entretanto, a estocagem a 5°C, no mesmo periodo, resultou em um aumento em torno
de 2,8 ciclos logaritmicos e de, aproximadamente, 4,6 ciclos logaritmicos apds 15
dias de estocagem a 10°C.

A refrigeracdo, combinada com embalagem sob atmosfera modificada, esta
sendo amplamente utilizada como a técnica mais eficaz de conservacdo das
hortalicas minimamente processadas (FRANCIS e O' BEIRNE, 1997). Embalagem
sob atmosfera modificada geramente é definida como uma embalagem na qual o
alimento é estocado em uma atmosfera diferente do ar; € um método para estender a
vida de prateleira de alimentos pereciveis e semiperecivels por alterar as proporcoes
relativas dos gases atmosféricos que envolvem o alimento (FARBER, 1991). Essa
modificacdo pode ser passiva, criada por meio da respiracdo do préprio produto
dentro da embalagem, ou ativa, por meio da injecdo de uma mistura de gases apos a
embalagem (KADER et al., 1989).

O sucesso da embalagem sob atmosfera modificada depende de muitos
fatores, incluindo a qualidade inicial do produto, a higiene dos manipuladores, a
selecdo correta do material de embalagem, uma mistura de gases apropriada para o
produto, a confiabilidade do equipamento de embalagem, e principaimente, o
controle da temperatura (FARBER, 1991). A utilizacdo de filmes poliméricos ou
outros materiais plasticos de permeabilidade apropriada produzem, no interior da
embalagem, uma concentracdo modificada de oxigénio e diéxido de carbono, que
reduz significativamente a taxa de respiracéo do produto (SCHLIMME e ROONEY,
1994). A concentracdo baixa de oxigénio estabiliza a qualidade do produto,
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reduzindo a atividade metabdlica e o crescimento de microrganismos deterioradores
aerébios (AHVENAINEN, 1996).

Exposicdo a concentracbes elevadas de oxigénio atmosférico pode, no
entanto, estimular, ndo ter nenhum efeito ou reduzir taxas respiratérias, dependendo
do produto, da maturidade e estédio de maturacdo, da concentracéo de oxigénio, do
tempo e da temperatura de armazenamento e das concentracdes de dioxido de
carbono e etileno (KADER e BEN-YEHOSHUA, 2000). Diferentes microrganismos
variam muito em sua sensibilidade a presséo parcial de oxigénio. O oxigénio pode
inibir o crescimento de alguns anaerdébios pela oxidacdo de citocromos (KADER e
BEN-YEHOSHUA, 2000). O dioxido de carbono € soluvel tanto em agua quanto em
lipidio e é responsavel, principalmente, pelo efeito bacteriostético observado sobre
microrganismos em atmosfera modificada, além do efeito inibitorio na respiracéo do
produto (FARBER, 1991).

Em armazenamento sob atmosfera modificada, as concentragdes de oxigénio
e dioxido de carbono sdo ajustadas para inibir certos processos, especialmente
respiragdo, senescéncia e amolecimento do tecido. Produtos minimamente
processados provavelmente, podem tolerar maiores tensdes de oxigénio e dioxido de
carbono pelo fato de ndo terem muita cuticula ou casca para restringir a difusdo de
gas, e porque a distancia da difusdo de gas do centro a parte mais externa do produto
€ muito menor do que no produto in natura (WATADA e QI, 1999). As
concentragdes mais efetivas dos gases que compdem a atmosfera devem ser
estabel ecidas para cada produto (HUXSOLL e BOLIN, 1989).

O aumento da seguranca microbiolégica em hortalicas minimamente
processadas pode ser alcangado com a utilizagdo de barreiras adicionais, como por
exemplo, a competicdo microbiana, bacteriocinas e outros compostos GRAS. O uso
de bactérias lacticas como competidoras da microbiota deterioradora e patogénica é
amplamente estudado em produtos carneos e lécticos, mas sO recentemente, sua
aplicacdo em frutas e hortalicas minimamente processadas tem sido considerada.
Bactérias do é&cido lactico apresentam atividade antagonista a microrganismos
indesgjdveis ou patogénicos, causada pela competicéo por nutrientes e pela producéo
de metabdlitos antimicrobianos (HOLZAPFEL et a., 1995). O &acido lactico € o

principal produto da fermentagéo de bactérias do acido lactico e pode reduzir o pH a
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valores em que bactérias deterioradoras e patogénicas sdo inibidas ou inativadas
(HOLZAPFEL et a., 1995).

A taxa de crescimento e a competitividade de uma cultura lactica séo
determinadas pela sua adaptacdo ao substrato e por varios fatores intrinsecos e
extrinsecos, incluindo potencial redox, atividade de &gua, pH e temperatura
(HOLZAPFEL et d., 1995; GUERZONI et d., 1996; BREIDT e FLEMING, 1997).
HARRIS et al. (1989) verificaram que em um tota de 14 estirpes de bactérias
produtoras de bacteriocina pertencentes aos géneros Lactobacillus, Leuconostoc,
Pediococcus e Lactococcus, sete inibiram o crescimento de L. monocytogenes e L.
innocua em um teste de antagonismo em agar BHI (Infusdo Cérebro Coracdo).
Bactérias do acido |&ctico, inoculadas em saladas mistas minimamente processadas,
reduziram significativamente, o nimero de bactérias mesofilicas totais durante o
armazenamento sob refrigeracéo (VESCOVO et al., 1995). VESCOVO et a. (1996)
demonstraram gue estirpes de bactérias do acido |4ctico, isoladas de saladas mistas
prontas para 0 consumo, produziram substancias antimicrobianas e essas culturas
colonizaram as hortalicas quando inoculadas artificialmente. Entretanto, BENNIK et
al. (1999) verificaram que Enterococcus mundtii, uma espécie bacteriocinogénica,
isolada de hortalicas minimamente processadas, ndo inibiu o crescimento de L.
monocytogenes em brotos de feljéo frescos. Por essa razdo, esses autores sugeriram a
ndo utilizagdo dessa cultura como biocontrole de L. monocytogenes em hortalicas
estocadas sob atmosfera modificada.

O potencia da aplicacdo de bactérias do acido lactico como agentes
bioconservantes, para controlar o crescimento microbiano por inibicdo competitiva
de bactérias patogénicas, precisa ser avaliado mais extensivamente, como uma
alternativa para aumentar a seguranca e a extensdo da vida de prateleira dos
aimentos refrigerados minimamente processados (BREIDT e FLEMING, 1997).
Com isso, a preservacdo bioldgica deve ser considerada como uma medida adicional
e ndo como uma substituicdo das Boas Préticas de Manipulagdo. Em adicdo, sob
condicbes de abuso de temperatura, atividades metabdlicas das bactérias do écido
l&ctico, podem servir como um indicador dos riscos microbiol 6gicos (HOLZAPFEL
et al., 1995).
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Entre as hortalicas de importancia econdbmica para o Brasil, a couve destaca-
se como uma das mais comercializadas e consumidas. Aspectos do processamento
minimo da couve foram considerados em outros estudos. CARNELOSS| (2000)
concluiu que a taxa respiratéria da folha foi altamente afetada pelo horario de
colheita das folhas, mas este ndo afetou 0 seu tempo de vida de prateleira e sua
qualidade. Esse autor verificou também que o pré-resfriamento das folhas de couve
antes do processamento reduziu o metabolismo do produto, mas ndo aumentou Seu
tempo de armazenamento e que a baixa temperatura de sanitizacdo, além de diminuir
a taxa respiratéria do produto minimamente processado, proporciona um produto de
qualidade, baseado nos teores de sblidos sollveis, vitamina C e atividade de
polifenol oxidase.

BITTENCOURT (2000) determinou a seqiéncia das etapas adequada ao
processamento minimo da couve em, sanitizacdo seguida do fatiamento e enxague.
Essa autora verificou que os psicrotréficos constituiram a microbiota predominante
em todas as temperaturas de estocagem (1, 5 e 10°C) e, aproximadamente 91% dessa
microbiota era constituida de bastonete Gram-negativo, enquanto as bactérias
anaerdbias e lacticas foram as que apresentaram um maior incremento na popul acéo
de até seis ciclos logaritmicos ao final de 15 dias a 10°C.

TELES (2000) verificou que as combinacdes de embalagem x mistura gasosa
mais eficazes para a manutencdo da concentracdo de solidos solUveis totais e
vitamina C, em couve armazenada a 5°C por 14 dias foram, poliolefina multicamada
com modificacdo ativa da atmosfera (0% O, / 5% COy), poliolefina multicamadas
com modificac&o passiva da atmosfera e bandejas de poliestireno expandido envoltas
por filme de policloreto de vinila, com modificacdo passiva da atmosfera. Esse autor
concluiu também que a diminuicdo da concentracdo de oxigénio fez com que a taxa
respiratéria da couve reduzisse em até quatro vezes a temperatura ambiente.

DANTAS (2001) concluiu que o consumidor considera as informagoes
contidas nos rétulos das embalagens de couve minimamente processada como
expoente da qualidade exigida do produto, observando a data de validade, preco,
marca, informacdes nutricionais e ingredientes. Os beneficios da informacdo nas
embal agens podem ser refletidos, em parte, pela selecéo de alimentos melhores que

por suavez, podem proporcionar uma dieta mais nutritiva.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Microbiologia e no laboratério de Fisiologia Pos-
Colheita do Departamento de Biologia Vegetal da Universidade Federal de Vicosa,
em Vicosa- MG.

3.1. Matéria-prima

Foram utilizadas plantas de couve (Brassica oleraceae cv. acephala)
cultivadas na horta da Universidade Federal de Vigosa, com plantios periédicos para
a obtencéo de folhas durante todo o experimento, realizado entre marco de 2001 a
maio de 2002. As folhas de, aproximadamente, 35 a 40 cm de comprimento foram
colhidas, transportadas imediatamente até o laboratério de Fisiologia Pos-Colheita e
colocadas em bandejas com os peciol0s imersos em agua e armazenadas em camara
fria a 7 +1°C, até a manha do dia seguinte (CARNELOSSI, 2000), quando foram
processadas.

3.2. Processamento Minimo

O processamento minimo consistiu das etapas de selecdo, lavagem,
sanitizacdo, fatiamento, enxague, centrifugacdo, embalagem e armazenamento de
acordo com o fluxograma apresentado na Figura 1 (BITTENCOURT, 2000), com
excecdo para 0 experimento 3.3. As folhas de couve foram selecionadas pelo
tamanho e cor, rejeitando-se as unidades aparentemente danificadas.
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Figura 1: Fluxograma do processamento minimo da couve (BITTENCOURT, 2000)

Todas as etapas do processamento minimo foram realizadas em laboratério

refrigerado.
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3.3. Determinacao das condicdes de sanitizacdo

3.3.1. Avaliacéo do tempo de sanitizacéo

Foram avaliados os tempos de 10, 20 e 30 minutos de contato da hortalica
com duas soluces sanitizantes que consistiram do Sumaveg®, & base de cloro, de
uso recomendado para frutas e verduras e cujo principio ativo é o Dicloro S.
Triazinatriona Sodica Dihidratada, usado na concentracdo de 200mgL™ e o
Sumaveg® acrescido de 1% de &cido l&tico. O processamento minimo da couve
seguiu-se como descrito na Figura 1, exceto a etapa de sanitizacdo, a qua foi
realizada apés o fatiamento e em 30g do produto. Cada porcéo de 30g de couve,
ficou imersa por 10, 20 ou 30 minutos nas solucdes sanitizantes ja referidas. Para o
controle da efetividade do processo de sanitizacdo, porcdes contendo 30g de couve
fatiada foram imersas em um recipiente contendo apenas agua.

Os tratamentos foram conduzidos em trés repeti¢oes.

Apés a selagem das embalagens contendo couve, as mesmas foram levadas
para o laboratério de Microbiologia de Alimentos para as andlises de mesofilos
aerobios.

As andlises foram efetuadas em porcfes de 25g do material vegetal pesado
assepticamente e homogeneizado em copos de liquidificador esterilizados com 225
mL de agua peptonada 0,1% (Merck). Em seguida, realizaram-se diluicOes decimais
apropriadas, para a obtencdo de contagens entre 25 e 250 colénias por placa. A
contagem padrdo de mesofilos aerdbios foi feita em agar padréo para contagem —
PCA (Merck), utilizando-se a técnica de plaqueamento em superficie, ap0Os
incubacdo a 35 + 2°C por 48 horas. As andlises foram feitas em duplicata e os
resultados foram expressos em log de UFCg™* de couve minimamente processada.

O tempo de sanitizacdo mais efetivo, dentre os avaliados, foi utilizado nas

etapas de sanitizacdo do processamento minimo conduzidas posteriormente.

3.3.2. Avaliacao da efetividade de sanitizantes

Os sanitizantes, apresentados no Quadro 1, foram avaliados quanto sua
efetividade em reduzir o nUmero de mesofilos aerdbios naturalmente presentes e de
L. monocytogenes inocul ada na couve minimamente processada.
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As concentracfes das solugdes estoque e diluidas de acido peracético foram
determinadas de acordo com o manual técnico do produto comercial Vortexx (1999).

As solucgdes de prata coloidal foram obtidas utilizando-se um gerador de prata
coloidal de 36 Volts, produzido por Ritz Laussac Eletronics, conectado com dois
eletrodos de prata. Esses eletrodos foram imersos em um bequer de vidro com 250
mL de &gua, durante 6 minutos, o que resulta, em aproximadamente, 5 mg L™ de

prata coloidal.

Quadro 1: Concentracéo das solucdes sanitizantes avaliadas em couve minimamente

processada _
SANITIZANTE CONCENTRACAO
Acido peracético 60 ppm
Clorado organico (Sumaveg®) 200 ppm
Extrato hidroalcoolico de Salvia officinalis 1%
Per éxido de hidrogénio (I SOFAR) 5%
Prata coloidal 2,5 ppm

Foram realizadas as etapas do processamento minimo (Figura 1) seguindo as
mesmas alteragOes das etapas mencionadas no item 3.3.1, utilizando-se os
sanitizantes relacionados no Quadro 1.

Para a avaliagdo da efetividade dos sanitizantes em reduzir a populagéo de
mesofilos aerdbios, porcdes com 30g de couve fatiada foram imersas em solucdes
com um volume final de 600 mL. O controle da efetividade do processo de
sanitizacdo foi feito com o produto imerso em agua. O pH de cada solugdo
sanitizante foi determinado com potenciometro Digimed (DM 20 — Brasil). A
determinacdo do nimero de mesofilos aerdbios foi feita como descrito anteriormente,
em &gar PCA.

Para se avaliar o efeito dos sanitizantes sobre L. monocytogenes, a couve foi
minimamente processada, excetuando-se a etapa de sanitizagcdo. Duas estirpes de L.
monocytogenes, Scott A e ATCC 7644, foram ativadas por 18 horas a 35°C em TSB
(Caldo Tripticase de Soja - Difco) acrescido de 0,6% de extrato de levedura. As duas

culturas foram misturadas, em uma mesma propor¢do, atingindo uma concentracéo
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fina de, aproximadamente, 10® UFCmL™. A partir desse inéculo, foram feitas
diluicdes sucessivas, até se atingir uma concentracdo de 10° UFCmL™.
Assepticamente, as embalagens de couve foram abertas e inoculadas com 1 mL da
diluicdo com 10° UFCmL™ do patégeno. As embalagens controle foram inoculadas
apenas com 1 mL de &gua esterilizada. As embalagens foram novamente fechadas e
armazenadas por aproximadamente, 15 horas a 4°C, para que as células de Listeria
aderissem a couve, antes de expb-las aos sanitizantes, como recomendado por
ZHANG e FARBER (1996).

Apbs o periodo de 15 horas, as embalagens foram perfuradas assepticamente,
antes de serem imersas nas solugdes sanitizantes, para que todo o conteldo da
embal agem entrasse em contato com a solucdo. Apds a sanitizagéo, fez-se 0 enxague,
e em seguida, andlise de L. monocytogenes nas porcdes de couve minimamente
processada. A contagem de Listeria foi feita em agar seletivo Oxford (Oxoid),
adicionado de suplemento seletivo SR 140E (Oxoid). A presenca de colénias tipicas
de Listeria foi avaliada apds a incubacdo a 35 + 2°C por 48 horas e os resultados
foram expressos em log de UFCg™* de couve minimamente processada.

Todas as andlises microbiol 6gicas foram feitas em duplicata e os tratamentos
foram conduzidos em trés repeticdes. As solucdes sanitizantes foram usadas uma

Unicavez.

3.4. Selecdo de bactéria lactica com atividade antilistérica

Com o objetivo de selecionar bactérias lacticas que apresentassem atividade
inibitoria sobre L. monocytogenes nas condicdes de refrigeracdo adotadas no
armazenamento de couve minimamente processada, foram avaliadas as culturas
Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC 9649, Lactobacillus plantarum
(Laboratorium Wiesby) e Lactobacillus casei CCT 1465. As culturas denominadas
de BNCCR5, CCA3 e CCAY foram isoladas de couve minimamente processada
estocada por seis dias a 7 e 21°C, com acréscimo de 2,5% de cloreto de sodio. Todas
as culturas usadas neste experimento foram submetidas aos testes de coloragéo de
Gram, catalase e confirmacdo da producdo de acido em &gar de Man, Rogosa, Sharpe
(MRS — Oxoid) acrescido de 0,04 gL™* de parpura de bromocresol (Merck) e 5,0 gL™
de carbonato de cédlcio (Vetec) apds incubacdo a 30°C por 48 horas sob
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microaerofilia. As culturas puras foram estocadas a —-80°C em caldo MRS acrescido
de 2% de gliceral.

O primeiro critério utilizado para a selecdo da cultura lactica a ser inoculada
na couve foi a capacidade de crescimento sob refrigeracdo. As culturas lécticas
usadas neste estudo foram ativadas, a partir do estoque a -80°C, em caldo MRS a
35°C por 18 horas. Foram utilizados 200uL como indculo de cada cultura
padronizada a uma densidade 6ptica (D.O.) igua a 0,1 medida em espectrofotdmetro
Spectronic 20 D a 600 nm. O in6culo foi transferido para trés tubos contendo 5 mL
de caldo MRS e esses tubos foram incubados a 5, 10 e 15°C (+ 1°C).

O segundo critério para a selecdo da cultura lactica foi a capacidade de
inibicdo de L. monocytogenes por meio da técnica de difusdo (SPELHAUG e
HARLANDER, 1989). Inocularam-se microgotas de 500L da cultura lactica
padronizada (D.O. de 0,4) na superficie do meio sdlido MRS adicionado de parpura
de bromocresol e carbonato de célcio nas concentracdes ja mencionadas. As placas
foram incubadas, sob microaerofilia, nas temperaturas de crescimento de 5, 10 ou
15°C. Apds o crescimento das culturas |&cticas observado por meio da acidificagdo
do agar, foram vertidos cuidadosamente sobre este meio, 8 mL de TSB semi-solido
com 10° UFCmL™ de L. monocytogenes. As placas foram incubadas nas
temperaturas citadas acima até o crescimento do patégeno no agar. A capacidade de
inibicdo foi avaliada pela medida do diametro da zona clara ao redor da microgota de
culturaléctica

Formulou-se o agar MRS modificado com 0,2% de glicose, para verificar se a
inibicdo de L. monocytogenes pelas bactérias lacticas era devido a algum outro

produto além do &cido.

3.5. Avaliacdo do crescimento de L. monocytogenes em couve minimamente
processada na presenca ou ndo da bactéria lactica selecionada

O crescimento de L. monocytogenes em couve minimamente processada foi
acompanhado no produto estocado a 5, 10 e 15°C, na presenca ou hdo da bactéria
l&ctica selecionada. Para 0 processamento minimo, foram utilizadas as etapas
descritas no fluxograma (Figura 1), como determinado por BITTENCOURT (2000).

Quantidades de 50g de couve minimamente processada foram acondicionadas em
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embalagens de poliolefina multicamada de 21 mm de espessura, dimensdes de 18 x
11,25, possuindo uma permeabilidade a oxigénio e dioxido de carbono de,
respectivamente, 9.745 cm>mZdia’ e 28.766 cm®m®.dia’ com a modificacdo
passiva da atmosfera. Posteriormente, as embalagens foram seladas hermeticamente,
utilizando-se a seladora Selovac — 200B.

3.5.1. Preparacéo dosindculos de L. monocytogenes e da bactéria lactica

Foram utilizadas quatro estirpes de L. monocytogenes Scott A, ATCC 7644,
IP2-40 e 764/93 obtidas do estoque de culturas do laboratério de Microbiologia de
Alimentos/DMB.

As estirpes de L. monocytogenes foram ativadas em tubos com 5 mL de caldo
TSB + 0,6% de extrato de levedura (Merck) a 35 + 2°C por 17 horas. Apds a
ativacéo, as estirpes de L. monocytogenes foram misturadas, na mesma proporcgéo,
em um unico tubo. A estirpe de bactéria lactica selecionada a partir dos testes
realizados anteriormente foi ativada em 5 mL de cado MRS, a 35 + 2°C por 17
horas, quando atingiu a populacdo de, aproximadamente,10° UFCmL ™.

As células de Listeria e da bactéria l &ctica foram coletadas por centrifugacéo a
2043 x g por 15 minutos em centrifuga Sorvall RC5C; lavadas em solucéo salina
0,85%, novamente centrifugadas e ressuspendidas com solucéo salina 0,85%.

A suspensdo de células de L. monocytogenes foi padronizada em D.O. igual a
0,27 utilizando-se 0 comprimento de onda de 600 nm em espectrofotdmetro
Spectronic 20 D e que corresponde, segundo GIOMBELLI (2000), a 108 UFCmL™
de L. monocytogenes. Diluicdes sucessivas foram feitas, para inoculagéo de,

aproximadamente, 10° UFC de Listeria por grama de couve.

3.5.2. Inoculacéo de L. monocytogenes e da bactéria lactica selecionada em couve
minimamente processada

Embalagens contendo 50g de couve minimamente processada foram
preparadas e levadas para o laboratério de Microbiologia de Alimentos para a
inoculacdo de L. monocytogenes e da bactéria lactica. Em um total de 39
embalagens, 13 foram inoculadas com estirpes de L. monocytogenes, 13 foram

inoculadas com as estirpes de Listeria juntamente com a estirpe de bactéria lactica
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selecionada e as 13 embalagens restantes foram destinadas como controle. Em todas
embalagens controle, inoculou-se 1 mL de &gua destilada esterilizada. A inoculacéo
foi feita com seringas descartaveis esterilizadas sendo que a agulha da seringa foi
introduzida nas embalagens através de septos confeccionados com cola de silicone,
aderidos a superficie das embal agens.

Para a inoculacdo das estirpes de Listeria juntamente com bactéria lactica,
volumes equivalentes (em mL) para alcancar 10° de Listeria e 10° de bactéria l4ctica
foram homogeneizados e 1 mL desta suspenséo foi inoculado na couve minimamente
processada pelo procedimento mencionado acima.

Apbs a inoculagdo das culturas, as embalagens de couve minimamente
processadas foram distribuidas em bandejas e armazenadas em estufas tipo B.O.D. a
5, 10 e 15°C (+ 1°C). Amostras no tempo zero e apds 5, 10, 15 e 20 dias de
armazenamento para as embalagens incubadas a5 e 10°C e apds 2, 4, 6, e 8 dias para
as embalagens incubadas a 15°C foram retiradas para se proceder as andlises

microbiol 6gicas e de acidez titulavel.

3.6. Andlises micr obiol égicas de couve minimamente processada

As andlises foram efetuadas em porgdes de 259 do material vegetal pesadas
assepticamente e homogeneizadas em copos esterilizados de liquidificador com 225
mL de &gua peptonada 0,1%. Dilui¢bes decimais apropriadas foram feitas para a
obtencdo de contagens entre 25 e 250 coldnias por placa.

A contagem de L. monocytogenes foi feita em agar seletivo Oxford para
Listeria adicionado de suplemento seletivo e a presenca de coldnias tipicas foi
avaliada ap6s a incubagéo a 35 + 2°C por 48 horas. Col6nias pretas, com morfologia
caracteristica e circundadas por halo escuro resultante da hidrdlise da esculina, em
adgar Oxford, foram consideradas tipicas de Listeria. Quatro colbnias tipicas, por
diluicdo, foram selecionadas para a confirmacdo do género Listeria por meio de
reacdo da catal ase e teste de motilidade em agar semi-solido (Difco) com incubacéo a
23°C por, aproximadamente, 72h. Para a confirmacdo da espécie L. monocytogenes,
foi realizado o teste [1-hemdlise em placas contendo &gar sangue (Oxoid) adicionado

de sangue de carneiro.
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A microbiota contaminante da couve minimamente processada foi avaliada
pela contagem padrédo de psicrotréficos aerdbios em PCA (Merck), usando-se a
técnica do espalhamento em superficie, apds aincubacéo a7 + 1°C, por 10 dias.

A determinacdo de bactérias produtoras de &cido foi feita em agar MRS,
adicionado de 0,04 gL™ de ptrpura de bromocresol e 5,0 gL™ de carbonato de célcio,
apos incubacdo a 35 + 2°C, por 48 horas, em jarras Gas-Pack, sob microaerofilia.
Apbs a incubacdo, foram consideradas bactérias lacticas aquelas cujas colénias
apresentaram halo amarelo, caracterizando a producéo de acido, e que foram catalase
negativas (VEDAMUTHU et al., 1992)

3.7. Determinagéo da acidez titulavel em couve minimamente processada

A acidez tituldvel da couve foi determinada em todos os tratamentos, nas trés
repeticbes, utilizando-se do mesmo homogenato destinado as analises
microbioldgicas, com o intuito de se avaliar a acidez expressa como porcentagem de
&cido léactico. Para a titulagdo, utilizou-se uma solucéo padronizada de hidréxido de
sodio na concentracdo de 0,1 N e fenolftaleina como indicador (CASE et al., 1985).

3.8. Andlises estatisticas

O experimento para a avaliacdo do tempo de sanitizagdo foi realizado
segundo o delineamento inteiramente casualizado com trés tempos (10, 20 e 30
minutos) mais um tratamento controle para cada tempo, cada um com duas
repeticbes. O experimento para o teste de sanitizantes também foi realizado segundo
0 delineamento inteiramente casualizado com cinco produtos (clorado organico,
&cido peracético, peroxido de hidrogénio, prata coloidal e extrato hidroalcdolico de
Salvia officinalis) mais um tratamento controle, cada um com duas repeticoes. O
teste de Tukey ([0=5%) foi utilizado, nos dois experimentos, para comparacéo de
médias dos logaritmos do nimero de unidades formadoras de col6nia por grama (log
UFC g*), com excecdo da avaliagio dos sanitizantes para a reduco do niimero de L.
monocytogenes, que se utilizou da comparacdo do numero de unidades formadoras
de col6nia por grama (UFC g™).

Para o estudo da velocidade especifica de crescimento (p) de L.

monocytogenes na couve minimamente processada, o experimento foi conduzido
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segundo o delineamento inteiramente casualizado com trés temperaturas (5, 10 e
15°C), dois tratamentos, com e sem o isolado CCA3, com trés repeticdes. O teste de
Tukey (O0=5%) foi utilizado para a comparacdo das médias das velocidades
especificas.

Os dados de cada tempo referentes as Figuras 6, 7, 8 e 9, foram analisados
pelo intervalo de confianga (IC) a 95% de probabilidade (n=3).
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4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. CondicOes de sanitizacéo da couve

4.1.1. Tempo de sanitizagao

O tempo de 10 minutos de contato da couve fatiada com o sanitizante clorado
organico (Sumaveg?) e o clorado organico + 1% de &cido l&ctico promoveu uma
reducéo de até 2 ciclos logaritmicos no nimero de bactérias mestfilas aerdbias em
relacdo ao controle (Quadro 2). N&o houve diferenca significativa entre as solucbes
sanitizantes avaliadas e 0 aumento do tempo de sanitizacdo para até 30 minutos néo
resultou em variagdes significativas na microbiota contaminante da couve fatiada
(Quadro 2). O tempo de sanitizacdo de 10 minutos é recomendado pelo fabricante do
Sumaveg® e, como constatado por alguns autores, o aumento do tempo de
sanitizacdo ndo resulta em maior reducdo da microbiota contaminante.

ADAMS et a. (1989) relataram que o aumento do tempo de exposicéo da
alface em uma solucéo de hipoclorito, de 5 para 30 minutos, ndo promoveu uma
reducdo adicional na contagem da microbiota tota. ZHANG e FARBER (1996)
imergiram 200g de repolho e alface minimamente processados inoculados com L.
monocytogenes, em uma solucgo de cloro com 200 mg L™ por 1, 2, 5 e 10 minutos.
Esses autores observaram que houve uma maior reducdo do nuimero de L.
monocytogenes (1,2 e 1,7 ciclos logaritmicos no repolho e na aface,

respectivamente, a 22°C) com 10 minutos de sanitizagdo. EL-KEST e MARTH
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(1988) expuseram células de L. monocytogenes por um periodo de 30 segundos a 4
horas em solugdes de hipoclorito de sddio com 0,5 a 10 mg L™ de cloro ativo e
constataram que, em geral, a reducéo do nimero desse patdgeno foi mais acentuada
nos primeiros 30 segundos, seguida de uma pequena reducdo durante o restante do
tempo de exposi¢do avaliado.

O pH da solucéo com o clorado orgénico foi 6,8 (Quadro 2) e este valor esta
dentro da faixa recomendada para solugbes sanitizantes que contém cloro. A
combinagdo de é&cido lactico com o clorado orgéanico reduziu o pH da solucdo
sanitizante (Quadro 2), sem alterar a efetividade do cloro na solugéo. No entanto,
visualmente, foi observada ateracdo de textura da couve sanitizada com clorado
organico acrescido de 1% de é&cido lactico. ZHANG e FARBER (1996) verificaram
uma reducdo significativa de aproximadamente 0,5 ciclo logaritmico na populagéo de
L. monocytogenes inoculada em alface minimamente processada sanitizada com 1%
de &cido lactico. Esses autores também observaram alteracdo de textura da alface
quando sanitizada com os é&cidos léctico e acético. Na sanitizacdo de repolho
minimamente processado com 1% de acido acético, FANTUZZI (1999) observou
uma reducao na microbiota de mesofilos aerdbios em torno de 1,2 ciclos logaritmicos

sem contudo registrar danos aparentes na textura da hortalica.

Quadro 2: Numero (log UFC g*) de mesdfilos aerdbios contaminantes (média de
duas repeticdes) da couve minimamente processada e valores de pH das
solucgdes, apOs a sanitizacdo a temperatura ambiente por diferentes tempos

Tempo de sanitizagdo (min)

Tratamentos pH
10 20 30
Clorado Organico — 200 mgL™ 36b 36b 4,4b 6,8
Clorado Organico (200 mgL™) +
1% Acido Lé&ctico 3.7b 3.7b 41b 24
Controle 56a 54a 55a 7,9

Meédias seguidas de mesma letra, horizontal e verticamente, ndo diferem entre s
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
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Uma vez que ndo foram detectadas diferencas estatisticamente significativas
entre os trés tempos de sanitizacdo avaliados, optou-se por utilizar, no processamento
minimo da couve, a sanitizagdo por 10 minutos. Este tempo, por ser o menor dentre
os avaliados, é 0 mais favoravel economicamente para umaindustria.

A adicdo de 1% de &cido l4ctico na solucdo com Sumaveg®, ndo promoveu
uma reducdo adicional no nimero da microbiota avaliada, ndo se justifica portanto, a

utilizacdo da combinac&o desse &cido no experimento seguinte.

4.1.2. Efetividade dos sanitizantes

A sanitizacdo da couve fatiada promoveu uma reducédo significativa (P<0,05)
de, no maximo, 1,9 ciclos logaritmicos no nimero de bactérias mestfilas aerdbias e
de 1,1 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes quando comparados com o controle
(Figura2). A contaminacgo inicial de mesdfilos aerébios no controle foi de 2,2 x 10*
UFCg*, enquanto que o nimero de céulas de L. monocytogenes recuperadas apés a
inoculacdo de 10° UFCg' foi de 81 x 10 UFCg' de couve minimamente
processada.

A reducdo de, aproximadamente, 1 ciclo logaritmico no niUmero de bactérias
mestfilas aerdbias também foi observada por BEAULIEU et d. (1997) ao
sanitizarem couve minimamente processada com clorado organico em solucéo
contendo 0,1% de cloro. BEUCHAT et al. (1998) verificaram uma reducdo de, no
maximo, 1 ciclo logaritmico no nimero de bactérias mestfilas aerdbias imergindo
folhas de alface em uma solugdo sanitizante com 200 mg L™ de cloro, quando
comparada com folhas lavadas apenas com agua.

A reducdo significativa (P<0,05) de 1,1 ciclos logaritmicos na populacédo de
L. monocytogenes inoculada na couve (Figura 2) € semelhante a observada por
ZHANG e FARBER (1996) em repolho quando imergiram a hortalica em uma
solucdo contendo 200 mg L™ de cloro, por um periodo de 10 minutos. BRACKETT
(1987) encontrou uma reducdo de, aproximadamente, 2 ciclos logaritmicos na
populacdo de L. monocytogenes inoculada em couve de bruxelas, apos imersdo em
uma solucdo contendo 200 mg L™ de cloro livre, em comparago ao produto imerso

apenas em agua.
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O &cido peracético, na concentracgo de 60 mg L™, reduziu significativamente
(P<0,05) a populacdo de mesofilos aerdbios em torno de 1,8 ciclos logaritmicos,
enguanto a populacdo de L. monocytogenes apresentou uma reducéo em torno de 0,9
ciclo logaritmico (Figura 2). Esta diferenca de quase 1 ciclo logaritmico pode ser
atribuida a uma menor susceptibilidade de L. monocytogenes ao acido peracético, ou
mesmo devido a maior adesdo das células de L. monocytogenes na couve fatiada.
HILGREN e SALVERDA (2000) verificaram uma reducdo na populacdo de
mesofilos aerdbios de 1,54; 1,07 e 0,84 ciclos logaritmicos, apds a imersdo,
respectivamente, de batata, aipo e repolho minimamente processados, por 30

segundos em uma solugdo com 80 mg L™ de &cido peracético.

1,81
1,64
1,44
1,24

0.8
0,6-
0.4-
0,21

Numero de reducdes
decimais
'_\

mesdfilos aerébios L. monocytogenes

M Clorado orgéanico B Ac. peracético O Perdxido de hidrogénio
O Extrato de Salvia O Prata coloidal

Figura 2: Numero de reducfes decimais de mesofilos aerdbios contaminantes e L.
monocytogenes inoculada com 10° UFCg®, em couve minimamente
processada submetida a diferentes sanitizantes a temperatura ambiente por
10 minutos.

Embora a solucdo de 5% de perdxido de hidrogénio tenha promovido a
reducdo da populacdo de mesofilos aerdbios em 1,5 ciclos logaritmicos, esta reducéo
ndo foi estatisticamente diferente do obtido com &cido peracético. Reducdes de 1 a 2
ciclos logaritmicos no nimero de bactérias epifiticas foram observadas por BENNIK
et a. (1996) na sanitizacdo de chicoria por 2 minutos em solugdo de 10% de

peréxido de hidrogénio quando comparado com amostras lavadas com &gua.
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Houve reducdo significativa de 1,1; 1,0; 0,9 e 0,7 ciclos logaritmicos na
populacdo de L monocytogenes quando couve fatiada foi sanitizada com clorado
organico, peréxido de hidrogénio, acido peracético e extrato de Salvia officinalis
(sdlvia), respectivamente, em relacéo ao controle. Contudo, a reducdo do nimero de
L. monocytogenes observada com esses sanitizantes ndo foi estatisticamente
diferente. SAPERS e SIMMONS (1998) verificaram uma reducdo, em torno de 90%,
na populacéo de Pseudomonas fluorescens em cogumelos e em duas variedades de
meldo minimamente processados tratados em uma solugdo com 5% de perdxido de
hidrogénio. Essa reducédo de 90% na microbiota relacionada foi similar quando as
variedades de mel&o foram sanitizadas com uma soluc&o contendo cloro.

A solucdo com 2,5 mg L™ de prata coloidal reduziu o nimero de mestfilos
aerobios e L. monocytogenes em torno de 0,7 e 0,3 ciclo logaritmico,
respectivamente, apresentando portanto, menor efetividade que os demais
sanitizantes avaliados. Resultados apresentados por SIMONETTI et a. (1992)
evidenciaram que a atividade antimicrobiana de solucdes de prata varia de acordo
com a espécie microbiana. Esses autores avaliaram solugdes a 10° M de Age a pH
6,5, em suspensdes de 10° células’/mL de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Candida albicans e Aspergillus niger e verificaram que apds 60 minutos de contato,
a sobrevivéncia dos microrganismos foi de 0 a 1%, 14 a 16%, 8,5 a 15% e de 6,4 a
10%, respectivamente. Nesse mesmo estudo, esses autores verificaram gque a acéo
antimicrobiana da prata (Age) foi afetada pelo pH e foi maior em meio alcalino.

Os vaores de pH das solucbes contendo prata coloidal, clorado organico,
peréxido de hidrogénio, extrato hidroalcéolico de Salvia officinallis e acido

peracético foram, respectivamente, 7,8; 6,2; 5,7; 5,3 € 3,9.

4.2. Bactéria lactica selecionada com atividade antilistérica

Dentre as culturas avaliadas, os isolados de couve CCA3 e BNCCRS e a
cultura de Lactobacillus casei apresentaram maior crescimento a 5, 10 e 15°C
(Figura 3).

Foi constatada que a inibicdo de L. monocytogenes pelas bactérias |écticas

gue cresceram a 15°C ocorreu em &gar MRS contendo 2,0% de glicose, mas ndo na
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presenca de 0,2 % desse acUcar. Este resultado permite sugerir que a inibicéo

ocorreu, provavelmente, devido a producéo de &cido pelas bactérias | cticas.

5°C
07 10°C
07 A 15°C

0 100 200 300 400
Tempo (horas)

Figura 3. Crescimento das bactérias lacticas Lactobacillus casei (O), L. delbrueckii
(0), L. plantarum (%), BNCCR5 ([J), CCA7 (O0) e CCA3 () em caldo
MRS, incubadas sob refrigeracéo.
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O isolado CCA3 destacou-se por alcancar maior densidade 6tica em menor
periodo de incubacdo (Figura 3), principalmente a 5°C, e essa maior velocidade de
crescimento € um fator importante a ser considerado na selecdo da cultura a ser
inoculada no produto minimamente processado, para inibir o0 crescimento de
patdgeno. Para BREIDT e FLEMING (1997), a taxa de crescimento de um
biocontrole deve ser maior do que a do patdgeno ressaltando, entretanto, que as taxas
de producdo de metabdlitos inibitérios pelo biocontrole e a sensibilidade relativa do
patdgeno a estes metabdlitos também afetardo o resultado competitivo entre as
culturas.

As culturas Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii, Lactobacillus casel
e osisolados CCA7 e BNCCR5 foram capazes de inibir L. monocytogenes somente a
15°C, enquanto o isolado CCA3 foi capaz de inibir o patdgeno a 10 e 15°C (Figura 4)
apresentando halos de inibicdo com didmetros de 8,5 mm a 10°C e 5,5 mm a 15°C
(Figura 5). Bactérias |acticas isoladas de outros alimentos minimamente processados
apresentaram potencial de inibicdo de patdgenos. VESCOVO et al. (1996) isolaram
bactérias do é&cido lactico psicrotroficas (Lactobacillus casel, Lactobacillus
plantarum e Pediococcus spp.) de 22 amostras de saladas comerciais e essas estirpes
inibiram Aeromonas hydrophila, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium
e Saphylococcus aureus em agar MRS, em saladas e em sucos de hortalicas.
KELLY et al. (1996) obtiveram 22 isolados de bactérias |écticas produtoras de
bacteriocina de 14 das 41 amostras de alimentos minimamente processados,
incluindo carne, peixe, produtos de laticinio, frutas e hortalicas, que podem ser

utilizadas como biocontrole em frutas e hortalicas minimamente processadas.

Figura 4: Inibicdo de L. monocytogenes por CCA3 em meio MRS incubado a 15°C
(1) e 10°C (2).



Desses isolados, Leuconostoc mesenteroides KF80 e Lactobacillus sake
KF52 foram capazes de inibir, “in vitro”, L. monocytogenes. KELLY et a. (1998)
isolaram bactérias do acido lactico de 76 frutas e hortalicas minimamente
processadas e concluiram que espécies de Lactococcus sdo 0s principais
componentes da microbiota encontrada nesses produtos durante o periodo de
consumo, e que a ocorréncia natural de produtores de bacteriocina contribui para a

dominéncia dessas espécies.

127

P

Halo (mm)
(o))
_{

CCA3 CCA3 Lactobacillus CCA7 LactobacillusBNCCR5
10°C

Figura 5. Medida (mm) do halo formado pela inibicdo de L. monocytogenes por
bactérias lacticas “in vitro” sob refrigeracéo. Barras verticais representam
0 desvio padréo da média de duas repeticdes

15°C

4.3. Crescimento de L. monocytogenes em couve minimamente processada na
presenca ou ndo da bactéria lactica com atividade antilistérica

A populacgo de L. monocytogenes aumentou em 2,7 ciclos logaritmicos a 5°C
e 2,8 ciclos logaritmicos a 10°C em couve minimamente processada armazenada sob
atmosfera modificada passiva, apds 20 dias de estocagem (Figura 6A e B). Em
condicdo de abuso de temperatura, a 15°C, o aumento verificado foi de 4,6 ciclos

logaritmicos, apds oito dias de estocagem (Figura 6C).
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Figura 6: Logaritmo do nimero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFCg™?) de L.

monocytogenes em couve minimamente processada estocada a 5 (A), 10
(B) e 15°C (C). Tratamento controle (O); produto inoculado com L.
monocytogenes ([J); produto inoculado com L. monocytogenes e CCA3
(O). Barras verticais representam o | C a 95% de probabilidade (n=3).
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Estes resultados reforcam o risco do crescimento desse patdgeno psicrotrofico
em alimentos minimamente processados e mantidos por periodos prolongados a
temperaturas baixas, ou durante periodos de tempo menor, mas em temperaturas
abusivas. A modificagdo passiva da atmosfera ndo inibiu o crescimento de L.
monocytogenes na couve minimamente processada. Nas mesmas condicOes
experimentais, TELES (2000) observou que a concentracdo de oxigénio no interior
da embalagem de poliolefina multicamada contendo couve minimamente processada
armazenada foi de aproximadamente, 20% no tempo zero e reduziu rapidamente,
atingindo concentracdes de 3,6% a 5°C e 6,2% a 10°C. Nessas embalagens, a
concentracdo de didxido de carbono atingiu o estado de equilibrio em concentracdes
de 2 a 2,7%. BENNIK et a. (1996) observaram que baixas concentracOes de
oxigénio e altas concentragdes de dioxido de carbono, condigdes prevalecentes em
sistemas de embalagem sob atmosfera modificada, favoreceram seletivamente o
crescimento de L. monocytogenes em chicoria endivia minimamente processada.
Esses autores verificaram que 0 uso de atmosfera modificada retardou o crescimento
de microrganismos deterioradores durante 0 armazenamento a baixas temperaturas
sem contudo, inibir o crescimento de L. monocytogenes.

A escolha da embalagem de poliolefina multicamada foi baseada nos
resultados de CARNELOSSI (2000) e TELES (2000) que constataram ser essa
embalagem a mais eficiente em manter a qualidade visual e nutricional da couve
minimamente processada, com base nos teores de clorofila, carotendides e vitamina
C.

O crescimento de L. monocytogenes foi constatado em outras hortalicas
minimamente processadas, armazenadas sob refrigeracdo. Em alface manteiga e
endivia minimamente processadas, um aumento em torno de 1,5 ciclos logaritmicos
foi observado durante o armazenamento a 10°C por 4 dias (CARLIN e NGUY EN-
THE, 1994). Nessas mesmas condicdes de armazenamento, CARLIN et al. (1995)
observaram um aumento méximo no ndmero de L. monocytogenes de 2 ciclos
logaritmicos em endivia minimamente processada. FARBER et a. (1998)
verificaram um aumento em torno de 3 ciclos logaritmicos na populacdo de L.
monocytogenes inoculada em hortalicas minimamente processadas armazenadas a

10°C por 9 dias. Em aspargos estocados a 2 e 4°C, L. monocytogenes ndo cresceu,
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mas em trés dias a 8°C, o aumento na populagdo correspondeu a 2 ciclos
logaritmicos, e a 12 e 20°C acancou 4 ciclos logaritmicos (RODRIGUEZ et 4.,
2000).

Durante o periodo de armazenamento a 5 e 10°C, houve um aumento
expressivo da populagéo de L. monocytogenes na couve minimamente processada
ap6s o décimo dia, alcancando 10° e 108 UFCg™, respectivamente (Figura 6A e B).
No armazenamento da couve a 15°C, uma populacdo de 108 UFCg™ foi alcancadano
oitavo dia de estocagem (Figura 6C) .

O numero inicia de L. monocytogenes inoculado em hortali¢as minimamente
processadas pode ter influéncia no crescimento, durante o periodo de armazenamento
do produto. A concentragdo de L. monocytogenes, em amostras de couve
minimamente processadas e estocadas a 10 e 15°C ap6s 20 dias, atingiu 108 UFCg™.
Este resultado pode ser atribuido & alta concentragdo do inéculo (10° UFCg™Y).
CARLIN et al. (1995) verificaram gque L. monocytogenes cresceu mais quando foi
inoculada em valores de 10 a 10° UFC g* em folhas de endivia minimamente
processada, apés quatro dias de armazenamento. Mesmo assim, a populagdo fina
desse patégeno, apds quatro e sete dias de armazenamento, foi significativamente
menor (P<0,05) no produto contendo menor nimero de célulasiniciais em relacdo as
folhas contendo os inéculos maiores.

L. monocytogenes cresceu a 5, 10 e 15°C em couve minimamente processada
inoculada com o isolado CCA3 (Figura 6). Verificou-se que houve uma reducéo
significativa (P<0,05) do valor da velocidade especifica de crescimento (u) de L.
monocytogenes no produto inoculado com o isolado CCA3 armazenado a 15°C
(Quadro 3). Essa reducdo sugere uma atividade inibitéria da cultura lactica.
Observou-se também que, até o quarto dia, as caracteristicas visuais tipicas do
produto foram mantidas. Este resultado permite sugerir que, em condicdes de abuso
de temperatura, a presenca de uma cultura lactica pode se constituir em uma barreira
adicional para o crescimento de L. monocytogenes e, provavelmente, de outras
bactérias indesgjaveis.

Resultados similares foram obtidos por BENNIK et al. (1999) que avaliaram
o potencia de duas estirpes de Pediococcus parvulus e uma estirpe de Enterococcus

mundtii, ambas bacteriocinogénicas, isoladas de hortalicas minimamente
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processadas, em controlar o crescimento de L. monocytogenes “in vitro” e em brotos
de feijdo frescos. Esses autores verificaram que as estirpes de P. parvulus ndo
apresentaram atividade inibitdria, “in vitro”, quando incubados a 4 ou 8°C, mas essa
atividade foi evidenciada quando armazenados a 15 e 30°C, sugerindo que essas
culturas podem ser utilizadas como biocontrole em produtos que séo processados ou
estocados em temperaturas elevadas. E. mundtii foi capaz de controlar o crescimento
de L. monocytogenes apenas em agar contendo extrato de brotos de feijdo incubado
por 5 dias a 8°C, mas ndo no produto armazenado sob atmosfera modificada na

mesma temperatura.

Quadro 3: Média da velocidade especifica de crescimento (0) de L. monocytogenes
na couve minimamente processada, mantida a 5, 10 e 15°C durante o
periodo de armazenamento na auséncia e presenca de CCA3

mde L. monocytogenes
Tratamentos
5°C 10°C 15°C
L. monocytogenes 0,31° 0,49a 1,27a
L. monocytogenes e CCA3 0,27% 0,40a 0,99b

Meédias seguidas de mesma letra verticamente, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade

FRANCIS e O'BEIRNE (1998) encontraram uma reducdo de, no maximo,
um ciclo logaritmico na populacdo de Listeria innocua em um caldo de aface co-
inoculado com Leuconostoc citreum ou Lactobacillus brevis, incubados a 8°C, por 21
dias. Uma efetividade mais acentuada de bactérias do &cido lactico em controlar o
crescimento de microrganismos deterioradores ou patogénicos foi obtida por outros
autores. VESCOVO et a. (1995) inocularam bactérias do acido l4ctico em hortalicas
minimamente processadas e as armazenaram por 8 dias a 8°C. Uma reducgdo
significativa na populacéo de bactérias mesofilicas totais de, aproximadamente, cinco
ciclos logaritmicos, foi observada durante o periodo de refrigeracdo e coliformes e
enterococos foram inativados no produto no terceiro dia de armazenamento.
VESCOVO et a. (1996) isolaram bactérias do acido lactico de hortalicas frescas e
essas culturas foram inoculadas em saladas mistas minimamente processadas. Esses

autores verificaram que houve inativagdo dos patdgenos Aeromonas hydrophila,
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Salmonella Typhimurium e Staphylococcus aureus inoculados em até seis dias de
armazenamento a 8°C, enquanto a concentragdo inicial de L. monocytogenes
inoculada no produto permaneceu inaterada durante o periodo de armazenamento.
BREIDT e FLEMING (1997) inocularam bactérias do é&cido lactico e L.
monocytogenes geneticamente marcadas em pepino, SUCO € em conserva, €
observaram que ndo houve crescimento de L. monocytogenes, sendo este patdgeno
inibido, principalmente por bactérias | &cticas natural mente encontradas no produto.
Os resultados sugerem que contaminantes com potencial antilistéricos
isolados de hortalicas podem agir como biocontrole para aumentar a seguranca dos

produtos minimamente processados.

4.4. Contagens de bactérias lacticas e psicrotroéficas aerdbias em amostras de
couve minimamente processada estocadas a 5, 10 e 15°C

A inoculacgo de, aproximadamente, 108 UFC g™ do isolado CCA3 na couve
minimamente processada ndo afetou a aparéncia e odor caracteristicos do produto.
As amostras de couve, inoculadas ou ndo com o isolado CCA3 e armazenadas a 5°C,
apresentaram caracteristicas aceitaveis por até 15 dias, enquanto essas caracteristicas
foram observadas nas amostras de couve, estocadas a 10 e 15°C, por até 10 e 4 dias,
respectivamente. Estes resultados se assemelham aos obtidos por BITTENCOURT
(2000) em teste de aceitacdo de couve minimamente processada com grupos de 90
provadores ndo treinados, quando foi estimada uma vida Gtil de até 18 dias, para o
produto mantido a 5°C. O produto a 10°C foi aceito quanto a aparéncia até o décimo
dia, mas, no entanto, o aromafoi suficiente para promover suarejei¢do no oitavo dia
de armazenamento.

Durante o periodo de armazenamento da couve inoculada com o isolado
CCA3, ndo houve um aumento expressivo na populacdo de bactérias lacticas em
nenhuma das temperaturas em estudo (Figura 7). Nas amostras ndo inoculadas com o
isolado CCAS3, a contagem de bactérias |acticas aumentou, aproximadamente, de 2,6
a 4,5 ciclos logaritmicos, a 10 e 15°C, respectivamente. No entanto a 5°C, o
crescimento das bactérias lécticas foi de 1,8 ciclos logaritmicos nas amostras
controle e de 2,5 ciclos logaritmicos nas amostras inoculadas apenas com L.

monocytogenes (Figura 7).
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Figura 7: Logaritmo do niimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCg™) de
bactérias lacticas em couve minimamente processada estocada a 5, 10 e
15°C. Tratamento controle (0); produto inoculado com L. monocytogenes
(d); produto inoculado com L. monocytogenes e CCA3 ([J). Barras
verticais representam o 1C a 95% de probabilidade (n=3).
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O aumento da populacéo de bactérias lacticas com o aumento da temperatura
de armazenamento foi observado por outros autores. MANVELL e ACKLAND
(1986) verificaram que a contagem de bactérias lacticas em hortalicas mistas
embal adas e armazenadas a 7°C foi muito baixa, e constituiu uma peguena proporgao
da populacéo total, enquanto que a 30°C, a populacdo de bactéria | &ctica predominou
no produto. BITTENCOURT (2000) verificou um aumento da populacdo de
bactérias lacticas, em couve minimamente processada, com 0 aumento da
temperatura de armazenamento. O aumento verificado foi de 2,4 ciclos logaritmicos
al°C, 4,0a5°Ce6,0a10°C.

A populacdo de psicrotroficos aerobios (Figura 8) na couve minimamente
processada armazenada a 5°C por 20 dias, aumentou 3,4 ciclos logaritmicos no
tratamento controle, 4,6 ciclos logaritmicos no produto inoculado com L.
monocytogenes e 4,4 ciclos logaritmicos no produto inoculado com L.
monocytogenes e também com o isolado CCA3. No produto armazenado a 10°C, o
aumento dessa populacéo em ciclos logaritmicos, foi de 4,5; 4,9 e 5,3 no tratamento
controle; no produto inoculado com L. monocytogenes e na presenca do isolado
CCA3, respectivamente. A populacdo de psicrotréficos aerdbios aumentou em 3,4;
4,7 e 5,7 ciclos logaritmicos no tratamento controle; no produto inoculado com L.
monocytogenes e na presenca do isolado CCA3, respectivamente, quando o produto
foi armazenado a 15°C por 8 dias (Figura 8). Bactérias psicrotroficas sio agentes
importantes de deterioracdo de hortalicas minimamente processadas e tem-se
constatado que o crescimento dessa microbiota varia com o tipo de produto.
BARRIGA et al. (1991) verificaram um aumento de 3 ciclos logaritmicos na
populacdo de microrganismos psicrotroficos em aface minimamente processada
estocada a 4°C por 12 dias sob atmosfera controlada com diferentes composigoes
gasosas. FANTUZZI (1999) ndo observou variacdo do crescimento de psicrotroficos
quando as amostras de repolho minimamente processado foram estocadas a 1 e 5°C
por 20 dias, mas a 12°C houve um crescimento dessa populacio de
aproximadamente, 3 ciclos logaritmicos em 5 dias de armazenamento.
BITTENCOURT (2000) verificou um aumento progressivo na contagem de

psicrotroficos em couve minimamente processada com 0 aumento da temperatura de
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armazenamento, sendo de aproximadamente, 1, 3 e 4 ciclos logaritmicos quando

estocados a 1, 5 e 10°C, respectivamente.
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Figura 8: Logaritmo do niimero de Unidades Formadoras de Coldnias (UFCg™) de
psicrotréficos aerébios em couve minimamente processada estocada a 5,
10 e 15°C. Tratamento controle (O); produto inoculado com L.
monocytogenes ([J); produto inoculado com L. monocytogenes e CCA3
(). Barras verticais representam o | C a 95% de probabilidade (n=3).



Essa populacdo predominou em todos os tempos de amostragem, sendo
apontada como uma provavel causa de deterioracdo do produto. Os dados dessa
autora relacionados ao aumento da populacdo de psicrotréficos em couve estocada a
5°C, coincidiram com os obtidos neste presente estudo em amostras do tratamento
controle, de 3,4 ciclos logaritmicos.

A populagdo de psicrotréficos nas amostras inoculadas com L.
monocytogenes e com CCA3 foi maior em, aproximadamente, 1 ciclo logaritmico a5
e 10°C e 2,3 ciclos logaritmicos a 15°C do que a encontrada no tratamento controle,

provavelmente, em razdo dainoculacdo dessas bactérias psicrotroficas.

4.5. Acidez titulavel em couve minimamente processada

A acidez da couve minimamente processada variou em todos os tratamentos
de, aproximadamente, 0,5 a 0,8 e ndo diferiu expressivamente nas temperaturas
avaliadas durante o periodo de armazenamento (Figura 9).

MANVELL e ACKLAND (1986) determinaram a concentragdo de écido
l&ctico presente em hortali¢cas mistas armazenadas sob temperaturas de refrigeracéo e
de abuso e observaram que em hortalicas armazenadas a 20, 25 e 30°C, a
concentragdo de &cido lactico foi maior do que em hortalicas estocadas a 7°C. Nesta

temperatura predominaram bactérias Gram-negativas.
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Figura 9: Acidez titulavel expressa como concentracéo (%) de acido lactico em
amostras de couve minimamente processadas estocadas a 5, 10 e 15°C
durante o periodo de armazenamento. Barras verticais representam o IC a
95% de probabilidade (n=3).
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de fatores inerentes ao
processamento minimo da couve (Brassica oleraceae cv. acephala), tais como tempo
de sanitizag&o e tipos de sanitizantes, temperatura e tempo de estocagem e adi¢éo de
bioconservante sobre o controle de L. monocytogenes inoculada no produto. Este
estudo foi parte integrante de um projeto multidisciplinar para desenvolvimento de
uma tecnologia apropriada ao processamento minimo de hortalicas, adequada as
condicOes brasileiras.

A sanitizacso da couve com clorado organico (Sumaveg®) e Sumaveg® + 1%
de &cido lactico, reduziu, significativamente, a populacdo de mesofilos aerdbios, ndo
sendo detectada diferenca significativa entre eles. A imersdo do produto no agente
sanitizante por 10, 20 ou 30 minutos ndo resultou em maior efeito sobre a microbiota
contaminante e portanto, o tempo de 10 minutos foi adotado nos experimentos
conduzidos posteriormente.

A imersdo da couve fatiada por 10 minutos nas solugbes sanitizantes de
Sumaveg®, &cido peracético, peréxido de hidrogénio, prata coloidal e extrato
hidroal céolico de Salvia officinalis promoveu uma reducéo significativa (P<0,05) no
nimero de bactérias mesofilas aerébias e L. monocytogenes, em relacdo ao controle
em que a couve fatiada foi imersa apenas em agua. Maior reducéo, correspondendo
a, aproximadamente, 1,8 ciclos logaritmicos na populacdo de mesofilos aerdbios, e

1,1 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes foi registrada quando utilizaram-se
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4cido peracético e Sumaveg®, respectivamente. Os sanitizantes Sumaveg®, peréxido
de hidrogénio, acido peracético, e extrato hidroalcoolico de S. officinalis reduziram a
populacdo de L. monocytogenes em valores de 1,1; 1,0; 0,9 e 0,7 ciclos logaritmicos,
respectivamente. Considerando-se que ndo houve diferenca significativa entre os
quatro sanitizantes citados, optou-se por utilizar, no processamento minimo da
couve, 0 Sumaveg®.

Com o objetivo de selecionar bactérias lacticas que apresentassem atividade
inibitéria sobre L. monocytogenes nas condicbes de refrigeracdo adotadas no
armazenamento de couve minimamente processada, foram avaliadas as culturas
Lactobacillus casel, Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii e Lactobacillus
plantarum, além de isolados de couve denominados de CCA3, BNCCR5 e CCA7. O
isolado CCA3 apresentou o melhor crescimento nas temperaturas de 5, 10 e 15°C e
também o maior halo de inibicdo de L. monocytogenes, com uma média de 8,5 e 5,5
mm a 10 e 15°C, respectivamente. O isolado CCA3 foi selecionado para avaliar o
potencial como bioconservante em couve minimamente processada, para controlar o
crescimento de L. monocytogenes inoculada no produto.

O crescimento das bactérias L. monocytogenes, lacticas e de psicrotroficos
aerdbios, na couve minimamente processada acondicionada em embalagens de
poliolefina multicamada 21 nm, de 18 x 11,25 cm e com a modificacdo passiva da
atmosfera, foi acompanhado durante o armazenamento a 5 e 10°C por 20 dias e a
15°C por 8 dias.

L. monocytogenes cresceu a 5, 10 e 15°C em couve minimamente processada
inoculada com o isolado CCAS. A reducdo significativa (P<0,05) dos valores de
velocidade especifica de crescimento () de L. monocytogenes no produto inoculado
com o isolado CCA3 armazenado a 15°C, sugere uma atividade inibitoria da cultura
l&ctica. Nessa mesma condic¢ao, foi observada manutencdo das caracteristicas visuais
do produto até o quarto dia de armazenamento.

A populacdo de bactérias |&cticas manteve-se em torno de 10 a 108 UFCg*
nos tratamentos onde a couve foi inoculada com a cultura CCA3 e armazenada a 5,
10 e 15°C. Entretanto, houve um aumento expressivo da populacio de bactérias
l&cticas nas amostras controle de 2,6 e 4,2 ciclos logaritmicos e nas inoculadas com

L. monocytogenes de 2,8 e 4,5 ciclos logaritmicos a 10 e 15°C, respectivamente. A
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5°C, o crescimento dessa microbiota foi menos acentuado, com aumentos de 1,8
ciclos logaritmicos no tratamento controle e de 2,5 ciclos logaritmicos no produto
inoculado com L. monocytogenes.

A populacdo de psicrotréficos aerdbios aumentou na couve minimamente
processada armazenada a 5 e 10°C, aproximadamente, em 3,4 a4,6 e 4,5 a5,3 ciclos
logaritmicos, respectivamente, por 20 dias. Nos produtos armazenados a 15°C por
oito dias, 0 aumento dessa populagdo foi de 3,4 a 5,7 ciclos logaritmicos.

Ndo houve diferenca expressiva quanto a porcentagem de é&cido lactico na
couve minimamente processada nos diferentes tratamentos avaliados, nem entre as
temperaturas de estocagem do produto.

ObservacOes das caracteristicas visuais e do odor mostraram que a couve
minimamente processada conservou melhor e por mais tempo quando armazenada a
5°C.

Pode-se sugerir que contaminantes com potencial antilistérico isolados de
hortalicas podem agir como biocontrole para aumentar a seguranca dos minimamente
processados. Mas, para 0 sucesso desse efeito antagonista, deve-se avaliar um maior
nimero de isolados, principamente “in situ”, levando-se em consideracdo os fatores
ambientais, e selecionar 0s que obtiverem maior inibicdo ao patdgeno na hortalica
em estudo. No entanto, esse controle é adicional, ou sgja, hdo devera substituir as

boas préticas de manipulacéo do produto durante todo o processamento.
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