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RESUMO

SAO JOSE, Jackline Freitas Brilhante de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, abril
de 2013. Caracterizacdo fisico-quimica e microbioldgica de tomate cereja
(Lycopersicum esculentum var. cerasiforme) minimamente processado submetido a
diferentes tratamentos de sanitizacdo. Orientador: Neélio José de Andrade.
Coorientadores: Afonso Mota Ramos e Maria Cristina Dantas Vanetti.

A sanitizacdo é etapa essencial para contribuir para seguranca e extensdo da vida de
prateleira de frutas e hortalicas. Este trabalho objetivou avaliar o efeito do tratamento
com ultrassom (US), dicloroisocianurato de sodio (DCS), detergente a base de
tensoativos (DET), &cido latico (AL) e nanoparticulas de prata (NP) na inativacdo de
células de Salmonella enterica Enteritidis aderidas a superficie de tomate cereja e o
efeito desses diferentes tratamentos de sanitizacdo na microbiota natural contaminante e
nas caracteristicas fisico-quimicas de tomates cerejas armazenados a 7 °C por 10 dias.
A avaliagdo da microbiota contaminante natural do tomate cereja indicou auséncia de
Salmonella sp. e contagem de meso6filos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras,
bactérias laticas, Pseudomonas sp., coliformes a 35 °C e psicrotroficos aerobios iguais
a 4,06, 4,30, 3,41, 2,78, 4,28, 2,99 log UFC-g™, respectivamente. A rugosidade média
da superficie do tomate cereja foi igual 2,66 um o que indicou a presenca de
irregularidades na superficie da hortalica que poderiam alojar micro-organismos. De
acordo com as avaliacBes da hidrobicidade qualitativa e quantitativa, a superficie de
tomate cereja foi considerada hidrofobica e S. Enteritidis foi considerada hidrofilica. O
processo de adeséo de S. Enteritidis foi termodinamicamente desfavoravel na superficie
de tomate cereja e, apesar disso, apos a inoculacdo o numero de células aderidas foi 6,50
log UFC-g™. N&o houve diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos com DCS,
AL, US, US + NP e US + DET que apresentaram remocgao bacteriana entre 1,54 e 1,60
log UFC-g, respectivamente. Os melhores resultados foram observados apés os
tratamentos com NP e US + AL que reduziram 2,29 e 2,37 log UFC-g™* a populagdo do
patogeno, respectivamente. Essas solugdes sanitizantes ap0s 0 uso, ndo ofereceram risco
de contaminagdo cruzada. A microscopia eletronica de varredura evidenciou a adeséo
de S. Enteritidis na superficie de tomate cereja e a remoc¢édo de células decorrente dos
tratamentos de sanitizacdo. A microscopia eletronica de transmissdo revelou que os

tratamentos de US+AL, NP e US promoveram desestruturacdo da capsula bacteriana,



sendo que, no primeiro tratamento, pode ser observada ruptura da membrana celular.
Foi verificada alteracdo da estrutura e da dimensao das NP ap6s a associagdo com US e
isto pode ter influenciado no efeito menos pronunciado na inativacao celular. Entre os
tratamentos avaliados neste estudo, observou-se maior reducdo de S. Enteritidis ap0s o
uso de nanoparticulas de prata e ultrassom associados com &cido latico. Quanto a
avaliacdo do efeito dos tratamentos na microbiota natural de tomate cereja e observou-
se que dentre os tratamentos propostos, os tratamentos com &cido latico 1 %,
nanoparticulas de prata 6 mg-L™” associado ou ndo ao US apresentaram maiores
reducdes dos micro-organismos avaliados. N&o houve diferenca significativa para 0s
valores de acidez titulavel, pH, solidos sollveis, cor instrumental, firmeza, contetdo de
licopeno e betacaroteno entre os tratamentos aplicados em tomate cereja. O conteudo de
acido ascorbico foi modificado entre os tratamentos aplicados e ao longo do
armazenamento. Estes resultados indicam que os tratamentos tém potencial para uso na

sanitizagdo de tomates cereja.
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ABSTRACT

SAO JOSE, Jackline Freitas Brilhante de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, april
2013. Physical-chemical and microbiological characterization of cherry tomato
(Lycopersicum esculentum var. cerasiforme) minimally processed submitted to
different sanitizers treatments. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-advisers: Afonso
Mota Ramos and Maria Cristina Dantas Vanetti.

The sanitizing step is essential to contribute to safety and extension of shelf life of
fruits and vegetables. This study aimed to evaluate the effect of treatment with
ultrasound (US), chlorinated water (DCS), detergent-based surfactants (DET), lactic
acid (LA) and silver nanoparticles (NP) on the inactivation of Salmonella enterica
Enteritidis cells adhered to the surface of cherry tomato and the effect of these different
sanitization treatments on natural microbiota contaminant and physicochemical
characteristics of cherry tomatoes stored at 7 °C for 10 days. The evaluation of the
natural microbiota of cherry tomato indicated no Salmonella sp., and for mesophilic
aerobic, yeasts and molds, lactic acid bacteria, Pseudomonas sp., coliforms at 35 °C and
psychrotrophic aerobic equal to 4.06, 4.30, 3.41, 2.78, 4.28, 2,99 log CFU-g™,
respectively. The average surface roughness of cherry tomato was equal to 2.66 um
which indicated the presence of surface irregularities that could accommodate micro-
organisms. Agreement with assessments of qualitative and quantitative hydrophocity,
the surface cherry tomato was considered hydrophobic and S. Enteritidis was considered
hydrophilic. The adhesion process of S. Enteritidis was thermodynamically unfavorable
in the cherry tomato surface, and yet, after inoculation the number of adherent cells was
6.50 log CFU+g™. No significant difference (p>0.05) was observed between treatments
with DCS, AL, US, US and US + NP + DET that presented bacterial removal among
1.54 and 1.60 log CFU » g, respectively. The best results were observed after treatment
with NP and US + AL that reduced 2.29 and 2.37 log CFU-g™ of the pathogen
population, respectively. These solutions sanitizers after use, offered no risk of cross
contamination. The scanning electron microscopy showed adherence of S. Enteritidis on
the surface of cherry tomatoes and removal of cells after sanitization treatments. The
transmission electron microscopy revealed that treatment of US + AL, NP and US
promoted disruption of bacterial capsule, and on the first treatment was observed
breakage of cell membrane. Structure and size of the NP after association with US were

modified and this may have influenced the less pronounced effect of cell inactivation.
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Among the treatments evaluated in this study, there was a greater reduction of count of
S. Enteritidis after the use of silver nanoparticles and lactic acid associated with
ultrasound. Regarding the assessment of the effect of treatments on natural microbiota
of cherry tomato and it was observed that among the treatments, treatments with 1%
lactic acid, silver nanoparticles 6 mgeL™ associated or not with US had the largest
reduction of micro-organisms evaluated. There was no significant difference in the
values of titratable acidity, pH, soluble solids, instrumental color, firmness, lycopene
and beta-carotene content among treatments in cherry tomato. The content of ascorbic
acid was changed among treatments and during storage. These results indicate that the
treatments have the potential for use in sanitizing cherry tomatoes.
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INTRODUCAO GERAL

As mudangas nos habitos alimentares dos consumidores, a busca por
alimentos mais saudaveis, convenientes e praticos, resultaram em aumento na
demanda de frutas e hortalicas minimamente processadas.

Entre as hortalicas que podem ser comercializadas ap0s o processamento
minimo, destaca-se 0 tomate cereja. O tomate do tipo cereja (Lycopersicon
esculentum var. cerasiforme) é uma das variedades de tomate com grande
popularidade em todo o0 mundo. O Brasil é reconhecido mundialmente como grande
produtor de tomate e nos ultimos anos investe no cultivo de tomate cereja, cujo
consumo in natura é crescente. O cultivo foi impulsionado em razdo do interesse da
gastronomia moderna, pois se trata de um produto que apresenta como diferencial, 0
fato de ser saboroso e adocicado, a ponto de ser consumido como fruta ou como
aperitivo.

Na cadeia de processamento minimo, ha riscos de contaminacdo por micro-
organismos deterioradores e patogénicos em diversos pontos. Assim, 0 controle
microbioldgico torna-se essencial considerando que hé relatos na literatura de surtos
envolvendo consumo de frutas e hortalicas minimamente processadas contaminadas
com micro-organismos patogénicos.

A capacidade de adesdo de micro-organismos patogénicos, como Salmonella,
a superficie de frutas e hortalicas, mostra a necessidade de estudos e de
desenvolvimento de novas estratégias que colaborem para a seguranca
microbioldgica do produto que chega ao consumidor. Isto evidencia que o controle
microbiologico ainda € um desafio para a industria de alimentos.

Dentre as etapas do processamento minimo, a operacdo de lavagem associada
ao uso de sanitizantes € considerada a etapa critica para redugdo no numero de
micro-organismos. Por ser mais barato, apresentar boa dissolu¢cdo em agua, facil
manuseio e boa eficiéncia antimicrobiana, o cloro é o sanitizante mais usado pela
industria de alimentos tanto para higienizacédo de superficies de equipamentos quanto
para frutas e hortalicas. Entretanto, ha interesse na substituicdo do cloro devido a
limitada reducdo de micro-organismos contaminantes na superficie de frutas e
hortalicas e ainda, a possibilidade de formagdo de subprodutos tdxicos
(trihalometanos) quando cloro reage com a matéria organica em fase de final

decomposicéo.



Um ponto de grande importancia que também deve ser considerado no
momento da escolha do sanitizante € a exigéncia do consumidor por alimentos de
qualidade que, além de atender aos requisitos higiénicos e sanitarios, mantém as
caracteristicas sensoriais e nutritivas.

Dentre os diferentes métodos alternativos de sanitizacdo estudados, o
ultrassom é uma tecnologia que vem ganhando espa¢o na industria de alimentos. Esta
alternativa pode ser utilizada com diferentes objetivos, dentre eles, a remogédo de
particulas aderidas a superficies e a inativacdo de micro-organismos. Essa tecnologia
associada a sanitizantes permite maior reducdo da contaminagdo microbiana de
alimentos.

Além do ultrassom, que se trata de um agente fisico de descontaminacdo de
superficies, compostos quimicos como acidos organicos, surfactantes e, ou
detergentes e nanoparticulas de prata sdo também alternativas para controle
microbioldgico de frutas e hortaligas.

Os &cidos organicos sdo constituintes naturais de muitos alimentos e também
sdo amplamente utilizados como aditivos para conservacdo de alimentos. A aplicacao
destes acidos na santizagdo é sugerida pelo fato de inativar patdgenos presente em
frutas e hortalicas.

O uso de surfactantes e, ou detergentes tem fungdo importante na
higienizacdo de frutas e hortalicas. Estes compostos podem ser muito eficazes e de
acordo com a composicdo quimica da superficie do produto e a interagdo quimica
com 0 micro-organismo, 0s detergentes podem romper as interacbes e remover
patdgenos em superficies mais eficientemente.

As nanoparticulas apresentam alto desempenho em razdo do aumento da
relacdo entre area superficial e volume, o que possibilita aumento na atividade
antimicrobiana. Motivados pela alta reatividade das nanoparticulas e pelo
conhecimento das propriedades antibacterianas da prata, pesquisas tém sido
desenvolvidas para permitir aplicagbes de nanoparticulas de prata como agentes
bactericidas.

Considerando a necessidade de ampliar as estratégias para o controle de
contaminagdo por micro-organismos, torna-se necessario o estudo da aplicacdo de
novos processos de sanitizagdo e avaliagdo de seus efeitos tanto na qualidade

microbioldgica bem como nas caracteristicas fisico-quimicas de hortalicas.



CAPITULO 1

REVISAO DE LITERATURA

1. Consideracdes gerais

O consumo de frutas e hortalicas tem aumentado expressivamente nas ultimas
décadas em funcdo da sociedade moderna buscar habitos de vida mais saudaveis
(VANDEKIDEREN et al., 2008; LOPEZ-GALVEZ et al., 2009). No Brasil, 0
mercado desses produtos também cresceu em razéo da consolidacdo da economia, da
mudanca dos habitos alimentares dos consumidores e da evolucdo de sistemas de
auto-servico (OLIVEIRA et al., 2006; SAO JOSE, 2009).

A éarea ocupada com o cultivo de hortaligas no Brasil é de 779 mil hectares e
a producdo de 17 milhdes de toneladas. O valor de R$ 26 bilhGes relativos a
producdo das frutas e hortalicas corresponde a 26% do valor total da producéo
agricola do Brasil, inferior apenas ao valor de producdo dos cereais, leguminosas e
oleaginosas (BRASIL, 2009). O Instituto de Economia Agricola do Estado de S&o
Paulo registrou o aumento do valor arrecadado resultante da producdo das frutas e
hortalicas frescas, ndo industrializadas no estado entre os anos de 2001 a 2005, que
era R$ 3 milhdes e alcangou R$ 5 milhdes (HORTIBRASIL, 2009).

O tomate é a segunda hortalica mais consumida no Brasil, ficando atréas
somente da batata (ANUARIO DA AGRICULTURA BRASILEIRA, 2010). O
tomate, originario da América do Sul, é cultivado em quase todo o mundo, e a sua
producdo global duplicou nos altimos 20 anos. Um dos principais fatores para a
expansdo desta cultura é o crescimento do consumo. Entre 1983/85 e 2003/05, a
producdo mundial per capita de tomate aumentou cerca de 36%, passando de 14 kg
por pessoa por ano para 19 kg (FAO, 2007). A cultura do tomate estd concentrada
nos estados de Goias, Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro e Bahia, que, juntos,
respondem por 77% do volume comercializado (IBGE, 2003). Estima-se que um
terco desse volume seja destinado ao processamento industrial, para a producédo de
alimentos como molhos, extratos, polpas, catchups, sucos, entre outros (GAMEIRO
et al., 2008).



A cadeia agroindustrial do tomate posiciona-se entre as mais importantes no
contexto do agronegocio. Como matéria-prima para as industrias processadoras de
derivados, o tomate representa a atividade principal geradora de renda para um
grande numero de produtores, tornando-se importante fonte de renda regional
(MELO e VILELA, 2004).

Uma das variedades de tomate com grande popularidade em todo o mundo é
0 tomate do tipo cereja (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme) (WANG et al.,
2008; ZHAO et al., 2010). O Brasil é reconhecido mundialmente como grande
produtor de tomate rasteiro e nos ultimos anos vem investindo no cultivo de tomate
cereja, cuja demanda para o consumo in natura é crescente. O cultivo desta
variedade ganha impulso devido ao aumento do interesse da gastronomia moderna
(LENUCCI et al., 2006), pois trata-se de um produto que apresenta como
diferencial, o fato ser saboroso e adocicado, a ponto de ser consumido como
aperitivo. O tomate tradicional possui solidos sollveis totais entre 4 e 6 °Brix e as
variedades cereja possuem entre 9 e 12 °Brix, 0 que caracteriza maior concentracao
de solidos soluveis totais, principalmente os acucares (ABHORTICULTURA, 2011).
Outro ponto que deve ser ressaltado é o tamanho reduzido e grande versatilidade. A
utilizacdo do tomate tipo cereja como adorno, aperitivo e na confeccdo de pratos
diversos é uma opc&o a mais de consumo dessa hortalica (GUSMAO et al., 2006).

A demanda por tomate foi reforcada pela busca de alimentos mais saudaveis,
favorecendo também o crescimento da venda do produto fresco. O tomate € um
alimento com propriedades funcionais devido aos altos teores de vitaminas A e C, e
licopeno (LENUCCI et al., 2006; RAFFO et al.,, 2006). Além de possuir
propriedades antioxidantes, o tomate do tipo cereja destaca-se dos demais tipos de
tomates pelo seu alto valor comercial e ampla aceitacdo pelo consumidor (LENUCCI
et al., 2006).

De forma geral, os frutos do tomateiro sdo altamente pereciveis e de pelicula
bastante fina, tornando-se matéria-prima fragil para a colheita e movimentacdo
logistica. Por ser um alimento amplamente consumido in natura e altamente sensivel
a contaminacéo por produtos toxicos e micro-organismos, pode acarretar prejuizos a
saude publica (BORGUINI, 2002). Segundo Giordano e Ribeiro (2000), o tomate

possui em sua composi¢do, aproximadamente, de 93 a 95% de agua.



2. Processamento minimo

As diversas tendéncias de consumo de alimentos, a busca por alimentos mais
saudaveis a serem incluidos na dieta do consumidor (ALEGRE et al., 2011;
GOODBURN e WALLACE, 2013) aliados a praticidade e conveniéncia
proporcionadas pelos alimentos prontos (TOURNAS, 2005; LETHO et al., 2011;
GLOWACZ et al., 2013) contribuiram para o aumento da demanda de frutas e
hortalicas minimamente processadas (SREBERNICH, 2007; GRACA et al., 2011;
LETHO etal., 2011).

A comercializagdo de produtos minimamente processados no Brasil iniciou-
se na década de 90 e, este segmento do agronegdcio apresentou grande crescimento
no mercado (OLIVEIRA, 2005; SEBRAE, 2008). Este potencial pode ser associado
a expansao dos servicos como restaurantes, hotéis, lanchonetes, visto que estes
produtos oferecem uma série de vantagens como reducdo na geracdo de residuos,
aumento da qualidade higiénico-sanitaria, padronizacdo na forma e tamanho,
diminuicdo nos custos adicionais com mao-de-obra e outros (SILVA, 2001).

O processamento minimo de frutas e hortalicas refere-se as operacfes de
lavagem, descascamento, corte, sanitizagéo, centrifugacdo e embalagem, tornando-as
prontas para 0 consumo ou preparo imediato, sem que percam a condicao de produto
in natura. Esse processamento proporciona ao consumidor um produto semelhante
ao fresco com vida Gtil prolongada e, a0 mesmo tempo, mantendo-se a qualidade
nutritiva e sensorial (OLIVEIRA et al., 2006; RICO et al., 2007; MORETT], 2007).

A qualidade microbiolégica de frutas e hortalicas minimamente processadas
estd diretamente relacionada a presenca de micro-organismos deterioradores, que
provocam alteracfes nas caracteristicas sensoriais do produto e também, a micro-
organismos patogénicos que, em determinada populagdo, podem causar danos a
satde do consumidor (RICO et al., 2007; LETHO et al., 2011). Frutas e hortalicas
possuem naturalmente ampla quantidade de bactérias, fungos filamentosos e
leveduras (ROMEDO et al., 2010). Micro-organismos contaminantes sdo provenientes
de diversas fontes, incluindo cultivo, colheita, manipulacdo pos-colheita,
processamento e distribuicdo (RICO et al., 2007; ABADIAS et al., 2008; TORNUK,
etal., 2011).



O controle microbioldgico desse tipo de produto ainda é um desafio para a
industria de frutas e hortalicas minimamente processadas (ONGENG et al., 2006;
RICO et al., 2007; LOPEZ-GALVEZ et al., 2009; GUNDUZ et al., 2010).

Na cadeia de producdo de frutas e hortalicas minimamente processadas, a
operacdo de lavagem associada ao uso de solu¢des sanitizantes é considerada a Unica
etapa na qual pode ser alcancada a reducdo no numero de micro-organismos
deterioradores e patogénicos, contribuindo assim, para a seguranca do produto
(ARTES e ALLENDE, 2005; RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et al., 2008c;
RAHMAN et al., 2011).

3. Sanitizantes usados na industria de processamento minimo

A eficiéncia dos sanitizantes para tratamento de superficie de frutas e
hortalicas pode ser limitada ou imprevisivel quando grande gquantidade de matéria
organica esta presente na agua de lavagem (RUIZ-CRUZ et al., 2007; RAHMAN et
al., 2011). Dentre os sanitizantes empregados na industria de alimentos,
principalmente em produtos frescos, a maioria é a base de cloro e compostos
clorados (ANTONIOLLI et al., 2005; ALVARO et al., 2009; NASCIMENTO e
SILVA, 2010; CHEN e ZHU, 2011; CHEN et al., 2013). A facilidade do uso, o
baixo custo, atividade antimicrobiana e a completa dissolucdo em agua, fazem com
que os agentes clorados sejam frequentemente utilizados como sanitizantes na
industria de frutas e hortalicas (ALLENDE et al., 2008a; SELMA et al., 2008;
NASCIMENTO e SILVA, 2010; SHEN et al., 2012).

A acdo oxidante e sanitizante dos derivados clorados é controlada pelo acido
hipocloroso (HCIO), produto resultante da hidrélise da substancia clorada, que é a
forma de cloro livre disponivel com amplo espectro de ag&o contra diferentes micro-
organismos (PARISH et al., 2003). A acdo do &cido hipocloroso é dependente de pH,
sendo que a concentragdo de HCIO aumenta com decréscimo do valor de pH. Assim,
0s compostos clorados sdo mais efetivos em valores de pH baixos quando a
proporcdo de acido hipocloroso é maior (ANDRADE, 2008). Embora o0 modo exato
de acéo do cloro ndo seja bem esclarecido, sabe-se que o principal efeito causado
pelo acido hipocloroso é a atividade oxidativa. Compostos a base de cloro atuam
sobre as células microbianas na forma de acido hipocloroso (HCIO), que libera

oxigénio, que combina com os componentes do protoplasma celular. O préprio cloro



pode se juntar a proteinas de membrana celular e interferir no metabolismo
microbiano, principalmente na inibigdo de enzimas da via glicolitica (VEIGA, 2003).

As concentracdes recomendadas de cloro residual livre para a sanitizacdo de
frutas e hortalicas variam de 50 a 200 mg-L™* em um tempo de contato de 1 a 30
minutos (PARISH et al., 2003; RUIZ-CRUZ et al., 2007; HUANG e CHEN, 2011).
Entretanto, em condicGes tipicas de lavagem de frutas e hortalicas na cadeia de
processamento minimo, a eficiéncia do cloro em reduzir a contaminacédo € limitada,
alcancando a proporcao de um a dois ciclos logaritmicos na populacdo de micro-
organismos (LEE et al., 2004; RUIZ-CRUZ et al., 2007; LEE e BAEK, 2008;
MAHMOUND e LINTON, 2008; PARK et al., 2009; HUANG e CHEN, 2011).

O cloro é uma substéncia corrosiva, que pode provocar irritacdes na pele e no
trato respiratorio (ALVARO et al., 2009). Além disso, outra preocupacao com 0 uso
do cloro estd associada a possibilidade de hipercloracdo da agua residual que,
associada ao alto contetdo de carbono organico, pode resultar em concentraces
elevadas de trihalometanos e outros subprodutos da desinfeccdo (RYAN-BARRY et
al., 2008; RUIZ-CRUZ et al., 2007; RICO et al., 2007; SELMA et al., 2008;
RAHMAN et al., 2011). Os trihalometanos séo considerados carcinogénicos, e sio
também indicadores da possivel presenca de outros compostos organoclorados
(MACEDO et al., 2001; ARTES et al., 2009; RAHMAN et al., 2011). A Agéncia
Internacional para Pesquisa do Cancer classifica esses subprodutos do processo de
cloragdo como cancerigenos e a Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente
(Enviromental Protection Agency-EPA) estabeleceram em 1998, o limite de
concentracdo méxima de 80 pg-L™* para trihalometanos totais. Muitos paises
europeus tais como a Alemanha, tém restringido este limite a 10 pg-L™ (MACEDO
et al., 2001; PAVON et al., 2008). No Brasil, a Portaria do Ministério da Satde de n°
2914 de 14 de dezembro de 2011, que estabelece normas para a qualidade da agua
para consumo humano e seu padrdo de potabilidade, indica que a concentragédo
méxima permitida de trihalometanos totais em agua é de 0,1 mg-L™* (BRASIL,
2011).

Neste contexto, os compostos clorados tém sido foco de preocupacao
ambiental e alguns grupos ambientalistas tém sugerido a extingdo do uso desse
produto em todo 0 mundo (NASCIMENTO et al., 2008; RICO et al., 2007; OLMEZ
e KRETZSCHMAR, 2009; TORNUK et al., 2011; RAHMAN et al., 2011). Em

paises da Europa como Holanda, Suécia, Alemanha e Bélgica, 0 uso do cloro em



produtos minimamente processados é proibido (RICO et al., 2007; NASCIMENTO e
SILVA, 2010). Além disso, h& estudos sobre patdgenos emergentes que seriam mais
tolerantes a esses compostos clorados, 0 que gera ddvida quanto ao uso do cloro na
industria de minimamente processados (ALLENDE et al., 2008a; ALVARO et al.,
2009).

A sanitizacdo é uma etapa essencial para atribuir maior seguranca e extensdo
da vida de prateleira de produtos minimamente processados e, como futuras
restricbes quanto ao uso do cloro sdo desejaveis, hd a necessidade da busca por
tecnologias alternativas (RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et al., 2008b; RICO
et al., 2008; VANDEKINDEREN et al., 2008; ALVARO et al., 2009; GRACA et
al., 2011; CHEN e ZHU, 2011). Concomitantemente, ha também a busca por
técnicas de desinfeccdo capazes de reduzir com maior eficiéncia, a contaminacao
microbiana na 4gua de lavagem e nos produtos minimamente processados
(ONGENG et al., 2006; SAO JOSE e VANETTI, 2012).

Considerando a importancia da etapa de sanitizacdo para 0 processamento
minimo de frutas e hortalicas, o estudo de métodos e, ou agentes alternativos devem
receber atencdo especial. Dentre as alternativas propostas destacam-se uso de luz
ultravioleta, irradiacdo, ozonio (MARTIN-DIANA et al., 2006; SELMA et al.,
2008), acido peracético (ALVARO et al., 2009), agua eletrolisada (ABADIA et al.,
2008; RICO et al., 2008; OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009; GRACA et al., 2011),
acidos organicos (AKBAS e OLMEZ, 2007a; AKBAS e OLMEZ, 2007b) , o0 uso do
ultrassom (GUERRERO et al., 2001; SEYMOUR et al., 2002; MASON, 2005, CAO
et al., 2010; SAO JOSE e VANETTI, 2012) e solucdes com prata (AJLOUNI, 2003;
GOPAL et al., 2010)

O objetivo principal destas alternativas para sanitizacdo é assegurar a
conservacao de alimentos, mantendo seu valor nutritivo e as caracteristicas sensoriais
(textura, cor e sabor) inalterados, com baixo consumo de energia, a custo
competitivo, respeito pelo ambiente e alto grau de seguranca (KODA et al., 2009;
GOMEZ-LOPEZ et al., 2010; CHEMAT et al., 2011).



3.1. Ultrassom

As ondas ultrasdnicas sdo ondas mecanicas que se propagam através de
qualquer meio material com frequéncia maior que 16 kHz. Essas ondas
correspondem a uma regido do espectro acustico, o qual é subdividido em trés
regides principais: faixa dos infrassons (inferior a 16 Hz), faixa dos sons (entre 16 Hz
e 18 kHz), perceptiveis aos humanos; e faixa dos ultrassons (superior a 18 kHz). A
faixa de ultrassons pode ser dividida nas faixas de baixa frequéncia (entre 16 kHz e 1
MHZz) e de alta frequéncia (superior a 1 MHz) (MASON et al., 2005).

O ultrassom € uma tecnologia adotada na industria de eletrénicos como
descontaminante de superficies e nos ultimos anos, tem sido objeto de estudo e
desenvolvimento com intuito de possibilitar a sua aplicacdo na inddstria de alimentos
(DOLATOWSKI et al., 2007; MIZRACH, 2008; NASCIMENTO et al., 2008; CAO
etal., 2010; CHEN e ZHU, 2011).

No processamento de alimentos, o ultrassom de alta intensidade em baixas
frequéncias de 20 a 100 kHz tem utilidade na inativacdo de micro-organismos
(PIYASENA et al., 2003). Esta inativacdo € consequéncia de um processo
denominado cavitacdo que gera energia mecanica e quimica localizada (GOGATE e
KABADI, 2009).

Os efeitos quimicos provocados pelo ultrassom ocorrem devido ao fenbmeno
de cavitacdo acustica, o qual engloba a nucleacdo, crescimento e colapso de bolhas
transientes em liquido exposto a irradiagdo com ondas ultrasénicas de baixa
frequéncia. O ultrassom se propaga através de um liquido em ciclos alternados de
compressdo e expansdo. Caso a onda acustica tenha amplitude suficientemente alta,
pode vencer as forcas intermoleculares num ponto do liquido criando uma cavidade
(GOGATE e KABADI, 2009). Uma vez formada a cavidade (nucleagédo) durante a
etapa de expansdo (pressao negativa) os gases e vapores presentes no liquido podem
se difundir para a cavidade (crescimento). Na etapa de compressdo (pressdo
positiva), as moléculas de gases e vapores presentes no interior das bolhas néo
retornam completamente para o liquido resultando em aumento efetivo do tamanho
da cavidade. Assim, durante os sucessivos ciclos de compressdo e expansdo, ocorre
aumento das dimensbes da cavidade, até que alcance seu diametro critico,
implodindo violentamente. A implosdo das bolhas de cavitagdo provoca a liberacéo
de grande quantidade de energia, resultando em regides de altas temperaturas



(4726,85 °C) e pressdes (1000 bar) denominadas de hot spots. Em se tratando da
agua, a alta energia gerada pelo colapso de uma bolha de cavitacdo contendo
moléculas da agua na forma vapor e de goticulas, leva a clivagem de moléculas e
consequentemente formacéo de radicais H e OH". Esses radicais podem se combinar
produzindo agua ou se rearranjarem para a formacdo de radicais livres que séo
gerados em funcdo da dissocia¢do de vapores presos nas bolhas. Contudo, H,0,, H,
HO™ e H™ podem levar a formacdo de outros produtos caso outras espécies estejam
presentes no meio irradiado. Todas essas alteracbes promovidas pela cavitagdo
contribuem para acdo de limpeza sobre as superficies (PIYASENA et al., 2003;
GOGATE e KABADI, 2009).

Quando o ultrassom é empregado associado com agentes quimicos como Cly,
H.0,, Os, 0 intenso gradiente de pressdo permite a penetracdo desses agentes
oxidantes através da membrana celular dos micro-organismos. Além disso, a
cavitacdo pode facilitar a desagregacdo de micro-organismos presentes e assim,
aumentar a eficiéncia dos sanitizantes quimicos (GUERRERO et al., 2001; GIL et
al., 2009; GOGATE e KABADI, 2009).

O efeito de inativacdo do ultrassom também pode estar relacionado também a
geracdo de cavitacdo intracelular e choques mecéanicos podem prejudicar oS
componentes celulares estruturais e funcionais até o ponto de lise celular (CHEMAT
et al.,, 2011). O mecanismo de morte microbiana é principalmente devido ao
enfraquecimento das membranas celulares, aquecimento localizado e producéo de
radicais livres. A destruicdo e desintegracdo de micro-organismos pelas ondas
ultrasdnicas esta relacionada a formacdo de bolhas durante o processo de cavitagdo.
Varios trabalhos (SEYMOUR et al, 2002, SAO JOSE, 2009; CAO et al., 2010;
SAGONG et al., 2011; CHEN e ZHU, 2011) mostram a inativagdo de micro-
organismos por ultrassom em combinagdo ou ndo com outros tratamentos.

Sabe-se que a extensdo dos efeitos quimicos e fisicos sdo fortemente
relacionados a amplitude das ondas ultrasbnicas, tempo de exposi¢do, volume
processado, composi¢do dos alimentos e temperatura do tratamento (KODA et al.,
2009; GOMEZ-LOPEZ et al., 2010; TIWARI et al., 2010). O desempenho destes
fatores é também afetado pela forma, tipo ou didmetro dos micro-organismos.
Células maiores sdo mais sensiveis do que as menores, provavelmente devido a sua
maior area superficial. Bactérias gram-positivas sdo reconhecidas como mais

resistentes do que as bactérias gram-negativas, por possuirem parede celular mais
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espessa que lhes proporciona melhor protecdo contra os efeitos do ultrassom. De
acordo com a literatura, as diferencas na sensibilidade de células também pode ser
devido a camada mais firmemente aderente de peptideoglicano em células gram-
positivas (PIYASENA et al., 2003; ANANTA et al., 2005).

O ultrassom pode ser aplicado com diferentes finalidades na inddstria de
alimentos como inativagdo de enzimas, em processos de mistura e homogeneizacao,
extracdo de compostos, filtracdo e secagem, processamento e conservagdo. Estudos
que envolvem a aplicacdo do ultrassom na area de ciéncia e tecnologia de alimentos
aumentaram nos ultimos anos (SEYMOUR et al., 2002; LEE et al.,, 2003;
ENTEZARI et al., 2004; VALERO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; PATIL
et al., 2009; ADEKUNTE et al., 2010a; ADEKUNTE et al., 2010b; CAO et al.,
2010; SORIA e VILLAMIEL, 2010; TIWARI et al., 2010; CHEN e ZHU, 2011;
CHEMAT et al., 2011; SAO JOSE e VANETTI, 2012; SAGONG et al., 2013). Isso
ocorreu em razédo principalmente dos seus efeitos promissores no processamento e
conservacao de alimentos.

O ultrassom proporciona vantagens em termos de rendimento, produtividade
e seletividade, com melhor tempo de processamento, melhoria da qualidade, reducéo
dos danos quimicos e riscos fisicos. Atualmente, a aplicacdo desta tecnologia tem
atraido atencdo por seu papel na sustentabilidade do meio ambiente e por ndo causar
danos enquadrando-se, assim, no conceito de tecnologia verde (CHEMAT et al.,
2011).

Outro fator importante para a utilizacdo do ultrassom na industria de
alimentos € o fato de ndo gerar odores desagradaveis e a perda de nutrientes (LEE et
al., 2003; PIYASENA et al., 2003), somado ao fato da possibilidade de ser aplicado
a temperatura ambiente e sem geracdo de calor (FERNANDES e RODRIGUES,
2007).

Um dos primeiros estudos realizados com ultrassom que tinha como objetivo
a inativacdo de micro-organismos foi conduzido por Munkasci e Elhami (1976), que
observaram a reducdo de 93 % dos coliformes presentes em amostras de leite integral
tratadas com ultrassom. Anos depois, Salleh-Mack e Roberts (2007) citaram que a
Food and Drug Administration indicou o ultrassom como tecnologia potencial para
inativagéo de micro-organismos.

Na literatura h& registros de estudos sobre os efeitos da aplicacdo do

ultrassom nas caracteristicas nutricionais de alimentos, principalmente em sucos de
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frutas e ha relatos de manutencdo ou melhora dessas caracteristicas. GOMEZ-
LOPEZ et al. (2010) observaram que o uso do ultrassom na pasteurizagio de suco de
frutas confere alta qualidade quanto ao frescor, seguranca microbiologica e valor
nutricional. Tiwari et al. (2009) e Zenker et al. (2003) observaram retencdo de acido
ascorbico das amostras de sucos tratadas com ultrassom. Em estudo realizado por
Tiwari et al. (2010) foi observada retencéo de contetido de antocianinas em sucos de
uva: 97,5 % de cianidina, 48,2 % de malvanidina e 80,9 % de delfinidina apds
tratamento com ultrassom.

Apesar de grande parte dos estudos com ultrassom serem realizados em
sistemas liquidos (SAN MARTIN et al., 2001; GUERRERO et al., 2001; ZENKER
et al., 2003), sabe-se que micro-organismos contaminantes em alimentos solidos
também podem ser inativados por essas ondas (SEYMOUR et al., 2002; MASON et
al., 2005; CHEN et al., 2011; SAO JOSE e VANETTI, 2012).

A associagdo do ultrassom a agentes quimicos pode contribuir para inativacdo
de micro-organismos. Seymour et al. (2002) registraram que a associacdo do
ultrassom com hipoclorito de sédio a 50 mg-L™ reduziu 1,2 log UFC-g* a mais de
células de Salmonella Typhimurium em alface em comparacdo ao efeito produzido
por tratamento apenas com solucdo clorada. Huang et al. (2006) aplicaram o
ultrassom 170 kHz combinado ao diéxido de cloro 20 mg-L™ e observaram reducéo
de cerca de 4 log UFC-g™* na populacdo de Salmonella e E. coli O157:H7. Zhou et al.
(2009) observaram reducdo de 0,7 a 1,1 ciclo log a mais de E. coli O157:H7 em
espinafre tratados em com ultrassom combinado a sanitizantes do que o resultado
obtido apenas com 0s sanitizantes. Sdo José e Vanetti (2012) avaliaram o efeito do
ultrassom associado a acido peracético na remocdo de S. Typhimurium aderida a
superficie de tomate cereja e observaram a remogéo de 4 log UFC-g™.

Cao et al. (2010) relataram que o ultrassom é eficiente para inibir a incidéncia
de deterioracdo e preserva a qualidade no pos-colheita de morangos. Resultado
semelhante foi obtido por Chen et al. (2011) que verificaram que o uso de didxido de
cloro combinado ao ultrassom permite manutencdo da qualidade no pos colheita de

ameixa japonesa (Prunus salicina L.).
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3.2. Acidos organicos

Os éacidos organicos sdo constituintes naturais de muitos alimentos e também
sdo amplamente utilizados como aditivos para conservacdo de alimentos. Estes
compostos podem ser usados por adicdo direta ou por meio de fermentacdo (PARISH
et al., 2003). S&o compostos geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) e séo
muito utilizados em funcdo de sua atividade antimicrobiana (RAYBAUDI-
MASSILA et al., 2009; HUANG e CHEN, 2011; PARK et al., 2011).

A acdo conservante de &cidos organicos €, em parte devido ao seu efeito
sobre 0 pH do alimento, mas principalmente os resultados das propriedades
antimicrobianas do moléculas ndo dissociadas de acido. Nesta forma, os acidos séo
capazes de difundir através da membrana da célula microbiana e, quando o pH
intracelular € maior do que a do meio circundante, se dissociam, liberando proétons e
acidificacdo do citoplasma (RICKE, 2003; HUANG e CHEN, 2011). Para eliminar
0s prétons em excesso e manter o pH interno, as células tém que gastar energia e
alteram as atividades metabdlicas. Dessa forma, ha alteracdo do transporte de
nutrientes devido a alteracdo na permeabilidade de membrana, quelacdo de ions
metalicos e reducdo da forca préton motora (PARISH et al., 2003; RAYBAUDI-
MASSILA et al., 2009; HUANG e CHEN, 2011).

Acidos organicos sdo conhecidos pela capacidade de inativar patdgenos
envolvidos em surtos de doengas com alimentos (AKBAS e OLMEZ, 2007), o que
pode permitir sua aplicacdo em produtos frescos. Esses compostos podem agir
rapidamente, inativar amplo espectro de bactérias, serem utilizados em ampla faixa
de temperatura e ndo sdo afetados pela dureza da agua. Entretanto, podem apresentar
desvantagens quanto ao custo, odor e corrosivisidade (MARRIOTT e GRAVANI,
2006).

Acido latico, acido citrico, acido acético e acido tartarico tém sido descritos
como fortes antimicrobianos contra micro-organismos mesofilos e psicrotroficos em
frutas e hortalicas minimamente processadas (BARI et al., 2005; UYTTENDAELE
et al., 2004). O acido ascorbico e seus derivados sdo GRAS quando utilizados como
antioxidantes em frutas e hortalicas e sucos de frutas para prevenir o escurecimento e
reacOes oxidativas (RICO et al., 2007).

Acido latico, acético e citrico tém capacidade de inibir crescimento de E. coli

0157:H7, Listeria monocytogenes e Salmonella spp. em produtos frescos (AKBAS e
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OLMEZ, 2007; LAURY et al., 2009). Apesar do acido latico ser menos lipossoltvel
do que &cido acético ou sérbico e se difundir mais lentamente através da membrana
celular (SAMELIS e SOFOS, 2003), em estudo de Huang e Chen (2011) este &cido
organico (&cido latico 1%) foi o mais eficiente e promoveu reducdo de 1,9 log
UFC.g ™" de E. coli 0157:H7 em espinafres.

A eficécia do &cido latico contra bactérias gram-negativas esta relacionada ao
fato das moléculas de acido alcancarem o periplasma por meio das porinas da
membrana externa (ALAKOMI et al., 2000) e também relacionada a processos de
estresse oxidativo, rompimento de membrana e acimulo de anions toxicos no interior
da célula (TAJKARIMI e IBRAHIM, 2011). Diferentes concentracfes de acido
latico isoladamente ou em combinacdo com outros produtos quimicos tém
demonstrado ser eficaz na eliminacdo de bactérias patogénicas (AKBAS e OLMEZ,
2007). Virto et al. (2005) constataram que numa avaliagdo da cinética de inativacéo
de Yersinia enterocolitica, o &cido latico mostrou-se mais efetivo que o &cido citrico,
independente da concentracéo utilizada (VIRTO et al., 2005).

Concentracbes de 0,5% de acido latico ou de 0,5% de &cido citrico (por 2
minutos) mostraram-se tdo efetivas quanto uso de solucéo clorada a 100 mg-L™ para
reducdo da populacdo de E. coli e L. monocytogenes inoculadas em alfaces
minimamente processadas (AKBAS e OLMEZ, 2007a). Em outra pesquisa, 0S
mesmos autores verificaram maior eficiéncia 4cido latico (5 mL-L™') e também do
4cido citrico (5 g-L™"), em relagdo 4gua ozonizada (4 mg-L™?) e a solugdo clorada
(100 mg-L™Y) na sanitizacdo de alfaces minimamente processadas (AKBAS e
OLMEZ, 2007b).

Sagong et al. (2011) constataram efeito sinergistico no uso de &cido latico
(2%), citrico (2%) e malico (2%) combinados com ultrassom (40 kHz), por 5
minutos, na inativacdo de E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium e L.
monocytogenes inoculadas em alfaces orgénica, sem afetar significativamente a cor e
textura.

Segundo Olmez e Kretzchmar (2009), alguns acidos organicos podem afetar
negativamente a qualidade sensorial do produto sanitizado. Dessa forma, deve-se
atentar para a escolha correta do &cido organico e respectiva concentracdo de

maneira a impedir a ocorréncia de efeitos indesejaveis no produto.
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3.3. Surfactantes/Detergentes

Surfactantes s8o moléculas com propriedades tensoativas que possuem
grupos hidrofilicos e hidrofobicos, os quais determinam propriedades como
adsorcédo, formacdo de micelas, formacdo de macro e micro emulsées, lubrificacéo,
acao espumante ou antiespumante, capacidade molhante, solubilizagdo e detergéncia.
Essas moléculas podem ser produzidas por sintese quimica (surfactantes sintéticos)
ou biologica (biossurfactantes). Os surfactantes sdo categorizados em catidnicos,
anibnicos, ndo-ibnicos e zwiteridnicos, de acordo com a carga exibida pelo grupo
hidrofilico da molécula, ja que o grupo hidrofébico pouco varia (CHRISTOFI e
IVSHINA, 2002; RIZZATTI e ZANETTE, 2009).

Tensoativos, em baixas concentracdes, tém a capacidade de serem adsorvidas
na interface de dispersdes liquido-liquido, liquido-gas e sélido-liquido, reduzindo a
tensdo interfacial. A adsorcdo na interface dos liquidos é consequéncia da estrutura
molecular dos surfactantes, ou seja: a parte polar ou ionica interage fortemente com a
fase aquosa por meio de forcas do tipo dipolo-dipolo e a outra, a parte alifatica
apolar, interage com a fase organica. Esta dupla solubilidade faz com que a regido de
maior estabilidade para a molécula tensoativa seja na interface entre os dois liquidos.
Tal fato é muito importante para o procedimento de higienizacdo, que para ser
eficiente exige a ocorréncia de contato entre 0s agentes de limpeza e os residuos a
serem removidos (ANDRADE, 2008). A agua ndo molha bem a superficie, pois
apresenta alta tensdo superficial, equivalente a 72 mJ/m?. Essa tensdo deve ser
diminuida a valores de 36 mJ/m? para otimizar o contato entre o detergente e 0
residuo a ser removido (WOODS, 2004). Essa reducdo da tenséo superficial da 4gua
é conseguida com o uso de tensoativos.

Estes compostos sdo caracterizados pela capacidade de alterar propriedades
superficiais e interfaciais de um liquido, e permitem a formacdo de agregados
chamados micelas. A concentracdo minima na qual se inicia formacao de micelas é
denominada Concentracdo Micelar Critica (CMC), sendo esta importante
caracteristica do surfactante (BARROS et al., 2007).

De maneira geral, os tensoativos sdo: i) sollveis em agua fria; ii) ativos em
concentragdes muito baixas, podendo niveis de 0,1 % diminuir a tensdo superficial

da agua em torno de 50 %; ii) indiferentes a dureza da &gua, a excecdo dos sabdes;
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iv) ndo formam precipitados; v) atuam em diferentes pH; vi) em alguns casos, séo
bactericidas; e vii) ndo sdo corrosivos as superficies (ANDRADE, 2008).

A grande maioria dos surfactantes disponiveis no mercado é sintetizada a
partir de derivados do petroleo. Entretanto, o0 aumento da preocupacdo ambiental
entre os consumidores, combinado as novas legislacbes de controle do meio
ambiente levou a procura por surfactantes naturais como alternativa aos produtos
existentes (NITSCHKE e PASTORE, 2002; BARROS et al., 2007).

Segundo Raiden (2002) detergentes podem ser muito eficazes e, de acordo
com a composicdao quimica da superficie do produto e a interacdo quimica com o
micro-organismo, os detergentes podem romper as interaces e remover patdgenos
em superficies mais rapidamente.

O uso de detergentes para a higienizacdo de frutos se mostra conveniente uma
vez que permite o controle de patégenos em pds-colheita (CRUZ et al., 2010). Costa
et al. (2012) avaliaram dois métodos de higienizacdo de alfaces convencionais e
organicas sendo um deles com aplicacdo de detergente previamente ao uso do
sanitizante e ao compararem o0s resultados ap0s o uso de detergente e ap6s a
sanitizacdo, observaram que o uso do detergente foi suficiente para a reducdo da
contaminacdo por coliformes a 45°C e que a execugdo da etapa seguinte seria
desnecesséria.

Brito et al. (2013) avaliaram o uso de detergentes na sanitizacdo de mangas
cv. ‘Tommy Atkins’ e verificaram que esse procedimento de higienizacdo foi
eficiente quando combinado com a temperatura controlada durante os 14 dias de
armazenamento, 0 que ocasionou menores alteracbes nos valores de pH, acidez

titulavel e sélidos sollveis.

3.4. Nanoparticulas de Prata

A nanotecnologia tem tido muitos avangos na ultima década e novas
aplicacdes tecnoldgicas ainda estdo em processo de descoberta (ANNAMALAI et
al., 2013). Esta ciéncia busca descrever a criacdo e uso de materiais com
caracteristicas estruturais entre atomos e materiais com pelo menos uma dimensao
nano. A sintese de nanoparticulas de metais € uma area ampla e em expanséao
devido ao seu potencial de aplicabilidade em diversos setores como eletronica,

guimica, energia e desenvolvimento de medicamentos. As nanoparticulas
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apresentam novas ou melhoradas propriedades, dependendo do seu tamanho,
morfologia e distribuicdo (SAXENA et al., 2012).

Nanomateriais auxiliam na busca por solucbes em casos de problemas
tecnoldgicos e ambientais em diferentes areas como conversdo de energia solar,
catélises, medicina e tratamento de &gua (SHARMA et al.,, 2009). O alto
desempenho de nanoparticulas esta relacionado ao aumento da relagdo entre area
superficial e volume, o que permite aumento na atividade antimicrobiana de
nanoparticulas de metais (EMAMIFAR et al., 2011; ANNAMALAI et al., 2013).

Dentre as nanoparticulas que vem sendo estudadas, destacam-se as
nanoparticulas de prata. Sais de prata e a prata sdo bem conhecidos como agentes
antimicrobianos e atuam em processos infecciosos e na prevencdo de doencas
(GOPAL et al., 2010; CHAMAKURA et al., 2011; DALLAS et al., 2011). A prata
¢ um agente antimicrobiano que apresenta toxicidade forte em relacdo a ampla
gama de micro-organismos e, a0 mesmo tempo, baixa toxicidade em relagdo aos
humanos (DALLAS et al., 2011).

Alguns produtos contendo prata sdo regularmente usados em processos
clinicos, como por exemplo, materiais biomédicos revestidos de prata como
cateteres e a sulfadiazina de prata. Apesar de ser relativamente ndo toxico para as
células humanas, a prata possui propriedades antimicrobianas para amplo espectro
de bactérias encontradas tanto em processos industriais bem como no corpo
humano. Dessa forma, a prata em suas varias formas apresenta uma ampla gama de
aplicacGes em produtos de consumo, industriais e produtos medicos hospitalares
(DALLAS et al., 2011). O efeito antibacteriano das nanoparticulas de prata em
bactérias gram negativas e gram positivas variam de acordo com o tamanho da
particula (KIM et al., 2007;PAL et al., 2007; PANACEK et al., 2006; MARTINEZ-
CASTANON et al., 2008)

ConcentracOes baixas de prata e de cobre tém sido utilizadas em sistemas de
desinfeccdo de agua, piscinas e sistemas de refrigeracdo (GOPAL et al., 2010;
DALLAS et al., 2011). A Organizagdo Mundial da Satude (OMS, 2004) autoriza a
presenca de até 0,1 mg-L™* de prata em 4gua potavel e considera este valor como
sem riscos para saude humana.

O desenvolvimento de produtos que contém nanoparticulas de prata tem
expandindo, sendo encontradas em roupas, embalagens para alimentos, pomadas,

curativos, dentre outros itens (LARA et al., 2010). A atividade antimicrobiana das
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nanoparticulas é relacionada a diversos mecanismos incluindo indugdo de estresse
oxidativo devido a geracdo de substancias reativas ao oxigénio que podem degradar
a membrana celular e favorecer a saida de ions da superficie das nanoparticulas que
se ligam a membrana e causam morte celular (DALLAS et al., 2011; EMAMIFAR
etal.,, 2011).

Sondi e Salopek-sondi (2004) indicaram a acdo das nanoparticulas na
superficie da membrana alterando sua funcionalidade, degradacdo de
lipopolissacarideos, acumulo das nanoparticulas dentro da membrana formando
poros e causando grande aumento na permeabilidade da membrana. A interacao
com ions prata, que podem ser liberados das nanoparticulas, com grupos tiois e
formacdo de S-Ag ou ligacBes dissulfeto podem danificar proteinas bacterianas,
interromper a cadeia transportadora de elétrons e dimerizar o DNA. Este
mecanismo também ocorre com virus conferindo a prata propriedades antivirais
(KIM et al., 2008). Nanoparticulas de prata podem danificar células bacterianas e
virus por outros mecanismos além da liberacdo de ions Ag*, como por exemplo,
danos a parede celular que pode levar a perda de permeabilidade, colapso osmotico
e liberagdo do material intracelular (PANACEK et al., 2006).

De acordo com Damm et al. (2007), os ions prata formam complexos com o
enxofre, fosforo, nitrogénio e oxigénio presentes em grupos funcionais de enzimas
bacterianas levando a uma desestabilizacdo da membrana celular bem como
distarbios ao metabolismo celular. Além disso, os ions prata interagem com 0 DNA
bacteriano impedindo a reproducdo celular. Segundo estes autores, como os ions de
prata atacam a célula de uma maneira muito complexa o risco de selecdo de micro-
organismos resistentes € muito menor quando comparado aos antibiéticos.

Lara et al. (2010) avaliaram a acdo de nanoparticulas de prata sobre isolados
bacterianos resistentes a varios antibidticos e ndo encontraram diferengas na
atividade bactericida sobre bactérias gram-positivas e gram-negativas o que sugere
gue as nanoparticulas sdo agentes antibacterianos de amplo espectro. A toxicidade
das nanoparticulas de prata contra bactérias depende da sua forma e tamanho
(PANACEK et al., 2006).

Tiwari e Behari (2009) observaram que células de E. coli DH5 tratadas com
135 kHz durante 15 min em solucéo de nanoparticulas com 25 pg-mL™ ocasionaram
50 % da perda de viabilidade e esta perda foi igual a 40 % quando as células foram

tratadas com ultrassom a 35 kHz.
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Atualmente, h& interesse no uso de prata como substituto ao cloro
(AJLOUNI, 2003; GOPAL et al., 2010) na sanitizacdo de frutas e hortaligas.
Chamakura et al. (2011) compararam o efeito bactericida de nanoparticulas de prata
com sanitizantes comumente utilizados e observou que as nanoparticulas tiveram
efeito bactericida mais lento e relacionado a mecanismo que envolve vérias etapas
que incluem dano na parede celular e na membrana citoplasmaética.

Gopal et al (2010), ao sanitizar alface com solucéo contendo 0,1 mg-L™ de
prata observaram 50% de reducdo na contagem de bactérias da familia
Enterobactericeae e as consideraram muito sensiveis a prata mesmo em baixas
concentragoes.

Panacek et al. (2006), ao realizar experimentos realizados com microscopia
eletrbnica de varredura por tunelamento e espectrometria de energia dispersiva de
raios X, observaram nanoparticulas de prata ndo sé na superficie da membrana
celular mas também no interior da bactéria. Isto sugere a possibilidade de que as
nanoparticulas de prata podem também penetrar no interior das bactérias e causar
danos ao interagir com o fésforo e compostos contendo enxofre tais como DNA.

Aléem de alcangar o interior de células bacterianas, segundo Zhang et al.
(2012), nanoparticulas de prata penetraram através da pelicula externa da péra e
mantiveram-se firmemente ligadas aos tecidos da fruta devido a elevada éarea
superficial das nanoparticulas. A possibilidade de permanéncia das nanoparticulas no
tecido vegetal chama a atencdo para o risco de internalizacdo da substancia e
alcancar o consumidor final do produto. Dessa forma, além de avaliar o efeito
antimicrobiano da substancia frente a micro-organismos, a presenca de residuos de

prata e descarte destes deve ser criteriosamente avaliada.
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CAPITULO 2

Efeito do tratamento com ultrassom, detergente a base de tensoativos, acido
latico e nanoparticulas de prata na inativacao de células de Salmonella enterica
Enteritidis aderidas a superficie de tomate cereja

RESUMO

A sanitizacdo é a etapa essencial para atribuir maior seguranca e extensdo da
vida de prateleira de frutas e hortalicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
do tratamento com ultrassom (US), dicloroisocianurato de sodio (DCS), detergente a
base de tensoativos (DET), acido latico (AL) e nanoparticulas de prata (NP) na
inativacdo de células de Salmonella enterica Enteritidis aderidas a superficie de
tomate cereja. Primeiramente, avaliou-se a microbiota natural, a hidrofobicidade da
superficie do tomate cereja e de S. Enteritidis, e a rugosidade do tomate cereja. As
microscopias eletronica de varredura (MEV) e de transmissdo (MET) foram
utilizadas para visualizar o efeito dos tratamentos de sanitizacdo na remocdo do
patdgeno da superficie da hortalica e verificar a acdo destes sanitizantes na estrutura
celular de S. Enteritidis. A presenca de residuos de prata ap0s a sanitizacdo com NP
foi averiguada por MET associada a espectroscopia de energia dispersiva de raio X.
Aplicadas de forma isolada e em associagdo com o US, as NP tiveram suas
dimensGes e estruturas avaliadas pela medida do raio hidrodinamico e por MET. A
avaliacdo da microbiota indicou auséncia de Salmonella sp. e contagem de mesofilos
aerdbios, fungos filamentosos e leveduras, bactérias laticas, Pseudomonas sp.,
psicrotréficos aerdbios e coliformes a 35 °C igual a 4,06, 4,30, 3,41, 2,78, 4,28, 2,99
log UFC-g™, respectivamente. A rugosidade média da superficie do tomate cereja foi
2,66 um. A superficie de tomate cereja foi considerada hidrofébica enquanto a S.
enterica Enteritidis foi considerada hidrofilica. O processo de adesdo de S. Enteritidis
foi termodinamicamente desfavoravel na superficie de tomate cereja. Apesar disso, a
contaminacdo inicial de tomates cereja foi igual a 6,50 log UFC-g™. Todos os
tratamentos, exceto para DET, reduziram mais de um ciclo logaritimico a populagéo
do patégeno aderido a superficie do tomate. Ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) entre os tratamentos com DCS, AL, US, US + NP e US + DET que
apresentaram reducdo de células aderidas de 1,54 a 1,80 log UFC-g™. Maior niimero

células de S. Enteritidis inativadas e, ou removidos foi observado apos os tratamentos
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com NP e com US + AL, que reduziram 2,29 e 2,37 log UFC-g™, respectivamente. A
MEV mostrou adesdo de S. Enteritidis na superficie de tomate cereja e a remocao de
células decorrente dos tratamentos de sanitizacdo. A MET revelou que os
tratamentos de US+AL, NP e US promoveram desestruturacdo da capsula da célula
bacteriana, sendo que no primeiro tratamento pode ser observada ruptura da
membrana celular. A medida do raio hidrodindmico e a microscopia eletronica de
transmissdo indicaram alteracdo da estrutura das NP apos a associacdo com US e isto
pode ter influenciado no efeito menos pronunciado na inativagdo microbiana. Entre
as alternativas avaliadas neste estudo, observou-se maior reducdo de S. Enteritidis
apos o uso de nanoparticulas de prata e ultrassom associados com &cido latico. Estes
resultados indicam que os tratamentos tém potencial para uso na sanitizacdo de

tomates cereja.
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1.INTRODUCAO

Hortalicas cruas séo geralmente contaminadas por uma variedade de micro-
organismos. A microbiota contaminante na pos-colheita é consideravelmente
diferente, refletindo as condi¢cdes ambientais e de manuseio do alimento e pode
comprometer a seguranca do produto e a satde do consumidor. Alguns dos micro-
organismos patogénicos encontrados em produtos frescos e associados a surtos sao
Escherichia coli 0157:H7, Salmonella, Shigella spp. e Listeria monocytogenes.

A sanitizacdo € uma etapa essencial para conferir maior seguranca
microbioldgica e promover o aumento da vida de prateleira. As solugdes cloradas sdo
amplamente utilizadas na sanitizacdo de frutas e hortalicas. Entretanto, ha interesse
na substituicio do cloro devido & limitada reducdo de micro-organismos
contaminantes na superficie de frutas e hortalicas e ainda, a possibilidade de
formacéo de subprodutos toxicos (trihalometanos) quando cloro reage com a matéria
organica em fase de decomposi¢do. Outro desafio para a industria de alimentos é a
capacidade de adesdo de micro-organismos patogénicos, como Salmonella, a
superficie de frutas e hortalicas, 0 que mostra a necessidade de estudos e de
desenvolvimento de novas estratégias que colaborem para a seguranca
microbioldgica.

Assim, sanitizantes e/ou novas tecnologias devem ser eficientes para a
inativacdo de agentes patogénicos. O ultrassom é uma tecnologia que, nos ultimos
anos, tem sido estudada, com intuito de ganhar espaco e aplicacdo na industria de
alimentos. Esta alternativa pode ser utilizada para a remogéo de particulas aderidas a
superficies e a inativacdo de micro-organismos. Ha indicios que essa tecnologia
associada a sanitizantes permita maior reducdo da contaminacdo microbiana de
alimentos.

O uso de agentes detergentes/surfactantes tem aumentado na indudstria de
alimentos podendo ser utilizados em combinacdo com agentes fisicos e quimicos
para aumentar a eficiéncia da sanitizagéo.

Agentes antimicrobianos que podem ser empregados na etapa de sanitizacéo
sd0 0s acidos organicos, sdo conhecidos pela capacidade de inativar patdégenos
presentes em alimentos. Em razdo dessa caracteristica, a aplicacdo de acidos

organicos como sanitizante em produtos frescos deve ser investigada.

40



Outra proposta que pode contribuir para o controle microbioldgico de
alimentos € a aplicacdo de nanoparticulas de prata. A nanotecnologia tem se
expandido em varios setores, e dentre eles, o de alimentos. As nanoparticulas
apresentam alto desempenho devido ao aumento da relacéo entre area superficial e
volume, o que possibilita aumento na atividade antimicrobiana de nanoparticulas de
metais. Em razdo da alta reatividade das nanoparticulas e do conhecimento das
propriedades antibacterianas da prata, pesquisas tém sido desenvolvidas para avaliar
0 potencial de aplicagdo como agentes bactericidas. Considerando a necessidade de
ampliar as estratégias para a reducdo da contaminacdo em hortalicas e a indicacao
para aplicacdo do ultrassom, acidos organicos, detergente a base de tensoativos e
nanoparticulas de prata como agentes sanitizantes, com este trabalho objetivou-se
avaliar a influéncia de fatores fisico-quimicos, como rugosidade, hidrofobicidade,
tensdo interfacial e energia livre de interacdo hidrofébica, relacionados a superficie
de S. Enteritidis e de tomate cereja na adesdo microbiana e avaliar o efeito do
tratamento de ultrassom associado ou ndo ao &cido latico, detergente a base de
tensoativos e nanoparticulas de prata em células de S. Enteritidis aderidas a

superficie de tomates cereja.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Higiene e Microbiologia
de Alimentos (LHMA) do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vicosa, em Vigcosa-MG.

Algumas analises foram feitas em outros laboratdrios da mesma instituigao:
Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de Microbiologia,
Laboratorio de Nanoscopia do Departamento de Fisica e Nucleo de Microscopia e

Microanalise da Universidade Federal de Vigosa.

2.1. Amostras de tomate cereja

As amostras de tomate cereja (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme)
foram adquiridas em comércio varejista local, sendo acertado com o fornecedor que
0s tomates fossem originarios do mesmo produtor para evitar variagdes. Em seguida,
foram transportadas e armazenadas, sob refrigeracdo, a 7 °C £ 1 °C, por no maximo,
24 h, até o processamento e inicio das analises.

A selecdo foi feita, descartando-se aqueles com méa formacdo, danificados e,
ou apodrecidos. Em seguida, foram lavados com &gua corrente para remog¢do das

sujidades aderidas a superficie e drenados por 30 min em capela de fluxo laminar.

2.2.Avaliacao da microbiota natural de tomate cereja

Amostras de 25 g de tomates foram homogeneizadas com 225 mL de agua
peptonada 0,1%. A homogeneizacdo foi feita em stomacher (Sweard Medical Co.,
Londres, Reino Unido), por 2 min, em velocidade normal. Dilui¢des decimais
apropriadas foram preparadas e aliquotas dessas dilui¢cbes foram transferidas para
meios de cultura especificos para a determinacdo de cada grupo microbiano. O
plagueamento das aliquotas foi realizado em duplicata e o resultado expresso em

unidades formadoras de coldnias por grama (UFC-g™).
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2.2.1.Contagem de mesdfilos aerdbios

A determinacdo de mesofilos aerdbios foi realizada pela técnica de
plagueamento em profundidade utilizando 1 mL das diluicbes previamente
preparadas e em seguida, foi adicionado Agar Padrio para Contagem (PCA,
Himedia®), sendo as placas incubadas invertidas a 35 °C por 48 h (DOWNES e ITO,
2001).

2.2.2. Fungos filamentosos e leveduras

A determinacdo de fungos filamentosos e leveduras foi realizada por
plaqueamento em superficie em Agar Batata Dextrose (BDA, Himedia®),
acidificado e incubadas a 25 °C por 3a5d (DOWNES e ITO, 2001).

2.2.3. Coliformes a 35 °C e Escherichia coli

A contagem de coliformes a 35 °C e E. coli foi realizada pela técnica de
Petrifilm™ (3M®), segundo as recomendacdes da Association of Official Analytical
Chemists (AOAC, 2005). As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h, enumerando-
se como E. coli as colbnias azuis com gas, e como coliformes a 35 °C, col6nias

vermelhas e azuis com gas.

2.2.4. Pseudomonas spp.

A analise de Pseudomonas spp. foi realizada por plagueamento em
profundidade em Agar Cetrimide (Himedia®), com incubacio das placas a 28 °C por
48 h.

2.2.5. Psicrotroficos aerobios
A determinacéo de psicrotroficos aerdbios foi realizada por plaqueamento em

superficie em Agar Padrdo para Contagem (Himedia®) com incubacio das placas a 7
°C+1°Cpor 7a10d (DOWNESe ITO, 2001).
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2.2.6. Bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada pelo método de plagueamento
em profundidade, sendo adicionado 1 mL da amostra e derramando-se parte da
quantidade de Agar MRS (Himedia®), em placas de Petri. Apds secagem do meio,
foi adicionada sobrecamada do mesmo &gar, visando a criacdo de atmosfera de 15%
de COg, seguida de incubacéo a 30 °C por 5d (DOWNES e ITO, 2001).

2.2.7. Salmonella sp.

A pesquisa de Salmonella sp. foi realizada por meio da técnica ELFA em
imunoanalisador Mini Vidas (Biolab BioMerieux) segundo Association of Official
Analytical Chemists (AOAC, 2005).

2.3. Caracterizacdo da superficie do tomate cereja

2.3.1. Rugosidade da superficie

A microtopografia da superficie do tomate cereja foi avaliada com o uso do
perfildometro (XP1, Ambios Technology, Santa Cruz, CA, USA) no Laboratorio de
Nanoscopia do Departamento de Fisica da UFV. A rugosidade foi expressa em

micrémetros (um).

2.3.2. Hidrofobicidade qualitativa, energia livre de interacdo hidrofdbica e

energia livre de adesdo

Estas analises foram realizadas no Laboratério de Higiene e Microbiologia de
Alimentos da Universidade Federal de Vigosa.

As medidas de angulos de contato da superficie de tomate cereja foram
realizadas a 25 °C em trés liquidos com diferentes polaridades, dgua, formamida
(Vetec®) e a-bromonaftaleno (Vetec®). Os angulos de contato foram determinados
pelo método da gota séssil (BUSSCHER et al., 1984), usando goniémetro (Kruss-
GmH, Hamburg) acoplado com analisador de imagem. As medi¢cdes do angulo de

contato foram realizadas a cada segundo durante 15 s consecutivos a partir de uma
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gota de &gua de 2,0 pL. A avaliagdo da superficie com os trés liquidos foi realizada
em triplicata e com trés repeticdes.

A avaliacdo qualitativa da hidrofobicidade das superficies foi determinada de
acordo com Vogler (1998), que sugere para valores de angulo de contato com a agua
inferior a 65° uma superficie hidrofilica, enquanto que para angulo de contato
superior a 65°, hidrofdbica.

Para medir o angulo de contato da superficie das células de S. enterica
Enteritidis, realizaram-se as medidas sobre uma camada de células vegetativas
usando o método de gotas descrito por Busscher et al. (1990). A suspensdo da
bactéria foi depositada sobre um filtro de membrana de acetato celulose de 0,45 pm
por filtracdo da suspensdo usando pressdo negativa. Para padronizar o conteddo de
umidade, os filtros foram transferidos para placas de Petri contendo 1% de agar (p/v)
e 10% de glicerol (v/v).

A energia livre de interagdo hidrofobica (mJ-m™) foi calculada utilizando os

componentes da tensdo interfacial (mN/m) das superficies interatuantes (Equacao 1).

@+cosO)y, =2(/r M ™ +rim +rim) 1)

Em que: y; é a tensdo interfacial total do liquido; v =V é a tensdo interfacial das

forcas de interagBes de Lifshitz-van der Waals; y," € a tensdo interfacial do
componente aceptor de elétrons do componente &cido-base e vy, é a tensdo interfacial
do componente doador de elétrons do componente acido-base. Sendo s e | superficie

e liquido, respectivamente.

Para se determinar as trés componentes da tensdo interfacial das superficies
das estirpes foi necessario determinar o angulo de contato formado por trés liquidos
de polaridades diferentes, cujas componentes da tensdo interfacial sdo conhecidos

(Tabela 1). A tensdo interfacial total ys *, resulta da soma de duas componentes

(YS LW e s AB):

ye" =111(1+cos b, )? (2)

v =20y ) 3)
TOT LW AB

7/ S = 7/ S + 7 S (4)

Em que: vs 'O é a tensdo interfacial total da superficie; ys -V é a tenséo interfacial

das forcas de interagdes de Lifshitz-van der Waals; ys “® é a componente polar da
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interacdo de 4cido-base de Lewis; ys' € a tensdo interfacial do componente aceptor de
elétrons da componente &cido-base; ys € a tensdo interfacial da componente doador
de elétrons da componente acido-base e 6g € 0 angulo de contato formado com a-

bromonaftaleno.

Tabela 1 - Componentes da tensédo de interfacial de liquidos a 25 °C.

TensAo interfacial (mJ-m?)

Liquido 7 Tot 7 LW "' "
a-Bromonaftaleno 44 4 44 4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6

Fonte: VAN DER MEI et al., 1998.

A energia livre de interacdo hidrofébica AGggs TOT entre as moléculas da
superficie (s) imersa em agua (w) é calculada pelo somatorio das componentes apolar

e polar da energia livre de interagao, AGss LW ¢ AGagas AB respectivamente.

AGL =AGg  +AG; (5)
AGLY = =2(r" 7" (6)
AGZ; =—4(\/7§7; +rirs s —\/7§7;) 7

A partir dos valores das componentes da tensdo interfacial é possivel
determinar a energia livre total de adesdo entre duas superficies (AGagesio). OS Valores
das componentes das tensfes interfaciais sdo determinados a partir dos valores
coletados ou tabelados (Tabela 1), das tensbes interfaciais das bactérias, das
superficies de adesdo e do liquido em que estas duas superficies se encontram
imersas, que neste caso considera-se a agua, por meio das seguintes equacOes
definidas para um sistema biféasico de interacdo (bactéria/superficie) pela teoria

termodinamica:
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LW AB
Vbs = Vbs T 7bs (8)
T ANV )
Yos =2(\/7J Yo TNV Vs~V Vs Vs ) (10)

Em que yps € a tensdo interfacial entre as superficies bactéria/superficie de adesdo, yp)
¢ a tensdo interfacial entre as superficies bactéria/liquido e yq € a tensdo interfacial

entre as superficies de adesao/liquido.

Como a energia livre esta diretamente relacionada a tensdo interfacial,
AGagesio Pode ser representado da seguinte forma (CHAVES, 2004):

AGadesz?lo = AGtIJ_I\;V + AGSSB (11)
AGye =7oa — 7o — Ve (12)
AGLE =7is — 7o — 74 (13)

A energia livre de adesdo (AGadesio) €Ntre as superficies de tomate cereja e
Salmonella Enteritidis, foi determinada para avaliar a influéncia destas na
termodinamica de adesdo. O valor de AG,gesio permite fazer uma avaliacdo
termodindmica do processo de adesdo, sendo esta termodinamicamente favoravel

quando AGggeszo<0 e, ao contrario, desfavoravel quando AGggesso™>0.
2.4. Preparo dos sanitizantes

Foram avaliados os efeitos dos agentes sanitizantes: dicloroisocianurato de
sédio Nippo Clor (Nippon®) na concentracdo igual a 200 mg-L™ (DCS), 4cido latico
1% (AL), solucdo de nanoparticulas de prata 6 mg-L™ (NP), detergente a base de
tensoativos Nitrol WV 2640 (Nippon®) (DET) associadas ou n&o ao ultrassom (US)
de baixa frequéncia de 40 KHz (Ultrasonic Cleaner Branson® 1510, EUA). Como
controles foram adotados o tratamento com agua destilada esterilizada e o tratamento

no qual os tomates cereja ndo foram submetidos a sanitizacéo.
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2.4.1. Sintese das nanoparticulas de prata

As disperstes coloidais foram obtidas de acordo com metodologia
desenvolvida por Fernandes (2010). Foram preparadas dispersdes de brometo de
dodeciltrimetil aménia (DOTAB) (Aldrich®) 3,12 x 102 M, o que corresponde a 2
Concentracdo Micelar Critica (CMC). Em seguida, foi preparada a dispersdo nas
proporcOes de 1 g de sulfadiazina de prata (Dermazine®) para cada 100 mL de
DOTAB na concentracdo mencionada. As dispersdes obtidas ficaram sob agitacéo
constante por 3 h a 25 °C. Percorrido o tempo de agitacdo, as amostras foram
centrifugadas (Eppendorf 5804 R) a 4000 g por 30 min. O sobrenadante foi

recolhido e reservado para posterior utilizacéo.
2.5. Avaliacao da tensédo interfacial e pH dos sanitizantes

A tensdo interfacial das solucGes sanitizantes foi avaliada com o uso do
goniébmetro (Easy Drop, Kriss®). Foi efetuada uma medida a cada segundo durante
30 s da tensdo interfacial pela técnica da gota pendente e pela equagdo de Young
Laplace (ARASHIRO e DEMARQUETTE, 1999).

A determinacdo do valor de pH de cada sanitizante foi realizada em
potencidmetro digital (Tradelab®). Para medir o pH foram utilizados 50 mL de cada

sanitizante sendo realizada medidas em triplicata com 3 repetices.

2.6. Teste desafio dos procedimentos de sanitizacdo: Avaliacdo da eficiéncia dos

sanitizantes em células de Salmonella Enteritidis ATCC 13076 por teste desafio

Esse teste constituiu da avaliagdo do potencial dos diferentes sanitizantes para
inativagdo da bactéria S. Enteritidis ATCC 13076, intencionalmente inoculada em
tomates cereja frescos.

A etapa de sanitizagdo consistiu na imersdo de tomate cereja em solugéo
sanitizante, por 5 min a temperatura de 7 + 1 °C. Todas as solugbes sanitizantes
preparadas foram mantidas a 7 + 1 °C para manutencao da temperatura.

Foram avaliados os efeitos dos agentes sanitizantes: dicloroisocianurato de
sodio Nippo Clor (Nippon®) na concentracéo igual a 200 mg-L™ (DCS), 4cido latico
1% (AL), solucdo de nanoparticulas de prata 6 mg-L™* (NP), detergente a base de
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tensoativos Nitrol WV 2640 (Nippon®) (DET) associadas ou n&o ao ultrassom (US)
de baixa frequéncia de 40 KHz (Ultrasonic Cleaner Branson® 1510, EUA). Como
controles foram adotados o tratamento com agua destilada esterilizada e o tratamento

no qual os tomates cereja ndo foram submetidos a sanitizacao.

2.6.1. Preparo das amostras

Amostras de tomate cereja foram selecionadas e em seguida lavadas em agua
destilada esterilizada. Apoés a lavagem foram drenadas durante 10 min em capela de

fluxo laminar.

2.6.2. Preparo do in6culo

Salmonella Enteritidis ATCC 13076 foi obtida do estoque de cultura do
laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Tecnologia de Alimentos.

A cultura foi mantida em tubos Eppendorf de 1 mL contendo BHI (Difco™) a
temperatura de -80 °C e foi feita sua ativagdo por duas repicagens consecutivas em
BHI e incubada & 37 °C por 24 h até atingir a populacéo de 10% e 10° UFC-mL™.

2.6.3. Inoculagdo nos tomates cereja

Foram colocados 200 g de tomates cereja em sacos plasticos previamente
esterilizados e em seguida foi adicionado o in6culo (10 mL) juntamente com 1 L de
agua peptonada 0,1 %. O saco plastico, contendo o inoculo e a hortalica, foi
levemente agitado durante 5 min. Os tomates cereja foram mantidos em contato com
a suspensao de células por 60 mina 25+ 1 °C.

A suspensdo de células foi drenada e os tomates cereja contaminados com
Salmonella foram colocados em sacos plasticos esterilizados e incubados a 25 °C por
24 h para permitir maior adeséo da bactéria.

Posteriormente, 200 g das amostras contaminadas foram imersas em 1 L de
solucdes de sanitizagdo por 5 min a 7+ 1 °C. Amostras ndo sanitizadas e amostras
apenas lavadas em agua destilada esterilizada foram consideradas como controles.
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2.6.4. Quantificacdo de células aderidas

Ap0s cada tratamento, 25 g de amostras de tomates cereja foram transferidos
para sacos plasticos esterilizados, contendo 225 mL de agua peptonada 0,1 % e
entdo, homogeneizados em stomacher (Marconi®) por dois minutos em velocidade
normal. Em seguida, foi retirada aliquota de 1 mL para preparar as diluigdes
decimais a serem plaqueadas pela técnica de espalhamento em superficie em agar
Hecktoen (Acumedia®). Apos a incubacgdo por 18 a 24 h, a 37 °C as colbnias foram
contadas e os resultados expressos em UFC-g™.

Foi realizada ainda analise da solucdo de sanitizacdo, sendo utilizada a
mesma técnica e meio de cultura descritos anteriormente, apds a sanitizacdo para
verificar se o tratamento aplicado promoveu remocao ou inativacdo das células de
Salmonella.

Para neutralizar o0s agentes sanitizantes foram utilizados: solugdo de
tiossulfato de sodio 0,05 M esterilizada (Isofar®) para neutralizar a solucdo de
dicloroisocianurato de sédio; para neutralizar a acdo do detergente a base de
tensoativos Nitrol e nanoparticulas de prata foi utilizada uma solugdo esterilizada a
3% de Tween 80 e para solugdo de &cido latico 1 % foi utilizada solucgdo esterilizada
contendo 10 mL de fosfato de potassio monobasico (Isofar®), 34 g de hidroxido de
sodio (Vetec, Brasil) com pH ajustado para 7,2, 30 ml Tween 80 e 5 g tiossulfato de
sodio pentahidratado (Isofar®). Apos a coleta das amostras das solugdes sanitizantes,
estas foram diluidas na respectiva solucdo neutralizante durante 1 min e, em seguida,

procedeu-se as diluicbes e plaqueamentos em agar Hektoen (Himedia®).

2.6.5. Preparo dos cortes para observacfes microscopicas

O preparo dos tomates cereja foi realizado segundo item 2.6.1. Apés a
lavagem dos tomates cereja, foi retirada assepticamente a camada mais externa do
tomate e feitos os cortes de 1,0 cm por 1,0 cm com auxilio de bisturi esterilizado. Os
cortes foram dispostos em placas de Petri contendo agua esterilizada para lavagem e
remocao de residuos do tecido vegetal.

Células de Salmonella foram cultivadas em caldo BHI por 16 h a 37 °C ateé
atingir 10®° a 10° UFC-mL™. Ap6s esta etapa, cortes de tomate cereja foram

distribuidos em dois erlenmeyers contendo 100 mL de agua peptonada 0,1%
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esterilizada e adicionados de 1 mL do in6culo. Os cortes foram mantidos por 60 min
a 25 °C em contato com a suspensdo do inéculo. Apds esse periodo, os cortes foram
transferidos para placas de Petri esterilizadas e mantidos por 24 h a 25 °C.

Os cortes (n=10) foram distribuidos em sacos plasticos esterilizados com 100
mL de agua destilada esterilizada por 1 min, para remogdo de células plancténicas e,
em seguida, foram submetidos aos tratamentos de sanitizacdo descritos no item 2.6.
Apds os tratamentos de sanitizacdo, os cortes foram submetidos as etapas de preparo
para microscopia. As analises foram feitas no Nucleo de Microscopia e Microanalise

da Universidade Federal de Vigosa.
2.6.6. Microscopia eletrénica de varredura

A microscopia foi realizada com o objetivo avaliar visualmente a superficie
do tomate e o efeito de remocdo dos sanitizantes sobre as células aderidas a
superficie do tomate cereja.

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

Cambridge, Inglaterra) e registro das imagens.
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2.6.7. Microscopia eletronica de transmissédo (MET)

Vinte mililitros de amostras de Salmonella sem tratamento e submetidas aos
tratamentos de sanitizacdo foram centrifugados (5000 g, 25 min a 4 °C) e, em
seguida, foram lavadas duas vezes em tampdo KH,PO, pH 7,0. As células nédo
tratadas foram consideradas como controle. Foram depositados 50 pL das
suspensdes bacterianas sobre suporte de grade de cobre e deixadas por 24 ha 25 °C
para secagem. Em seguida, as grades de cobre foram levadas ao microscopio
eletronico de transmissdo Zeiss EM109, com voltagem de 80 kv e resolucdo tedrica

de 2 nm.

2.6.8. Avaliacdo da presenca de residuos de prata na superficie de tomate cereja

por espectroscopia de energia dispersiva de raios X

A espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X tem como objetivo
avaliar composicdo quimica, caracterizacdo e distribuicdo espacial de elementos
quimicos. Desta forma, cortes de 1 cm x 1 cm foram removidos da superficie de
tomates cereja ndo tratados e tratados com nanoparticulas de prata. Estes cortes
foram submetidos as etapas de preparo de amostras para microscopia eletrénica de
varredura descritas no item 2.6.6. Para esta analise, ap0s a secagem ao ponto critico,
as amostras foram dispostas em evaporador de carbono Quorum Q150 T (Polaron,
Quorum Technologies, Reino Unido) e em seguida foram observadas ao
microscopio eletrénico de varredura (modelo LEO 1430 VP Zeiss, Cambridge,
Inglaterra). As imagens obtidas foram submetidas a espectroscopia de Energia
Dispersiva de Raios para obtencdo dos espectros e mapeamento da distribuicdo da

prata na superficie dos tomates cereja.

2.6.9. Avaliacdo da alteracdo do tamanho das nanoparticulas de prata apds uso
em associagcdo com ultrassom por medida do raio hidrodindmico e microscopia

eletronica de transmissao

Para avaliacdo do tamanho das nanoparticulas de prata, estas foram
preparadas como descrito no item 2.4.1. e , em seguida, foram submetidas ao

tratamento em ultrassom por 5 min.
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O didmetro das particulas em suspenséo foi medido por espalhamento de luz
dindmico (Nanophox, Sympatec). O tamanho foi determinado em uma intensidade de
laser de 50 %. Foram pipetados 400 pL da amostra para cada anélise. Cada tamanho
médio de particula da suspensédo foi determinado por experimentos que consistiram
de trés medidas simples com um tempo de medicdo de 300 s. Dessa forma, foi
avaliada a alteracdo do tamanho das nanoparticulas antes e ap6s a utilizacdo
combinada ao ultrassom.

Para microscopia eletrénica de transmissdo foram depositados 50uL das
nanoparticulas tratadas com ultrassom sobre suporte de grade de cobre e deixadas
por 24 horas a 25 °C para secagem. Em seguida, as grades de cobre foram levadas
ao microscopio eletrdnico de transmissdo Zeiss EM109, com voltagem de 80 kv e
resolucdo teorica de 2 nm. As nanoparticulas ndo tratadas foram consideradas como

controle.

2.7. Andlises estatisticas

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado,
sendo 8 tratamentos (dicloroisocianurato de sédio a 200 mg-L™, detergente a base de
tensoativos, 4cido latico 1%, nanoparticulas de prata 6 mg-L™, ultrassom 40 kHz, e
ultrassom associado ao detergente a base de tensoativos, ultrassom associado a acido
latico 1%, e ultrassom associado a nanoparticulas de prata 6 mg-L™) mais 2
tratamentos controle (ndo sanitizado e sanitizado com &gua esterilizada), sendo
realizado para cada tratamento cinco repeti¢ces. A unidade experimental submetida a
cada tratamento consistiu de 200 g de tomate cereja.

Os valores de rugosidade e hidrofobicidade das superficies e pH e tensédo
interfacial dos sanitizantes, foram obtidos a partir de cinco replicatas e em trés
repeticdes. Em seguida, foram calculadas as médias e desvio padréo dessas medidas.

Os dados foram analisados com auxilio do software SAS, versdo 9.1
(Statistical Analysis — SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) submetidos a analise de
variancia (ANOVA) e as meédias dos logaritmos do nimero de unidades formadoras
de coldnia por grama (log UFC-g ) dos tratamentos foram comparadas pelo teste de

Duncan a 5 % de probabilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Avaliacdo da microbiota natural de tomate cereja

Os resultados das analises microbioldgicas das amostras de tomates utilizadas
no experimento estdo apresentados na Tabela 2. A Resolugdo n° 12 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL,
2001), nao prevé limites para a contagem de mesofilos aerdbios para hortalicas
frescas in natura. No entanto, elevadas contagens de bactérias podem indicar
condigdes higiénico-sanitarias insatisfatorias durante a cadeia produtiva, como
também dos potenciais riscos para a salde do consumidor. H& indicacbes que
alimentos com populacdes acima de 6,0 log UFC-g™ podem apresentar alteracées
sensoriais, riscos de deteriorac@es, intoxicacOes e infeccdes, além da perda do valor
nutricional, tornando-se, portanto, impréprio para o consumo humano (PRADO et
al., 2008).

Tabela 2 — Média das contagens de micro-organismos (log de UFC-g™*)" encontrados

em tomate cerejas.

Micro-organismo Log UFC-g™ + Desvio
Padréo
Mesofilos aerdbios 4,06 1,02
Fungos filamentosos e leveduras 4,30 £ 0,76
Bactérias laticas 3,41 +0,89
Pseudomonas sp. 2,78 £1,25
Psicrotroficos aerébios 4,28 + 0,48
Coliformes a 35 °C 2,99 + 0,92
Escherichia coli <2
Salmonella spp. Auséncia/ 25 g

*meédia das contagens obfidas a partir da analise de 10 amostras de tomate cereja adquiridas em COMercio varejista
local.

As amostras avaliadas apresentaram contagem de fungos filamentosos e
leveduras acima de 4 log UFC-g™. Apesar da legislacio n&o indicar limite para estes

micro-organismos em hortalicas, Ferreira et al. (2002) estabeleceram contagem
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inferior a 4 log UFC-g™ para garantir a protecdo & satde do consumidor, pois em
contagens superiores pode haver produgéo de micotoxinas.

Né&o foi constatada a presenca de Salmonella sp. nas amostras de tomate cereja.
Desta forma, o tomate cereja avaliado estava adequado quanto aos padrbes
estabelecidos pela Resolucdo 12/2001 que prevé auséncia deste patégeno em 25 g de

amostra.
3.2. Caracterizacgdo da superficie do tomate cereja
3.2.1. Rugosidade da superficie

Na Tabela 3 estdo apresentados os valores médios referentes aos parametros
Rugosidade Média (Ra) e Rugosidade Quadratica (Rq).

Tabela 3: Parametros de rugosidade das superficies de tomate cereja medidos por

perfildometro.

Parametros Tomate cereja (um)

Médias * desvio padréo

Rugosidade Média (Ra) 2,66 + 0,69
Rugosidade Quadratica Média (RQ) 3,38+ 0,94

Ao observar a Figura 1 verifica-se que a superficie irregular do tomate cereja
e, € constituida de fendas e protuberancias. Quirynen e Bollen (1995) afirmaram que
as irregularidades da superficie contribuem para um aumento da area superficial
disponivel para a adesdo. Portanto, caracteristicas inerentes a morfologia da
superficie estudada podem influenciar a adesdo de micro-organismos.

A rugosidade é um dos fatores relacionados a adesdo de uma célula
microbiana a uma superficie solida (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004). O
aumento no valor de Ra da superficie provoca maior retengdo de micro-organismos
nesta superficie (WHITEHEAD et al. 2004). Depressdes e elevaces na superficie
tornam-se local para a colonizacdo bacteriana e podem proteger as bactérias de
forcas de cisalhamento. No entanto, o acumulo nestas depressdes depende da

dimensdo da celula, tamanho e estagio do ciclo celular da bactéria. Estudos
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realizados por Wang et al (2009) mostraram que h& uma correlacdo linear positiva
entre Ra e a taxa de adesdo E. coli O157:H7 em superficies de 4 tipos de frutas.

10pm EHT =20.00 kv WD= 16mm  Date :26 Oct 2012
Mag= 1.00KX Signal A=SE1  Time :16:32:38

Figura 1 - Fotomicrografia da superficie de tomate cereja observada por Microscopia

Eletronica de Varredura.

A microtopografia da superficie pode aumentar ou diminuir a associagdo da
bactéria a superficie. O aumento da adesdo associada a rugosidade da superficie €
atribuido & protecdo das células no interior das irregularidades da superficie,
permitindo que a adesédo irreversivel seja estabelecida com facilidade, sendo, por

isso, pontos preferenciais para a colonizagéo inicial (ARAUJO et al., 2010).

3.2.2. Hidrofobicidade qualitativa, energia livre de interacdo hidrofdbica e

energia livre de adeséo

Pela analise qualitativa, observando-se os valores dos angulos de contato
(Tabela 4) verificou-se que as superficies de tomate cereja foram consideradas
hidrofébicas, pois apresentaram angulo de contato com a agua superior a 65°. S.
enterica Enteritidis foi considerada hidrofilica, por apresentar angulo de contato com
a agua inferior a 65°. Este resultado esta em conformidade com os de Oliveira et al.
(2006) que verificaram que cinco estirpes de S. enterica Enteritidis apresentaram
valores de angulo de contato com a agua entre 9,7 e 14° e portanto foram
classificadas como hidrofilicas. Esse resultado estd em conformidade com o
encontrado nesse experimento, em que apesar do angulo de contato formado entre S.
enterica Enteritidis e a agua ter sido superior aos verificados por esses autores, tal

valor também indica que esse patdgeno ¢ hidrofilico.
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Tabela 4: Valores médios dos angulos de contato (0) determinados a temperatura
ambiente sobre as superficies de tomate cereja e de Salmonella enterica Enteritidis
ATCC 13076, com agua (0,,), formamida (8¢) e a-bromonaftaleno (0g).

Angulo de contato (°)

Superficies 0w OF 0s
Tomate Cereja 69,33 68,06 48,59
S. Enteritidis 15,98 22,64 52,47

Pela andlise quantitativa da hidrofobicidade, a superficie de S. Enteritidis foi
considerada hidrofilica, enquanto a de tomate cereja foi considerada hidrofébica
(Tabela 5). De acordo com van Oss e Giese (1995), quando o valor de AGgs © é
negativo, a superficie € considerada hidrofobica, e ao contrario, a superficie é
considerada hidrofilica. Estes resultados corroboram com os obtidos na anélise

qualitativa da hidrofobicidade.

Tabela 5: Valores médios de AG "WV, AG B e AG %

Amostra AG ™ (mJ-m?) AG™® (MmI-m?  AG™ ¥ (mI-m?)
Tomate cereja -1,501 -57,978 -59,299
S. Enteritidis -0,958 31,428 30,470

Os micro-organismos podem apresentar caracteristicas hidrofobicas ou
hidrofilicas. Essa variacdo é decorrente da interacdo dos grupos apolares e polares
presentes na parede microbiana (BOTERO et al., 2008). A caracterizacdo
termodinamica da superficie bacteriana é um reflexo das caracteristicas fisico-
quimicas da superficie, que sdo definidas por componentes macromoleculares, como
lipopolissacarideos, proteinas e exopolimeros, que variam em quantidade com as
condigdes de crescimento e de estirpe para estirpe (STREVETT e CHEN, 2003).

A hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana séo forcas fisico-
quimicas envolvidas na aderéncia de micro-organismos as superficies solidas. As
propriedades fisico-quimicas da superficie podem exercer uma forte influéncia sobre
a adesdo dos micro-organismos, 0s quais aderem mais facilmente as superficies

hidrofébicas do que as hidrofilicas. Acredita-se que interacBes hidrofobicas
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apresentam papel relevante na adesdo de micro-organismos, tanto em superficies
inertes para processamento de alimentos, quanto em superficies de alimentos, como a
carne (FIGUEIREDO, 2000).

O valor de AGuuesso foi igual a 0,8386 mJ-m® De acordo com a teoria
termodindmica, a adesdo é favorecida se a variagdo da energia livre por unidade de
area da superficie for negativa, o que significa que a adesdo espontanea é
acompanhada por uma diminuicdo da energia livre do sistema, como previsto pela
Segunda Lei da Termodindmica. Dessa forma, o processo de adesdo de S. enterica
Enteritidis foi, teoricamente, termodinamicamente desfavoravel na superficie de
tomate cereja.

E sabido que em solucio aquosa, a adesdo pode ser favoravel entre
superficies hidrofobicas, uma vez que a camada de &gua que reveste as duas
superficies é removida. Entretanto, pode ocorrer adesdo entre superficie hidrofébica
e outra hidrofilica ou entre duas superficies hidrofilicas (VAN OSS, 1997). A
rugosidade pode contribuir mais para a adesdo do que a hidrofobicidade da superficie
do tomate, pois a aderéncia pode ser facilitada pela area de contato aumentada entre
0s micro-organismos e a superficie (LIMA et al., 2013).

Apesar de que pesquisas sobre a adesdo na superficie de hortalicas e frutas
serem escassas, sabe-se que a secrecdo de mucilagem, que contém aculcar e proteinas,
favorece também o crescimento de bactérias nas superficies vegetais (BRANDL e
AMUNDSON, 2008).

3.3. Avaliacado da tensdo interfacial e pH dos sanitizantes

Na Tabela 6 estdo apresentados os valores médios da tensdo interfacial dos
sanitizantes utilizados na etapa de sanitizacao de tomate cereja.

Os menores valores de tensdo superficial foram observados na solugdo com
detergente a base de tensoativos e com nanoparticulas de prata. Sabe-se que ambos
sdo compostos por agentes surfactantes e, deste modo, podem reduzir a tenséo
interfacial de um liquido. Além disso, eles podem atuar como agentes molhantes,
emulsionantes, agentes de formagédo de espuma e dispersantes. Tensoativos contém
tanto um grupo hidrofilico e um grupo hidrofobico, o qual interage com a substancia
com que estdo misturados com o fim de alterar as propriedades de superficie da agua,

quer na interface de agua e ar ou na interface a4gua e sélido. Devido a estas

58



propriedades, surfactantes/detergentes podem faciliar a remocdo de patégenos da
superficie de produtos frescos, como o tomate cereja.

Tabela 6 - Tensdo interfacial (mJ-m) dos sanitizantes utilizados no experimento.

Sanitizante Meédia £ Desvio Padrao
Agua destilada 70,86% +0,84
DCS 200 mg-L™ 69,66° + 0,60
AL 1% 59,85° + 1,25
DET 26,07°+ 0,75
NP 6 mg-L* 39,397 + 0,51

Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna nédo diferiram entre si, ao nivel
de 5% de probabilidade.

O valor de pH dos sanitizantes utilizados esta disposto na Tabela 7.

Tabela 7 — Valor de pH dos sanitizantes utilizados no experimento.

Sanitizante Média + Desvio Padrao
Agua destilada 6,51% + 0,22
DCS 200 mg-L™ 6,11°+ 0,01
AL1% 2,62°+0,01
DET 10,11+ 0,08
NP 6 mg-L™ 8,16° + 0,04

Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna néo diferiram entre si, ao nivel
de 5% de probabilidade.

A solucdo de AL 1 % apresentou o menor valor de pH dentre os sanitizantes
avaliados. Além da importancia da escolha do sanitizante mais apropriado para
determinado alimento, o controle do pH na solucdo de sanitizacdo € fundamental
para a eficiéncia da operacdo (LUND et al., 2005).
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3.4. Avaliacao do efeito dos tratamentos sanitizantes em S. enterica Enteritidis
ATCC 13076

O nuamero inicial de células de Salmonella aderidas aos tomates cereja foi
igual a 6,50 log UFC-g™. A adesdo de micro-organismos & superficie de frutas e
hortalicas evidencia a possibilidade de multiplicagdo microbiano durante a
estocagem e ainda, sugere a chance de que células do patdgeno permanecam em
sitios protegidos na superficie vegetal ou em biofilmes pré-existentes.

Todos os tratamentos, exceto com o detergente a base de tensoativos,
promoveram reducdo de mais de um ciclo logaritimico (Tabela 8) de S. Enteritidis.

Tensoativos que consistem em moléculas anfipaticas podem reduzir a tenséo
interfacial. Com base na mesma teoria, 0s agentes tensoativos podem causar uma
diminuicdo de interagBes hidrofobicas que estdo envolvidas na fixacdo bacteriana
(SAGONG et al., 2013). Diversos estudos tém sido feitos para avaliar a eficiéncia
dos detergentes na remocdo de patdgenos de frutas e hortalicas (HASSAN e
FRANK, 2003; RAIDEN et al., 2003; KESKINEN E ANNOUS, 2011). O uso de
Tween 85 foi capaz de remover mais E. coli O157: H7 da superficie de alface do que
a 4gua usada isoladamente, com uma diferenca de 0,48 log UFC-cm? entre os dois
tratamentos (HASSAN e FRANK, 2003). Por outro lado, Keskinen e Annous (2011)
avaliaram a adicdo de detergentes a tratamentos de sanitizacdo e ndo observaram
alteracdo da eficiéncia de cloro, solucdo de dioxido de cloro, ou de dgua deionizada
ao tratar alfaces Romaine. Resultado semelhante foi obtido por Raiden et al. (2003),
que também mostraram que detergentes ndo melhoraram a remocdo de células
bacterianas de produtos frescos.

Segundo Kesken e Annous (2011), a adicdo de surfactantes a solugéo
sanitizante nao foi capaz de auxiliar na penetracdo do biofilme, a fim de inativar as
células bacterianas. Sagong et al. (2013) verificaram que o0 uso de agente fisico
combinado ao uso do detergente/surfactante pode contribuir para remocgdo das
células bacterianas aderidas a superficie. No presente estudo, a combinacdo de
ultrassom e detergente promoveu maior reducéo de celulas de S. Enteritidis aderidas
a superficie de tomate cereja do que o uso isolado da solucdo detergente. O
ultrassom, devido ao fenébmeno de cavitagéo libera energia mecénica de forma a
faciliar o contato dos agentes detergentes com a superficie que sera higienizada.

Além disso, o tempo de tratamento igual a 5 min pode revelar-se benéfico para
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permitir contato e acesso as células aderidas e inativa-las.

Tabela 8 — Efeito dos tratamentos de sanitizacdo a 7 °C durante 5 min na reducdo da

populacédo de Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076 em tomates cereja.

Reducéo
Tratamento Log UFC-g*" 100 .
UFC.g
N&o sanitizado 6,50% £ 0,36 -

Agua destilada esterilizada 6,11+ 0,24 0,39
DCS 200 mg-L™ 4,95° + 0,28 1,54
DET 5,62° £ 0,14 0,88
AL 1% 4,78°+ 0,38 1,72
NP 6 mg-L 4,20 + 0,31 2,29
US 40 kHz 5,05 + 0,37 1,45
US 40 kHz + DET 4,90°+0,21 1,60
US 40 kHz + AL 1% 4,13+ 0,14 2,37
US 40 kHz + NP 6 mg-L'l 4,69°+0,12 1,80

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

N&do houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores médios de
reducdo log UFC-g™* apés os tratamentos com DCS 200 mg-L™, AL 1 %, US 40 kHz,
US 40 kHz associado com NP 6 mg-L™ e de ultrassom associado com detergente a
base de tensoativos. Isto mostra que 0s tratamentos propostos para sanitizacdo de
tomate cereja podem ser aplicados em substituicdo aos compostos clorados. Sabe-se
que ha preocupacdo quanto ao uso destes agentes quimicos devido a possibilidade de
reacdo com a matéria orgdnica o que resulta em concentragdes elevadas de
trihalometanos e outros subprodutos da desinfeccdo que sdo toxicos (RAHMAN et
al., 2011; SAO JOSE e VANETTI, 2012) e também em raz&o do insucesso no
controle de bactérias patogénicas (SAGONG et al., 2011). Alem disso, alguns
sanitizantes, como compostos clorados, ndo sdo permitidos no processamento de
alimentos organicos e ha um interesse crescente por parte dos consumidores em

consumir alimentos com reducéo de aditivos quimicos (SAGONG et al., 2011).
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O tratamento com 4&cido latico 1 % mostrou-se efetivo para remocdo da
contaminacdo de S. enterica Enteritidis sendo sua reducdo de 1,72 log UFC-g™* maior
que o resultado obtido por Sagong et al.(2011) que ao usar a mesma concentracéo de
4cido latico e 0o mesmo tempo de sanitizagdo reduziu 1,39 log UFC-g™ de S.
Typhimurium em alface. O 4&cido latico € um composto natural que é GRAS
(geralmente reconhecido como seguro) e tem potencial para aplicagdo na sanitizagdo
de frutas e hortalicas (HUANG e CHEN, 2011). Este acido organico tem importante
efeito inibitorio em bactérias gram-negativas, sendo sua atividade antimicrobiana
relacionada principalmente a processos de estresse oxidativo, rompimento de
membrana e acimulo de &nions toxicos no interior da celula (TAJKARIMI e
IBRAHIM, 2011). O mecanismo antimicrobiano pelo qual os acidos organicos agem
esta relacionado a reducdo do pH do ambiente, a alteracdo do equilibrio do sistema
de transporte da membrana da célula e permeabilidade, acumulo de ions e reducdo
do pH interno pela dissociagdo de ions hidrogénio (ALAKOMI et al, 2000;
IBRAHIM et al., 2008; SAGONG et al., 2011; HUANG e CHEN, 2011; NEAL et
al., 2012).

Ao aplicar &cidos orgénicos de forma isolada em diferentes concentracdes,
Sagong et al. (2011) observaram que os acidos organicos avaliados, incluindo o
acido latico, produziram reducdes consideraveis na populacdo de E. coli O157:H7, S.
Typhimurium, L. monocytogenes em alface.

Neal et al. (2012) aplicaram &cido latico 2 % por 30 s a 55 °C em folhas de
espinafre por meio de pulverizacdo e observaram reducdo da contagem de
Salmonella em 2,3 log UFC-g™. A aplicacéo de acido latico nas concentracBes entre
0,3 % e 4 % mostrou-se eficiente na reducdo in vitro de Y. enterocolitica (VIRTO et
al., 2005). Akbas e Olmez (2007) obtiveram reducdes em torno de 2 log UFC-g™* e
1,5 log UFC-g™ para a E. coli e L. monocytogenes, respectivamente, apés tratamento
de alface minimamente processado por imersdo em 0,5 % de acido latico. Velazquez
et al. (2009), apesar de utilizarem &cido latico 0,2 %, para evitar alteragbes da
aparéncia, cheiro ou odor das hortalicas, esta concentra¢do ocasionou 5,08 reducées
log UFC-g* de Y. enterocolitica em tomates. Em contraste, acido latico a 1 %
provocou reducdo igual a 1,71 log UFC-g™ para E. coli O157: H7 em alface. Estes
dados indicam que ha variacdo no efeito do tratamento aplicado de acordo com o
micro-organismo inoculado, tipo de hortalica sanitizada e tempo decorrido apds a

sanitizacdo até o consumo.
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A combinacéo de ultrassom e &cido latico 1 % promoveu 2,37 log UFC-g™* de
reducdo dentre os tratamentos avaliados. A reducdo provocada por este tratamento
corroborou com resultados obtidos por Sagong et al. (2011) que ao sanitizar alface
contaminada com S. Typhimurium com ultrassom associado a &cido latico 1 % por 5
min constataram reducdo de 2,33 log UFC- g*. Apesar de ter sido observado
aumento do efeito na sanitizacdo utilizando &cido latico e ultrassom, ndo foi
observado efeito sinergistico.

Diversos trabalhos na literatura (GOGATE e KABADI, 2009; SAGONG et
al.,2011; SAO JOSE e VANETTI, 2012) indicam que o ultrassom pode auxiliar os
sanitizantes a penetrar em locais antes considerados inacessiveis (camadas
hidrofobicas, dobras e ranhuras em superficies de folhas, frutas e hortaligas) e assim
contribuir para aumenta da eficiéncia da solucdo de sanitizacdo. A pressdo intensa
gerada durante a utilizacdo de ultrassom pode contribuir para a penetracdo dos
oxidantes quimicos através da membrana celular e do processo de cavitacdo pode
auxiliar a desagregacdo dos micro-organismos, que culmina com uma maior
eficiéncia do tratamento de sanitizagéo.

Sagong et al. (2011) observaram que o tratamento ultrassom combinado a
4cidos organicos durante 5 min provocou reducéo adicional de 0,8-1,0 log UFC-g™
de E. coli O157:H7, Salmonella Typhimurium, e L. monocytogenes em comparacao
com o tratamento com acido organico por si s6. Ainda de acordo com estes autores, a
reducdo promovida pela aplicacdo do ultrassom, entre 5 e 10 min de tratamento nédo
foram significativamente diferentes o que sugeriu que a reducdo da contagem
provocada pelo ultrassom ocorreu principalmente durante primeiros 5 min e nao
aumentou significativamente mesmo ap6s 10 min de tratamento.

O tempo reduzido para sanitizagdo € essencial na linha de processamento
minimo de frutas e hortalicas. Tratamentos com ultrassom em periodo maior que 30
min podem afetar a aparéncia geral e textura, assim, este tratamento precisa ser
adequado como uma pratica efetiva de alimentos a curto tempo de processamento
para inativacdo e remocdo de agentes patogénicos em combinagdo com outros
métodos de controle, tais como calor, pressdo e solucdes sanitizantes (RASO et al.,.
1998; SAGONG et al., 2011).

A aplicagéo do ultrassom isolado n&o diferiu estatisticamente dos tratamentos
com acido latico 1 %, ultrassom associado ao detergente, ultrassom associado as

nanoparticulas de prata e ao dicloroisocianurato de sodio. Este resultado €
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interessante no sentido que a aplicacdo somente de ultrassom, nas condicGes
experimentais estabelecidas, promoveu redugdo da contagem de S. Enteritidis sem
ser necessaria a adicdo de algum agente quimico ao processo de sanitizacdo. Este
fato tem atraido atencdo para aplicacdo desta tecnologia, considerada como
tecnologia verde, por possuir papel na sustentabilidade do meio ambiente e por ndo
provocar danos (CHEMAT et al., 2011).

Sagong et al. (2011) obtiveram reducdes de 1,8-1,9 log UFC-g* das
contagens de E. coli O157: H7, S. Typhimurium e L. monocytogenes em alface
organica apos tratamento com ultrassom durante 60 min. Este resultado indicou que
0 tratamento com ultrassom sozinho pode ndo ser adequado para utilizagdo na
industria de alimentos devido ao baixo efeito e necessidade de longo periodo de
tratamento para provocar maior remocdao/inativacdo de micro-organismos. Sengul et
al.(2011) também sugere que o ultrassom tem potencial para ser usado para o
inativacdo de bactérias, mas por si sO, ndo é eficaz para inativar micro-organismos
em alimentos a temperatura ambiente ou a temperaturas subletais. Varios estudos
como o Seymour et al. (2002) relataram que a reducdo da contagem de S.
Typhimurium em alface foi de 2,7 log UFC-g™ apds o tratamento combinado e
ultrassom de 100 mg -L ™ de agua clorada, o que ocasionou uma reducéo adicional de
um ciclo logaritmico em comparacdo com o tratamento de ultrassom ou agua clorada
sozinho por 10 minutos. Sdo José e Vanetti (2012) observaram que o tratamento
combinado entre ultrassom 40 kHz e é4cido peracético 40 mg-L™, por 10 min,
promoveu remogdo 4 log UFC-g™* de S. Typhimurium aderida a superficie de tomates
cereja.

Scouten and Beuchat (2002) observaram que a combinacédo de ultrassom com
Ca(OH), pode ser uma alternativa para descontaminacdo de brotos de alfafa
contaminados com Salmonella e E. coli 0157: H7. Magés tratadas com ultrassom 170
kHz combinado com diéxido de cloro 20 mg-L™ reduziu a populacdo de Salmonella
e E. coli 0157: H7 em até 4 log UFC-g™* (HUANG et al., 2006).

Zhou et al. (2009) observaram que o uso do ultrassom contribuiu para
reducéo adicional de 0,7 a 1,1 log UFC-g™ de E. coli O157: H7 em espinafre em
todos tratamentos, e superou o resultado obtido pelos sanitizantes aplicados sozinhos.
Tratamentos sequenciais como o aplicado por Ayyildiz et al. (2011) observaram que
a combinacdo sequencial de ultrassom e dioxido de cloro provocou reducdo de 3,2 -

3,5 log UFC-mL™ na contagem de E. coli e coliformes totais na agua de lavagem,
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enguanto a soma das reducdes produzidas pelos tratamentos individuais foi 1,4-1,9
log UFC-mL™ .

Nanoparticulas de prata e o acido latico combinado com o ultrassom,
apresentaram os melhores efeitos na sanitizacdo de tomate cereja, alcancando 2,29 e
2,37 log UFC- g, respectivamente.

As nanoparticulas de prata possuem diferentes aplicagdes como catalise em
reacOes quimicas e inativacdo microbiana (CHOI et al., 2008). Devido suas
propriedades antimicrobianas eficazes, as nanoparticulas de prata tornaram-se um
dos nanomateriais mais comumente usados (MAYNARD et al.,, 2006). O efeito
inibitério de Ag” pode estar relacionado a sua adsorgdo a parede celular bacteriana
carregada negativamente, desativagdo de enzimas celulares, perturbando a
permeabilidade da membrana e, em ultima andlise, conduzindo a lise celular e morte
(SAMBHY et al, 2006).

A combinagdo ultrassom e nanoparticulas de prata ndo apresentou efeito
sinergistico e, de forma contraria aos demais sanitizantes aplicados em combinacéo
com o ultrassom, apresentou menor inativacdo do que somente nanoparticulas de
prata. Tiwari e Behari (2009) relataram que a aplicacdo do ultrassom garante a
entrada das nanoparticulas de prata na célula bacteriana, na qual ocorre inicialmente
a ligacdo com varios sitios na membrana e parede celular.

A menor inativacdo observada no tratamento ultrassom associado a
nanoparticulas de prata foi inesperado pois sabe-se que o ultrassom auxilia no
transporte de pequenas moléculas em solucdo pelo aumento da movimentacdo do
fluido. Este resultado pode ser explicado pela alteracdo de tamanho das
nanoparticulas de prata apos o tratamento combinado com ultrassom. A ligacdo das
particulas a bactérias depende da area de superficie disponivel para a interagdo. As
particulas menores com a maior area de superficie disponivel para interacdo
promovem maior efeito bactericida do que particulas de maior tamanho (PANACEK
et al., 2006).

A combinacdo nanoparticulas de prata e ultrassom 40 kHz provocou a
reducdo de 1,9 log UFC-g™, ou seja, aproximadamente 99 % da populacéo de S.
Enteritidis nas amostras de tomate cereja. Este resultado foi melhor ao observado por
Tiwari e Behari (2009) que ao tratar células de E. coli DH5 com 135 kHz durante 15
min em solucéo de nanoparticulas com 25 pg-mL™ verificaram 50 % da perda de

viabilidade e esta perda foi igual a 40 % quando as células foram tratadas com
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ultrassom a 35 kHz associado as nanoparticulas. Chamakura et al. (2011)
compararam o efeito bactericida de nanoparticulas de prata com sanitizantes
comumente utilizados e observaram que estas nanoparticulas tém efeito bactericida
mais lento e mecanismo de inativacdo que envolve varias etapas que incluem dano na
parede celular e na membrana citoplasmaética.

Gopal et al. (2010), ao sanitizar alface com &gua contendo 0,1 mg-L™* de
prata observou 50 % de reducdo na contagem de enterobactérias e considerou que
esta familia parece ser muito sensivel a prata mesmo em concentracdes baixas.

Apesar do efeito expressivo na inativacdo de micro-organismos presentes em
tomate cereja, segundo Gopal et al. (2010), regulamentacOes e aceitacdo do
consumidor sdo fatores criticos na aplicacdo potencial de novas tecnologias. Dessa
forma, é importante avaliacbes complementares que fornecam informacbes que
permitirdo a inclusdo segura destes novos tratamentos de sanitizacdo na linha de

processamento de inddstrias de frutas e hortalicas.

3.4.1. Avaliacédo do efeito dos tratamentos sanitizantes em S. enterica Enteritidis

ATCC 13076 presente na solucdo apo6s a sanitizagado

Nos tratamentos em que foi associado o ultrassom ao acido latico e ultrassom
as nanoparticulas de prata, foi verificada auséncia de S. enterica Enteritidis nas
solucBes apos a sanitizacdo. A inativacdo do patdgeno provavelmente foi causada
pela acdo dos agentes quimicos, pois observou-se que acdo do ultrassom promoveu
remocao das células aderidas ao tomate cereja.

Ao considerar a adesdo inicial igual 6,5 log UFC-g™ e a contagem de S.
enterica Enteritidis nas solucGes de sanitizagdo apds os diferentes tratamentos
(Tabela 9), observa-se que o tratamento de ultrassom promoveu remocao e
inativacdo da contaminacdo do patdgeno. Destaca-se a aplicacdo de agentes
quimicos, como &cido latico e nanoparticulas de prata que reduziram a populacdo de
contaminantes a niveis ndo detectaveis pela técnica empregada.

A avaliagdo da presenca de S. enterica Enteritidis nas solugdes sanitizantes
utilizadas visa averiguar a possiblidade de ocorréncia de contaminagao cruzada apos
a sanitizacdo em casos em que a agua de lavagem/sanitizacdo seja reutilizada no
processamento. Foram observadas contagens entre 5,06 a 6,48 log UFC-mL™ na

solucdo sanitizante contendo a dicloroisocianurato de sodio, detergente a base de
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tensoativos, ou submetido ao ultrassom e ultrassom combinado ao detergente (p >
0,05). Dessa forma, esses tratamentos tornam-se um risco para ocorréncia de

contaminacdo cruzada.

Tabela 9 - Populagéo de S. enterica Enteritidis recuperadas das solucgdes sanitizantes
apos os tratamentos por 5 mina 7 °C.

Contagem
Tratamento Log UFC-mL™"

DCS 200 mg-L'1 4,84b + 0,72

DET 6,48a + 0,51
AL1% Nd
NP 6 mg-L™ Nd

US 40 kHz 5,28b + 0,64

US 40 kHz + DET 5,06b + 0,49
US40kHz + AL 1% Nd
US 40 kHz + NP 6 mg-L™* Nd

* Médias + Desvio Padrdo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferiram entre si
(p>0,05). Nd = populagéo de S. enterica Enteritidis abaixo do limite de deteccdo da
técnica aplicada (1 UFC - mI™).

Devido a fatores econdmicos e ambientais, 0 recondicionamento e a
reciclagem de &gua tem sido uma pratica muito utilizada para a industria e é
atualmente recomendado por instituicdes governamentais (FDA, 2008). Assim, a
agua de lavagem também pode causar a contaminagdo cruzada dentro de um lote e
entre os lotes lavados sequencialmente. A utilizacdo eficiente de sanitizantes
quimicos durante a etapa de lavagem e sanitizacdo é um ponto critico para manter a
qualidade e seguranca de frutas e hortalicas frescas (TOMAS-CALLEJAS et al.,
2012). Deste modo, 0 uso de agentes sanitizantes pode reduzir a carga de micro-
organismos patogénicos presentes no tecido vegetal, mas a sua inativagcdo completa
ndo é possivel (ALLENDE et al., 2008).

A auséncia de S. enterica Enteritidis na solucdo de tratamento com
nanoparticulas de prata e acido latico indica que a solugdo de tratamento € eficaz na
inativacdo de micro-organismos e reduz os riscos de contaminagio cruzada. E de

grande importancia testar diferentes solugdes sanitizantes considerando a sua

67



capacidade para evitar a contaminacdo cruzada, em condi¢Bes similares aquelas
encontradas na industria (GONZALEZ et al., 2004). O controle da qualidade de agua
apos o processamento das frutas e hortalicas € importante para minimizar o risco de

contaminacdo cruzada e manter a qualidade de 4gua que sera destinada ao ambiente.

3.4.2. Avaliagéo do efeito dos tratamentos sanitizantes em S. enterica Enteritidis
ATCC 13076 por Microscopia Eletronica de Varredura

A Figura 2 ilustra a adesdo de S. enterica Enteritidis ATCC 13076 a
superficie de tomate cereja e o efeito da dgua na remocéo de células aderidas.

Figura 2 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis ATCC
13076 aderidas a superficie de tomate cereja observada por microscopia
eletronica de varredura: Nao sanitizado (A), apds sanitizacdo por imersao

em agua destilada esterilizada por 5 minutos (B).
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A adesdo observada nas imagens A das fotomicrografias evidencia a
capacidade de Salmonella tem capacidade de crescer e formar biofilmes na superficie
de tomate e este fato pode dificultar a acdo do sanitizante, pois o biofilme torna-se
uma barreira fisica ao agente quimico utilizado.

O mecanismo de adesdo microbiana ainda néo foi totalmente elucidado, mas
sugere-se que interagfes hidrofdbicas entre a camada da epiderme e 0s micro-
organismos facilitam a adesdo em cuticulas rompidas, estbmatos, lenticelas e
tricomas (BURNETT e BEUCHAT, 2001; SEYMOUR et al., 2002; SOLOM e
MATTHEWS, 2006; VELAZQUEZ et al., 2009). Embora as cuticulas de plantas
contenham ceras que dificultam a adesdo dos micro-organismos ao tecido vegetal e
protegem de estresses ambientais, alguns patdgenos em vegetais e em humanos
podem romper essa barreira (ARUSCAVAGE et al.,, 2006). A capacidade de
patdgenos aderirem fortemente a epiderme de folhas pode reduzir a eficiéncia dos
tratamentos de descontaminagdo e a inativagcdo microbiana completa ndo é possivel
(ANNOUS et al., 2005; ALLENDE et al., 2008). Pode ocorrer ainda a infiltracdo de
patdgenos no tecido de frutas e hortalicas durante o contato da superficie do produto
com células presentes na agua ou no solo (BURNETT et al., 2000; FRANZ et al.,
2007).

As imagens A, B e C, feitas por microscopia eletronica de varredura (Figura
3), confirmaram o efeito do ultrassom, &cido latico e ultrassom combinado ao acido
latico na remocdo de células aderidas a superficie, sugerindo estes tratamentos uma
alternativa na descontaminacdo de hortalicas. Os tratamentos de sanitizagdo durante
5 min mostraram-se tdo eficientes na remocdo de S. Enteritidis aderidas a superficie
de tomate cereja quanto ao obtido por Sdo José (2009) que tratou esta mesma
hortalica intencionalmente contaminada com S. Typhimurium com ultrassom
combinado associado ao &cido peracético por 10 min e o tratamento apenas com

ultrassom por 30 min.
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Figura 3 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis ATCC
13076 aderidas a superficie de tomate cereja observadas por microscopia
eletrbnica de varredura apos tratamento com: ultrassom 40 kHz por 5 min
(A), acido latico 1% por 5 min (B), ultrassom 40 kHz associado ao acido
latico 1% por 5 min (C).

Estes resultados contribuem para a confirmagdo de que a associagcdo do
ultrassom a agentes quimicos pode promover maior inativacdo de micro-organismos.
Huang et al. (2006) observaram que a eficiéncia do ultrassom 170 kHz na remocéao

de bactérias aderidas a macéds foi maior para Salmonella do que em E. coli O157:H7.
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Esses autores verificaram que a combinacdo de tratamentos quimicos e ultrassom
promoveu maior reducdo na populagdo contaminante de hortalicas e frutas. Gogate e
Kabadi (2009) tambeém concluiram que, quando o ultrassom é empregado associado
com agentes quimicos pode aumentar a eficiéncia de sanitizantes. S&o José e Vanetti
(2012) aplicaram acido peracético associado ao ultrassom durante 10 min e
verificaram reducdo de 3,88 log UFC-g™ de células de S. Typhimurium aderidas a
superficie de tomate cereja.

Na Figura 4 estdo apresentadas as fotomicrografias da superficie de tomate
cereja apoOs tratamentos de sanitizacdo com detergente a base de tensoativos,
ultrassom combinado a detergente a base de tensoativos, nanoparticulas de prata e
ultrassom combinado a nanoparticulas de prata. E possivel observar a presenca de
S. Enteritidis nas irregularidades da superficie do tomate cereja, o que confirma a
hipotese de que adesdo pode ser favorecida pela rugosidade da superficie do vegetal.
Nas imagens das superficies tratadas apenas com o detergente, observa-se a presenca
de células o que indica que este tratamento ndo favoreceu a remocdo das células
aderidas. Entretanto, a combinacdo deste agente quimico com ultrassom permitiu
maior remogdo das células. Provavelmente, a remogdo das células aderidas foi
decorrente da acdo do ultrassom.

Ao observar as imagens C e D na Figura 4 verifica-se a presenca de maior
nimero de células na superficie sanitizada com ultrassom combinado a
nanoparticulas de prata 6 mg-L™ o que confirma o resultados observados na
contagem em placa. A associa¢do das nanoparticulas de prata ao tratamento com
ultrassom pode ter provocado alteracGes estruturais nas nanoparticulas e que

culminaram em menor efeito antimicrobiano.
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Figura 4 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis ATCC
13076 aderidas a superficie de tomate cereja observadas por microscopia eletronica
de varredura apds tratamento com: detergente a base de tensoativos por 5 min (A),
ultrassom 40 kHz combinado ao detergente a base de tensoativos por 5 min (B),
nanoparticulas de prata 6 mg-L™* por 5 min (C) e ultrassom 40 kHz combinado a
nanoparticulas de prata 6 mg-L™ por 5 min (D).
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3.4.3. Avaliacdo das alteragdes na estrutura celular de S. enterica Enteriditis
ATCC 13076 por Microscopia Eletronica de Transmissao

As imagens feitas por microscopia eletronica de transmissao das células de S.
enterica Enteritidis ATCC 13076 mostraram mudangas em sua aparéncia externa
apos sanitizacdo por ultrassom 40 kHz associado ao acido latico 1 % e tratadas com
nanoparticulas de prata 6 mg -L*(Figura 5).

Pode se observar que celulas ndo tratadas apresentaram capsula e flagelos
integros, enquanto células tratadas com ultrassom associado ao &cido latico e tratadas
com nanoparticulas de prata apresentaram perda parcial ou total dessas estruturas. O
género Salmonella apresenta diversos fatores de viruléncia como a presenca de
capsula e fimbrias responsaveis pela fixacdo, flagelos que permitem a translocacéo,
producéo de enzimas e outros fatores que permitem a invasao celular e a producéo de
toxinas (OHL e MILLER, 2001). A presenca de capsula em células de Salmonella
pode estar associada com o aumento da infectividade e viruléncia (BHAN et al.,
2005). Vérias bactérias sdo capazes de se proteger de condi¢cdes ambientais, resposta
imune do hospedeiro e da fagocitose pela secrecdo de matriz de polissacaridica e
estes sdo geralmente classificados em trés categorias: o0s polisacarideos
extracelulares, que sdo apenas fracamente associados com a bactéria, polissacarideos
capsulares, os quais estdo mais fortemente ligados a superficie da bactéria, e
lipopolissacarideos, que formam a base do folheto exterior da membrana externa de
bactérias gram-negativas e estdo sempre ancorados a superficie celular através de
lipido A (SNYDER et al., 2006). Dessa forma, a desestruturacdo dessas estruturas
pela acdo de agentes de sanitizagdo, como ultrassom, contribui para diminui¢do da
viruléncia da bactéria. A danificacdo desses apéndices celulares pode dificultar a
permanéncia dessas células em superficies.

Apesar das bactérias gram-negativas apresentarem a membrana externa como
uma barreira a mais para prote¢do celular foi possivel observar uma desestabilizacéo
da membrana externa na célula de S. enterica Enteritidis. As alteracGes provocadas
na estrutura da celula bacteriana como o rompimento da membrana externa e
inicializacdo da formacéo de poros, podem favorecer a perda na permeabilidade da
membrana celular. Feliciano et al. (2012) relataram que quando a membrana externa
de bactéria gram-negativa esta danificada, a célula perde a capacidade de controlar a

permeabilidade. Este fato permite que compostos quimicos externos penetrem
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facilmente na parede celular e entrem em contato com a membrana citoplasmatica.
Consequentemente, resulta em extravasamento do contetdo celular (LIU et al., 2004;
TONG et al., 2005).

—um—

Figura 5 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis
ATCC 13076: A —sem tratamento, B- tratadas com ultrassom 40 kHz
combinado ao é&cido latico 1% por 5 min, C — tratadas com
nanopaticulas de prata 6 mg-L™, observadas por microscopia

eletrénica de transmisséao.



A membrana externa de bactérias gram-negativas pode atuar como uma
barreira e proteger a célula. No entanto, nas condi¢fes aplicados por Ananta et al.
(2005), foi observado que o ultrassom pode desestabilizar a membrana externa e
facilitar a penetracdo de compostos. Desta forma, é interessante associar ultrassom
com solucdes quimicas para facilitar a inativagdo de micro-organismos.

Na Figura 6 é possivel observar células de S. Enteritidis submetidas a acéo do
ultrassom. As células apresentam menor quantidade de cépsula e auséncia de
flagelos. Muitas pesquisas tém sido feitas para investigar como ocorre 0 mecanismo
de ruptura provocada pelo ultrassom, mas sabe-se que a cavitacao é o principal fator
envolvido. Os mecanismos envolvidos no rompimento celular sdo multifatoriais e
podem incluir forcas de cisalhnamento geradas durante o movimento de bolhas ou
subitas mudancas de temperatura e pressao causadas pelo colapso da bolha
(SALLEH-MACK e ROBERTS, 2007; ULUSQY et al, 2007).

HV [ Mag | E |
180000 kv |30000 x| ——500 nm—— |

Figura 6 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis
ATCC 13076: A- sem tratamento; B- tratadas com ultrassom 40 kHz

por 5 min.
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A inativacdo microbiana pelo ultrassom pode estar relacionada a danos na
parede celular e estruturas da parede celular, que é suportado pelo fato de que
algumas bactérias de determinadas espécies sao mais resistentes a cavitacdo do que
outras, sob mesmas condicdes de tratamento (ULUSOY et al., 2007). Além disso, o
afinamento das membranas das células em associac¢do ao aquecimento e producao de
radicais livres é essencial para a inativagdo. O efeito mecénico das ondas
ultrassénicas e aumento da concentracdo de peroxido de hidrogénio pode causar forte
oxidacdo das membranas lipidicas, com alteracdo da atividade enzimatica de
complexos proteicos responsaveis pela producdo de ATP e a manutencdo da
concentracdo do soluto no interior da célula bem como afetar o material genético
(Stanley et al., 2004). Cameron et al. (2008) avaliaram o efeito de ultrassom 20 kHz
sobre a sobrevivéncia de micro-organismos no leite UHT e observaram danos a
parede celular externa e as membranas celulares internas.

Na Figura 7, podem ser observadas as fotomicrografias de célula ndo tratadas
e tratadas com é&cido latico 1 % por 5 min. Verifica-se perda do flagelo e parte da

capsula gue envolve a célula bacteriana.

i
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Figura 7 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis
ATCC 13076: A- sem tratamento; B- tratadas com acido latico 1%

por 5 min.

Feliciano et al. (2012) observaram em células de E. coli apds sanitizacdo com
acido organico alteracdes visiveis caracterizadas pela aparéncia de separacdo do
citoplasma e mencionaram que o &cido organico utilizado foi capaz de sequestrar

fons como Ca* e Mg* e formando complexos estaveis. Ao quelar fons da
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membrana externa da bactéria gram-negativa hd desestabilizacdo e alteracdo da
permeabilidade celular.

Pode ser observado na Figura 8, que as células tratadas com ultrassom
associado ao acido latico apresentaram pequenas bolhas ao redor da célula bacteriana
que indica, possivelmente, o rompimento da cépsula e inicio de ruptura da membrana
indicado pela seta. As células tratadas com nanoparticulas de prata apresentam
desestruturacdo da capsula e podem ser observados pontos redondos de coloracédo

preta que sugerem a presenca de nanoparticulas (indicado pela seta) ao redor da

célula e na superficie celular.

WA ' | o] - m—— ——]
Figura 8 - Fotomicrografias de células de Salmonella enterica Enteritidis
ATCC 13076 tratadas com A - ultrassom 40 kHz combinado ao

acido latico; B- com nanoparticulas de prata; por 5 min, observadas

por microscopia eletronica de transmissao.
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O efeito de nanoparticulas de prata em células microbianas pode ser
diferenciado de acordo com o tamanho das particulas. Aquelas pequenas sdo mais
ativas que as particulas maiores (PAL et al., 2007). Dror-Ehre et al. (2009) sugeriram
que o efeito da inativacdo de bactérias por nanoparticulas esta associada a coliséo e
eficiéncias de fixacdo entre duas particulas de diferentes tamanhos que estdo no
intervalo de tamanho nanométrico e biocoldides (células bacterianas), que estdo no

intervalo de tamanho micrométrico.

3.4.4. Avaliacdo da presenca de residuos de prata na superficie de tomate cereja
apos a sanitizacao por Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raio X

Na Figura 9 esté apresentado o espectro da superficie de tomate cereja apds a

sanitizacdo com nanoparticulas de prata.

jCursor=5215keV 3cnt ID=Lalb6 Balb5 Ndla2 Ndlal
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Figura 9 — Espectro de superficie de tomate cereja tratada com nanoparticulas de

prata 6 mg-L™.
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Na superficie de tomate cereja tratada com nanoparticulas de prata 6 mg-L™
observou-se presenca de prata com percentual, entre os componentes analisados, que
variou de 4,73 — 5,04 %. O aumento das aplicacGes de nanoparticulas ocasionou a
preocupacdo com 0s riscos a saude e ao meio ambiente devido a exposicdo e 0 uso
destas (PALAVICINI et al., 2010). Dessa forma, qualquer aplicagéo e, ou tratamento
que utilize nanoparticulas de prata, por exemplo, devem ser avaliados com intuito de
verificar e quantificar a presenca de residuos.

N&o ha relatos da aplicacdo de nanoparticulas de prata em frutas e hortalicas.
Entretanto, a aplicacdo de agentes quimicos em nanoescala deve ser investigada e
entendida para evitar risco aos seres humanos e ao ambiente (ZHANG et al.,2012).

A presenca de prata em alface sanitizadas com solugdes cuja composicao
continha diferentes proporc¢des de prata e peroxido de hidrogénio foi investigada por
Gopal et al. (2010) e observaram que a maior absorcao de ions de prata pela alface
foi 0,13 mg-L™ quando se utilizou a proporcdo 0,05:0,04 mg-L™. No entanto, a
lavagem das amostras com concentra¢fes maiores de prata: peroxido de hidrogénio
(5:0,4 mg-L™) mostrou menor absorcéo de prata (0,042 mg-L™) de acordo com as
determinacOes do metal pela espectroscopia de absor¢édo atdmica.

A presenca de residuos de prata foi avaliada por Zhang et al. (2012) por meio
de imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo e constataram que as
nanoparticulas de prata penetraram através da pelicula externa da péra por meio de
aberturas do tecido. Foi observado que as nanoparticulas de prata estavam
firmemente ligadas aos tecidos devido a elevada area superficial. O resultado de
Zhang et al. (2012) indica que nanoparticulas de prata podem internalizar no tecido
vegetal por meio da interacdo com substancias macromoleculares, tais como o
polissacarideos ou de pectina da polpa de frutas, e permamecem firmemente ligadas
a superficie ap6s 4 dias de tratamento, o que torna relevante a investigacdo da
penetracao no interior dos tecidos vegetais.

Na Figura 10 pode ser o observado o mapeamento da presenca de prata na
superficie de tomate cereja. Os pontos verdes indicam a distribuicdo de prata na
superficie e indicam que estad presente tanto em regides com bactérias aderidas
quanto em regides sem adesdo. Na analise qualitativa da presenca de potassio e prata,
esses elementos ocorreram na proporgéo de 25,82% e 74,18% respectivamente. A
superficie sem tratamento e sem bactérias aderidas apresentaram a proporcdo de

95,36 e 4,63% de potassio e prata na superficie. Vale destacar que essa analise é
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qualitativa sendo o percentual indicado na anélise proporcional a quantidade de

elementos avaliados.

Figura 10 - Mapa da distribuicdo de prata em superficie de tomate cereja com
Salmonella enterica Enteritidis ATCC 13076.

Como a proposicdo do presente trabalho é sanitizar tomate cereja e tornar este
produto pronto para o consumo imediato, sdo necessarios mais estudos para verificar
a interacdo da prata com o tecido vegetal, sua internalizacdo e permanéncia ao longo
do armazenamento.

Além da avaliacdo da presenca e quantidade de prata na superficie, € de
extrema importancia a verificacdo da quantidade de prata presente na solugdo que
sera descartada no ambiente. A quantidade de prata presente na agua potavel que

ndo gera riscos para satde é igual 0,1 mg-L™* (WHO, 2011).

3.4.5. Avaliacdo da alteracédo das nanoparticulas de prata apés uso do ultrassom
por meio da medida do raio hidrodinamico e por microscopia eletrénica de

transmisséo

Constatou-se diferenca dos diametros das nanoparticulas associadas ou néo ao
tratamento com ultrassom (Tabela 10). Além disso, observou-se alteracdo da
coloracgdo das nanoparticulas apos tratamento associado ao ultrassom (Figura 11).

O ultrassom, por ser um agente fisico na sanitizacdo, pode interferir em

caracteristicas de agentes quimicos quando se associam. Dessa forma, é importante
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avaliar a alteracdo do tamanho das nanoparticulas antes e apds a utilizacdo

combinada ao ultrassom.

Tabela 10 — Diametro médio das nanoparticulas de prata medidos por espalhamento

dinamico de luz.

Amostra Diametro (nm)
Nanoparticulas de prata 6 mg-L™ 253,23a + 16,42
Nanoparticulas de prata 6 mg-L ™+ Ultrassom 40 kHz 428,46b + 7,06

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

Figura 11 — Amostras de nanoparticulas de prata 6 mg-L™ néo tratadas (1) e tratadas

com ultrassom (2) por 5mina7 °C.

A microscopia eletrdnica de transmissdo revelou que as nanoparticulas de prata
utilizadas no presente trabalho apresentaram forma arredondada e com diametros
entre 20 a 100 nm. As nanoparticulas utilizadas em associacdo ao ultrassom
apresentaram diametros iguais ou superiores a 200 nm, sendo que sua forma original
foi alterada (Figura 12). Foi observada ainda a aglomeracdo das nanoparticulas de
prata no tratamento em associacdo ao ultrassom. A acdo do ultrassom pode ter
contribuido para a remocgdo do agente surfactante presente na estrutura da
nanoparticula de forma a facilitar a aproximacgdo das particulas de prata. Essa
agregacdo das particulas possivelmente culminou em aumento do didmetro e

consequentemente menor efeito antimicrobiano.
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Figura 12 — Nanoparticulas de prata observadas por microscopia eletrbnica de
transmissdo: A- sem tratamento e, B- ap6s tratamento associado ao ultrassom por 5

min.
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4, CONCLUSOES

A superficie de tomate cereja apresentou rugosidade média igual a 2,66 pum e
este fator contribuiu para a adesdo de Salmonella enterica Enteritidis, mesmo esta
sendo considerada termodinamicamente desfavoravel.

Os tratamentos com US+AL 1% e NP apresentaram os melhores resultados
no teste desafio com S. Enteritidis e as analises das imagens das microscopias
mostraram os efeitos dos tratamentos de sanitizacdo na remocao de células e acdo na
estrutura celular de S. Enteritidis.

Os tratamentos US+ AL 1% e NP tém potencial para uso na sanitizacdo de
tomates cereja. Entretanto, a presenca de prata detectada na superficie de tomate
cereja serve de alerta para a necessidade de tratamento adicional que permita a
remocdo do excesso de prata na superficie ou de ajuste da concentracdo para impedir
depdsitos de prata na superficie de tomates cereja sanitizados por este tratamento.
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CAPITULO 3

Sanitizacao de tomate cereja por ultrassom, detergente a base de tensoativos,
&cido latico e nanoparticulas de prata: efeitos na microbiota natural

contaminante e nas caracteristicas fisico-quimicas
RESUMO

A etapa de lavagem associada ao uso de solugdes sanitizantes é considerada a
Unica etapa do processamento minimo de frutas e hortalicas que reduz o nimero de
micro-organismos deterioradores e patogénicos, contribuindo assim, para a
seguranca do produto. Neste estudo, &cido latico, detergente a base de tensoativos,
nanoparticulas de prata, ultrassom e 0s agentes quimicos associados ao ultrassom
foram avaliados quanto ao efeito nas caracteristicas microbioldgicas e fisico-
quimicas de tomates cerejas armazenados a 7 °C. As andlises microbioldgicas
consistiram de avaliacdo de mesofilos aerdbios, fungos filamentosos e leveduras,
coliformes a 35 °C, bactérias laticas e psicrotroficos aerébios. Foram realizadas
analises fisico-quimicas: acidez titulavel, pH, teor de sdélidos soluveis, cor
instrumental, firmeza, teor de licopeno, betacaroteno e acido ascorbico. Logo apos a
sanitizacdo, a contagem de meséfilos aerébios reduziu de 0,27 a 2,33 log UFC-g™ de
acordo com o tratamento aplicado. As contagens de fungos filamentosos e leveduras
logo apo6s a sanitizacdo e ao final do periodo de armazenamento foram igual a 4,70 e
6,13 log UFC-g, respectivamente. Dentre 0s tratamentos propostos, destacaram-se 0
uso de 4cido latico 1 %, nanoparticulas de prata 6 mg-L™ e ultrassom associado a
estes dois sanitizantes que reduziram em média 2 log UFC-g* a populacéo de
coliformes a 35 °C. Os tratamentos de sanitizagdo reduziram de 0,41 a 2,64 log
UFC-g™ o nimero de bactérias laticas. A contagem média de psicrotréficos aerébios
logo apds a sanitizacao foi 3,90 a 6,29 log UFC-g™ e ao final do armazenamento, os
tomates cerejas sanitizados alcancaram contagens entre 5,07 e 7,70 log UFC-g™. De
forma geral, os tratamentos com écido l4tico 1 %, nanoparticulas de prata 6 mg-L™ e
estes tratamentos em associacdo ao ultrassom apresentaram maiores redugdes dos
micro-organismos avaliados. Ndo houve alteracdo dos valores de acidez titulével,

pH, sélidos solaveis, cor instrumental, firmeza da polpa, conteddo de licopeno e
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betacaroteno ap6s os tratamentos de sanitizacdo e ao longo do periodo de 10 dias a
7 °C. Observou-se que o0s tomates cereja tratados com ultrassom apresentaram
menores valores de firmeza, e o conteddo de acido ascérbico modificou nos tomates
submetidos a diferentes tratamentos aplicados e ao longo do armazenamento e
aumentou com o tratamento com dicloroisocianurato de sodio, detergente a base de
tensoativos, acido latico, ultrassom associado ao detergente e ultrassom associado a
nanoparticulas de prata. Estes resultados indicam que os tratamentos de sanitizacdo
avaliados tém potencial para aplicacdo em tomates cereja, sendo que o tratamento
com ultrassom e &cido latico apresentou maior efeito na reducdo da contaminacgao

microbioldgica e ndo afetou as demais caracteristicas de qualidade da hortalica.
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1. INTRODUCAO

Uma das variedades de tomate com grande popularidade em todo o mundo é
o tomate do tipo cereja (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme). O cultivo de
tomate cereja ganhou impulso devido ao interesse da gastronomia moderna, pois
apresenta como diferencial, o fato de ser saboroso e adocicado, a ponto de ser
consumido como fruta ou como aperitivo. O tamanho reduzido e grande versatilidade
fizeram o tomate cereja ganhar espaco em diferentes preparacdes gastronoémicas. A
utilizacdo do tomate tipo cereja como adorno, aperitivo e na confeccdo de pratos
diversos é uma opc¢édo a mais de consumo dessa hortalica.

A demanda por tomate foi reforcada pela busca de alimentos mais saudaveis
pelos consumidores, favorecendo também o crescimento da venda do produto fresco.
O tomate é um alimento com propriedades funcionais em razdo dos altos teores de
vitaminas A e C, e é fonte de licopeno. Além de possuir propriedades antioxidantes,
0 tomate do tipo cereja destaca-se dos demais tipos de tomates pelo seu alto valor
comercial e ampla aceitacdo pelo consumidor.

Os frutos do tomateiro sdo altamente pereciveis e de pelicula bastante fina,
tornando-se uma matéria-prima fragil para a colheita e movimentacédo logistica. Os
frutos possuem em sua composicao, aproximadamente, de 93 a 95 % de agua. Por ser
amplamente consumido in natura e susceptivel a contaminacao por produtos toxicos
e micro-organismos, pode ocasionar prejuizos a satde publica.

A qualidade microbioldgica de frutas e hortaligas minimamente processadas
estd diretamente relacionada a presenca de micro-organismos deterioradores, que
provocam alteracOes nas caracteristicas sensoriais do produto e também, a micro-
organismos patogénicos que, em determinada populacdo, podem causar danos a
salde do consumidor. Frutas e hortalicas, muitas vezes possuem, naturalmente,
elevada quantidade de bactérias, fungos filamentosos e leveduras. Micro-organismos
contaminantes sdo provenientes de diversas fontes, como agua de irrigacdo, esterco,
cultivo, colheita, manipulagdo po6s-colheita, processamento e distribuicao.

A operacdo de lavagem associada ao uso de solugdes sanitizantes €
considerada a Unica etapa do processamento que reduz o ndmero de micro-
organismos deterioradores e patogénicos, contribuindo assim, para a seguranga do
produto. Dentre 0s sanitizantes empregados na industria de alimentos, principalmente

em produtos frescos, 0os mais usados aqueles a base de cloro e compostos clorados. A
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facilidade do uso, o baixo custo, a alta atividade antimicrobiana e completa
dissolugdo em &gua, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente
utilizados como sanitizantes na industria de frutas e hortalicas.

Novos tratamentos de sanitizacdo tém sido avaliados, pois a escolha do
sanitizante é importante para adequacdo aos requisitos higiénicos e sanitarios sem
prejudicar as caracteristicas sensoriais e nutritivas das frutas e hortalicas.

Acidos organicos sdo geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) e
possuem capacidade de inativar patdgenos envolvidos em contaminacdo de
alimentos. O &cido latico é um &cido orgénico e pode ser aplicado em hortaligas
frescas. O ultrassom é uma tecnologia recomendada na industria de alimentos com
diferentes aplicacOes, dentre elas, a remocao de particulas aderidas a superficies e a
inativacdo de micro-organismos. A inativacdo é consequéncia de um processo
denominado cavitacdo, que consiste de formacdo, crescimento e colapso de bolhas,
que geram energia mecanica e quimica localizada. Quando o ultrassom é empregado
associado com agentes quimicos, o intenso gradiente de pressdo permite a penetracédo
desses agentes pela membrana celular dos micro-organismos.

Outros agentes quimicos que podem ser empregados na sanitizacdo sdo 0s
detergentes/surfactantes. Ha indicios que a adi¢do destes na solugdo de sanitizacdo
ou agua de lavagem reduz a tensdo superficial da solucdo de sanitizacdo e, portanto,
melhora o contato com as células bacterianas e provoca maior inativacdo/remocdao de
bactérias da superficie de hortalicas. A combinacdo de detergentes com agentes
sanitizantes fisicos pode ter sua a¢do potencializada.

A prata tem sido avaliada como agente terapéutico e em processos de
desinfeccdo de agua. Além disso, o interesse do uso da prata tem aumentado
principalmente com intuito de substituir os compostos clorados.

Sabe-se que frutas e hortalicas passam por vérias alteracfes apos a colheita,
devido ao ambiente, adubacdo e lesdo pelo processo de colheita. Os tratamentos de
sanitizacdo devem eliminar micro-organismos deterioradores e patogénicos de forma
a oferecer aos consumidores um produto seguro e com vida de prateleira maior.

O crescente interesse dos consumidores em alimentos que buscam além da
funcdo basica, relacionada ao fornecimento de energia e nutrientes, € adquirir um
produto que possua propriedades de promoc¢édo da saude e prevencdo de doengas. A

gualidade desses produtos alimentares esta fortemente relacionada com o seu
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processamento, manipulacdo e armazenamento. Alguns estudos tém demonstrado
que essas operacOes tém efeitos importantes sobre o teor de compostos bioativos.
Neste contexto, este estudo teve como objetivo de avaliar o efeito de
diferentes tratamentos de sanitizacdo na microbiota natural contaminante,
caracteristicas fisico-quimicas e teor de acido ascorbico, licopeno e B-caroteno de

tomates cerejas armazenados a 7 °C.
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2.MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi conduzido no laboratério de Higiene e Microbiologia
de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade Federal
de Vicgosa, em Vigosa-MG. Algumas andlises foram feitas em outros laboratorios da
mesma instituicdo: Laboratério de Processamento de Frutas e Hortalicas e
Laboratério de Embalagens do Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Laboratdrio de Vitaminas do Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade
Federal de Vicosa.

2.1. Anélises Microbioldgicas

2.1.1. Amostras de tomate cereja

As amostras de tomate cereja (Lycopersicon esculentum var. cerasiforme)
foram adquiridas em comércio varejista local, sendo acordado com o fornecedor que
os tomates fossem procedentes do mesmo produtor para evitar variacdes. Em
seguida, foram transportadas e armazenadas, sob refrigeracdo, a 7 °C + 1 °C, por no
maximo, 24 h, até o processamento minimo e inicio das analises.

A selecdo foi feita, descartando-se aqueles com méa formacdo, danificados e,
ou apodrecidos. Em seguida, foram lavados com &gua corrente para remoc¢do das

sujidades aderidas a superficie e drenados por 30 min em capela de fluxo laminar.

2.1.2. Sanitizacdo dos tomates cereja

A etapa de sanitizacdo consistiu na imersdo de tomate cereja em solugéo
sanitizante, por 5 min a temperatura de 7 = 1 °C. Foram avaliados os efeitos dos
agentes sanitizantes: dicloroisocianurato de sédio 200 mg-L™ (DCS), &cido latico 1
% (AL), solucdo de nanoparticulas de prata 6 mg-L™ (NP), detergente a base de
tensoativos (DET) associados ou ndo ao ultrassom (US) de baixa frequéncia de 40
KHz (Ultrasonic Cleaner Branson® 1510, EUA). Os controles foram o tratamento

no qual os tomates cereja ndo foram submetidos a sanitizacéo.
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O dicloroisocianurato de sédio (DCS) Nippo Clor (Nippon®) e o detergente a
base de tensoativos Nitrol WV 2640 (Nippon®) foram preparados segundo
recomendacdes do fabricante. O 4cido latico (VETEC®) 85 % pureza foi diluido na
concentracédo de 1% (v/v).

A sintese de nanoparticulas foi realizada de acordo com metodologia
desenvolvida por Fernandes (2010). Foram preparadas dispersdes de brometo de
dodeciltrimetil aménia (DOTAB) (Aldrich®) 3,12 x 10® M, o que corresponde a
duas vezes a concentragdo micelar critica (CMC). Em seguida, foi preparada a
dispersdo nas proporgdes de 1 g de sulfadiazina de prata (Dermazine®) para cada
100 mL de DOTAB na concentracdo mencionada. As dispersdes obtidas foram
mantidas sob agitacdo constante por 3 h a 25 °C. Percorrido o tempo de agitacdo, as
amostras foram centrifugadas (Eppendorf 5804 R) a 4000 g por 30 min. O
sobrenadante foi recolhido e reservado para utilizag&o.

Para cada tratamento, foram sanitizados 2 kg de tomates cereja sendo
distribuidos em embalagens de polietileno teraftalato previamente submetidas a
exposicao em luz ultravioleta (254 nm) por 30 min em c&mara de fluxo laminar. Os
tomates cereja foram distribuidos em quantidades de 250 g em cada embalagem, em
condicBes assépticas, e armazenados a 7 °C por 10 dias (Figura 1) e avaliados nos
dias 0 e 10 quanto a sua qualidade microbioldgica e nos dias 0, 2, 4, 6, 8 e 10 quanto

a sua qualidade fisico-quimica e nutricional.

Figura 1 — Tomates cereja antes da selecdo e apOs o processamento distribuido em
embalagens de polietileno teraftalato contendo 250 g de tomates cereja armazenados
a’7-°C.
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2.2. Avaliacao da microbiota natural de tomate cereja apds a sanitizacéo e ao

final do periodo de armazenamento

Amostras de 25 g foram homogeneizadas com 225 mL de agua peptonada
0,1%. A homogeneizacdo foi feita em stomacher (Sweard Medical Co., Londres,
Reino Unido), por 2 min, em velocidade normal. Diluicdes decimais apropriadas
foram preparadas e aliquotas dessas diluicbes foram transferidas para meios de
cultura especificos para a determinacdo de cada grupo microbiano. O plagueamento
das aliquotas foi realizado em duplicata e o resultado expresso em unidades
formadoras de colonias por grama (UFC-g™).

2.2.1. Contagem de mesofilos aerobios

A determinacdo de mesofilos aerdbios foi realizada pela técnica de
plagueamento em profundidade utilizando 1 mL das diluicbes previamente
preparadas e em seguida, foi adicionado Agar Padrio para Contagem (PCA,
Himedia®), sendo as placas incubadas invertidas a 35 °C por 48 h (DOWNES e ITO,
2001).

2.2.2. Fungos filamentosos e leveduras

A determinacdo de fungos filamentosos e leveduras foi realizada por
plaqueamento em superficie em Agar Batata Dextrose (BDA, Himedia®),
acidificado e incubadas a 25 °C por 3a5d (DOWNES e ITO, 2001).
2.2.3. Coliformes a 35 °C

A contagem de coliformes a 35 °C foi realizada pela técnica de Petrifilm™
(3M®), segundo as recomendacgdes da Association of Official Analytical Chemists

(AOAC, 2005). As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h, enumerando-se como

coliformes a 35 °C, as colonias vermelhas e azuis com gas.
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2.2.4. Psicrotroéficos aerdbios

Foi utilizada a contagem padrdo de psicrotréficos aerdbios, seguido do
plagueamento em superficie em Agar Padrdo para Contagem (Himedia®), incubacéo
das placasa7°C +1°C por 7a10d (DOWNES e ITO, 2001).

2.2.5. Bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada pelo método de plagueamento
em profundidade, sendo adicionado 1 mL da amostra e derramando-se parte da
quantidade de Agar MRS (Himedia®), em placas de Petri. Apds secagem do meio,
foi adicionada sobrecamada do mesmo &gar, visando a criacdao de atmosfera de 15 %
de COg, seguida de incubacgéo a 30 °C por 5d (DOWNES e ITO, 2001).

2.3. Andlises fisico-quimicas

As amostras de tomate cereja foram avaliadas quanto suas caracteristicas
fisico-quimicas. Estas andlises visam identificar possiveis mudancas na qualidade
das hortalicas ap0s os tratamentos de sanitizacdo e amostras ndo sanitizadas

(controle).
2.3.1. Acidez total titulavel

A determinagdo da acidez total titulavel foi realizada segundo a técnica
descrita pela AOAC (2005), por titulometria, utilizando-se 10 g de amostra
homogeneizadas juntamente com 100 mL de &gua destilada. A titulagdo foi feita com
solugdo de NaOH 0,1 N e fenolftaleina (1%) como indicador, procedendo-se as
titulagdes, sob agitacdo. Os resultados foram expressos em % de &cido citrico.
2.3.2. pH

Para determinacdo do pH das amostras de tomate cereja foram coletados

aleatoriamente 10 g de tomate cereja que posteriormente foram homogeneizadas
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juntamente com 100 mL de &gua destilada (1AL, 2004). As leituras foram feitas as

leituras em pHmetro Digimed DM 20 (S&o Paulo, Brasil) .

3.3. Teor de sélidos sollveis

O teor de sdlidos soluveis foi determinado por refratometria, utilizando
refratdmetro digital portatil Atago® a 25 °C. As leituras foram feitas com trés gotas
de suco da polpa, feito com 10 g de tomate cereja homogeneizadas em 100 mL de

agua destilada. Os resultados foram expressos em °Brix (1AL, 2004).

2.3.4. Cor instrumental

A mudanca da cor foi quantificada objetivamente por colorimetria,
utilizando-se colorimetro Minolta Color Reader CR 10, sistema CIELAB,
previamente calibrado com leitura direta de reflectancia das coordenadas L*
(luminosidade), a* (relativa de verde a vermelho) e b* (relativa de amarela a azul).

Para cada amostra, foi utilizada a média de trés determinacfes em zonas
aleatorias de cinco tomates cereja para cada repeticdo dos tratamentos em cada dia de
avaliacéo.

A partir dos pardmetros L*, a* e b* determinou-se o angulo Hue (°H) e
Croma por meio das seguintes equacdes:

°H = tan’’. (b*/a*) Croma = [(a*)? + (b*)?]"2

2.3.5. Firmeza

A firmeza da polpa dos tomates cereja foi determinada no aparelho de ensaio
de materiais INSTRON (Série 3367) utilizando-se sonda (3 mm de diametro),
velocidade 5 mm/s com uma distancia de penetracdo de 19 cm. Para cada tratamento
foram analisados cinco tomates cereja, sendo realizadas duas medi¢Ges em cada

tomate. Os resultados foram expressos em Newton (N).

2.3.6. Extracéo e analise de acido ascorbico

As condicBes utilizadas para extracdo de acido ascérbico (AA) foram as
otimizadas por Campos et al. (2009). Um porcdo de 5 g de amostra e 15 mL da

solucdo extratora (acido metafosforico 3 %, acido acético 8 %, &cido sulfdrico 0,3 N
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e EDTA 1 mM) foram misturadas utilizando microtriturator (5 min), centrifugadas a
4000 rpm (1789 g) por 30 min e o sobrenadante foi completado para 25 mL com
agua ultrapura. O conteudo de AA foi determinado de acordo com Campos et al.
(2009) utilizando cromatografo liquido de alta eficiéncia (Shimadzu) equipado com
coluna cromatografica RP-18 Lichrospher 100, 250 mm x 4 mm, 5 um. O fluxo da
fase mével (ImM NaH,PO, 1 mM EDTA, pH 3,0) foi de ImL/min e o tempo de
corrida foi de 5 min. A eluigéo foi detectada utilizando detector de arranjo de diodos
(Shimadzu SOD-M10 AVP), com comprimento de onda ajustado para 245 nm. A
identificacdo do AA foi feita comparando-se os tempos de retencdo obtidos para o
padrdo e para as amostras, analisados sob as mesmas condicBes. Além disso, foram
comparados 0s espectros de absor¢cdo do padrdo e dos picos de interesse nas
amostras, utilizando o detector de arranjos de diodos. O padrdo utilizado foi de L-
ascorbato (Vetec, Brasil). A quantificacdo do composto nas amostras foi feita a partir
da curva analitica e equacdo de regressdo para acido ascorbico (y = 3.870.141,085x +
883.647,051 R?*=0,997).

2.3.7. Extracdo e analise de carotenoides

O processo de extracdo dos carotendides foi realizado de acordo com
Rodriguez et al. (1976) com modificagdes. Cerca de 7 g de tomate cereja foram
triturados em 60 mL de acetona (divididos em trés volumes de 20 mL), filtrados a
vacuo em funil de blchner e transferidos para 50 mL de éter de petréleo resfriado.
Os extratos provenientes das amostras foram concentrados em evaporador rotativo na
faixa de temperatura de 35 e 37 °C. Em seguida, os carotenoides foram dissolvidos
em 25 mL de éter de petréleo, armazenados em frascos de vidro ambar, em
congelador (- 5 °C), para analise cromatogréafica.

Carotenoides foram determinados pelas condigbes cromatograficas
desenvolvidas por Pinheiro-Sant’Ana et al. (1998) utilizando cromatografo liquido
de alta eficiéncia (Shimadzu) equipado com coluna cromatografica RP-18
Phenomenex C18, 250 x 4.6 mm, 5um. Fase movel — metanol: acetato de etila:
acetonitrila (50:40:10), com fluxo da fase movel: 2 mL/minuto e tempo de corrida
igual a 10 min. A eluicdo foi detectada utilizando detector de arranjo de diodos
(Shimadzu SOD-M10 AVP), com comprimento de onda ajustado para 450 nm. A

identificacdo dos carotendides foi feita comparando-se os tempos de retengéo obtidos
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para os padrdes e para as amostras, analisados sob as mesmas condicfes. Além disso,
foram comparados os espectros de absor¢do do padréo e dos picos de interesse nas
amostras, utilizando o detector de arranjos de diodos.

Os padroes utilizados foram de B-caroteno (Sigma Aldrich, EUA) e licopeno
(Sigma Aldrich, EUA). A quantificacdo dos compostos nas amostras foi feita a partir
das curvas analiticas e equacOes de regressao para licopeno (y= 6.844.138,9670x —
13.153,9821 R? = 0,9996) e p-caroteno (y= 7.994.514x+ 1.277,372 7; R?= 0,999).

2.4. Andlise Estatistica

Foi utilizado delineamento inteiramente casualizado, com oito tratamentos e
um controle (sem sanitizar) em duplicata com trés repeticdes. Para a avaliacdo da
eficiéncia dos tratamentos de sanitizacdo no inicio e ao fim do periodo de
armazenamento, foi aplicado o teste t Student para comparar cada tratamento. Para
comparar 0s tratamentos entre si, em cada periodo, os resultados das contagens (log
UFC-g") foram submetidos & anélise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas estatisticamente pelo Teste de Duncan a 5 % de probabilidade.

Foi realizado experimento para acompanhamento da vida de prateleira dos
tomates cereja ap0s 0s tratamentos de sanitizacdo propostos. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado, sendo 8 tratamentos
(dicloroisocianurato de sédio a 200 mg-L™, detergente a base de tensoativos, &cido
latico 1%, nanoparticulas de prata 6 mg-L™, ultrassom a 40 kHz, e ultrassom
associado ao detergente comercial, ultrassom associado a acido latico 1%, e
ultrassom associado a nanoparticulas de prata 6 mg-L™) mais um tratamento controle
(ndo sanitizado), sendo realizado para cada tratamento trés repeticdes.

Para a qualidade fisico-quimica e nutricional foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado, em parcelas subdivididas sendo os tratamentos na parcela e
0 tempo na subparcela, com trés repeticdes, sendo os resultados dos parametros
analisados pela ANOVA, em caso de p com valor significativo, as médias
comparadas estatisticamente pelo Teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

Todas as analises estatisticas foram realizadas por meio do Statistical
Analysis System (SAS Institute, North Carolina, USA), versdo 9.1, licenciado para
uso pela Universidade Federal de Vigosa.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Analises microbioldgicas

Apbs os tratamentos de sanitizagdo, a contagem de mesdfilos aerdbios
reduziu entre 0,27 e 2,33 log UFC-g™ em relagdo a amostras de tomate cereja n&o
sanitizadas (Figura 2).

No décimo dia de armazenamento a 7 °C foram observadas contagens de 6,83
log UFC-g™* de mesofilos aerdbios nos tomates sanitizados por ultrassom 40 kHz. O
tratamento com ultrassom n&o reduziu 1,0 log UFC-g™, resultado que foi semelhante
ao observado por S&o José e Vanetti (2012) utilizando ultrassom com frequéncia de
45 kHz por 10 min. Susana-Rivera et al. (2011) observaram eliminacdo de 1,0 log
UFC-g™ de mesoéfilos aerébios ao aplicar ultrassom para descontaminar trufas frescas
Tuber aetivum. As limitagbes para a reducdo de micro-organismos a partir da
superficie de vegetais pode ser relacionada com a presenca da cuticula hidrofébica
composta por varias camadas cutina e moléculas de cera que cobrem a epiderme de
frutas e hortalicas (VELAZQUEZ et al., 2009).

A associacdo de agentes quimicos com ultrassom promoveu reducgdes de 1,73
a 2,11 log UFC-g™ o que indica que o ultrassom tem potencial para ser utilizado para
a inativacdo de bactérias, mas que deve ser aplicado em associacdo com outros
agentes sanitizantes. Os tratamentos com detergente a base de tensoativos, acido
latico 1 %, e estes agentes sanitizantes associados ao ultrassom e a aplicacdo do
ultrassom associado a nanoparticulas de prata promoveram reducdo de mesofilos
aerobios logo apos a sanitizacdo e foi observada manutencéo da reducéo até o ultimo

dia do armazenamento (p<0,05).
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Figura 2: Contagem expressa em Log UFC-g* de mestfilos aerébios apés a
sanitizacdo e no décimo dia de armazenamento a 7°C. Tratamentos
indicados com mesma letra minascula nao diferiram (p > 0,05) entre si no
tempo 0. Tratamentos indicados com mesma letra mailscula néo

diferiram (p > 0,05) entre si no tempo 10.

O 4cido latico 1% e nanoparticulas de prata 6 mg-L™ reduziram de 2,18 e
2,33 log UFC-g™* a contaminacdo de meséfilos aerébios, respectivamente. Gopal et
al. (2010) investigaram a utilizacdo de prata (a partir de nitrato de prata) e prata
eletroguimicamente gerada em alface minimamente processada, e verificaram que a
sanitizagdo com prata foi mais eficaz do que solucdes cloradas sob diferentes micro-
organismos como fungos filamentosos e leveduras, Enterobactereacea,
Pseudomonas spp.

Amostras de tomates cereja ndo tratadas apresentaram 4,70 e 6,13 log
UFC-g* de fungos filamentosos e leveduras logo apés a sanitizacdo e ao final do
periodo de armazenamento, respectivamente (Figura 3). Frutas e hortalicas também
podem ser contaminadas por fungos filamentosos e leveduras. Apo6s a colheita,

108



fungos podem contaminar e deteriorar materiais vegetais e produzir metabolitos
toxicos. Alguns deles produzem micotoxinas, enquanto crescem sobre estes
produtos, e outros séo riscos para a saude do consumidor por serem patogénicos
(TOURNAS, 2005).
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Figura 3: Contagem expressa em Log UFC-g™ de fungos filamentosos e leveduras
apos a sanitizacao e no décimo dia de armazenamento a 7°C. Tratamentos
indicados com mesma letra mintscula nao diferiram (p > 0,05) entre si no
tempo 0. Tratamentos indicados com mesma letra mailscula néo

diferiram (p > 0,05) entre si no tempo 10.

Os tratamentos estudados promoveram reducdes de 0,37 a 1,58 log UFC-g*
de fungos filamentosos e leveduras. No tempo zero do armazenamento, as maiores
reducdes observadas na contagem de fungos filamentosos e leveduras foram 1,58 e
1,26 log UFC-g*, registradas em amostras de tomates cerejas tratadas com
nanoparticulas de prata e ultrassom associado a acido latico 1 %, respectivamente.

A menor reducdo observada, 0,37 log UFC-g™, para a contagem de fungos
filamentosos e leveduras foi registrada apo6s o tratamento com ultrassom aplicado de

forma isolada.
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Amostras ndo sanitizadas apresentaram contagem 5,03 log UFC-g™ de

coliformes 35 °C. Dentre os tratamentos propostos destacaram-se o uso de &cido

latico 1%, nanoparticulas de prata 6 mg-L™ e ultrassom associado a estes dois

sanitizantes que promoveram reducdes entre 2,06 a 2,86 log UFC-g™ (Figura 4).
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Figura 4: Contagem expressa em Log UFC-g* de coliformes a 35 °C ap6s a

sanitizacdo e no décimo dia de armazenamento a 7°C. Tratamentos

indicados com mesma letra mindscula ndo diferiram (p > 0,05) entre si no

tempo 0. Tratamentos indicados com mesma letra maidscula ndo diferiram

(p > 0,05) entre si no tempo 10.

Oliveira et al. (2011) detectaram coliformes na maioria das amostras de

hortalicas minimamente processadas com populacdes superiores a 3 log NMP-g™*. A

presenca destes micro-organismos pode também contribuir para a diminuicdo da vida
uatil dos produtos (BERBARI et al., 2001). A legislagdo brasileira, RDC n°® 12 de
janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) estipula o valor de 10° NMP-g™ para amostras

indicativas de hortalicas sanitizadas.

Huang e Chen (2011) ao estudarem diferentes tratamentos de sanitizacdo em

espinafre, observaram que écido latico 1% reduziu de 1,9 log UFC-g™ de E. coli

O157:H7.
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A aplicacdo do ultrassom de forma isolada mostrou-se ineficiente para
inativacdo de coliformes ao provocar reducéo de apenas 0,27 log UFC-g™. O uso de
detergente também foi relativamente ineficiente na reducdo da contaminacdo e
alcancou reducdo 0,64 log UFC-g™. Entretanto, a combinagao deste com o ultrassom
provocou incremento na inativagdo ocasionando reducdo igual 1,53 log UFC-g™,
sendo ainda observado efeito sinergistico entre os tratamentos associados. A intensa
pressdo gerada durante o uso do ultrassom pode contribuir para a penetracdo de
oxidantes quimicos através da membrana celular e o processo de cavitacdo auxilia na
desagregacdo de micro-organismos, 0 que culmina no aumento da eficiéncia do
sanitizante (GOGATE e KABADI, 2009).

Os tratamentos de sanitizacdo estudados provocaram reducdo de 0,41 a 2,64
log UFC-g™ na contagem de bactérias laticas (Figura 5). As contagens obtidas apds
santizagdo com tratamentos com &cido latico 1 %, ultrassom e ultrassom associado a
nanoparticulas de prata ndo diferiram (p>0,05) estatisticamente das contagens de
amostras de tomates ndo sanitizadas.

Maior inativacdo de bactérias laticas foi obtida pelos tratamentos com
dicloroisocianurato de sédio 200 mg-L™, ultrassom associado a &cido latico 1% e
nanoparticulas de prata 6 mg-L™ que provocaram reducdes de 2,02, 2,14 e 2,64,
respectivamente. Como estes tratamentos proporcionaram redugdes na contagem
estatisticamente iguais, sugere a possivel substituicdo do tratamento com solucéo de
dicloroisocianurato de sodio por aplicagdo do ultrassom associado ao acido latico ou
aplicacdo de nanoparticulas de prata.

As contagens obtidas ap0s santizacdo com tratamentos com &cido latico 1%,
ultrassom e ultrassom associado a nanoparticulas de prata ndo diferiram

estatisticamente das contagens de amostras de tomates nédo sanitizadas (p > 0,05).

111



=] Tempo O
10+ @l Tempo 10

aA Ii bi A]:
i il

Log UFC/g
el i o
- HH
- -
]
i
[=»
- -
—

& 2@ ald
o S 6‘%%’ q.*"? Qé \..:\ -GS‘%’
& ) s % S x s %
@ o & R & o 2
& % " & <
F & w® o° &
\}G" q,h‘ e
> o
06

Tratamento

Figura 5: Contagem expressa em Log UFC-g™ de bactérias laticas ap6s a sanitizacéo
e no décimo dia de armazenamento a 7°C. Tratamentos indicados com
mesma letra mindscula ndo diferiram (p > 0,05) entre si no tempo O.
Tratamentos indicados com mesma letra maitscula ndo diferiram (p >

0,05) entre si no tempo 10.

A contagem média de psicrotroficos logo apos a sanitizacdo foi 3,90 a 6,29
log UFC-g* e ao final do armazenamento, os tomates cerejas sanitizados por
diferentes tratamentos alcangaram contagens entre 5,07 e 7,70 log UFC-g™ (Figura
6). Oliveira et al. (2011) avaliaram a microbiota contaminante de hortaligas
minimamente processadas e observaram grandes populaces de bactérias aerdbias
psicrotroficas nas amostras, 0 que sugere uma curta vida de prateleira do produto.
Altas contagens destes micro-organismos podem estar associadas a falta de qualidade
higiénica, provavelmente, devido a utilizacdo de matérias-primas com contaminacao
elevada, higiene inadequada durante o processamento e /ou temperatura inadequada
de armazenamento (BRUNO et al., 2005).
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Figura 6: Contagem expressa em Log UFC-g™ de psicrotroficos aerébios apés a
sanitizacdo e no deécimo dia de armazenamento a 7°C. Tratamentos
indicados com mesma letra minuscula ndo diferiram (p > 0,05) entre si no
tempo 0. Tratamentos indicados com mesma letra maitscula ndo diferiram

(p > 0,05) entre si no tempo 10.

Apesar das altas contagens observadas para alguns micro-organismos nas
amostras de tomate cereja, mediante inspecdo visual e olfativa subjetiva todas as
amostras tratadas pareceram adequadas para consumo, exceto as tratadas com
nanoparticulas de prata que apresentaram exsudato e cheiro ndo caracteristico ao

final do armazenamento.

4.2. Analises fisico-quimicas

Os valores de pH néo variaram significativamente (p>0,05) em razdo dos
tratamentos de sanitizagdo, do tempo e da interagdo entre tempo e tratamentos. O

acompanhamento desse parametro de qualidade apds a sanitizacdo e durante o
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periodo de armazenamento é importante, pois os sanitizantes podem influenciar os
valores de pH das hortalicas, provocando alteracbes que podem acelerar a
deterioracdo do produto (RICO et al., 2007).

Os valores de acidez total titulavel (ATT), conteddo de solidos solUveis totais
(SST), e arazdo SST/ATT apresentaram influencia significativa em relagdo ao tempo
de armazenamento. Esta variavel influenciou significativamente nos valores de ATT,
sendo 0 modelo quadratico da regressdo (y= 0,01965x* + 0,57070, R* =0,87) o que
melhor representou os resultados. Para SST, o modelo linear e o quadratico ndo se
adequaram. Para SST/AT, o modelo quadratico de regressdo (y= -0,41861x* +
12,42302, R? = 0,99) foi o que melhor representou os resultados. Adekunte et al.
(2010) ao avaliarem o efeito do ultrassom em suco de tomate, em diferentes
intensidades e tempo, também ndo observaram alteracdo nos valores de pH, ATT e
SST.

Na Tabela 1 estdo apresentados de pH, ATT, SST e relacdo SST/ATT por

tratamento.

Tabela 1 — Valores médios™ e desvio padrdo de pH, ATT, SST e relagdo SST/ATT
de tomates cerejas submetidos a diferentes tratamentos de sanitizacdo armazenados
por 10 diasa 7 °C.

Tratamento pH ATT SST SST/ATT
(% &cido citrico) (° Brix)

Sem sanitizar 4,30 £ 0,33 0,64 + 0,23 6,59 + 1,57 10,30 +£ 1,36
DCS 200 mg-L* 4,27 +0,29 0,60 £ 0,22 6,35+ 1,11 10,58 + 1,37
DET 4,30 £ 0,37 0,63+0,13 6,22 £1,33 9,87+1,44

AL 1% 4,29 +0,35 0,62 £0,17 6,05+ 1,04 9,75+£1,95

NP 6 mg-L* 4,31+0,34 0,63+0,18 5,83+0,84 9,25+ 1,64

US 40 kHz 4,30 £ 0,35 0,66 £ 0,18 6,23+1,11 943+112

US 40 kHz + DET 4,33+ 0,32 0,68 £0.20 5,77 £ 0,89 8,48 £ 2,98
US 40 kHz + AL 1% 4,26 £0,33 0,60 £0.17 6,46 £ 1,24 10,67 £ 2,95
US 40 kHz +NP 6 mg-L™ 431+0,35 0,62 +0.21 5,66 £ 0,79 9,13+3,11

*Médias nao diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Os valores de ATT variaram de 0,60 a 0,68 % de &cido citrico. Este € um

parametro envolvido com a apreciacdo do estado de conservacdo de um produto
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alimenticio, j& que, na maioria das vezes, a decomposi¢do do alimento quase sempre
altera a concentracdo de ions de hidrogénio (1AL, 2004), aléem de influenciar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos. Esse parametro pode variar em funcdo do
grau de maturacdo e das condicbGes de crescimento (CHITARRA e CHITARRA,
2005). Cao et al. (2010) ao tratar morangos com ultrassom em diferentes frequéncias
verificaram que o contetdo de ATT diminuiu com o tempo de armazenamento e 0s
frutos tratados com ultrassom 40 kHz tenderam a ter maior valor de ATT em
comparagdo ao com o controle da fruta.

Os valores médios de SST para os tomates cerejas corroboram com o valor
médio observado por Pinho (2011) que registrou 6,1 °Brix em tomates cereja
cultivados no sistema convencional.

O valor de SST é um indice refratométrico que indica a proporcao (%) de
s6lidos dissolvidos em solugdo. E a soma dos aglicares (sacarose e hexoses), acidos
(citrato e malato) e outros componentes em menor proporcao (fendis, aminoacidos,
pectinas solUveis, acido ascérbico e sais minerais) na polpa do fruto de tomate
(BECKLES, 2012). Segundo ABHorticultura (2011), o tomate cereja possui entre 9 e
12 °Brix, 0 que caracteriza maior concentracdo de soOlidos sollveis totais,
principalmente os acucares. Cao et al. (2010) avaliaram o efeito do ultrassom nos
valores de SST e verificaram diminuicdo em todos os tratamentos ap6s a colheita de
morangos. Estes mesmos autores observaram que o tratamento com ultrassom 40
kHz inibiu de forma significativa o declinio do SST apds seis dias de
armazenamento.

No presente trabalho, a relacdo SST/ATT de tomates cereja foram mais
baixos nos tratamentos com ultrassom associados aos sanitizantes quimicos. Esta
relacgio € um dos indices mais utilizados para determinar a maturagdo e a
palatabilidade dos frutos e correspondente aos contetdos de agucares e de acidez dos
frutos, sendo um parametro apropriado para medir a percepcdo de sabor pelo
consumidor (BALIBREA et al., 2006; SUAREZ et al., 2008; BECKLES, 2012).
Dentro da fruta, a relagdo SST/ATT varia, sendo menor no Iéculo comparado ao
pericarpo, e dentro do estagio de desenvolvimento do fruto, desde decréscimo na fase
final de maturacdo, com as condicGes de crescimento que sdo influenciados pelo

metabolismo (BECKLES, 2012). Javanmardi e Kubota (2006) observaram que as
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médias de SST de tomates armazenados em temperatura ambiente e em baixa
temperatura variaram de 5,0 a 5,1%.

Neste estudo, o tratamento dos sanitizantes, tempo de armazenamento e a
interacdo entre este e os tratamentos ndo foram significativos para alteragcdo dos
parametros de cor avaliados (Tabela 2).

A cor dos alimentos é um dos atributos mais atrativos para o consumidor e
pode variar entre as espécies e mesmo entre cultivares. Os produtos de cor forte e
brilhante sdo os preferidos. As modificagdes na coloracdo dos frutos, com a
maturacdo sdo devido tanto a processos de degradacdo como a processos de sintese.
Estas modificacbes correspondem a um dos principais critérios de julgamento para a
identificacdo do amadurecimento de frutas e de hortalicas (CHITARRA e
CHITARRA, 2005).

Tabela 2— Valores médios™ e desvio padrdo dos parametros de cor de tomates cerejas

submetidos a diferentes tratamentos de sanitizacdo armazenados por 10 dias a 7 °C.

Tratamento L* a* b* Hue Croma
Sem sanitizar 29,19+104 1941+266 2780+1,66 5517+4,00 33,98 + 2,07
DCS 200 mg-L™* 29,29+1,01 17,93+2,71 27,40+115 56,95+394  32,82+1,85
DET 29,78+1,19 16,78+2,80 26,94+394 57,95+520  31,88+3,76
AL 1% 29,80+1,12 18,10+3,69 27,38+2,02 56,78+516  32,95+2,95
NP 6 mg-L™ 2959+110 17,71+3,15 27,11+194 57,01+4,75 32,49 + 2,56
US 40 kHz 2899+0,76 17,12+293 27,07+1,22 57,89%4,10 32,10 + 2,15
US 40 kHz + DET 2897+108 16,50+3,09 2542+0,72 57,27 4,74 30,41 +1,95
US 40 kHz + AL 1% 2895+0,73 17,77+573 26,45+153 56,82+ 6,86 32,13+ 4,25
US40 kHz +NP6mg-L™" 29,10+0,86 16,90+3,09 2593+112 57,13+454 31,05+214

*Meédias ndo diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

Adekunte et al. (2010) observaram reducao nos valores dos parametros de cor
L* a* b* em suco de tomate tratados com ultrassom em diferentes condicdes e
sugeriram que as mudancas de cor observadas podem ter sido causados por
cavitacdo, que envolve diferentes reacGes fisicas, quimicas ou bioldgicas. No
presente estudo, por tratar-se de sanitizacdo do tomate cereja intacto, a cavitacao
pode ter tido menor efeito na cor. A coloracdo do tomate esta relacionada

principalmente & presenga de pigmentos carotenoides, como o licopeno e é
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influenciada pelo processamento (LIANFU e ZELONG, 2008). Sagong et al. (2011),
apesar de avaliarem o efeito de &cido latico 1% associado ao ultrassom em outra
hortalica, alfaces organicos frescos, também ndo observaram alteracdo significativa
nos valores de L*, a* e b* em 7 dias de armazenamento a 4 °C.

Os valores de firmeza nédo alteraram significativamente (p>0,05) em fungéo
do tratamento, do tempo e interacdo entre tratamento com o tempo (Tabela 3).

Tabela 3— Valores médios e desvio padrdo de firmeza (N) de tomates cerejas

submetidos a diferentes tratamentos de sanitizagcdo armazenados por 10 diasa 7 °C.

Tratamento Firmeza (N) Redugéo da Firmeza (%)
Sem sanitizar 2,63+0,43 -
DCS 200 mg-L™* 2,32+0,72 11,78%
DET 2,33 £ 0,60 11,40%
AL 1% 2,21+0,58 15,96%
NP 6 mg-L™ 2,56 + 0,75 2,66%
US 40 kHz 2,07+0,75 21,29%
US 40 kHz + DET 1,70 £ 0,66 35,36%
US 40 kHz + AL 1% 1,75+ 0,55 33,46%
US 40 kHz + NP 6 mg-L* 1,72 £0,63 34,60%

*Médias ndo diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Reducdo da Firmeza
— relagdo entre o valor médio de firmeza dos tratamentos de sanitizagdo/ valor médio
de firmeza de amostras sem sanitizar.

As alteracbes ndo significativas da firmeza dos tomates cereja, apds 0s
diferentes tratamentos de sanitizacdo aplicados e durante o periodo de
armazenamento indicam manutencdo da estrutura do tomate. A firmeza € um atributo
critico de qualidade na aceitabilidade de frutas e hortalicas pelo consumidor (CAO et
al., 2010) e pode apresentar decréscimo pela perda do turgor celular devido a perda
de dgua durante o armazenamento (AKBAS e OLMEZ, 2007).

Apesar da alteracdo da firmeza entre os tratamentos ndo ter sido
estatisticamente significativa pode ser observado que os valores de firmeza foram
menores nos tratamentos com ultrassom em relacédo a aplicacdo de agentes quimicos.
Cao et al. (2010) observaram que a aplicagdo do ultrassom 40 kHz inibiu

marcadamente o amolecimento de morangos mantendo altos valores de firmeza
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durante o armazenamento e relacionaram a manutencdo da firmeza com a inativagéo
das enzimas poligalacturonase e pectinametilesterase. Yang et al. (2011) avaliaram o
efeito do tratamento com ultrassom aplicado sozinho e associado ao acido salicilico
durante 10 min em péssegos e ndo observaram alteracdo da firmeza apos 6 dias de
armazenamento a 20 °C. Estudos que avaliaram a influéncia de sanitizantes quimicos
na firmeza de frutas e hortalicas (AKBAS e OLMEZ, 2007; SAGONG et al., 2011;
ALEXANDRE et al., 2012), observaram manutencao dessa caracteristica.

Frutas e hortalicas perdem firmeza e frescor caracteristicos quando sao
mantidas em armazenamento sob refrigeracdo, até mesmo por periodos curtos. Essas
alteracOes sdo aceleradas quando as células sdo injuriadas, como no descascamento e
fatiamento (BEERLI, 2004). Neste trabalho, a manutencéo da firmeza pode ter sido
favorecida pela sanitizacdo dos tomates cereja intactos. Esse € um importante
resultado para o processamento deste produto. Um tratamento de sanitizacdo ideal
deve ser simples e de facil aplicacdo, sem causar danos fisicos e manter as
caracteristicas sensoriais do alimento (SUSANA-RIVERA, 2011).

Além das caracteristicas de qualidade ja discutidas, a avaliacdo de perdas no
contedo de carotenoides e &cido ascérbico ap6s os tratamentos de sanitizacdo
também € importante. O perfil cromatografico obtido para licopeno e B-caroteno
mostra uma eficiente separacdo, indicando que a quantificacdo dos teores nas

amostras foi realizada de forma segura (Figura 6).
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Figura 6 — Cromatogramas obtidos da analise cromatografica liquida de alta
eficiéncia de licopeno e B-caroteno em tomate cereja sem sanitizar (1) e tomate
cereja tratado por 5 min com &cido latico 1% apds 10 dias de armazenamento (2).

O contéudo de licopeno e B-caroteno em tomates cerejas sanitizados néo
alteraram significativamente quando analisadas em relalcdo aos tratamentos de

sanitizagédo, tempo, e a interacdo destes com o tempo (Tabela 4).
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Tabela 4— Valores médios* e desvio padrdo dos teores de licopeno ¢ B-caroteno de

tomates cerejas submetidos a diferentes tratamentos de sanitizagdo armazenados por

10 diasa 7 °C.
Tratamento Licopeno p-caroteno
(Hg/100g) (Hg/100g)
Sem sanitizar 771,82 + 180,47 646,43 £ 102,72
DCS 200 mg-L™* 869,24 + 221,42 704,94 + 122,04
DET 615,26 + 186,47 634,61 + 118,59
AL 1% 737,31+ 216,39 635,95 + 99,93
NP 6 mg-L™ 682,81 + 207,61 643,81 £ 119,75
US 40 kHz 797,44 + 196,56 636,47 + 120,09
US 40 kHz + DET 653,77 + 233,90 651,64 + 132,59

US 40 kHz + AL 1%

US 40 kHz + NP 6 mg-L™*

730,44 + 205,15

831,54 + 207,54

630,11 + 182,98

675,78 = 92,56

*Meédias nao diferiram entre si ao nivel de 5% de probabilidade.

A degradacdo do licopeno pode ocorrer em razdo das condigcdes de
processamento e armazenamento que ocasionam a isomerizacdo e oxidacdo deste
composto. Fatores ambientais como oxigénio, luz e temperatura tém importante acédo
nesse processo (DEMIRAY et al., 2013). O ultrassom por meio da cavitacdo gera
radicais livres, energia mecanica e hot spots (regides de alta temperatura e alta
pressao) que podem contribuir para reducdo do contetdo deste nutriente em tomates
cerejas tratados. Entretanto, essa alteracdo nao foi observada o que indica que valores
de retencdo elevados foram obtidos e que os tratamentos de sanitizagdo aplicados
parecem ter preservado o conteudo de licopeno e -caroteno.

Os carotenoides contribuem para a formagédo da cor no tomate e, sua presenca
na dieta esta associada principalmente com os beneficios a saide humana. Principais
carotendides presentes no tomate incluem licopeno, responsavel pela cor vermelha
do tomate e B-caroteno. A manutencdo do contetdo de licopeno é importante, pois se
trata um pigmento com propriedades bioativass relacionadas frequentemente a
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias (PORRINI et al., 2005; SINGH e
GOYAL, 2008), antimutagénica e anticarcinogénica e o [-caroteno tem uma
atividade pré-vitamina A (DEMIRAY et al. 2013).

Estudos com outros alimentos, que avaliaram outros compostos bioativos
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(ALEXANDRE et al. , 2012, TIWARI et al. 2010), mostraram que o ultrassom
permite maior retencdo do teor de antocianinas totais e 0s autores sugerem que a
degradacédo pode ocorrer devido a reacdes de oxidacdo promovidas pela interagdo de
radicais livres formados durante a sonicacao.

Anese et al. (2013) observaram que a concentragéo de licopeno total de polpa
de tomate n&o foi afetada pelo processamento com ultrassom sendo que os valores do
conteudo total variaram entre 5,1 + 0,8 e 6,6 + 1,1 mg/grama de massa seca, em
amostras de tomate ndo tratados e processados por ultrassom, respectivamente.
Tratamentos térmicos leves em tomate durante a preparacdo dos alimentos, tais como
aquecimento, fervura e cozimento ndo alteram significativamente os niveis de
carotenoides em tomate e outras hortalicas (ANESE et al., 2013).

O armazenamento em temperaturas baixas inibe a formacdo de licopeno
(JAVANMARDI e KUBOTA, 2006), dessa forma a manutengdo dos valores de
licopeno no presente estudo podem estar associados também a condicdo de
armazenamento estabelecida que foi a 7 °C.

E importante destacar a manutencido do conteido de licopeno e B-caroteno
apos a sanitizacdo por diferentes tratamentos, pois se sabe que estes carotenoides tem
relacdo direta com a coloracéo apresentada pelos tomates. Assim, corrobora com os
resultados obtidos nas andlises dos parametros de cor que ndo apresentaram
alteracdes significativas para o0s tratamentos de sanitizacdo ao longo do
armazenamento.

Apesar de varios estudos (SASS-KISS et al., 2005; KOTIKOVA et al, 2011;
ILAHY et al., 2011) com tomate indicarem maior propor¢ao de licopeno do que B-
caroteno, o presente estudo indicou proximidade do conteddo desses dois
carotenoides. Esse resultado pode estar relacionado a diferencas entre variedades
e/ou localizacdo geografica e clima que podem promover a producdo de licopeno em
maior ou menor propor¢do do que dos demais carotenoides (KOTIKOVA et al.,
2011).

O perfil cromatografico do &cido ascorbico mostra uma eficiente separacéo,
indicando que a quantificagdo dos teores nas amostras foi realizada de forma segura
(Figura 7).
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Figura 7 — Cromatogramas obtidos da analise cromatografica liquida de alta
eficiéncia de &cido ascorbico (AA) em tomate cereja sem sanitizar (1) e

tomate cereja tratado por 5 min com acido latico 1% (2).

Em relacdo ao teor de acido ascorbico, a interacdo entre tratamento e tempo
de armazenamento foi significativa (p<0,05). Ao desdobrar a interacdo, 0s
tratamentos controle, nanoparticulas de prata e ultrassom n&o apresentaram alteracdo
significativa em relagdo ao tempo. Apesar do tratamento ultrassom associado ao
acido latico 1% ter apresentado falta de ajuste ndo significativa, seus coeficientes de
regressdo foram ndo significativos, o que indicou inadequabilidade dos modelos de
regressao linear e quadratico para predizer o comportamento do conteddo de acido

ascorbico em relacdo ao tempo. Para os demais tratamentos foram ajustadas
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equac0es de regressao.
O comportamento dos valores de &cido ascorbico e as equagdes ajustadas aos

dados experimentais podem ser observados na Tabela 4.

Tabela 4- Modelos de equacdo de regressdo para o teor de acido ascorbico em
tomates cereja submetidos a diferentes tratamentos de sanitizacdo armazenados em
funcdo do tempo de armazenamento (x) e respectivos coeficientes de determinacédo
(R?) e niveis de probabilidade (p).

Tratamento Modelo de Regressdo R’ Prob > F
Sem sanitizar Y =16,80 - -
DCS 200 mg-L™* 0,3674 x + 12,8796 0,42 0,0191
DET 0,8653x + 12,2803 0,81 0,0024
AL 1% 0,5169 x + 14,2298 0,88 0,0017
NP 6 mg-L™ Y =15,18 - -
US 40 kHz ¥ = 15,84 - )
US 40 kHz + DET 0,4562x + 12,6830 0,46 0,0155
US40 kHz + AL 1% Y =21,54 - -
US 40 kHz + NP 6 mg-L™* 0,4955 x + 12,9953 0,75 0,0031

Y= mg de acido ascorbico/100 g de tomate cereja

Apesar da vitamina C ser a menos estavel de todas as vitaminas e facilmente
destruida durante o processamento e armazenamento, no presente estudo foi
observada a manutencdo e aumento do contetdo de &cido ascorbico em alguns
tratamentos de sanitizacdo. Segundo Cruz et al. (2008), a taxa de destruicdo €
aumentada pela acdo de metais, especialmente de cobre e de ferro, enzimas,
disponibilidade de oxigénio, 0 aguecimento prolongado na presenca de oxigénio e a
exposicao a luz.

Durante a cavitacao, radicais livres podem ser produzidos e estes compostos
podem reagir com os alimentos, mas a interacdo pode ser benéfica ou ndo,
dependendo do processo e da matriz alimentar (SORIA e VILLAMIEL, 2010).
Rawson et al. (2011) estudaram o efeito do ultrassom em discos de cenoura e
observaram retencdo do conteddo de vitamina C. Resultado semelhante ao observado
no presente estudo, pois foi observada a manutencdo do contetdo de &cido ascorbico
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para amostras sem sanitizar, tratadas com ultrassom 40 kHz e nanoparticulas de prata
6 mg-L™ ao longo do periodo de armazenamento. Para os demais tratamentos foi
observado aumento do teor de acido ascorbico e este incremento pode estar
relacionado ao amadurecimento do fruto durante o armazenamento. Yahia et al.
(2001), afirmaram que o conteldo de &cido ascérbico é submetido a reacdes de
oxidacgéo e reducdo durante o amadurecimento do tomate. Os produtos de oxidacéo
sdo radicais livres do acido que podem ser transformados novamente ao &cido
ascorbico, o que torna possivel o aumento dessa substancia ao longo do
amadurecimento do fruto.

Ercan e Soysal (2011) observaram que ndo houve diferenca significativa (p >
0,05) no teor de &cido ascorbico do extrato de tomate apds o tratamento com
ultrassom. Cao et al. (2010) observaram que maior contedo de vitamina C em
morangos tratados com ultrassom 40 e 59 kHz em comparacdo ao controle.
Resultados semelhantes foram observados em suco de morango e suco de laranja
(TIWARI et al., 2009a; TIWARI et al., 2009b).
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5. CONCLUSOES

As analises microbioldgicas indicaram que os tratamentos com AL 1 %, NP 6
mg-L™ e estes tratamentos em associagdo ao US apresentaram maiores reducdes dos
micro-organismos avaliados.

N&o houve diferenca significativa entre tratamento e interagcdo entre
tratamento e tempo para valores de pH, ATT, STT, parametros de cor, firmeza,
conteddo de licopeno e betacaroteno ao longo do periodo de armazenamento a 7 °C.
O conteudo de acido ascorbico variou entre os tratamentos aplicados e ao longo do
armazenamento e apresentou aumento para os tratamentos com DCS, DET, AL,
US+DET e US+NP.

Estes resultados indicam que AL 1 %, NP 6 mg-L™ e estes tratamentos em

associacdo ao US tém potencial para uso na sanitizacdo de tomates cereja
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APENDICES - CAPITULO 2

Apéndice A - Anélise de variancia da tensdo interfacial (mJ/m?) dos sanitizantes
utilizados no experimento com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de
liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 4 13984,3197  3496,0799 <0,001*
Erro 40 76,4424 1,9110
Total 44 14060,7621
Coeficiente de variagdo = 2,60

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Apéndice B - Andlise de variancia do valor de pH dos sanitizantes utilizados no
experimento com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL),

soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 4 272,4834 68,1208 <0,001*
Erro 40 0,1323 0,0033
Total 44 272,6157

Coeficiente de

variacdo = 0,8634

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

de probabilidade.
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Apéndice C - Analise de variancia da contagem em log UFC-g™ dos tratamentos de
sanitizacdo durante 5 minutos na reducdo da populagdo de Salmonella enterica
Enteritidis ATCC 13076 em tomates cereja, com as fontes de variacdo (FV),

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

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 8 21,0230 2,6278 <0,001*
Erro 26 13,8157 0,3837
Total 44 34,8387

Coeficiente de =125141

variagéo

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Apéndice D - Anélise de variancia da contagem em log UFC-g™ de S. enterica
Enteritidis recuperadas das solucfes sanitizantes ap6s os tratamentos por 5 min a 7

°C, com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma dos
quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 3 8,1132 2,7044 0,0024*
Erro 16 5,7985 0,3624
Total 19 13,9117

Coeficiente de

variagdo= 11,1070

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Apéndice E - Andlise de varidncia do diametro médio das nanoparticulas de prata
medidos por espalhamento dindmico de luz, com as fontes de variagdo (FV),

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

FV GL SQ QM Prob >
F
Tratamento 1 104973,3980  104973,3980  0,0014*
Erro 15 102879,683 6858,6456
Total 16 207853,0816

Coeficiente
de variacdo = 30,7279

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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APENDICES - CAPITULO 3

Apéndice A - Analise de variancia para reducdo de mesofilos aerébios em tomates
cereja submetidos apos os diferentes de tratamentos de sanitizacdo com as fontes de
variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),
quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 8 37,5280 4,6910 0,001*
Erro 18 14,7386 0,8188
Total 26 52,2666

Coeficiente de variacdo = 18,0408

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

Apéndice B - Andlise de variancia para reducao de fungos filamentosos e leveduras
em tomates cereja submetidos ap6s os diferentes de tratamentos de sanitizagdo com
as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma dos quadrados
(SQ), quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 8 22,5580 2,8197 0,0467*
Erro 18 29,9499 1,6638
Total 26 52,5080
Coeficiente

de variacéo = 25,5462

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Apéndice C - Andlise de variancia para redugdo de coliformes a 35 °C em tomates

cereja submetidos apos os diferentes de tratamentos de sanitizacdo com as fontes de

variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),

quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 8 12,7793 1,5974 0,0474*
Erro 17 10,4985 0,6175
Total 25 23,2779

Coeficiente
de variacdo = 21,0725

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

Apéndice D - Andlise de variancia para reducdo de bactérias laticas em tomates

cereja submetidos apds os diferentes de tratamentos de sanitizagdo com as fontes de

variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ),

quadrados médios (QM) e Prob > F.

FV GL SQ QM Prob > F
Tratamento 8 28,2682 3,5335 0,0164*
Erro 18 19,1524 1,0640
Total 26 47,4207
Coeficiente

de variacdo = 30,9387

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
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Apéndice E - Anélise de variancia para reducdo de psicrotroficos aerébios em

tomates cereja submetidos apds os diferentes de tratamentos de sanitizagdo com as

fontes de variacdo (FV), respectivos graus de liberdade (GL), soma dos quadrados

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

FV GL SQ QM F
Tratamento 8 26,3693 3,2961 2,02*
Erro 18 29,3485 1,6304
Total 26 55,7178
Coeficiente
de variacao =

" Significativo ao nivel de 5% de probabilidade

138



Apéndice F - Analise de variancia para pH, acidez total titulavel (ATT), solidos
sollveis totais (SST) e SST/ATT e firmeza com as fontes de variagdo (FV),
respectivos graus de liberdade (GL), quadrados médios (QM) e Prob > F.

Variavel Fonte Variacéo GL QM Prob > F
Sanitizantes 8 0,0099 1,0000
Residuo (a) 9 0,2848
pH Tempo 5 0,0181 0,2232
Tratamento*tempo 40 0,0080 0,9177
Residuo (b) 45 0,0124
Sanitizantes 8 0,0402 0,9259
Residuo (a) 9 0,0689
ATT Tempo 5 0,5282 0,0008
Tratamento*tempo 40 0,0155 1,0000
Residuo (b) 45 0,0528
Sanitizantes 8 0,6073 0,9462
Residuo (a) 9 0,5404
SST Tempo 5 5,8124 0,0121
Tratamento*tempo 40 0,5998 0,9998
Residuo (b) 45 1,4229
Sanitizantes 8 22,9249 0,0967
Residuo (a) 9 60,9447
SSR;‘/Z/E‘?T Tempo 5 1832061  <0,0001
Tratamento*tempo 40 11,6450 0,6108
Residuo (b) 45 20,9629
Sanitizantes 8 0,5056 0,5190
Residuo (a) 9 1,2533
Firmeza Tempo 5 0,2529 0,8093
Tratamento*tempo 40 0,1367 1,0000
Residuo (b) 45 0,2031

Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer*
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Apéndice G - Andlise de variancia para os parametros de cor L* a* b*, °Hue e
Croma em tomate cereja submetido a diferentes tratamentos de sanitizacdo e
armazenados por 10 d a 7 °C com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de
liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e Prob > F.

Variavel Fonte Variagéo GL QM Prob > F

Sanitizantes 8 0,2841 0,9888

Residuo (a) 9 0,6384
L Tempo 5 0,7750 0,7309
Tratamento*tempo 40 0,6407 0,9940

Residuo (b) 45 0,7046
Sanitizantes 8 7,5266 0,8424

Residuo (a) 9 26,9469
a Tempo 5 8,4084 0,7214
Tratamento*tempo 40 10,1559 0,8888

Residuo (b) 45 8,1163
Sanitizantes 8 3,9946 0,3763

Residuo (a) 9 4,7908
b Tempo 5 7,2234 0,0944
Tratamento*tempo 40 4,9428 0,1430

Residuo (b) 45 45385
Sanitizantes 8 6,4554 0,9884

Residuo (a) 9 38,4247
Hue Tempo 5 26,2207 0,5257
Tratamento*tempo 40 18,3074 0,9593

Residuo (b) 45 16,9998
Sanitizantes 8 9,2597 0,3566

Residuo (a) 9 20,3123
Croma Tempo 5 5,4426 0,6508
Tratamento*tempo 40 8,3492 0,4652

Residuo (b) 45 6,6838

Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer*
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Apéndice H - Anélise de variancia para contetdo de beta caroteno, licopeno e acido
ascorbico em tomate cereja submetido a diferentes tratamentos de sanitizagdo e
armazenados por 10 d a 7 °C com as fontes de variacdo (FV), respectivos graus de
liberdade (GL), soma dos quadrados (SQ), quadrados médios (QM) e Prob > F.

Variavel Fonte Variagéo GL QM Prob > F
Sanitizantes 8 1328,7385 0,9982
Residuo (a) 9 3721,4123
Betacaroteno Tempo 5 8796,6612 0,5546
Tratamento*tempo 40 9420,2129 0,6931
Residuo (b) 45 7651,0885
Sanitizantes 8 56742,7500 0,0771
Residuo (a) 9 49120,8680
Licopeno Tempo 5 40573,0860 0,4472
Tratamento*tempo 40 46862,2630 0,3559
Residuo (b) 45 41886,9480
Sanitizantes 8 11,5036 0,9988
Residuo (a) 9 6,9167
A Sﬁg'r%‘:w Tempo 5 22,7176 0,0003
Tratamento*tempo 40 11,3580 0,0003
Residuo (b) 45 3,8430

Nivel de significAncia: 5% de probabilidade pelo teste de Fischer*
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