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Resumo

LIMA, Priscilla Macedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2008,
Influéncia da microbiota natural e de fatores fisico-quimicos na adesao
de Salmonella Enteritidis em alface de cultivo hidroponico e conven-
cional. Orientador: Nélio José de Andrade. Co-orientadores: Sukarno Olavo
Ferreira e Luis Antonio Minim,

A adesao de Salmonella Enteritidis em folhas de alfaces provenientes
de cultivo hidropénico e convencional foi avaliada em razao da microbiota nativa,
com on sem sanitizacao com composto clorado organico e da rugosidade do vege-
tal. avaliada pela Microscopia de Forga Atomica. Além disso, foram determinadas
as hidrofobicidades das superficies das folhas de alface e da S. Enteritidis, pelo
angulo de contato com & dgua e pela energia livre. Também, foi realizado estudo
termodinamico baseado na quantificagio da energia livre total de interagao para pre-
vor & adesio desse patogeno nas superficies foliares. A presenca de Salmonella sp.
niio foi observada em nenhuma das amostras de alfaces. A excegao da contagem de
fungos filamentosos e leveduras, a alface de cultivo hidroponico apresentou menores
contagens (P<0,05) para mesofilos aerobios, bactérias liticas e coliformes a 35 °C. A
sanitizagao com 200 mg.L™" de cloro residual total, pH 6,8, durante 15 min reduziu
(P<0,05) as contagens de todos os grupos microbianos, alterando assim a microbiota
nativa da superficie das alfaces. A adesio de S. Enteritidis foi maior (P<0,05) na al-
face hidroponica e em ambos os tipos de alfaces apds o procedimento de sanitizagio
(P<0,05). As imagens obtidas por Microscopia Eletronica de Varredura mostraram
que as superficies foliares apresentaram caracteristicas microfotogrificas distintas
e que os estdmatos presentes nas superficies serviram de entrada e abrigo para as
células do patogeno. Os valores de rugosidade mostraram que 8 superficie da alface
de cultivo hidroponico foi mais rugosa (P<0,05), com média de 1211,2 nm. A alface
de cultivo convencional apresentou uma rugosidade média de 2933 nm. A andlise
qualitativa de hidrofobicidade revelou que a superficie S. Enteritidis foi hidrofilica e
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que as superficies de alfaces hidropinico ¢ convencional, podem ser classificadas como
hidrofébica ¢ levemente hidrofilica, respectivamente. Os valores das energias livres
foram positivos (AG.e. > 0) para a superficie de alface de cultivo convencional,
e para a superficie de S. Enteritidis, indicando superficies hidrofilicas. enquanto
para a alface oriunda do sistema hidroponico o valor da energia livre foi negativo
(AG,us < 0), ou seja, hidrofdbica. Nessa pesquisa os principais fatores envolvidos
na adesiio do patégeno foram a rugosidade das superficies e microbiota competidora.
A adesio de §. Enteritidis foi termodinamicamente desfavordvel, independente da
forma de cultivo (AGadesas > 0). Desse modo, a avaliagio termodinamica explica o
baixo percentual de células de 5. Enteritidis aderidas as superficies foliares. Os resul-
tados mostram a importancia do processo de sanitizagio de vegetais e das praticas
adequadas de produgio ¢ sugerem gue a recontaminagao ¢ um importante fator a ser
considerado. Nesse sentido, 8 preservaciio biologica deve ser considerada como uma
medida adicional e nio como uma substituigio dos processos higiénico-sanitérios.
Além disso, o estudo dos fatores que envolvem a adesio bacteriana em superficies
de alimentos é de grande importancia para o controle desse processo e obfengio de

alimentos mais seguros do ponto de vista microbiologico.
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Abstract

LIMA, Priscilla Macedo, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, october, 2008. In-
fluence of the native microbiota and of physical-chemical factors in
adhesion of Salmonella Enteritidis in lettuces of hydroponic and con-
ventional systems. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-advisers: Sukarno
Olavo Ferreira and Luis Anténio Minim.

Adhesion of Salmonella Enteritidis in lettuces leaves of hydroponic and
conventional systems was evaluated in reason of the native microbiota, with or with-
out sanitization with chlorinated organie compound and vegetal roughness, using
Atomic Force Microscopy. Besides, surfaces hydrophobicities of the lettuce leaves
and S. Enteritidis were determined, through water contact angle and free energy.
Also, a thermodynamic study was accomplished based on the quantification of the
total free energy of interaction of the surfaces to foresee the pathogen adhesion on
the leal surfaces. The presence of Salmonella sp. was not observed in none of the
lottuces samples. Except filamentous fungi and yeasts counts, the lettuce cultivars
grown hydroponically presented smaller counts (P <0,05) for aerobic mesophilic, lac-
tic bacteria and coliforms at 35 °C. Sanitization with 200 mg. L=! of total residual
chlorine, pH 6.8, during 15 min reduced (P <0,05) the counts of all of the micro-
bial groups, altering the native microbiota of the lettuces surface. The adhesion
of S. Enteritidis was larger (P <0,05) in the hydroponic lettuce and in both types
of lettuce after the sanitization procedure (P <0,05). Images obtained by Scan-
ning Electron Microscopy showed that the leaf surfaces presented different micro
photographic characteristics and that the present stomats in the surfaces served as
entrance and shelter for the pathogen cells. The roughness values showed that the
surface of lettuce cultivars grown hydroponically was more wrinkled (P <0,05), with
average of 1211.2 nm. The lettuce of conventional cultivation presented a medium
roughness of 293.3 nm. The qualitative analysis of hydrophobicity revealed that
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the surface S. Enteritidis was hydrophilic and that the surfaces of the hydroponic
and conventional lettuces can be classified as hydrophobic and slightly hydrophilic,
respectively. Free energies values were positive (AG,,, >0) for the surface of con-
ventional cultivation lettuce, and for S. Enteritidis surface, indicating hydrophilic
surfaces, while for the lettuce cultivars grown hydroponically the value of the free
energy was negative (AG,,, <0), in other words, hydrophobic, The main [actors
involved in the adhesion of the pathogen in this research were surfaces roughness
and competitor microbiota. Adhesion of S. Enteritidis to the leave surfaces was
thermodynamically unfavorable, independent of the cultivation way (AGadesao >0).
Thus, the thermodynamic evaluation explains the low number of 8. Enteritidis cells
adhered to the leave surfaces. Results show the importance of the vegetables san-
itization process and of the appropriate production practices and suggest that the
recontamination is an important factor to be considered. In that sense, the bio-
logical preservation should be considered as an additional measure and not like a
substitution of the hygienic-sanitariums processes. Besides, the study of the factors
that involve the bacterial adhesion in foods surfaces is of great importance for the
control of this process and in the obtaining of safe foods from the microbiological

point of view.



1 Introducao

1.1 Contextualizagao

Mudangcas nos hébitos alimentares dos consumidores modernos, na busca
por dietas mais saudéveis, tém gerado um aumento na demanda por produtos frescos,
mais naturais e menos processados, com uma maior manutengio de parametros de
qualidade sensorial e nutricional. Os vegetais frescos, em particular a alface, tem se
tornado um dos alimentos mais consumidos no Brasil.

A alface tem grande participacio na alimentagio dos brasileiros cons-
tituindo-se na mais popular hortaliga, devido a sua qualidade sensorial e nutri-
tiva, como também pela facilidade de aquisi¢io e produgio durante todo o ano,
destacando-se principalmente, como fonte de vitaminas e sais minerais.

O cultivo da alface vem sendo praticado na forma tradicional, hidroponica
e orginica, que apresentam caracteristicas diferenciadas na produgao, podendo influ-
enciar nas propriedades desta hortaliga. Essas possiveis diferenqas oriundas das dis-
tintas formas de cultivo podem gerar wma microbiota natural especifica, assim como
particularidades relacionadas & capacidade de adesio de microrganismos patogénicos
na superficie dessa hortalica.

A produgio de vegetais, principalmente os consumidos na forma crua
como & alface, requer cuidados rigorosos no que se refere is condigoes de cultivo.
Tais alimentos podem, facilmente, ser contaminados por préticas inadequadas de
adubagiio e irrigagao, podendo trazer problemas & saide dos consumidores por
tornarem-se veiculos de microrganismos potencialmente patogénicos. Além das con-
mhaqﬁmpmmhedgmpuluid;mwmpmmdemmnmmimdm
1o transporte e armazenamento, ou ainda, durante a manipulagao, como por exem-
plo, no preparo de saladas ou produtos minimamente processados. Dentro deste
contexto, nos iltimos anos, frutas ¢ vegetais frescos, incluindo a alface, tém sido iden-



tificados como veiculos de microrganismos patogénicos, como Salmonella, sendo alvo
de grande preocupagio por parte dos érgaos de saiide piiblica. O género Salmonella
é responsivel pela febre tiféide, paratiféide e gastroenterites agudas e severas em
humanos e, portanto, sua presenca nio é tolerada nos produtos alimenticios.

A contaminagio de vegetais envolvendo deterioragio e surtos de doengas
de origem alimentar pode estar relacionada com o processo de adesio bacteriana
nas suas superficies, o qual é influenciado por diversos fatores fisico-quimicos e
microbiolégicos. A microbiota natural dos vegetais pode apresentar propriedades
inibitérias contra a adesao por patégencs, e, portanto, via competigao ou antibioses,
funcionar como obstéculo para crescimento e sobrevivéncia desses microrganisimos.

Hidrofobicidade da superficie e cargas eletrostdticas tém sido propostas
como as principais propriedades fisico-quimicas determinantes da adesao bacteriana,
representando papel relevante nesse processo, tanto em superficies inertes para pro-
cessamento de alimentos, quanto em superficies de alimentos. Muitos pesquisadores
também apontam a topografia da superficie como fator de grande influéncia no
processo de adesao.

Maiores informacoes a respeito dos fatores envolvidos no mecanismo de
adesiio bacteriana em superficies de alimentos sao de grande importancia para o con-
trole do crescimento ¢ da sobrevivéncia de patogenos. Tais conhecimentos podem
contribuir para a adogio de estratégias de intervengio que possam afetar a interagio
entre microrganismos e superficie de alimentos, impedindo dessa forma, que o pro-
cosso de adesio se estabeleca, a fim de garantir a inocuidade desses alimentos.

1.2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi adquirir maiores conhecimentos
sobre os mecanismos envolvidos no processo de adesiio de Salmonella Enteritidis em
superficies de alfaces, visando contribuir no controle da ocorréncia desses micror-
ganismos para obtengiio de alimentos seguros sob o aspecto microbiolégico, Além
disso, como objetivos especificos pode-se citar:

- Avaliar a microbiota natural de alfaces cultivados pelo sistema conven-
cional e hidroponico;
- Avaliar a influéncia da microbiota natural sobre a adesao de S. Enteri-



tidis em alfaces de diferentes formas de cultivo;

. Estudar o8 mecanismos de adesio de S. Enteritidis em amostras de
alface, fundamentada em conceitos de fisico-quimica de superficie, com enfoque na
hidrofobicidade e energia livre das interagoes superficie/microrganismo;

- Caracterizar a superficie foliar das amostras de alface, por microscopia
eletronica de varredura (MEV) e microscopia de forga atomica (MFA), avaliando a
influéncia da topografia na adesio bacteriana.



2 Rewisao de Literatura

2.1 Alface (Lactuca sativa L.)

A alface encontra-se como uma das hortalicas mais vendidas para con-
sumo cru, sendo bastante utilizada na confec¢io de sanduiches, decoragao de pratos,
saladas, além do produto pronto para consumo, na forma de hortalica minimamente
processada. Devido ao seu baixo valor calérico qualifica-se para diversas dietas, o
que favorece grandemente o seu consumo de uma maneira geral, constituindo-se em
componente imprescindivel das saladas dos brasileiros (FERNANDES et al., 2002).
Além disso, ¢ hortalica tradicionalmente cultivada por pequenos produtores, sendo
de grande importincia econdmica e social, culminando como ponto de agregacio do
homem e o campo (VILLAS BOAS et al., 2004).

Apresenta propriedades trangiiilizantes, com alto contetido de vitaminas
A, B e C, além de cilcio, fésforo, potdssio e outros minerais (VIGGIANO, 1999),
destacando-se o elevado teor de pré-vitamina A, que pode alcangar até 4.000 Ul em
100 gramas de folhas verdes (GADELHA et al., 2003).

Quanto & sua estrutura, a alface é uma planta herbicea delicada, com
canle diminuto, ao qual se prendem as folhas. Estas por sua vez sio amplas e crescem
em volta do caule (em roseta), podendo ser lisas ou crespas. Conforme o tipo de
cultivar, a coloragio pode ocorrer em virios tons de verde e raxo (FILGUEIRA,
2000).

O cultivo da alface vem sendo praticado na forma tradicional, hidroponica
e orginica, que apresentam caracteristicas diferenciadas na produgao, podendo in-
fluenciar nas propriedades desta hortalica (MIYAZAWA et al, 2001). Em cul-
turas convencionais o8 vegetais crescem no solo com aporte adequado de nutri-
entes e Agua. Para uma melhor produgio, fertilizantes siio freqiientemente utilizados
(GUADAGNIN et al., 2005).



A agricultura orgnica surge como alternativa de produgao & agricul-
tura altamente mecanizada e rica em insumos industriais, que caracterizam o cul-
tivo tradicional. O cultivo orginico pode ser definido como “sistema de produgao
que evita ou exclui o uso de pesticidas ou agrotéxicos, fertilizantes de composicao
sintética, reguladores de crescimento ou outros agentes contaminantes” (HAMER-
SCHMIDT, 1998).

A hidroponia (hydro = dgua e ponos = trabalho) é a ciéncia de cultivar
plantas sem solo, onde as raizes recebem uma solugio nutritiva balanceada contendo
fgua e todos os nutrientes essenciais ao desenvolvimento da planta. Apesar de ser
uma técnica relativamente antiga, foi mundialmente consolidada no final da década
de 80, inclusive no Brasil, onde, nos iiltimos anos, apresentou uma grande expansao,
sendo comum encontrar produtos hidroponicos em supermercados de grandes centros
consumidores (TEIXEIRA-YANEZ, 2000).

Dentre os fatores que contribufram para uma significativa expansao da
hidroponia encontram-se: a produgao de hortalicas de 6tima qualidade; melhor er-
gonometria pelo uso de bancadas; melhor aproveitamento de espago fisico, por per-
mitir cultivos sucessivos; a menor incidéncia de pragas e doengas e, portanto, menor
aplicagio de tratamentos fitossanitdrios; maior tempo de vida 1til para a comer-
cializagiio do produto; o melhor controle do meio nutritivo para o crescimento das
plantas e o aproveitamento de dgua e mitrientes (RODRIGUES, 2002; FURLANI,
1996).

Na hidroponia, & qualidade da dgua ¢ fundamental, pois nela estariao
dissolvidos os nutrientes essenciais para a nutrigao das plantas. Dessa forma, ¢ im-
portante o controle microbioldgico ¢ quimico que contribua para obtengao de uma
dgua de excelente qualidade. Atualmente, alguns produtores utilizam dgua prove-
niente da rede piiblica de abastecimento, mas, a grande maioria, possui pogos arte-
sianos ou semi-artesianos para & captacio da dgua utilizada no sistema hidroponico
(BAPTISTA, 2007).

O cultivo sem solo proporciona um bom desenvolvimento das plantas e
altas produtividades quando comparado so sistema tradicional de cultivo no solo,
uma vez que, protege a hortalica contra fatores adversos do meio ambiente, como
chuvas, geadas, ventos fortes e outros (SANTANA et al., 2006).

No Brasil, as principais culturas produzidas sob hidroponia sao: alface,
abobrinha, aipo, agriiio, cebolinha, manjericio, menta, morango, pepino, pimentao,



riicula, salsa e tomate. Entretanto, a alface perfaz a preferéncia de 90% dos hidro-
ponicultores, pois apresenta ciclo de vida curto, alta produtividade e ampla aceitagao
no mercado consumidor (FURLANI, 1996).

2.2 Ocorréncia de Patégenos em Vegetais Frescos

A incidéncia das doencas veiculadas por alimentos vem aumentando de
forma considerdvel, devido a varios fatores que incluem: mudangas no estilo de vida
da populagio, que tem dedicado um menor tempo ao preparo de suas refeicoes,
preferindo consumir alimentos j& prontos; o modismo, que prefere alimentos crus
ou minimamente processados com caracteristicas préximas as dos in natura, e o
aumento da populagio de grupos considerados de risco formados principalmente
por idosos e individuos imunocomprometidos (LANDGRAF, 2002).

Independentemente do sistema de cultivo, o consumo de vegetais in
natura constitui um importante meio de transmissio de virias doengas infecciosas.
Dentre esses alimentos, as hortalicas folhosas se destacam como um dos veiculos de
contaminagio mais significativos (NOBREGA, 2002).

Mudancas em priticas agronomicas ou de processamento, preservagao,
embalagem, distribuigio e comercializagio dos alimentos tém sido responsabilizadas
pelo aumento no niimero de surtos ou infecgbes causadas por patégenos veiculados
por vegetais. Tais alteragdes incluem o uso de esterco animal como fertilizante que
niio sofren compostagem, e 0 uso de esgoto on de figna de irrigagio néo tratada,
as quais podem contribuir para a contaminagao do alimento por patégenos ainda
no campo. Além disso, na indiistria de alimentos, equipamentos e manipuladores
podem atuar como vetores potenciais para veiculagao de patogenos em frutas e
vegetais (BEUCHAT, 2002; BEUCHAT, 1995).

Bactérias patogénicas, como Salmonella, Listeria monocytogenes, Shigella,
Escherichia coli O157:HT7, Bacillus cereus, Vibrio cholerae; virus como os da hepa-
tite A e Norwalk; e parasitas, como Giardia lamblia, Cyclospora cayetanensis e
Cryplosporidium parvum, sio de grande importancia para a satide piiblica e estio
relacionados com surtos de infeccio alimentar em razio do consumo de frutas e
hortaligas frescas contaminadas (BEUCHAT, 2002).

De acordo com Takayanagui et al. (2000), em Ribeirdo Preto, SP, hortas



produtoras de verduras apresentaram wma elevada concentragio de coliformes fecais,
presenca de Salmonella sp e de vérios enteroparasitas.

Oliveira et al. (2004) pesquisando as condigbes microbiologicas e para-
sitolégicas de alfaces comercializadas em Salvador, BA, segundo diferentes sistemas
de cultivo (hidroponico, organico e tradicional), evidenciaram que as alfaces prove-
nientes do cultivo orginico apresentaram o maior grau de contaminagao por en-
teropat6genos, seguida do cultivo tradicional e hidroponico.

2.3 Salmonella Enteritidis

Atualmente é comumente aceito que o consumo de frutas e vegetais in
natura é um fator de risco para infecgio por patdgenos entéricos. Uma variedade
de frutas e vegoetais tém sido implicada em infecgio por Salmonella, mais frequente-
mente alface, melio e tomates. Exemplos recentes de surtos relacionados com pro-
dutos frescos incluem casos envolvendo Escherichia coli O157:HT (espinalfre, alface)
e Salmonella Typhimurium (tomates, alface) (HEATON e JONES, 2007).

O género Salmonella & responsivel por febre tifdide, paratif6ide e gas-
troenterites agudas e severas em humanos e, portanto, sua presenga nio é tolerada
nos produtos alimenticios. Salmonella sp. sio os agentes etiolégicos mais associados
com infecgio em produtos frescos, isolados em 48% dos casos entre 1973 e 1997 nos
Estados Unidos (SIVAPLASINGHAM et al., 2004) e em 41% dos casos durante 1992
e 2000, no Reino Unido (HEATON e JONES, 2007).

Salmonelas sio caracterizadas por pequenos bastonetes Gram-negativos,
nao-esporulados, amplamente distribuidos na natureza e tém o homem e 08 animais
domésticos como seus principais reservatérios. Doengas alimentares causadas por
Salmonella resultam da ingestao de alimentos contendo um nimero significativo de
linhagens do género (JAY, 2005).

A dose infecciosa para voluntérios sauddveis foi estimada em, aproxi-
madamente, 10° células por grama. Entretanto, em alguns surtos associados a ali-
mentos sélidos, envolvendo este patégeno, a dose infecciosa foi inferior a 10? células,
Esses alimentos oferecem uma superficie adequada para a fixagao do patégeno tor-
nando-o menos susceptivel s defesas do organismo hospedeiro, como o pH baixo
do suco géstrico. Portanto, a dose infecciosa de um agente patogénico entérico de-



pende, entre ontros fatores, de sua capacidade para resistir a esse pH (GAWANDE
e BHAGWAT, 2002).

E uma bactéria de ampla ocorréncia em animais e, no ambiente, as prin-
cipais fontes siio a dgua, o solo, as fezes de animais, os insetos e as superficies de
equipamentos e utensilios de fabricas e cozinhas. A doenca geralmente é contraida
através do consumo de alimentos contaminados de origem animal, principalmente
a carne bovina, a came de aves, 0s ovos e o leite. Os vegetais contaminados com
esterco também tém sido implicados na transimissao (SILVA et al, 2007).

Algumas mudangas ocorreram na taxonomia da Salmonella. Embora ci-
entistas microbiologistas de alimentos e epidemiologistas considerem os 2.324 sorovares
como se cada um fosse uma espécie, o esquema de classificagio mais recente propoe
a divisio do género em duas espécies, Salmonella enterica e Salmonella bongori. A
espécie §. enterica é subdividida em seis subespécies: S. enterica subsp. enterica, S.
enterica subsp. salamae, S. enterica subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae,
§. enterica subsp. Houtenae e S. enterica subsp. indica.

A maioria dos sorotipos responsiveis por cansar enfermidades no homem
e nos animais estd contida na espécie enterica, subsp. enterica. Existem, atualmente,
2.324 sorotipos de Salmonella, dos quais 1.387 pertencem a esta subespécie, dentre
eles o sorovar Enteritidis (JAY, 2005).

Nas iiltimas décadas, tem se observado um aumento expressivo na prevalén-
¢ia de S. Enteritidis tanto nos isolamentos a partir de espécimes clinicos quanto de
alimentos (BAUMLER et al., 2000). 5. Enteritidis foi o sorovar mais freqiiente nos
Estados Unidos em 1994, representando 26% de todos os isolados de Salmonella
(PATRICK et al., 2004).

No Brasil, resultados semelhantes com relagio i prevaléncia de S. Enteri-
tidis tém sido observados. Dentre as doengas causadas pela ingestao de alimentos,
entre 1999 e 2002, foram notificados 176 surtos por Salmonella sp. (SILVA et al.,
2005). Entre os sorovares mais freqiientemente isolados em episodios de infeccio
alimentar em humanos no pais encontram-se S. enterica Enteritidis, Typhimurium,
Bredeney e Tennessee (DIAS et al., 1999; JAKABI et al., 1999; ESPER et al., 1998).
Segundo Castro et al. (2002), no estado de Sio Paulo, o isolamento clinico de S.
Enteritidis apresentou aumento significativo e expressivo entre 1985 e 1999,



2.4 Adesao Bacteriana

A adesio microbiana é um fendmeno que estd envolvido em virias doengas
humanas e animais, na formagio de placas dentirias, em processos industriais, den-
tre outros. Todos esses processos envolvem a interagao entre microrganismos e algum
tipo de superficie, que pode ser de materiais inertes ou biolégicos (MESQUITA, et
al., 2002).

O processo de adesdo microbiana ocorre devido & deposigio de micror-
ZANISMOS em uma superficie de contato, onde se fixam e iniciam o crescimento (ZOT-
TOLA, 1997, ZOTTOLA e SASAHARA, 1994). A liberagdo desses microrganismos
pode trazer conseqiiéncias indesejiveis A qualidade do alimento, como alteragao
destes e veiculagio de patdgenos.

A adesiio bacteriana depende das propriedades fisico-quimicas do mate-
rial do substrato e da su ie da célula. A possibilidade de formar ligagoes es-
pecificas entre a bactéria e superficie depende da composigio quimica da superficie e
da composicao da camada mais externa da célula (VALCARCE, 2002). Propriedades
da superficie da célula, como a presenca de flagelo, pili, adesinas, lipapolissacarideos,
dcido lipoteicGico e capsula, influenciam na aderéncia (TRACHOO, 2003), a qual
ocorre em dois estdgios: adesio reversfvel seguida por adesio irreversivel.

O processo reversivel de adesio de um organismo a uma superficie en-
volve a apraximagio deste & superficie de forma aleatéria ou através de mecanismos
de quimiotaxia e de mobilidade (pili superficiais, fiagelos polares e ete.). Quando o
microrganismo atinge uma proximidade critica da superficie, a ocorréncia de adesao
depende do balango final entre forqas atrativas e repulsivas (ex: interagbes ele-
trostéticas e hidrofobicas, forgas de van der Waals, impedimento estereoquimico, etc)
geradas entre as duas superficies. A repulsio entre duas superficies pode ser ultra-
passada por meio de interagdes moleculares especificas, mediadas por adesinas, que
siio proteinas localizadas em estruturas que irradiam da superficie celular (DAVEY
e O'TOOLE, 2000).

Durante a adesio reversfvel, as bactérias ainda exibern movimentos Brow-
nianos e sao facilmente removidas pela aplicagio de uma forga minima (WATNICK
e KOLTER, 2000; CHMIELEWSKI e FRANK, 2003).

Apés a adesao reversivel, as células fracamente ligadas consolidam o pro-
cesso de adesiio produzindo exopolissacarideos que complexam os materiais da su-



1n

perficie ¢ os receptores especificos localizados nos flagelos, pili ou fimbrias. Na
ansencia de interferéncia mecinica on quimica, a adesao torna-se, nesta fase, ir-
reversivel. Durante este estagio de adesiio, os microrganismos individualizados on
planctonicos podem “colar-s¢” uns aos ontros, lormando agregados na superficie a
que aderem. Apds a adesio irreversivel da bactéria a superficie, inicia-se 0 processo
de maturacao do biofilme (FRIEDMAN e KOLTER |, 2005; KLAUSEN et al., 2003)

Na figura 1, tem-se a ilustracio das etapas do mecanismo de adesao bacteriani.

Bactérias Bactérias

Deposigiio de  Forgas Van Forgaa Van der  Forgas Van dor
matéria

dar Wanls Waals, Waals, Interagbos
orginica e intoragies elotrostaticas,
Inorginics wietfostatices interagdes
espacifican
| Aegibo roversivel | | Regilio irreversivel |

Forile Busscher & Wserkamp (1887), Chamscikhs. (1984), Marshall (1871), Noermans e al (1991 )

Figura 1: Mecanismo tedrico de virios estigios de adesao e formagio de biofilmes

A remogio de eélulas aderidas irreversivelmente ¢ dificil e requer aplicagao
de uma forte forga mecanica on interrupgao quimica da forga de aderencia pela
aplicagio de enzimas, detergentes, surfactantes, desinfetantes e/on calor (SINDE e
CARBALLO, 2000).

2.5 Fatores que Influenciam na Adesao Bacteri-
ana

2.5.1 Microbiota Natural

Frutas e hortalicas apresentam microbiota natural que provém do ambi-
ente, sendo influenciada pela estrutura da planta, téenicas de cultivo, transporte e
armazenamento (PACHECO et al., 2002; ROSA ¢ CARVALHO, 2000).

Todas as hortalicas possuem uma microbiota residente que normalmente
resiste s baixas concentracoes de carboidratos, proteinas e sais inorganicos. Fungos
e bactérias conseguem se multiplicar na superficie das hortaligas, entretanto, as

bactérias se multiplicam mais rapidamente do que os fungos e leveduras. Por esta
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razao, os grupos de microrganismos encontrados nos vegetais recém-colhidos sao
bastante variados (BRACKETT e SPLITTSTOESSER, 2001).

A microbiota de vegetais frescos constitui-se, basicamente, de bactérias
pertencentes i familia Enterobacteriaceac ¢ Pseudomonaceae, origindrias da forma
de cultivo (convencional ou hidroponica), dgua de irrigagao, ar, insetos e animais
(MURRAY et al., 1999). Bactérias laticas também fazem parte da microflora desses
alimentos. De acordo com Liao e Fett (2001) bactérias dcido ldticas e/ou leveduras
foram consistentemente isoladas de cenoura, alface, e sementes germinadas.

A microbiota nativa estabelecida em alimentos pode ter propriedades ini-
bitérias contra a adesiio por patégenos, e, portanto, via competigio ou antibioses,
funcionar como obstdculo para crescimento e sobrevivéncia de microrganismos patogé-
nicos (SCHUENZE e HARRISON, 2002). Por isso, parece promissor encontrar
organismos especificos entre a microflora que sejam responsdveis por expor estas
caracteristicas patdgeno-inibitérias. (LEVERENTZ et al., 2006).

Mecanismos apresentados por microrganismos que interferem na adesao
de patogenos incluem redugio de pH, como no caso das bactérias dcido laticas,
ou pela competigio por nutrientes e/ou espaco (BRASHEARS e DURRE, 1999
SPADARO et al., 2004; SPADARO et al., 2002). Bactérias do 4cido litico também
apresentam atividade antagonista pela produgio de bacteriocinas e, portanto, po-
dem atuar como agentes de biocontrole (LAUKOVA et al., 2000; REUTER, 2001 ). O
uso de bactérias liticas como competidoras da microbiota deterioradora e patogénica
é amplamente estudado em produtos cdrneos e liticos, mas a6 nas Qltimas décadas a
sua aplicagio em frutas e hortalicas minimamente processadas tem sido considerada
(HOLZAPFEL et al., 1995).

Enquanto algumas leveduras poderiam agravar o problema de cresci-
mento de patégenos alimentares em produtos processados, devido ao aumento de
pH, por exemplo, certas leveduras e bactérias podem revelar ser litels para segu-
ranca alimentar. Tais organismos podem diminuir a capacidade de microrganis-
mos patogénicos em crescer em vista da competigao por nutrientes (CAMPO e
NGUYEN-THE, 2001; LIAO, 1999). A combinagio de bactérias e leveduras pode
também ser eficaz contra adesio de bactérias patogénicas (LIAO e FETT, 2001).

O aumento da seguranca microbiolégica em hortaligas pode ser alcangado
com a utilizagio de barreiras adicionais como, por exemplo, a competigiao microbiana
ou pela presenca de bacteriocinas e outros compostos GRAS (Generully Regarding
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as Safe) (HOLZAPFEL et al., 1995). Dentro desse contexto, & preservacao biologica
deve ser considerada como uma medida adicional e nao como uma substituigio das
Boas Priticas de Manipulagao.

2.5.2 Fatores Fisico-quimicos

Virios estudos tém descrito o fendmeno de adesio bacteriana em ter-
mos de parimetros fisico-quimicos tais como hidrofobicidade (MARK et al., 1987;
DAHLBACK et al., 1981), energia de superficie (BUSSCHER et al., 1984; AB-
SOLOM, et al., 1983), e interagoes eletrostaticas das particulas celulares com as
superficies (BAYER et al., 1990; VAN LOOSDRECHT et al., 1987).

Segundo Gottenbos et al. (2002), bactérias movem-se ou sao movidas
para a superficie de um material devido aos efeitos de forgas fisico-quimicas, como
movimentos Brownianos, forcas de atragio de Van der Waals, forgas gravitacionais,
efeitos de cargas eletrostiticas e interaghes hidrofébicas.

Algumas teorias tém sido utilizadas para descrever a adesio bacteriana
em superficies. A teoria DLVO desenvolvida inicialmente por Derjaguin e Lan-
dau, em 1941, e complementada em 1948 por Verwey e Overbeek, sumariza as con-
tribuicdes das forgas de van der Waals e eletrostdticas para a energia de interagao
interfacial entre duas superficies, e explica a adesao de microrganismos com base na
interaciio entre particulas coloidais, desprezando todos os aspectos microbiolégicos
da adesio. Além disso, as forgas de interagio contabilizadas por esta teoria sio ape-
nas as forcas de longo alcance, como as forgas de van der Waals e forgas resultantes
da dupla camada elétrica (OLIVEIRA, 2006).

Portanto, essa teoria s6 prevé a adesio inicial, a qual é reversivel, mediada
por forgas de longo alcance, mas nio permite quantificar a energia potencial dessa
interagiio. Depois que uma particula atinge a adesao imicial, wm conjunto de forgas
de curto alcance passa a dominar a interagio e a determinar as forgas de adesao
(CHAVES, 2004).

A teoria termodinimica ¢ a segunda abordagem fisico-quimica que tem
sido utilizada para descrever a adesio bacteriana is superficies (MORRA e CASSINEL-
LI, 1997). De acordo com essa teoria, para se estabelecer uma adesio efetiva entre
duas superficies em meio aquoso o filme de dgua que as separa tem que ser removido
¢ a hidrofobicidade das superficies interatuantes contribui para a facilidade dessa
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remogio (CHAVES, 2004). Termodinamicamente, a energia livre permutada nesse
fendmeno tende a ser minimizada e a adesio so se verifica se o processo conduzir a
uma diminuicio da energia livre global.

Em 1994, a teoria DLVO foi complementada por van Oss e colaboradores,
para justificar os desvios da mesma, englobando as forgas de curto alcance, também
designadas forgas niao DLVO (CHAVES, 2004). As forgas de curto alcance englobam
as forcas de repulsio de Born, as forcas de hidratacio, as interagoes hidrofébicas,
as interaches estéricas e as poutes poliméricas. FEstas forcas permitem justificar
os desvios da teoria DLVO, contudo estes tipos de interagoes nio sio facilmente
quantificiveis com a excecio das interagoes hidrofébicas (ELIMELECH, 1995). A
hidrofobicidade tem sido considerada a forga de curto alcance mais importante na
adesiio bacteriana ( VAN 0SS, 1997; BUSSCHER et al., 1990).

2.5.2.1 Hidrofobicidade

Interagdes inespecificas também contribuem para as etapas iniciais da
adesio bacteriana, acompanhadas de interagies mais especificas entre adesinas bac-
terianas e receptores teciduais (HAN-YIPING, 2000; GIBBONS e ETHERDEN,
1983). Dentre essas forgas inespecificas, destacam-se as forgas hidrofébicas, as quais
apresentam papel relevante na adesio de microrganismos, tanto em superficies iner-
tes para processamento de alimentos, quanto em superficies de alimentos (DENYER
et al., 1993).

A hidrofobicidade da superficie celular ¢ baseada em compostos associ-
ados com & membrana externa incluindo lipopolissacarideos, lipoproteinas e dcidos
lipoteicGicos. A orientagao destes compostos na membrana externa determina a
hidrofobicidade da superficie celular. A maioria das bactérias Gram negativas pos-
suem longas regioes de polissacarideos expostos oriundos de seus lipopolissacarideos,
resultando em superficie hidrofilica, enquanto que as bactérias Gram positivas pos-
suem porgoes lipidicas de dcidos lipoteicicos estendidos para parte externa da célula,
resultando em superficie hidrofébica (TRACHOO, 2003).

Contudo, a hidrofobicidade é a propriedade termodinamica mais facil-
mente influenciada pela quantidade de dgua do meio, sendo assim, 0s microrganismos
podem apresentar variagbes na hidrofobicidade, dependendo do modo de crescimento
bacteriano e das condigoes de cultura (KUMAR e ANAND, 1998).
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Existem vérios métodos usados para determinar a hidrofobicidade de
superficie, tais como: adesdo a hidrocarbonetos, particao hidrofébica em sistema
aquoso biffisico, cromatografia de interagio hidrofébica, agregagio por adicao de sais
- “salting out” , adesio a superficies hidrofébicas e medicao de Angulos de contato. A
medigio de angulos de contato ¢ a téenica universalmente utilizada para determinar
a hidrofobicidade de materiais (FOWKES et al., 1980).

O Angulo de contato formado por uma gota de um liquido sobre uma
superficie solida é o ngulo resultante entre a linha tangente & interface que separa o
liquido e o vapor e a linha paralela a superficie do sélido, como mostrado na Figura
2 (WOLF et al., 2006).

Se o liquido for a dgua, o dngulo formado permite avaliar a molhabilidade
da superficie e serd relacionado a hidrofobicidade. Para dngulos de contato com &
figna inferiores a 65¢ a superficie serd hidrofilica, enquanto que para Angulos de
contato superiores a 65° a superficie ¢ considerada hidrofébica (VOGLER, 1998).

Vapaor

Figura 2: Definigao do ingulo de contato () entre uma gota liquida ¢ uma superficie
plana e horizontal.

van Oss e Giesse (1995) desenvolveram uma metodologia que permite
quantificar a hidrofobicidade da superficie através das componentes da tensao su-
perficial. De acordo com o critério proposto por esses autores, a hidrofobicidade ¢
definida em termos de variagio da energia livre de interagio entre as moléculas de
uma superficie imersa em dgua (AGLOT). A superficie ¢ considerada hidrofbica,
quando a variagao da energia global de interacio entre as moléculas da superficie é
atrativa (AGTOT < 0), o que significa que as moléculas da superficie possuem maior
afinidade entre si do que com a égua. Por outro lado, a superficie é considerada
hidrofilica, quando a variagio da energia livre global de interagio entre as moléculas
da superficie imersa em dgua é repulsiva (AGTL)" > 0). Dessa forma, quanto menor
a energia livre global mais hidrofébica é a superficie.
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2.5.2.2 Microtopografia da Superficie

Além das propriedades superficiais de sélidos, existem outros fatores ine-
rentes & morfologia das superficies que podem ser determinantes na adesio, tais como
& sna composigao, rugosidade e porosidade (PEREIRA et al., 2000). A influéncia da
rugosidade da superficie na adesdo tem sido objeto de estudo de muitos trabalhos
que a consideram como um fator determinante na adesao (QUIRYNEN et al., 1994).

O aumento da rugosidade da superficie tem sido associada com uma
maior retenciao microbiana. Este aumento dos niveis de adesao associado & Tugosi-
dade da superficie atribui-se & protegao das células no interior das irregularidades
da superficie, permitindo que a adesao irreversivel seja estabelecida mais facilmente,

sendo por isso locais preferenciais para a colonizagio inicial.

Além disso, as irregularidades da superficie contribuem para um aumento
da drea superficial disponivel para a adesio (VERRAN e MARYAN, 1997 QUIRY-
NEN et al., 1994). A porosidade da superficie sélida também contribui para o
aumento da adesio devido & maior drea superficial disponivel (PEREIRA et al,
2000).

Atualmente virios métodos microscdpicos tém sido usados para avahar
o processo de adesio e formagao de biofilmes em superficies, os quais podem ser
realizados por meio de microscopia de contraste, de epifluorescéncia, microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia de transmissio (MET) e microscopia
de for¢a atomica (MFA). A escolha da modalidade de microscopia a ser utilizada
dependerd do aspecto de formagio da adesiao ou do biofilme que se descja analisar
(COSTA, 1999 e ZOTTOLA, 1997).

2.6 Microscopia de Forga Atomica

A microscopia de for¢a atdmica (MFA) é uma técnica que permite obter
imagens, em trés dimensoes, da topografia das superficies, com uma resolugao es-
pacial que se aproxima das dimensoes atomicas. E baseada em leis elementares da
fisica ¢ conta com a moderna tecnologia de semicondutores (WIESENDANGER,
1094).

A MFA mede a for¢a proveniente da interagao entre os dtomos de uma
fina agulha montada em um cantilever com os ftomos da superficie em estudo. As



16

forcas envolvidas em tais interagoes podem ser de diversos tipos, mas basicamente
podem ser resumidas a dois tipos fundumentais: as forgas de atragio e as forcas de
repulsao que variam em fungio da distancia entre o cantilever ¢ a amostra (TEI-

XEIRA, 2003).

O microscdpio de forga atdmica pode ser operado de diversos modos. Os
modos de fazer as imagens, também chamados modos de varredura ou de operagao,
referem-se fundamentalmente a distancia mantida entre a ponteira e a amostra, no
momento da varredura, e is formas de movimentar a ponteira sobre a superficie a
ser estudada. Estes modos podem ser classificados em trés tipos: modo contato,

modo nao-contato ¢ modo contato intermitente,

No modo contato, o cantilever é mantido a poucos angstrons da superficie
da amostra que se descja estudar, e as forcas entre o braco e a amostra sio de
origem repulsiva. No modo nao-contato, o cantilever fica posicionado em distancias
da ordem de 100 angstrons da superficie em questao, e as forcas entre o brago e
a superficic da amostra sao de origem atrativa. O modo contato intermitente on
semi-contato @ similar ao modo nac-contato, exceto que a agulha toca suavemente a

superficie da amostra, sendo que esses toques nao sio continuos (TEIXEIRA, 2003).

Duraute o deslocamento da ponta do cantilever pela superficie o com-
putador analisa, em cada posicao na superficie, a for¢a de interagao entre a ponta
de MFA e a amostra e traca o diagrama das alturas, construindo a topografia da
amostra. Na figura 3 é mostrado um esquema de funcionamento de um Microseopio

de For¢a Atomica.

Fonte: Paiva, 2005,

Figura 3: Esquema de funcionamento de um Microscdpio de Forga Atomica
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A MFA permite a observagio direta da arquitetura da superficie, conse-
quentemente, a técnica de MFA pode trazer informagoes importantes sobre a mor-
fologia da superficie de adesiao. Com esse tipo de microscopia pode-se estudar além
da topografia, propriedades mecanicas de superficies, tais como: atrito, rugosidade,
dureza, rigidez, elasticidade e resisténcia (HERRMANN et al., 1997).

A andlise das imagens obtidas permite a determinagao da rugosidade da
amostra através dos valores de Re e Rq. Ra é a rugosidade média, medida como a
média das diferencas de altura observadas, enquanto Rg é a rugosidade quadratica
média. Além disso, determina-se também a diferenga de altura entre o pico mais
alto e o vale mais profundo (Ry).

2.7 Microscopia Eletronica de Varredura

As técnicas de microscopia eletronica apresentam alto poder de resolugao
e comprimento de onda muito curto (0,5A) de feixe de elétrons, permitindo observar
as amostras em aumentos maiores quando comparado com a microscopia dptica
comum, sendo as mais indicadas quando se deseja analisar a interagao microbiana
na matriz do biofilme.

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permite alcangar aumentos
muito superior ao da microscopia éptica. Dependendo do material pode atingir até
900.000 vezes, mas para a anilise de materiais normalmente o aumento ¢ da ordem
de 10.000 vezes.

Na microscopia eletronica a drea ou o microvolume a ser analisado é
irradiado por um fino feixe de elétrons ao invés da radiagao da luz. Como re-
sultado da interagio do feixe de elétrons com a superficie da amostra, uma série
de radiagdes siao emitidas tais como: elétrons secundérios, elétrons retroespalhados,
raios-X caracteristicos, elétrons Auger, fétons, ete. Estas radiagoes quando captadas
corretamente irao fornecer informagoes caracteristicas sobre a amostra (topografia
da superficie, composicao, cristalografia, ete.)(MALISKA, 2008).

Os materiais bioldgicos, como a alface, por exemplo, geralmente sio maus
condutores de eletricidade e calor, por conseguinte, para serem observados ao mi-
croscopio eletronico de varredura, devem ser transformados em materiais eletrica-
mente condutivos. A cobertura desses materiais com uma fina camada de ouro
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(cerca de 30 nm) ou uma liga de ouro e palidio ¢ o meio utilizado para solucionar
esse problema (PIZZOLITTO, 1997).




19

3 Material e Métodos

Os experimentos foram conduzidos nos laboratdrios de Microbiologia de
Alimentos ¢ Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos, de
Nanoscopia do Departamento de Fisica e no Niicleo de Microscopia e Microandlise,
da Universidade Federal de Vigosa -UFV.

3.1 Amostras de Alface

Foram utilizadas amostras de alface (Lactuca sativa), tipo crespa, de
cultivo convencional e hidroponico, adquiridas entre os meses de outubro a marqo,
diretamente de produtores antes da comercializagio, em hortas da cidade de Vigosa,
Minas Gerais. As amostras foram transportadas e mantidas a 5 °C até o infcio das

anilises,

3.2 Determinacao da Microbiota Natural das Amos-
tras de Alface

.

As andlises microbiolégicas desta etapa foram realizadas de acordo com
a metodologia da American Public Health Association (APHA), descrita no Com-
pendium of Methodos for the Mirobiological Examination of foods (DOWNES e
1TO, 2001).

3.2.1 Preparo das Amostras

A andlise da microbiota foi realizada em folhas de alface de cultivo
hidropdnico e convencional, sanitizadas e sem sanitizar. As folhas externas das
amostras de alface foram removidas e descartadas, sendo as folhas integras lavadas
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em dgua corrente. Para as amostras sanitizadas, apés a lavagem em dgua corrente,
as folhas integras foram imersas em solucio de diclorvisocianurato de sidio (Nippo-
clor®) com 200 mg.L~! de cloro total pH 6,1 durante 15 min. O cloro foi
neutralizado por enxague em uma solugio esterilizada de tiossulfato de sodio 0, 5%
por 5 min. Em seguida, as folhas foram retiradas assepticamente da solugio, imer-
sas em dgua destilada esterilizada e deixadas em repouso por um periodo de 20 min
para drenar. Porgoes de 25 g das amostras de alface foram homogeneizadas com
295 mL de fgua peptonada 0,1% utilizando Stomacher (Marconi®). A partir deste
homogenato, diluigoes decimais adequadas para cada amostra foram realizadas.

3.2.2 Contagem de aerébios mesdéfilos

Foi transferido 1 mL em duplicata, das respectivas diluigoes para placas
de Petri esterilizadas e adicionados cerca de 15 mL de Agar Padriio para Contagem
(PCA)(Micro Med®). As placas foram incubadas a 37 °C por 48 h. Transcorrido
o tempo de incubagio foi realizada a contagem das colomias e o resultado expresso
em Unidades Formadoras de Colénias por grama (UFC.g ') .

3.2.3 Contagem de Fungos Filamentosos e Leveduras

Foi inoculado 0,1 mL, em duplicata, das respectivas diluigbes sobre a
superficie de Agar batata dextrose acidificado (BDA) da marca Merck®. Com auxilio
de alca de Drigalski, o indeulo foi espalhado por toda a superficie do meio, até sun
completa absorgio. As placas foram incubadas, sem inverter, a 25 + 1 °C, por 3
a 5 d. Foi realizada a contagem das colénias ¢ o resultado expresso em Unidades
Formadoras de Colénias por grama (UFC.g ~') .

3.2.4 Contagem de Coliformes a 35 °C e Escherichia coli

A contagem de coliformes totais e E.coli foi realizada utilizando-se pla-
cas Petrifilm™ , seguindo-se as recomendagbes da AOAC (Association of Official
Analytical Chemists). Foi inoculado 1 ml da amostra diluida no centro do filme
interior da placa Petrifilm EC e em seguida, a amostra foi distribufda uniforme-
mente pressionando-se um difusor plistico. As placas foram incubadas a 35 °C por
48 h. Foi realizada a contagem das colinias, enumerando-se como E.coli confirmada
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as colonias azuis ou vermelho-azuladas associadas com gis, e como coliformes a 35
°C, coldnias vermelhas associadas com gas. O resultado foi expresso em Unidades
Formadoras de Colénias por grama (UFC.g™').

3.2.5 Enumeracao de Bactérias Laticas

Foi transferido 1 mL das respectivas diluicoes para placas de Petri (em
duplicata) e vertidos cerca de 15 a 20 mL de Agar MRS (de Man, Rogosa &
Sharpe)(Himedia®). As placas foram incubadas em estufa a 30 °C por 48-72 h.
Transcorrido o tempo de incubagao foi realizada a contagem das colonias e o resul-
tado expresso em Unidades Formadoras de Colonias por grama (UFC.g =2 |

3.3 Avaliacao da presenga de Salmonella sp. em
Alfaces de Cutivo Convencional e Hidroponico

A pesquisa de Salmonella sp. nas amostras de alface foi realizada de
acordo com o método tradicional de andlise, segundo metodologia preconizada pela
APHA, que compreende basicamente cinco etapas, descritas a seguir:

- Pré-enriquecimento: Pesou-se 25 g de cada uma das amostras de al-
face e em seguida, homogeneizou-se com 225 mL de caldo Lactosado (Merck®) em
stomacher por 60 s. O homogenato obtido foi incubado a 37 °C por 18 h.

- Enriquecimento seletivo: Esta etapa foi realizada em caldo Rappaport
Vassiliadis (Merck®) e em caldo Selenito Cistina (Merck®), inoculando-se 0,1 mL e
1 mL, repectivamente, de aliquotas do pré-enriquecimento, seguindo de incubagao a
41 °C por 24 h. "

- Plaqueamento seletivo-diferencial: O isolamento das colonias suspeitas
de Salmonella foi feito a partir dos caldos de enriquecimento seletivo por meio de
estrias na superficie dos meios Agar Salmonella-Shigella (SSA)(Micro Med®), Agar
Verde Brilhante (BG)(Micro Med®) e Agar Entérico de Hectoen (HE)(Himedia®).
Em seguida as placas com 08 meios seletivos foram incubadas a 37 “C por 24 h.

- Provas Bioquimicas: Para verificar o perfil bioquimico das cepas de
Salmonella foram selecionadas trés colénias suspeitas crescidas nos meios seletivos
usados conforme as caracterfsticas de Salmonella spresentadas em cada um deles ¢
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transferiu-se para os meios Agar Triplice Agticar Ferro (TSI)(Micro Med®), Agar
Lisina (LIA)(Difco®) e Caldo Uréia (Himedia®).

- Sorologia: A confirmagiio soroldgica dos isolados com reagies tipicas de
Salmonella nas provas bioquimicas foram realizadas por meio de teste de aglutinagao
em lamina com anti-soro polivalente.

3.4 Adesao de Salmonella Enteritidis nas folhas de
alface

A suspensao bacteriana e a adesio de S. Enteritidis em cupons de alface
foram preparadas baseando-se na metodologia proposta por Takeuchi et al., 2000.
Para a enumeraciao de células aderidas, o procedimento realizado foi baseado no
descrito por Parizzi (1999).

3.4.1 Microrganismo e preparo da suspensao bacteriana

0 estudo de adesio foi conduzido utilizando cultura de Salmonella En-
teritidis ATCC 13076, cedida pelo Departamento de Microbiologia de Alimentos da
UFV. A cultura foi mantida em tubos Eppendorf de 1 mL contendo BHI (Difco™)
A temperatura de —80 °C. Para os estudos de adesio, a cultura foi ativada por
trés repicagens consecutivas em BHI e incubada & 37 °C por 24 h. A cultura foi
centrifugada a 1.900x g por 15 min e os pellets foram lavados com dgua destilada
esterilizada. A suspensio bacteriana foi preparada por ressuspensio dos pellets em
Agua destilada esterilizada.

3.4.2 Preparo dos cupons de alface e adesao de S.Enteritidis

Foram realizados cortes das folhas de alface provenientes dos sistemas
de cultivo hidropénico e convencional, sanitizadas e sem sanitizar, em cupons de
dimensoes de 2 x 2 cm, com auxilio de bisturi cinirgico esterilizado. O procedi-
mento de sanitizacio foi descrito no item 3.2.1. Cinco cupons de cada amostra de
alface foram imersos separadamente em suspensiao de Salmonella Enteritidis con-
tendo aproximadamente 7 log UFC.mL ™" de Salmonella ¢ incubados a 37 °C por 12
h.



3.4.3 Enumeragao de células aderidas

Apéds o periodo de incubagio, os respectivos cupons foram retirados da
suspensio bacteriana com o auxflio de pinga esterilizada e imersos em 10 mL de
Agua destilada esterilizada por 1 min, para a remogao de células planctonicas. Emn
seguida, foram imersos em tubos contendo 10 mL de dgua destilada esterilizada e
submetidos ao vértex, durante 1 min, para a remogio de células sésseis. Diluigoes
apropriadas foram preparadas e transferidas para placas de Petri contendo Agar
Hecktoen (Acumedia®) para enumeragio de S. Enteritidis. As placas foram in-
cubadas a 37 °C por 48 h, procedendo-se em seguida, a contagem das colonias tipicas.
A quantidade de células aderidas por cm* de superficie foi calculada de acordo com
a Equacio 1, relacionando-se o volume do diluente usado para rinsagem (10 mL), a
aliquota usada no plaqueamento (1 mL), a média da contagem das colonias expressa
em UFC (M), a diluigio realizada (D) e a drea total dos cupons (40 cmn?). Assim,
tem-se:

UFCem™@ =0,25x M x D (1)

3.5 Caracterizagao Topografica das Superficies

As microtopografias das superficies das folhas de alface hidroponico e
convencional foram avaliadas pela Microscopia de Forga AtOmica e Microscopin
Eletronica de Varredura.

3.5.1 Microscopia de Forga Atémica

A microtopografia das amostras de alface foi avaliada pela técnica de
microscopia de forga atomica (MFA), usando o equipamento Universal SPM System
Ntegra Prima/NT-MDT do Laboratério de Nanoscopia do Departamento de Fisica
da UFV. As alfaces foram cortadas em pequenos pedagos e fixadas em cupons de
vidro para posterior varredura da amostra.

As medidas foram executadas utilizando o modo denominado de semi-
contato, no qual a ponta fica em contato intermitente com a superficie, utilizada
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para contornar as limitagdes do modo contato, devido ao risco de deformagao da
amostra, importante para amostras biologicas (FERREIRA e YAMANAKA, 2006).
A rugosidade da amostra foi avaliada pelos valores de Rae Rq. Raéa rugosidade
média, medida como a média das diferengas de altura observadas, enquanto Rq é a
rugosidade quadritica média.

3.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura foi também utilizada para ob-
servacio da microtopografia das superficies, além de permitir obter informacgoes
sobre a distribui¢io e morfologia das células na superficie.

3.5.2.1 Preparo das Amostras

Para observacio da superficie foliar das amostras, cada tipo de alface foi
submetido aos seguintes tratamentos: (1) controle (microbiota natural) e (2) micro-
biota natural e patégeno aderido. Nos dois casos, as folhas foram lavadas sob dgua
corrente, colocadas para drenar por 20 min e em seguida, foram cortadas asseptica-
mente em cupons de dimensoes de 1 x 1 cm, com auxilio de bisturi esterilizado. As
amostras inoculadas com S. Enteritidis (conforme item 3.4.2) foram removidos da
suspensio ¢ rinsados duas vezes consecutivas em dgua peptonada 0, 1% esterilizada
para remogio de células planctonicas ou fracamente aderidas.

3.5.2.2 Desidratacao das Amostras e Metalizagio com Ouro

Para a fixacao das células, os cupons de cada amostra de alface foram
transferidos para solugio de glutaraldeido a 2,5% (v/v) com pH 6,9 e deixados por
1 h & temperatura entre 20 — 25 °C. Em seguida, foi realizada uma rinsagem por
1 min com tampao fosfato de 0,05mol.L~". As amostras foram desidratadas em
gradiente crescente de dlcool etilico P.A, nas concentragoes de 30, 50, 70, 80 95%,
durante 10 min em cada concentracio. Logo apds, foram realizadas trés imersoes
consecutivas em #leool etilico P.A100% por 15 min. As amostras dessecadas no
etanol 100% foram transferidas para cestos do equipamento secador de ponto crftico
(Critical Point Dryer) Balzers CPD 020, para evaporagao do dlcool utilizado na
desidratacio. Nessa etapa, todo o dlecool da amostra é substituido por gis carbonico
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na forma liquida, que ao atingir o ponto critico evapora, ficando 08 cupons secos.

As amostras secas foram fixadas com fita dupla-face no suporte de porta-
amostra do microscopio (stub), e em seguida, levadas ao Metalizador Balzers Union
FDU 010, onde foram submetidas ao processo de metalizagao com uma fina camada
de ouro de 15 a 20nm com & finalidade de tornar as amostras bons condutores
elétricos (SILVEIRA, 1989). Posteriormente, os cupons foram observados no Mi-
croscopio Eletronico de Varredura LEO 1430 VP, com aumentos variando de 100 x
a 2000 x.

3.6 Hidrofobicidade Qualitativa, Energia Livre de
Superficie e Energia Livre de Adesao

A metodologia usada para a determinagio qualitativa da hidrofobicidade
e energia livre foi realizada pela técnica experimental de medigio de angulos de
contato. Foram utilizados cupons de alface de cultivo hidroponico e convencional
para avaliar a influéncia da hidrofobicidade na adesio de S. Enteritidis.

3.6.1 Preparo das Células de S. Enteritidis para a Medigao
de Angulos de Contato

O preparo das células para medigio do angulo de contato, foi realizado
de acordo com metodologia descrita por van der Mei et al. (1998).

A cultura foi ativada por trés repicagens consecutivas em BHI e incubada
& 37 °C por 24 h. Foi realizada centrifugacio das células a 1.900x g por 15 min e os
pellets foram lavados trés vezes com tampio fosfato salino (PBS) 0, 1 M. A suspensio
bacteriana foi preparada por ressuspensao dos pellets em PBS 0, 1 M. Posteriormente
foi feita uma filtracio da suspensio bacteriana de S. Enteritidis em membrana de
acetato de celulase de 0,45 um de porosidade e 47 mm de diametro.

Para padronizar o conteddo de umidade, as membranas com a camada de
células foram transferidas para placas de Petri contendo 1% de agar (p/v) e 10% de
glicerol (v/v) (Isofar®), previamente preparadas, onde foram deixadas por 30 min.

Antes da medigao dos angulos de contato propriamente dita, foi reali-
zada uma visualizacao por Microscopia de Forga Atomica da membrana contendo
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as ¢olulas do microrganismo, com o objetivo de verificar se a membrana estava
totalmente recoberta por 5. Enteritidis (Figura 4). Em seguida, as membranas
foram fixadas com fita adesiva de dupla face em limina de vidro para [acilitar a

leitura dos angulos de contato
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Figura 4: Membrana de acetato de celulose revestida por eélulas de Samonella En-
teritidis, visualizada por Microscopia de Forga Atomica

3.6.2 Preparo das Superficies de Alface para a Medigao de
Angulos de Contato

Como ja mencionado, as superficies de adesao avaliadas foram alface
convencional ¢ hidroponica, sanitizadas e sem sanitizar., Os procedimentos de sani-
tizacio foram anteriormente descritos no item 3.2.1. Auntes de serem submet idos i
determinacao dos angulos de contato, os ( upons (2 » 2cm) das amostras de alface,

foram fixados em laminas de vidro com fita de dupla face

3.6.3 Angulos de contato e Avaliagao Qualitativa da Hidro-
fobicidade das Superficies

Todas as medicoes dos angulos de contato foram efetuadas a temperatura

de 20 — 25 °C, utilizando-se trés Hquidos de diferentes polaridade: dgua, formamida
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(Vetec®) e alfa-bromonaftaleno (Vetec®).

Os angulos de contato foram determinados pelo método da gota séssil
(Busscher et al., 1984), usando goniometro de marca Kruss-GmH, Hamburg. As
amostras a serem analisadas foram colocadas sobre um suporte do aparelho e uma
gota de volume constante de 2 ul. dos liquidos utilizados foi aplicada sobre a su-

perficie (Figura 5)

Figura 5: Medi¢iao dos angulos de contato na superficie de alface

A determinacio do angulo formado sobre a superficie foi efetuada ime-
diatamente apds a colocagio da gota, por meio do sistema de analise de imagem do
aparelho, que permite captar as imagens através de uma camara de video e digi-
talizd-las em um computador pessoal onde estd instalado um sistema antomaitico
de leitura. O angulo de contato das amostras com cada um dos liguidos foi medido

trinta vezes, sendo realizadas trés repetigoes para cada superficie avaliada.

A avaliagao qualitativa da hidrofobicidade das superficies foi determinada
de acordo com VOGLER (1998), que sugere para valores de angulos de contato com
a dgua inferiores a 65° a superficie é considerada hidrofilica, enquanto que para

angulos de contato superiores a 65” a superficie é considerada hidrofébica



3.6.4 Determinacao da Energia Livre de Superficie

A hidrofobicidade é definida em termos da energia livre de interagio entre
as moléculas de uma superficie imersa em dgua, AGTZT (Van Oss e Giese, 1995).
A cnergia livee de superficie foi determinada através das componentes da tensao
superficial, segundo metodologia descrita por Van Oss e Giese (1995).

As trés componentes da tensao superficial de cada superficie foram de-
terminadas a partir dos Angulos de contato formados entre as superficies e os trés
liquidos de polaridades diferentes. As componentes polares e apolares dos liquidos
utilizados encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Valores das componentes da tensio superficial dos liquidos a 20 °C

Tensao Superficial (mJ.m™2)

Liguido " A W
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
a-bromonaftaleno 44,4 44,4 0,0 0,0
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
em que:

+FOT § a tensio superficial total do liquido; " ¢é a tensio superficial
relacionada as forgas de interagio dcido-base de Lewis.; 7, ¢ a tensao superficial
relacionada ao componente aceptor de elétrons do componente dcido-base; v, é a
tensio superficial relacionada ao componente doador de elétrons do componente
acido-base.

Os valores dos angulos de contato obtidos com formamida (f5), dgua
(fy) e a-bromonaftaleno (05) e das componentes de tensio superficial dos liquidos
da Tabela 1 foram aplicados na equacio de Young-Good-Girifalco-Fowkes (Equacio
2) para obtengiio das trés componentes da tensio superficial das superficies avaliadas
75" 174,75, dada por:

(14 cos) x 17" =2x% (\Xﬁ"" x W 4ot X /75 !'ri*) (2)

Para liquidos apolares, a componente polar da tensiao superficial é nula
e portanto, a equagio anterior é expressa por:
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¥ =B+ (14 cos0)? (3)

A partir dos valores das trés componentes da tensio superficial é possivel
calcular a tensao superficial global de uma superficie (y297) através da expressio:

% =7 +18" (4)
em que,
18" =2%\/7§ x 75 (5)

Segundo van der Mei et al. (1998), nos casos em que a partir da resolugao
das equagoes obtiver valores negativos de vg ou 75, 0 quadrado dos mesmos ¢ nulo.

A energia livre global de interagio (AGTOT) entre as moléculas da su-
perficie imersa em dgua ¢ dada pela soma entre os componentes apolar (AGEN) e
polar da energia livre de interagio (AGAR):

AGIIT = AGHY s + AGHy s, (6)

em que,

¢Gﬂ=-2x(@_\/ﬁ,_“')i. (1)

AGH, = —4x [(\f"r} X 75 +\/‘r$r X T = \/13 X T — \f'r.: x?&)]» (8)

Pela resolugiio das equagbes acima, a partir dos valores das componentes
de tensio superficial, obtém-se o valor de AGTYT que nos permite tirar conclusoes
quanto ao cariter hidrofébico ou hidrofilico da superficie. Quando AGTST < 0 a
superficie é considerada hidrofébica, easo contrério, hidrofilica.



3.6.5 Determinagao da Energia Livre Total de Adesao

0O estudo da interaciio entre duas superficies imersas em dgua, permite
quantificar a energia livre total de adesio (AGLEL,,), que pode ser expressa pela

CQUAGRO:

AGIZL, = ot~ 2 |V (V5 + v )
+ v (VA + v = Vi) =yt - \/T:-'\‘:"]* )

em que:

Tzl =0 Al —2x (AW + Y (10)

Nas equagoes acima, 1 corresponde a superficie de adesao, 2 representa
a bactéria e w refere-se a dgua.

Pela aplicacao das equagtes 9 e 10 obtém-se o valor da energia livre total
de adesiao que permite fazer uma avaliagao termodinamica do fenomeno de adesao.
Segundo a teoria termodinamica a adesio serd favordvel se a interagio conduzir a
uma diminui¢io da energia livre global. Se (AGTYT < 0) a adesio é favorecida,
easo contririo, é termodinamicamente desfavordvel.

3.7 Delineamento Experimental

Para as anilises de identificagio da microbiota natural e do grau de
adesio da Salmonella Enteritidis, o experimento foi conduzido segundo o delinea-
mento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (2x2), com trés repetigoes.
As fontes de variacio utilizadas foram: formas de cultivo da alface (convencional e
hidropdnico) e o processo de sanitizagio (sanitizado e sem sanitizar). Cada repetigao
foi constituida de alfaces, dos dois cultives, obtidos em datas diferentes.

Na determinacio dos angulos de contatos e avaliagao da hidrofobicidade
o experimento seguiu o mesmo delineamento experimental, porém no esquema fa-
torial 2x2x3 (formas de cultivo da alface, sanitizagiao e reagentes utilizados para
determinagio do dngulo de contato).
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O experimento para andlise de rugosidade foi realizado no delineamento
inteiramente casualizado, em trés repeticoes e dois tratamentos (alfaces hidroponico
e convencional).

Todos os dados obtidos no experimento foram interpretados por meio de
andlise de variincia e, as médias dos fatores, comparadas utilizando-se o teste de
Duncan ao nivel de 5% de probabilidade. Os dados foram analisados através do

programa estatistico SAS, versao 9.1 (Statistical Analysis System - SAS Institute
Ine., Cary, NC, USA).



4 Resultados e Discussoes

4.1 Avaliacao da presenga de Salmonella sp. em
alface de cultivo hidroponico e convencional

Nio foi constatada a presenga de Salmonella sp. em alfaces provenientes
de cultivo convencional e hidroponico. O resultado indica que as amostras anali-
sadas estio de acordo com a Resolugio da ANVISA (BRASIL, 2001), que estabelece
para hortalicas in natura a auséucia de Salmonella em 25 g, visando a preservagio
da saide piblica. Souza et al. (2006), avaliando a qualidade higiénico-sauitéria
de alfaces produzidas pelas formas de cultivo convencional e hidroponico, em Rio

Branco-AC, também nao encontraram Salmonella sp. em nenhuma das amostras,

Entretanto a presenca de microrganismos patogenicos como Escherichia
coli O15T:H7, Listeria monocylogenes e Salmonella sp. em vegetais crus, incluindo
alface, tém sido identificada por virios pesquisadores (TAKEUCHI et al. 2000).
Durante abril de 2007, dois grandes recolhimentos de alface minimamente processada
ocorreram no Reino Unido apds a deteccio de Salmonella (HEATON e JONES,
2007).

4.2 Avaliacao da Microbiota Natural de Alface de
Cultivo Hidropénico e Convencional

Os resultados apresentados na Tabela 2 indicam que a contagem to-
tal de aerébios meséfilos foi maior (P< 0,05) na alface de cultivo convencional,
verificando-se uma diferenga de aproximadamente 2, 7 ciclos logaritmicos. Resulta-
dos semelhantes foram observados por Favaro-Trindade et al. (2007), ao analisarem
a contagem de aerdbios mesdfilos em alfaces de cultivo hidroponico, convencional e
orginico. Esses autores verificaram que a média das contagens de aerdbios mesofilos
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na alface hidroponica foi inferior a 2 ciclos logaritmicos em comparagio as médias
obtidas para as alfaces provenientes dos cultivos organico e convencional.

Tabela 2: Médias dos logaritimos da contagem (log UFC.g ') da microbiota presente
em alface de cultivo convencional e hidroponico.

Microbiota Hidropénico * Convencional *  Diferenga

Contagem Total de aerGbios mesofilos  2,16°+1,07  4,93° £ 1,11 2,77
Fungos filamentosos e Leveduras 2,76°+0.57 2,90°+0,95 0,14

Bactérias Liticas 1,61 +£0,68 2,86°+1,09 1,25
Coliformes a 35 °C 0,95*+0,79 2,39 £0,59 1,44
Escherichia coli s 0,24 40,60 0,24
~ Nio detectada em 0,1 g da amostra
*Médias 4 desvio padrio

a-bMadins seguidas pela mesma letra, nas linhas, nio diferem entre si, ao nivel de 5% de proba-
hilidade pelo teste de Duncan

A legislagio nao prevé limites para a contagem total de aerdbios mesdfilos
para hortali¢as frescas in natura. As contagens totais de bactérias em hortaligas nao
indicam se a populagio tem efeito benéfico on prejudicial. Contudo, servem como
um alerta das condigoes de higiene durante a produgio, como também dos potenciais
riscos oferecidos i satide do consumidor (BRASIL, 2001; BRASIL, 1997;).

A Resolugio n® 12 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (AN-
VISA) de 02 de janeiro de 2001 nio determina limites ou indice maximo em hor-
talicas para coliformes a 35°C, porém a presenga destes microrganismos pode indicar
condigoes higiénicas insatisfatorias. Foi verificada a presenga desses microrganismos
nas alfaces oriundas dos dois tipos de cultivo, sendo que a alface de cultivo conven-
cional apresenton maior contagem (2,39 log UFC.g™'). Somente na alface conven-
cional foi observada a presenca de E.coli, o que sugere condigoes higiénico-sanitdrias
insatisfatdrias.

Nio houve diferenga significativa (P> 0,05) na contagem de [ungos
filamentosos e leveduras entre 0s tipos de alface, obtendo-se valores entre 2,76 e
2,9 log UFC.g~'. Para bactérias liticas, os tipos de alface diferiram (P< 0,05),
constatando-se uma maior contagem desse grupo de microrganismos na alface de
cultivo convencional.

Os resultados das contagens da microbiota apresentados na Tabela 3,
mostram que houve diferenga (P< 0,05) no niimero de microrganismos das amostras
de alface sanitizadas e sem sanitizar, para todos 08 grupos de microrganismos anali-



sados.

Tabela 3: Valores das médias da contagem de microrganismos, em log UFC.g™', em
alface sanitizada e sem sanitizar.

Microbiota Sem Sanitizar *  Sanitizada *  Diferenca
Contagem de aerdbios mesofilos  4,44° + 1,556  2,65" £ 1,62 1,80
Fungos filamentosos e Leveduras  3,48°+£0,23  2,18°+0,44 1,30

Bactérias Laticas 3.01*°+0.93 1,47" 4+ 0,56 1,54
Coliformes a 35 ° C 2,24°+0,75 1,10°+0,93 1,14
Escherichia coli 0,24 £+ 0,60 . 0,24

= Niw detectadns em 0,1 g ds amostra

*Médias + desvio padriio

a-bMidias seguidas pela mesma letra, nas linhas, nao diferem entre si, ao nivel de 5% de proba-
bilidade pelo teste de Duncan.

A alface submetida a sanitizagio com clorado orginico apresentou redugoes
das contagens microbianas variando entre 1, 14 a aproximadamente 2 ciclos logaritmi-
cos, independente do tipo de cultivo. A contagem total de aerdbios mesdfilos foi re-
duzida em 1, 8 ciclos logaritmicos apds a sanitizacao. Esse resultado corrobora com
os encontrados por Beuchat et al (1998) que submeteram alface a uma concentragio
de 200 mg.L~" de CRT por 10 min com posterior enxdgiie em dgua, e verificaram
uma redugio de aproximadamente 2 ciclos logaritmicos nesse grupo microbiano.

Em relacio as bactérias liticas, a contagem diminuiu de 3,0 log UFC.g™!
para 1,47 log UFC.g™", representando uma reducio de 1,5 ciclos log, enquanto que
a contagem de fungos e leveduras indicou um decréscimo de 1,3 ciclos log.

4.3 Determinacao do niimero de células de S. En-
teritidis nas folhas de alface e influéncia da
microbiota natural na adesao

O mimero de S. Enteritidis diferiu (P < 0,05) em razao do tipo de cul-
tivo, verificando-se maiores niveis de adesao na alface oriunda do sistema de cultivo

hidroponico (Tabela 4).
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Tabela 4: Médias dos logaritimos do mimero de cflulas aderidas de S. Enteritidis
em alface de cultivo hidroponico e convencional.
Tipo de Alface *log UFC.cm *
Hidroponico  5,2° £ 0,56
Convencional  4,6° +0,28

*Médias + desvio padrio
a-bpadias seguidas pels mesma letra, na coluna, nao diferem entre si, 8o nivel de 5% de probabili-
dade.

A adesio do patogeno foi diferente (P < 0,05) entre as amostras sani-
tizadas ou nao. Um maior mimero de células aderidas foi observado nas amostras
submetidas a cloragio (Tabela 5). O logaritmo do mimero de células aderidas foi de
5,2 para a amostra sanitizada e de 4,7 para a amostra sem sanitizar. A adesio bac-
teriana, expressa em logaritmo do mimero de UFC.cm ™, em fungio da submissao
a0 processo de sanitizagao, estd representada na Tabela 5.

Tabela 5: Médias dos logaritimos do niimero de células aderidas de S. Enteritidis
em alface, sanitizada e sem sanitizar.
Sanitizagio  *log UFC.om ©
Com Sanitizagao 5, 2° + 0, 64
Sem Sanitizacho  4,7°+0,24

“Médias + desvio padrac
a-bpédins seguidas pels mesma letra, na coluna, nio diferem entre si, ao nivel de 5% de probabili-
dnde,

Pode-se afirmar que houve influéncia da microbiota natural na adesao de
S. Enteritidis nas alfaces. Foi observado um menor mimero de células aderidas na
alface de cultivo convencional, cuja microbiota natural encontrada nesse experimento
foi maior do que a microbiota da alface de cultivo hidroponico. Isso sugere que a
microbiota nativa pode ter propriedades inibitérias contra a adesao de patégenos.
Tal fato se confirma, quando se avalia a adesio nas amostras de alface submetidas
ou nio ao processo de sanitizagao, pois naquelas sanitizadas o mimero de células
do patdgeno foi maior, em vista do processo ter reduzido cerca de 1 a 2 ciclos
log da microbiota inicial. Os resultados sugerem uma alteragio na composigio
da microbiota das superficies das alfaces, no entanto, aparentemente a redugao do
mimero de microrganismos foi o principal fator que influenciou no processo de adesio
do patdgeno.

Virios trabalhos tém mostrado a importancia da microbiota natural no

controle de patdgenos em vegetais (WEI et al., 2006; PARISH et al., 2003; LIAO
e FETTI, 2001; CARLIN et al., 1996; VESCOSO et al., 1996). A competi¢io com
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patégenos por espago fisico e nutrientes ¢/ou produgao de compostos antagonicos
que afetam negativamente a viabilidade de patdgenos foi obervada em pesquisas
realizadas por Liao e Fetti (2001) e Parish e colaboradores (2003).

Estudos realizados por Babic et al. (1997), demonstraram que a micro-
biota natural em espinafre inibiu o crescimento de Listeria monocytogenes. Wei
et al. (2006) observaram que a presenca de Pseudomonas reduziu o nimero de S.
Typhimurium em alface refrigerada, devido a agio antagonista de Pseudomonas.
Também o efeito antagonista entre bactérias liticas isoladas de saladas contra o
crescimento de Aeromonas hidrophila, Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimuri-
um e S aureus foi constatado por Vescoso e colaboradores (1996). Uma mistura de
grupos de microrganismos isolados das folhas de chicéria inibiu o crescimento de L.
monocytogenes inoculadas nas folhas desse vegetal (CARLIN et al., 1996).

De acordo com Wei et al. (2006), a capacidade de ligagoes especificas
de organismos protetores em alface é uma propriedade desejavel, para uma com-
petigio bem sucedida por sitios de ligagio e fornecer aos organismos uma vantagem
competitiva adequada.

This resultados mostram que bactérias naturalmente presentes em vege-
tais, podem competir com microrganismos patogénicos, e influenciar no processo de
adesiao nas suas superficies. Nesse sentido, a aplicagao de microrganismos, como por
exemplo, bactérias ldticas, para prevenir o crescimento de patégenos em produtos
frescos prontos para o consumo estd sendo muito estudada. No entanto, o controle
biolégico deve ser considerado como uma alternativa adicional das boas priticas
de produgio ¢ dos cuidados higienico-sanitdrios. Além disso, a recontaminagao de
produtos sanitizados deve ser extensivamente controlada e evitada.

4.4 Avaliacao da adesao e caracterizagao topografi-
ca das superficies por Microscopia Eletronica
de Varredura (MEV)

Na observagio visual das fotomicrografias constataram-se diferencas en-
tre as superficies foliares das alfaces provenientes do cultivo hidroponico e conven-
cional (Figuras 6 e 7), o que que pode justificar as diferencas entre os graus de adesio
obtidos nesse experimento. As células da alface hidroponica apresentaram-se mais
alongadas.
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Figura 6: Fotomicrografias da superficie de alface de cultivo hidropanico observada
por MEV.

Figura 7: Fotomicrografias da superficie de alface de cultivo convencional observada
por MEV.

A adesio de bactérias em uma superficie depende de virios parametros
microbiologicos, fisicos, quimicos e inerentes ao material. Especialmente a topografia
da superficie tem sido amplamente discutida como um parimetro de influéncia na

adesao bacteriana (HILBERT et al, 2003).

As fotomicrografias mostraram que a superficie foliar é irregular, cons-
titufda de estomatos, nervuras, fendas e protuberincias. Quirynen e Bollen (1995)
afimmam que as irregularidades da superficie contribuem para um aumento da drea

superficial disponivel para a adesio.

Portanto, caracteristicas inerentes i Innl'fnlrr;_glrl. de cada uma das su-
l'll"'rfl.l'.l{"ﬁ estudadas [mtlmn ter influenciado nos diferentes niveis de adesao de §

F:Ij.tl']'lltil.l.llh l‘Ill'lj][[l'il{I{L‘H nas amaostras ll'.‘ “If.i“".



i
Por meio da MEV foi possivel verificar também, a interacio das células

y . ‘
microhianas aderidas nas ST 1 foliares. Nas fipnras 8 ¢ 9, r spectivamente, estin

apresentadas as fotomicrografias das superticies de alface hidroponico e convencional
O H-'IIE!}LH .|-]t'| I'iiL"u |]i' 5. E'_.:j'll-j|r|.llj-

As imagens permitem observar bacilos com cerca de 1,5 pm de compri
mento aderidos as =1l§ﬁ|'1'|]'<'|+-- 05 C(JUALIS COIT ~p--t|-l--|u as células de S. Enteritidis.

Além disso, a microscopia revelou que os estomatos serviram de entrada e abrigo

para as células do patdgeno

Figura 8: Fotomicrografias da superficie de alface de cultivo hidroponico com eélulas
de 5. Enteritidis observada por MEN\

]’"il.'__”]‘ll'l E'-thlliil'riﬂ_',hlthic- da -'|1'r'l|‘-lil' dli .1:.1..|“ de cultivo

COTIVEI t||]|.1|. O
etlulas de 5. Enteritidis observada por MEY

A infiltracio dos microrganismos em fssuras e espacos intercelulares em

frutas e vegetais tem sido demonstrada (BEUCHAT, 2002)



4.5 Avaliacao da influéncia da topografia das su-
perficies na adesao por Microscopia de Forga
Atomica (MFA)

Diferencas entre as duas superficies avaliadas foram também observadas
nas fotomicrografias da Microscopia de Forga Atomica. Nas figuras 10 e 11 estio
iI.le'l':it.’l]Tileil.‘i as i':li-lp.'.!'lih T"[H:j.’,lalﬁi'-b das hll]”'!'ﬁ{ ies das allaces oriundas dos dois
sistemas de cultivo, hidroponico e convencional, respectivamente, em planos tridi-

mensional e hidimensional.

i

Figura 10: Microtopograhia da superficie de alface de cultivo hidroponico, em planos
tridimensional e bidimensional realizada por MFA

pm

L]

Figura 11: Microtopografia da superficic de alface de cultivo convencional, em
plancs tridimensional e bidimensional realizada por MFA
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De acordo com os dados de rugosidade apresentados na Tabela 6, pode-
se confirmar que hd diferenca (P< 0,05) entre as duas superficies foliares. Os
resultados mostraram que a alface oriunda do sistema de cultivo hidroponico possui
superficie mais rugosa. A rugosidade média (Ra) encontrada da superficie da alface
hidroponica foi de 1.211,2 nm, e para a alface convencional o valor médio desse
parimetro foi de 293,3 nm. O valor de Ry, que representa a diferenga de altura
entre o pico mais alto e o vale mais profundo da superficie, também foi diferente
(P < 0,05) para as duas superficies avaliadas, confirmando a maior rugosidade da
alface proveniente de cultivo hidroponico.

Tabela 6: Pariametros de rugosidade das superficies de alface concencional e
hidroponico medidos por Microscopia de Forga Atdmica.

Pariunetros Alface Hidropénico * Alface Convencional *
Rugosidade Média (Ra) 1.211,2° £ 171,15 293, 3" £ 59, 56
Rugosidade Quadratica Média (Rq)  1.467,5* + 237,74 381,8" + 76,33
Diferenga de altura (Ry) 7.100,74° + 660,12  3.095,40" + 316,47

* Médias (nm) + desvio padrio
a=b Médias seguidas pela mesma letra, nas linhas, nio diferem entre si a0 nivel de 5% de proba-
bilidade,

Um dos fatores que regem a aderéncia de nma célula microbiana em uma
superficie solida é a rugosidade da superficie (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS,
2004). Whitehead et al 2004, afirmam que um aumento no valor de Ra da superficie
provocard um aumento da retengio microbiana nessa superficie. Tal fato foi cons-
tatado na determinagao de células aderidas nas superficies de alface hidropdnico e
convencional desse experimento, no qual se verificou um maior mimero de células de
Salmonella Enteritidis na superficie da alface de cultivo hidroponico, cuja rugosidade
é maior.

Muitos trabalhos tém reportado uma relagao entre rugosidade da su-
perficie e retengiao microbiana. Verran e colaboradores (2001) também verificaram
que maior valor de Ra de polimetil metacrilato resulton em um maior mimero de
células aderidas de C. albicans. Segundo Verran e Boyd (2001) o aumento da drea da
interface microrganismo/material proporciona mais pontos de contato, facilitando
assim que a adesio irreversivel se estabelega.
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4.6 Influéncia da Hidrofobicidade na adesao

O dngulo de contato com a dgua fornece uma informacgiao qualitativa
sobre a hidrofobicidade da superficie (OLIVEIRA, 2006). A amostra ¢ considerada
hidrofébica se o angulo é maior que 65°, e hidrofilica quando menor ou igual a 65°
(VOGLER, 1998). De acordo com esse critério, podese dizer que as superficies de
S. Enteritidis e da alface convencional sao hidrofilicas, enquanto a alface de cultivo
hidroponico ¢ hidrofdbica (Tabela 7). Entretanto, alguns autores consideram uma
superficie hidrofébica quando o angulo de contato com a dgua é superior a 50°
(ADAMSON, 1982).

Tabela 7: Valores médios dos angulos de contato (#) determinados & temperatura
ambiente sobre as superficies de adesio e de Salmonella Enteritidis ATCC 13076,
com Agua (fw ), formamida (#p) e a-bromonaftaleno(fg).

Superficies Avaliadas B * Or ° fp "
Alface Hidroponico 74,15+ 8,73 70,02°° 45,07 35,62 £ 7,38
Alface Convecional  57,50%¢ £ 7,60 50,97% +£1,04 45 85*¢ +2 16
Salmonella Enteritidis 17,757 £2,61 15,15 £ 0,49  69,30° + 0,70
* Médins + desvio padrio
o~b Médias segnidas pels mesma letra, em cada coluna, nio diferem entre si (P> 0,05), pelo teste
de Duncan
e=d Midias seguidas pels mesma letra, em cada linha, nio diferem entre si (P> 0,05), pelo teste
de Duncan

Oliveira et al. (2006) encontraram para cinco estirpes de S. Enteritidis
valores de dngulo de contato com a dgua entre 9.7 e 14°, classificando-as como
hidrofilicas. Esse resultado estar em conformidade com o encontrado nesse experi-
mento, que apesar do Angulo de contato formado entre Salmonella Enteritidis e
a dgua ter sido levemente superior aos verificados por esse autores (17,75%), tal valor
também indica que esse patdgeno é hidrofilico.

A caracterizagao termodinimica da superficie bacteriana é um reflexo
das caracteristicas fisico-quimicas da superficie, que siw definidas por componentes
macromoleculares, como lipopolissacarideos, proteinas e exopolimeros, que variam
em quantidade com as condigbes de crescimento e de estirpe para estirpe (STREVETT
e CHEN, 2003).

Concordando com o resultado qualitativo de hidrofobicidade obtido pela
mediciio do Angulo de contato com a dgua, os valores de energia livre de superficie
indicaram gque a alface proveniente de sistema hidropénico é hidrofébica (AG,,., <
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0), enquanto que a superficie da alface de cultivo convencional ¢ levemente hidrofilica
(AG,us = 0,65). Em se tratando do microrganismo, pode-se dizer que este, possui
superficie hidrofilica (AG,,, > 0), refor¢ando o valor do Angulo de contato obtido
da superficie com a dgua (Tabela 8).

Tabela 8: Valores das componentes de tensao superficial (v*% 4% e v7) e grau
de hidrofobicidade (AGgws) das superficies de adesao e de Salmonella
Enteritidis ATCC 13076.

Superficies yowe ate 4=t AGsws *
Alface Hidroponico 36,48 0 1999  -15,43
Alface Convecional 31,94 043 27,01 0.65
“Salmonella Enteritidis 2033 841 49,06 16,75
* Valores expressos em mJ.m 2

E sabido que, em solugio aquosa, a adesio é favordvel entre superficies
hidrofébicas, uma vez que a camada de dgua que reveste as duas superficies é re-
movida. Entretanto, pode ocorrer adesio entre uma superficie hidrofdbica e outra
hidrofilica ou entre duas superficies hidrofilicas (van Oss, 1997).

Sinde e Carbalho (2000) avaliaram a adesao de Salmonella spp. e Listeria
monocylogenes em ago inoxidivel, borracha e politetrafluoretileno, e reportaram que
tais microrganismos, classificados como hidrofilicos, apresentaram maior adesio nas
superficies mais hidrofébicas, concluindo que, nesse estudo a adesio nio pode ser
correlacionada com a hidrofobicidade das superficies, medidas pela energia livre
e Angulos de contato de superficie. Esses resultados sio similares aqueles obtidos
nesse experimento. S. Enteritidis, cuja superficie classificada como hidrofilica aderiu
cerca de 4 vezes mais na alface hidroponica definida como hidrofébica. Porém,
vale ressaltar, que existem outros fatores, além da hidrofobicidade das superficies,
que estio relacionados com a adesio, mas que nio sao contabilizados na avaliagao
termodinamica. Neste caso, a rugosidade da superficie e microbiota competidora
foram os principais fatores envolvidos na adesiio do patdgeno as superficies foliares.

4.7 Avaliacao da Energia Livre de Adesao

De acordo com a teoria termodinimica, a adesio ¢ favorecida se a variagio
da energia livre por unidade de drea da superficie for negativa, o que significa que a
adesao espontianea ¢ acompanhada por uma diminuigio da energia livre do sistema,
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como previsto pela Segunda Lei da Termodinimica. Nesse sentido, o estudo da
previsio tedrica da adesao de S. Enteritidis as superficies foliares, permitiu verificar
que, a adesiio é termodinamicamente desfavoravel (AG 4400 > 0) para os dois tipos
de alface, independente da forma de cultivo.

Na Tabela 9 encontram-se os valores da energia livre total de adesao
(AGadesas), que permite fazer uma previsao tedrica da adeso de Salmonella Enteri-
tidis iis superficies de adesio, alfaces de cultivo hidroponico e convencional.

Tabela 9: Valores da energia livre total de adesio entre S. Enteritidis ATCC 13076
(1) e a superficie de adesao (2), AG T0T  em mJ.m2.
Interacao ,H{.:W * ACTOT =
Salmonella Enteritidis e Alface Hidroponico  2.34 17,70
Salmonella Enteritidis e Alface Convecional 1,30 17,57
* Valores expressos em ml.m™?

Os resultados da avaliagio termodinamica explicam o baixo percentual
de bactérias aderidas s superficies foliares. Para cada 1,000 células do patégeno
em suspensio apenas 6,4 células e 1,6 células aderiram as superficies das alfaces
provenientes do cultivo hidroponico e convencional, respectivamente.



5 Conclusoes

A adesio de S. Enteritidis foi influenciada pela microbiota natural das
alfaces de cultivo hidropbnico e convencional. Ocorreu maior adesio na alface de cul-
tivo hidropénico, cujo nimero de microrganismos naturalmente presentes foi menor.
Também, S. Enteritidis aderin mais nas alfaces previamente sanitizadas com um
composto clorado organico utilizado para redugao do mimero de microrganismos,
tanto na alface de cultivo hidroponico quanto na de cultivo convencional.

A superficie da alface de cultivo hidroponico foi mais rugosa como obser-
vado pela MFA | o que parece ter contribuido também para wma maior adesao do

patigeno.

A superficie da alface hidropénica apresentou caracteristica hidrofébica
enquanto a de cultivo convencional, levemente hidrofilica, de acordo com as medigoes
qualitativas dos ngulos de contato com a dgua e com os cdlenlos de energia livre
de superficie. A superficie de S. Enteritidis foi classificada como hidrofilica pela
mesma téenica. S, Enteritidis aderiu cerca de 4 vezes mais na alface hidroponica,
sugerindo que nio houve uma relagio da hidrofobicidade das superficies no maior
nimero de bactérias aderidas. No entanto, devem-se considerar outros fatores, como

rugosidade e microbiota competidora, como os principais responsdveis pela adesdo.

A avaliagio termodinamica por meio da quantificagio da energia livre
total de interagio indicon que a adesao de S. Enteritidis as superficies de alface é
termodinamicamente desfavorivel (AG 4.0, >0). Dessa forma, os resultados das
andlises termodinimicas explicam a baixa capacidade de adesio do patégeno is
superficies foliares.

Parece promissor encontrar organismos entre a microbiota natural que

sejam responsdveis por expor caracteristicas patdgeno-inibitérias, e, via competigio
ou antibioses, funcionar como obstaculo para adesiio e crescimento de patogenos.

Nesse sentido, maiores informacoes a respeito dos fatores envolvidos no
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mecanismo de adesao bacteriana em superficies de alimentos sao de grande im-
portincia para o controle do crescimento e da sobrevivéncia de patdgenos. Tais con-
hecimentos podem contribuir para a adogao de estratégias de intervengio que possam
afetar a interagio entre microrganismos e superficies de alimentos, impedindo dessa
forma, que o processo de adesio se estabelega.
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