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RESUMO

DUARTE, Ana Lucia Almeida. Ultrassom e compostos quimicos na sanitizacao
de repolho roxo (Brassica oleracea var. Capitata). 2016. Dissertacao (Mestrado
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo,
Alegre / ES. Orientadora: Prof?. DSc. Patricia Campos Bernardes. Coorientadoras:
Profa. DSc. Pollyanna Ibrahim Silva e Profé. DSc. Raquel Vieira de Carvalho.

A industria de alimentos enfrenta, devido ao aumento da demanda por alimentos
prontos para consumo, um grande desafio. O consumidor exige produtos de rapido
preparo, nutritivos, com caracteristicas préximas ao in natura e seguros do ponto de
vista microbiolégico. O repolho roxo é considerado a brassicAcea mais consumida
no Brasil. Possui compostos antioxidantes como antocianinas e frequentemente é
consumido cru. A etapa de sanitizacdo dos alimentos é de grande importancia para
garantir a seguranca dos alimentos consumidos crus. Assim, existe o interesse por
compostos e tratamentos que possam propiciar qualidade microbiologica e
seguranca a esses alimentos, sem alterar suas caracteristicas fisico-quimicas,
nutricionais e sensoriais. O presente trabalho teve como objetivo avaliar efeito
isolado e combinado do uso de compostos clorados (hipoclorito de sodio e
dicloroisocianurato de sodio), surfactante (cloreto de benzalcbnio) e ultrassom (40
kHz) na sanitizacdo de repolhos roxos e o impacto desses tratamentos nas
caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais, logo apos a sanitizacao
e durante o tempo de armazenamento de até 7 dias a 8 + 1 °C. Foram realizadas
analises de bactérias mesofilas aerdbias, fungos filamentosos e leveduras, bactérias
laticas, coliformes totais, E. coli, acidez total titulavel, pH, teor de sélidos sollveis
totais, cor, antocianinas, perda de massa, e inativacdo/remocdo de Salmonella
enterica Typhimurium intencionalmente aderidas ao repolho roxo. Foi realizada
também andlise sensorial dos repolhos roxos tratados com dicloroisocianurato de
soédio combinado ou ndo ao ultrassom e controle (somente tratado com agua). Os
resultados foram avaliados por ANOVA, analise de regresséo ou teste de Duncan ao
nivel de 5% de probabilidade. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio
do software Genes. Apos a aplicacdo dos tratamentos no repolho roxo, a contagem
de bactérias mesdfilas aerdbias foi reduzida entre 0,33 a 2,52 log de UFC.g™,
coliformes totais entre 0,26 e 1,90 de log de UFC-g™, bactérias laticas entre 0,01 a
3,23 de UFC.g?, fungos e leveduras entre 0,10 a 0,66 log de UFC-g™. O surfactante
cloreto de benzalcbénio associado ou ndo ao ultrassom apresentou os melhores

resultados na reducdo dos grupos bacterianos. Porém, este sanitizante foi o que



mais prejudicou e impossibilitou a manutencdo das caracteristicas fisico-quimicas
das amostras de repolho roxo. As reducdes ocasionadas pelo tratamento com
ultrassom foram estatisticamente iguais as encontradas pelos compostos clorados,
na reducdo da microbiota presente no repolho, exceto para bactérias laticas. O
ultrassom combinado ao dicloroisocianurato de sodio aumentou em 1 ciclo log a
remocao de células de Salmonella aderidas ao repolho roxo em comparacdo ao
dicloroisocianurato de sédio utilizado isoladamente. Em relacdo a analise sensorial,
nao foram detectadas diferencas de cor e textura entre os tratamentos utilizando
dicloroisocianurato de sodio isoladamente e combinado ao ultrassom quando
comparados a amostra controle no teste sensorial de comparagdo mdltipla. As
amostras apresentaram boa aceitacdo global uma vez que os avaliadores néo
detectaram diferencas de aceitacdo entre os tratamentos e a amostra controle (p>
0,05). O presente estudo mostrou a capacidade do ultrassom em substituir
compostos clorados na redugcdo da microbiota do repolho roxo e sua eficiéncia na
remocao/inativacdo de ceélulas de Salmonella Typhimurium intencionalmente

aderidas a superficie do repolho quando combinados a estes compostos.

Palavras-chaves: sanitizacdo, bactericidas, compostos clorados, surfactante,
microscopia, Salmonella Typhimurium, adesao bacteriana.



ABSTRACT
DUARTE, Ana Lucia Almeida. Ultrasound and chemicals compounds on purple

cabbage (Brassica oleracea var. Capitata) sanitization. 2016. Dissertation (MSc
in Food Science and Technology) — Federal University of Espirito Santo, Alegre/ES .
Advisor: Prof. DSc. Patricia Campos Bernardes. Co-advisors: Profé. DSc. Pollyanna

Ibrahim Silva and Prof2. DSc. Raquel Vieira de Carvalho

Food industry has a high challenge due to increased demand for ready to eat food.
Consumer demands food of fast preparation, nutritious, with similar characteristics to
natural and safe from a microbiological point of view. Purple cabbage is the most
consumed Brassicacea in Brazil. It has antioxidant compounds as anthocyanins and
is often eaten raw. The step of sanitization of food is very important to ensure safety
of raw food. So, there is interest in compounds and treatments that can provide
microbiological quality and safety to food without change their physicochemical
characteristics, nutritional and sensory. The objective of the present study was to
evaluate the single and combined effect of using chlorinated compounds (sodium
hypochlorite and sodium dichloroisocyanurate), surfactant (benzalkonium chloride)
and ultrasound (40kHz) on sanitization of purple cabbages and the impact of these
treatments in microbiological, physical-chemical and sensory characteristics after
sanitization and during storage for 7 days at 8 £ 1 °C. Were performed analyzes of
aerobic mesophilic bacteria, filamentous fungi and yeasts, lactic acid bacteria,
coliforms 35 °C; E. coli, total acidity, pH, total soluble solids, color, anthocyanins,
mass loss, and inactivation/removal of Salmonella enterica Typhimurium intentionally
adhered to the purple cabbage. It was also carried out sensory analysis of purple
cabbages treated with sodium dichloroisocyanurate combined or not with ultrasound
and control (treated only with water). Results were assessed by ANOVA, regression
analysis or Duncan’s test with level of probability of 5%. Statistical analyzes were
performed using software Genes®. After applying the treatments to purple cabbage,
the mesophilic aerobic bacteria count was reduced from 0.33 to 2.52 log cfu.g ™, total
coliforms between 0.26 and 1.90 log cfu.g™, lactic acid bacteria between from 0.01 to
3.23 cfu.g™ and fungi and yeasts from 0.10 to 0.66 log cfu.g™. Benzalkonium chloride
combined or not ultrasound showed better results for reducing bacterial groups.

However, this sanitizing was the most damaged and impossible to maintain the



physico-chemical characteristics of purple cabbage samples. The reductions caused
by treatment with ultrasound were statistically similar to those found to chlorine
compounds, in the reduction of microorganisms present in cabbage, except for lactic
acid bacteria. Ultrasound combined with sodium dichloroisocyanurate increased by 1
log cycle removal of Salmonella cells adhered to purple cabbage compared to
sodium dichloroisocyanurate used alone. Regarding sensory analysis, color and
texture differences were not detected between treatments using sodium
dichloroisocyanurate alone and combined with ultrasound when compared to the
control sample in the sensory test multiple comparison. The samples showed good
overall acceptance since the consumers did not detect any difference between
treatments and control sample (p> 0.05). This study showed the ultrasound's ability
to replace chlorinated compounds in reducing microbiota of purple cabbage and its
efficiency in the removal/inactivation of Salmonella Typhimurium cells intentionally
adhered to the cabbage surface when combined with these compounds.

Keywords: sanitization, bactericides, chlorinated compounds, surfactant,

microscopy, Salmonella Typhimurium, bacterial adhesion.
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1 INTRODUCAO

O repolho (Brassica oleracea var. capitata) € uma hortalica considerada de
grande importancia econdmica, sendo a brassicdcia mais consumida no Brasil. Seu
destaque é dado por possuir, em sua composicdo, um componente de alto valor
nutricional denominado antocianina. As antocianinas sdo pigmentos que conferem
cor e protecdo ao repolho roxo, além de atuarem como antioxidantes agregando
valor nutricional a hortalica.

Segundo a Embrapa (2016), o repolho pode ser comercializado tanto na sua
forma original (unidade) quanto na forma picada e embalada. Porém é fundamental
a exposicao destes produtos em gondolas refrigeradas, garantindo assim a sua
conservagao.

A qualidade microbioldgica de frutas e hortalicas prontas para consumo esta
diretamente relacionada a presenca de microrganismos deterioradores, que
provocam alteracdes nas caracteristicas sensoriais do produto e também, a
microrganismos patogénicos que podem causar danos a saude do consumidor
(RICO et al.,, 2007). Devido a forma de seu cultivo, colheita, manipulacdo pés-
colheita, processamento e distribuicdo, as frutas e hortalicas possuem normalmente
ampla carga microbiana, podendo haver, até mesmo, contaminagdo por
microrganismos patogénicos.

Alguns microrganismos patogénicos, como Salmonella, possuem capacidade
de aderir a superficie de frutas e hortalicas. Esta capacidade torna mais dificil sua
remogéo e traz a necessidade do desenvolvimento de novos estudos e de novas
estratégias que consigam garantir a seguranca microbioldgica do produto (SAO
JOSE, 2013).

Somente a etapa de lavagem em agua corrente ja elimina boa parte da carga
microbiana aderida a superficie dos vegetais, porém se torna essencial o uso de
sanitizantes para uma higienizacéo segura, inativacéo e elimina¢do dos patégenos.

O cloro é o sanitizante de maior utilizacdo pelas industrias de alimentos,
devido ao seu baixo custo, facilidade de uso, atividade antimicrobiana e dissolugao
em &gua. Porém, alguns paises vém proibindo o seu uso. Esta proibicdo esti

associada a formacao de subprodutos toxicos pela combinagdo da matéria organica
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com compostos clorados inorganicos. Este fato torna ainda mais importante o
estudo de novas técnicas de sanitizagéo.

Alguns estudos vém demonstrando que o ultrassom pode auxiliar na
sanitizacdo de frutas e hortalicas. O ultrassom de alta intensidade e baixa
frequéncia de 20 a 1000 kHz pode atuar inativando microrganismos pelo processo
de cavitacdo ou facilitando a inativacdo pelos sanitizantes devido a desagregacéo
das células.

Levando em consideracdo a necessidade de estudos sobre a efetividade de
novas técnicas de sanitizacdo, torna-se relevante o estudo de novos métodos de
sanitizacdo e sua influéncia sobre a qualidade microbioldgica, caracteristicas fisico-
guimicas e sensoriais do repolho roxo.

Como objetivo, este trabalho avaliou a acdo de compostos clorados e
surfactante, associados ou ndo ao ultrassom, na qualidade microbiolégica, fisico-
quimica, nutricional e sensorial de repolhos roxos processados e prontos para

consumao.
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Repolho Roxo

Dentre as hortalicas, o repolho (Brassica oleracea var. Capitata) é
caracterizado por ser formado por inUmeras folhas, que, sobrepostas, dao origem a
uma “cabeca”’, que constitui a parte comestivel da planta. Sua classificagdo
comercial é dada segundo a sua forma (achatada e pontuda) e a cor da cabeca
(verde ou branca e roxa) (TIVELLI e PURQUEIRO, 2010). O repolho, assim como a
couve, o brocolis, a couve-flor, a couve-chinesa e o rabanete, pertence a familia das
Brassicaceae (EMBRAPA, 2015).

Mundialmente, o repolho, € considerado uma hortalica de grande importancia
econdmica, e do grupo das brassicaceas € a mais consumida (SOARES, 2009).

No Brasil, pequenas areas do sul e sudeste dominam a producéo de repolho.
(EMBRAPA, 2016). Em 2015 no estado do Espirito Santo, foram transferidos pela
central de abastecimento da Grande Vitéria, 17.334.070 kg de repolho com o preco
meédio de R$ 0,59, o que gerou uma receita de R$ 10.140.430,95 para o estado
(CEASA, 2016).

O repolho roxo destaca-se como fonte de vitamina C e fornece vitaminas B1,
B2, E e K, além de sais minerais sobretudo célcio e fésforo. Destaca-se também, por
possuir em sua composicdo, flavonoides como a antocianina. E uma hortalica
legitima na producdo da substéncia antocianina (LOPES, et al., 2006). As
antocianinas tém poder de atrair agentes polinizadores e dispersores de sementes,
além de conferir protecdo a processos oxidativos em diversos tecidos das plantas,
principalmente em fases iniciais do crescimento (EIBOND et al. 2004).

Apesar de existirem muitas plantas que contém em sua composSi¢ao
antocianina, sdo poucas as que atuam como fonte comercial desse composto
(MALACRIDA e MOTTA, 2006). O repolho roxo apresenta grande vantagem
comercial, pois é fonte de antioxidante e possui baixo valor de mercado (LOPES et
al., 2006).

Observa-se, atualmente, um grande interesse por antocianinas em diversos

segmentos de mercado, com destaque para as industrias de alimentos, farmacéutica
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e cosmética, onde podem ser aplicadas, por exemplo, como corantes,
principalmente corantes vermelhos (FAVARO, 2007).

Além do potencial de coloracdo das antocianinas, o interesse na utilizacao
deste composto tem se tornado cada vez mais relevante devido a seus beneficios a
saude (EIBOND et al. 2004).

O seu potencial antioxidante est4 ligado ao fato de atuar combatendo radicais
livres no organismo, protegendo moléculas como o acido desoxirribonucleico (DNA),
evitando assim processos carcinogénicos (SILVA et al., 2010) e outras doencas
cronicas como mal de Alzheimer e doencas cardiovasculares (REYNERTSON et al.,
2006).

Segundo algumas pesquisas, as antocianinas mantém sua integridade ao
passar do trato digestivo para a circulagcdo sanguinea. Estudos realizados em
humanos apontaram que as antocianinas aparecem no plasma sanguineo, em niveis
farmacologicamente ativos, depois de uma alimentagcédo rica em frutas e legumes
(EIBOND et al., 2004; CAO et al., 1998).

2.2 Doencas Veiculadas por Alimentos

E consideravel, nos Gltimos tempos, o aumento das doencas veiculadas por
alimentos. Uma variedade de fatores contribuem para esse aumento. A adaptacao a
novos estilos de vida da populacdo implica diretamente em sua rotina alimentar,
aumentando a ingestdo de alimentos ja prontos para 0 consumo, criando uma
tendéncia para o consumo de alimentos crus, processados e prontos para o
consumo. Além disso, observa-se um aumento na populacdo de grupos mais
susceptiveis, formados principalmente por idosos e individuos imunodeprimidos
(LANDGRAF, 2002).

No cultivo tradicional de hortalicas, durante o seu desenvolvimento, estas se
mantem em contato com o solo. O solo propicia um ambiente Umido que, associado
a adubos organicos eleva a probabilidade de contaminacdes. Além disso, a maioria
das préticas agricolas utilizam aguas de irrigacdo nao tratadas, provenientes de rios,
corregos e lagos adjacentes as hortas, 0s quais propiciam aumento no risco de
contaminacao (ROSA e MARTINS, 2001).

Segundo o Ministério da saude, entre os anos de 2000 e 2015, no Brasil,
foram registrados 10.666 surtos, 209.240 pessoas ficaram doentes e 155 morreram

em consequéncia de Doengas Veiculadas por Alimentos (DVA’s). O Sudeste foi a
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regido com mais notificagcbes de surtos neste periodo (42%). O local com maior
ocorréncia de surtos foi em residéncias com 38,5% dos casos, O0s
restaurantes/padarias ficaram em segundo lugar registrando 15,5% (BRASIL, 2016).
Além de causar prejuizos a saude, essas doencas promovem gastos consideraveis
para os governos. Cada vez mais torna-se preocupante o impacto econémico que as
DVA’s podem trazer para o pais gerando grandes perdas para as industrias, o
turismo e a sociedade (NASCIMENTO, 2000).

O consumo de frutas e vegetais in natura, quando ndo seguem padrdes de
higienizacdo adequados, torna-se fator de risco para infeccdo por patdégenos
entéricos. Recentemente, em surtos relacionados com produtos in natura, foram
relatados casos envolvendo Escherichia coli O157:H7 em espinafre e alface; e
Salmonella Typhimurium em tomates e alface. Espécies de Salmonella, quando
infectam o homem, s@o responsaveis por diversas respostas como febre tifoide,
paratifoide e gastroenterites agudas e severas, sendo assim, a presenca de
qualquer tipo de Salmonella ndo é tolerada em produtos alimenticios (HEATON e
JONES, 2007).

Os patégenos mais envolvidos nos surtos sdo: Listeria monocytogenes,
Salmonella, Escherichia coli, alguns tipos de virus e protozoarios (ABADIAS et al.,
2008; HEATON e JONES, 2008; CDC, 2012; CDC, 2014; CDC, 2015d). Nos Estados
Unidos, uma a cada seis pessoas sao vitimas de doencas veiculadas por alimentos
anualmente, e Salmonella é a bactéria mais causadora (CDC, 2015c).

No Brasil, Salmonella apresenta-se como o patdégeno mais envolvido em
surtos alimentares (BRASIL, 2016). Salmonella sdo bastonetes gram-negativos
pertencentes a familia Enterobacteriacea, ndo formadores de esporos, anaerdbios
facultativos e oxidase negativos. Tem capacidade de multiplicar-se entre pH 3,8 e
9,5, sendo o pH 6timo entre 7,0 e 7,5. Multiplica-se entre as temperaturas de 5 e 46
°C, e a sua temperatura 6tima se encontra entre as faixas de 35 a 43 °C (JAY,
2005).

Predominam entre as fontes de contaminacdo de Salmonella, alimentos de
origem animal, como carne de aves, ovos e produtos lacteos (ABULREESH, 2012).
Porém, diversos surtos foram registrados envolvendo consumo de frutas e vegetais
crus (FDA, 2014).
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Patogenos como Salmonella podem manter-se ativos por dias na superficie
de frutas e hortalicas, sobrevivéncia esta que varia com o tipo de microrganismo e a
sua localizac&o no tecido vegetal (BARTZ et al., 2015).

Estruturas de aberturas como estbmatos, hidatédios, lenticelas e injurias
presentes na superficie dos vegetais podem facilitar o transporte de patégenos para
regides internas de frutas e hortalicas, por meio da dgua externa ou por locomoc¢éao
independente, colonizando essas regides, onde os tornam protegidos de fatores
ambientais e acdo de sanitizantes (OLAIMAT e HOLLEY, 2012; FDA, 2014; BARTZ
et al., 2015).

Sabe-se que o biofilme bacteriano é uma forma de manter os microrganismos
protegidos na superficie do alimento. Morris e Monier (2003) afirmam que sao
decorrentes de biofilmes entre 30% e 80% da populacéo total de bactérias presentes
na superficie de uma hortalica. Os biofilmes constituem um arranjo de
microrganismos em uma matriz exopolissacaridica associada a superficies de forma
irreversivel, e esta condicdo dificulta o efeito sanitizante de compostos quimicos
(ZOTTOLA e SASAHARA, 1994; ANDRADE, 2008).

2.2 Sanitizantes

Na manipulacdo de hortalicas, somente a etapa lavagem em agua corrente
de boa qualidade ja alcanca uma reducédo de até 90% da carga microbiana presente.
Mas essa reducdo nao € suficiente para atingir niveis seguros de contaminacao,
sendo necessaria utilizacdo de sanitizantes (FRANK e TAKEUSHI, 1999).

Sendo assim, a etapa de lavagem seguida de sanitizacdo se faz de grande
importancia. Nesta fase € possivel eliminar e inativar grande parte da microbiota
presente, resultando em um produto de qualidade higiénico-sanitaria satisfatoria,
tornando-o seguro para o consumo (ARTES e ALLENDE, 2005; RU{Z-CRUZ et al.,
2007; ALLENDE et al.,, 2008b; RAHMAN et al., 2011). Porém é de grande
importancia levar em consideracdo no momento da escolha do sanitizante, aquele
sanitizante que além da qualidade microbiol6gica assegure também a sua qualidade
sensorial e nutritiva.

O Mercosul, em seu regulamento técnico, define que, produtos com acao
antimicrobiana/sanitizante sdo agentes ou produtos que reduzem significativamente
0 numero de bactérias a niveis seguros, de acordo com as normas de saude
(MERCOSUL/GMC, 2002).
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A maioria dos sanitizantes utilizados na indastria de alimentos em produtos
frescos, prontos para consumo é a base de compostos clorados (ANTONIOLLI et al.,
2005; ALVARO et al., 2009; NASCIMENTO e SILVA, 2010; CHEN e ZHU, 2011;
CHEN et al., 2013).

Segundo Andrade (2008), a escolha do sanitizante deve ser baseada em se 0
produto é aprovado por 6rgdos competentes, como os Ministérios da Saude e da
Agricultura, se apresenta amplo espectro de acdo antimicrobiana, se € capaz de
destruir rapidamente os microrganismos e se 0 produto € estavel sob variadas

condicdes de uso, possuindo também baixa toxicidade.

2.3 Compostos Clorados

Classificam-se os compostos clorados em: organicos e inorganicos. O cloro
gas (Cl,), o hipoclorito de sodio (NaClO), o hipoclorito de célcio (CaClO,) e o dioxido
de cloro (CIO,) sdo compostos inorganicos. A formacado dos compostos clorados
organicos é dada pela reacdo do &cido hipocloroso com aminas, iminas, amidas e
imidas. Compostos clorados organicos possuem vantagens em relacdo aos
inorganicos por ndo reagirem com a matéria organica e formarem menos
trihalometanos. Além disso, liberam mais lentamente o &cido hipocloroso, tornando-
se mais efetivos por periodos de tempo maiores, sendo mais estaveis (ANDRADE,
2008).

Por serem de facil manuseio, pouco onerosos, possuirem ampla atividade
microbiana e dissolucdo completa em agua, os compostos clorados se tornam 0s
produtos mais 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).

Segundo Andrade (2008), o seu uso nas industrias, além do baixo custo, se
da principalmente por serem efetivos na eliminacdo de fungos filamentosos e
leveduras e de bactérias gram-positivas e negativas. Além disso, dependendo do pH
da solucédo, esses compostos sanitizantes apresentam acao também sobre esporos
bacterianos, os quais consistem de um grupo microbiano muito importante em
processamento de alimentos.

O potencial antimicrobiano dos compostos clorados, com excec¢ao ao dioxido
de cloro, € associado a liberagdo do acido hipocloroso (HCIO) em solucdo aquosa.

Essa forma nado dissociada é cerca de 80 vezes mais bactericida do que a forma
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dissociada (ANDRADE, 2008). O acido hipocloroso € resultado da hidrélise da
substéancia clorada e tem acdo contra diferentes microrganismos (PARISH et al.,
2003). O pH é fator importante para a liberacéo e acao do acido hipocloroso, quanto
menor o pH da solucéo, maior € a concentracdo do HCIO. Isso torna 0s compostos
clorados mais ativos em pH baixos (ANDRADE, 2008). O principal efeito provocado
pelo acido hipocloroso nas células dos microrganismos € a atividade oxidativa. O
HCIO libera oxigénio, o qual reage com os componentes do protoplasma celular. O
cloro em si pode atuar também se unindo as proteinas de membrana celular e
interferindo no metabolismo microbiano, principalmente na inibicdo de enzimas da
via glicolitica (VEIGA, 2003).

Algumas preocupacfes sdo relevantes ao utilizar o cloro. O cloro € uma
substancia corrosiva, podendo provocar irritacdes na pele e no trato respiratorio
(ALVARO et al., 2009). Pode ocorrer também hipercloragcdo da &gua residual,
formando trihalometanos e outros subprodutos (RYAN-BARRY et al., 2008; RUIZ-
CRUZ et al., 2007; RICO et al., 2007; SELMA et al., 2008; RAHMAN et al., 2011)
considerados carcinogénicos. Os compostos clorados vém se tornando destaques
de preocupacédo ambiental e alguns grupos ambientalistas sugerem a proibicdo do
uso desse produto em todo o mundo (NASCIMENTO et al., 2008; RICO et al., 2007,
OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009; TORNUK et al., 2011; RAHMAN et al., 2011). A
Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer classifica os trihalometanos como
cancerigenos. Paises europeus como a Alemanha, restringem um limite de 10 ug.L™
de trihalometanos na agua (MACEDO et al., 2001; PAVON et al., 2008). No Brasil, a
Portaria do Ministério da Salde de n°2914 de 14 de dezembro de 2011, que
estabelece normas para a qualidade da agua para consumo humano e seu padrao
de potabilidade, limita a concentracdo maxima de trihalometanos totais em agua em
de 0,1 mg.L™! (BRASIL, 2011).

A eficiéncia destes compostos vem sendo questionada. Essa atribuicdo se da
a dificuldade dos componentes ativos da solucdo de tratamento alcancar os sitios de
colonizacdo das células microbianas, e pela capacidade destas células de se
alojarem em fissuras e espacos intercelulares. Outro fator importante é que esses
microrganismos sao capazes de formar bioflmes em tecido vegetal, em
equipamentos e utensilios de contato com o alimento, tornando-se mais resistentes
ao uso destes compostos (MORETTI, 2008; SANGO et al., 2014).
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Novas alternativas vém surgindo no objetivo de potencializar
remocao/inativagdo na sanitizagdo, assegurando a conservacdo de alimentos,
mantendo o seu valor nutricional e suas caracteristicas sensoriais. Essas
alternativas trazem consigo baixo consumo de energia, a custo competitivo, respeito

pelo ambiente e alto grau de seguranca (CHEMAT et al., 2011).

2.4 Surfactantes

Surfactantes sdo moléculas com propriedades tensoativas por apresentarem
em sua estrutura grupos polares (hidrofilicos) e apolares (hidrofobicos). Classificam-
se os surfactantes de acordo com a estrutura quimica e a carga dos grupos polares.
Os surfactantes podem ser n&o-ibnicos, anidnicos, catidnicos e anféteros. O
tensoativo ndo ibnico nao libera carga em solucdo aquosa, os demais liberam um
anion (anionicos) e um cétion (catidnicos) (CHRISTOFI e IVSHINA, 2002;
ANDRADE, 2008; RIZZATTI e ZANETTE, 2009; ZERDAS 2009, CHABBA et al.,
2015).

A 4&gua, utilizada isoladamente, ndo apresenta boa molhabilidade por
apresentar alta tenséo superficial, equivalente a 72 mJ.m™. Deve-se reduzir essa
tensdo para aproximadamente 36 mJ.m?, otimizando assim, o contato entre o
surfactante e o residuo a ser removido (WOODS, 2004, ANDRADE, 2008). Essa
reducdo torna-se possivel com o uso tensoativos. Os surfactantes agem em
superficies provocando o rompimento das interacdes das superficies com os
microrganismos removendo 0s patdgenos mais rapidamente (RAIDEN, 2002).

Entre os surfactantes catidnicos, temos 0s compostos quaternarios de aménio
(QAT’s). O cloreto de benzalcénio (CB) é denominado uma aménia quaternaria e
além da sua acao surfactante de diminuir a tenséo superficial de solu¢des aquosas e
permitir melhor contato da solu¢cdo com residuos e microrganismos, este composto
vem sendo utilizado pela indlstria como agente antimicrobiano por provocar
desnaturacdo proteica, alteracdo da permeabilidade da parede celular do
microrganismo e reducdo da entrada normal de nutrientes na célula (MACHADO,
2005).

2.5 Ultrassom

O ultrassom tem sido considerado um método alternativo de sanitizacéo. Essa

tecnologia vem ganhando espaco na indastria de alimentos. Utiliza-se o ultrassom
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de baixa poténcia para avaliacdo das propriedades fisico-quimicas de alimentos e
produtos alimentares como a composicdo e estrutura, e outras avaliacdes de
controle de qualidade (DEMIRDOVEN e BAYSAL 2008; AWAD et al., 2012). J4 o
ultrassom de alta poténcia vem sendo aplicado na inativacdo de microrganismos em
processos de sanitizagdo, inativacdo de enzimas, em processos de cristalizacao,
emulsificacdo, secagem e processos de congelamento (ARZENI et al., 2012;
SANGO et al., 2014).

Para utilizar-se das ondas ultrassdnicas faz-se necessaria uma fase liquida.
Por isso s&o encontrados ultrassons de banhos ou sondas ultrassdnicas de imersao
(AWAD et al. 2012; SANGO et al., 2014)

As ondas ultrassbnicas sdo ondas mecanicas com capacidade de propagar-
se em meios materiais com frequéncia maior que 16 kHz. O espectro acustico &
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 MHz) e de alta frequéncia (superior a 1 MHz) (MASON
et al., 2005).

O ultrassom de alta intensidade em baixas frequéncias de 20 a 100 kHz tem
utilidade na inativacdo de microrganismos para o processamento de alimentos
(PIYASENA et al., 2003).

A morte celular é dada principalmente devido ao enfraquecimento das
membranas celulares, aquecimento localizado e producdo de radicais livres. A
destruicdo e desintegracdo de microrganismos pelas ondas ultrasdnicas esta
relacionada a formacdo de bolhas durante o processo de cavitacdo (SAO JOSE,
2013).

A cavitagdo gera energia mecanica e quimica localizada e é o mecanismo de
acao do ultrassom sobre os microrganismos (GOGATE e KABADI, 2009).

O processo de cavitacdo € dado por crescimento e colapso de bolhas em
liquido exposto a irradiacdo de ondas ultrasbnicas de baixa frequéncia. As ondas
ultrassdnicas se propagam através de um meio liquido em ciclos de alternancia
entre compressao e expansdo (GOGATE e KABADI, 2009). Assim, durante os
sucessivos ciclos de compressao e expansao, ocorre aumento das dimensfes das

bolhas, até em alcance do diametro critico, implodindo exageradamente, gerando
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micro jatos que provocam a lise celular (ROSARIO, 2016).

Varios trabalhos (CAO et al.,, 2010; SAGONG et al.,, 2011; CHEN e ZHU,
2011; SAO JOSE, 2015, ROSARIO, 2016; LUO et al., 2016) mostram a inativagéo
de microrganismos por ultrassom em combinacdo ou ndo com outros tratamentos.

A utilizag&o do ultrassom associado a agentes quimicos permite a penetracao
desses agentes oxidantes através da membrana celular dos microrganismos. A
cavitacdo auxilia também na desagregacdo de microrganismos presentes na
superficie, aumentando assim a eficiéncia dos sanitizantes quimicos (GUERRERO
et al., 2001; GIL et al., 2009; GOGATE e KABADI, 2009). O ultrassom pode provocar
também perturbacdes internamente a célula dos microrganismos. Pode ocorrer
cavitacao intracelular e choques mecanicos prejudicando os componentes celulares
estruturais e funcionais levando a lise celular (CHEMAT et al., 2011).

Huang et al. (2006) combinaram o ultrassom 170 kHz com dioxido de cloro 20
mg-L? e alcancaram uma reducdo de cerca de 4 log UFC.g" na populacdo de
Salmonella e E. coli 0157:H7 em alfaces.

Rosario (2016), apos utilizar o ultrassom combinado ao acido peracético 40
mg.L™?, em morango aderidos com Salmonella, conseguiu reducdo a niveis nao
detectaveis pela técnica de contagem padrdo em placas, apdés uma adesao inicial de
6,80 log UFC.g™*

Os efeitos promissores no processamento e conservacao de alimentos
proporcionados pelo ultrassom geraram um aumento, nos Ultimos anos, nos estudos
que envolvem a aplicacao do ultrassom na area de ciéncia e tecnologia de alimentos
(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; ROSARIO, 2016; LUO et al.,
2016).

Além do seu potencial em remover/inativar microrganismos o ultrassom
poSsui outras vantagens que o tornam uma excelente alternativa para industria de
alimentos. O ultrassom tem sido considerado como tecnologia verde, pelo seu
excelente papel na sustentabilidade do meio ambiente (CHEMAT et al., 2011)

Outra vantagem da utilizacdo do ultrassom na industria de alimentos € o fato
de ndo gerar odores desagradaveis e nem perda de nutrientes (LEE et al., 2004;

PIYASENA et al., 2003), por ser aplicado a temperatura ambiente e sem geracéo de
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calor (FERNANDES e RODRIGUES, 2007).

Munkacsi e Elhami (1976) realizaram um dos primeiros estudos utilizando o
ultrassom para remocéao/inativacdo de microrganismos, a reducéo observada foi de
93% dos coliformes presentes em amostras de leite integral tratadas.

A maioria dos estudos com ultrassom eram realizados em sistemas liquidos
(SAN MARTIN et al., 2001; GUERRERO et al., 2001; ZENKER et al., 2003), porém,
atualmente, sabe-se que estas ondas podem possuir um excelente efeito sobre
microrganismos contaminantes em alimentos solidos( CHEN et al., 2011; SAO JOSE
e VANETTI, 2012; ROSARIO, 2016; LUO et al., 2016).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os repolhos roxos foram adquiridos em um estabelecimento comercial da
cidade de Alegre - ES. Estes foram entregues no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos do Centro de Ciéncias Agrarias e Engenharias da Universidade Federal
do Espirito Santo. As amostras foram mantidas a 5 °C por no maximo 24 horas
antes do inicio das andlises. As folhas da hortalica foram selecionadas, descartando
as que apresentaram injurias, fatiadas manualmente e disponibilizadas para o

experimento.

3.1 Aplicacado dos tratamentos

ApoGs selecdo e descarte das folhas injuriadas os repolhos foram fatiados
manualmente, retirando-se o0 seu caule, em fatias de aproximadamente meio
centimetro. Ap6s homogeneizacéo, as amostras foram divididas em 500 g para cada
tratamento.

Foram preparadas solucdes de 1,5 L para os procedimentos de sanitizagao
isolados e solucdes de 4,0 L para os procedimentos de sanitizacdo combinados ao
ultrassom. Cada procedimento de sanitizacdo: dicloroisocianurato de soédio
(Sumaveg®) [100 mg.L™], cloreto de benzalconio (Vetec®) [1200 mg.L™], hipoclorito
de sédio (Alphatec) [100 mg.L™], todos procedimentos anteriores combinados ao
ultrassom [40 kHz, 500 W], somente ultrassom [40 kHz, 500 W], 4gua destilada e
agua potavel (controle) foram aplicados as amostras por um tempo de 5 minutos. Foi
utilizado o ultrassom de banho modelo Soniclean 15 (Sanders Medical®) com
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 500 W. As concentracfes do dicloroisocianurato
de sodio e do hipoclorito de sodio foram baseadas nas concentra¢cdes comumente
utilizadas pelas industrias de alimentos. A concentracao utilizada para o cloreto de
benzalcénio foi baseada no trabalho de Zerdas (2009).

As amostras de repolho roxo tratadas foram acondicionadas, em embalagens
plasticas de poli(Tereftalato de Etileno) (PET), e incubadas, sob temperatura de
refrigeracédo (8 + 1 °C) por 7 dias.

3.2 Avaliagéo do pH das solugbes

O pH das solugbes foi determinado de acordo com a metodologia do Instituto
Adolfo Lutz (IAL, 2005). Foi utilizado pHmetro digital modelo mPA-210, marca
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Tecnopon, com insercao do eletrodo diretamente na amostra (Sao Paulo, Brasil). O
aparelho foi previamente calibrado e operado de acordo com as instrugbes do

manual do fabricante.

3.3 Avaliacdo da microbiota do repolho roxo

Os procedimentos nesta etapa do trabalho foram realizados de acordo com as
metodologias descritas no Manual de Métodos de Analise Microbiologica de
Alimentos e Agua (SILVA et al., 2010). Foram determinadas bactérias mesdfilas
aerdbias, coliformes totais, E. coli, bactérias laticas, fungos filamentosos e
leveduras. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nias por
grama de repolho roxo (UFC.g™%).

Logo apos as amostras de repolho serem submetidas aos diferentes tipos de
sanitizacao foi quantificada a microbiota natural das amostras da mesma maneira.

As analises microbioldgicas das amostras de repolho roxo foram realizadas
em 4 tempos de armazenamento: tempo 1 (imediatamente apds os procedimentos
de sanitizacao), tempo 2 (2 dias apOs os procedimentos de sanitizacdo), tempo 3 (4
dias apds os procedimentos de sanitizacdo), tempo 4 (7 dias apOs os procedimentos
de sanitizacdo). As amostras foram armazenadas em bandejas rigidas de PET com

tampa.
3.3.1 Contagem de bactérias mesofilas aerdbias

A determinacdo de bactérias mesdfilas aerdbias das amostras foi realizada
pela técnica de plaqueamento por profundidade utilizando o &agar padrdo para
contagem (Himedia®, Mumbai, india), em que 1 mL das diluicdes apropriadas foram
transferidas para placas de Petri, em seguida, aproximadamente 15 mL de agar
Padrdo para Contagem (PCA) no estado liquido (aproximadamente 45 °C) foram
adicionados nas placas. Por fim, foi feita a homogeneizacdo da amostra na placa e
incubacédo destas invertidas em estufas bacteriolégicas a 35 °C por 48 horas (SILVA
et al., 2010).

3.3.2 Contagem de coliformes totais e E.coli

Placas Petrifilm EC® (3M®, Maplewood, Estados Unidos) foram inoculadas

com aliquotas de 1,0 mL das diluigbes apropriadas, seguindo as instrugbes do
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fabricante. ApOs incubacao das placas a 35°C por 24 e 48 h, as coldnias azuis e
vermelhas com gas foram consideradas colbnias de coliformes totais e coldnias
azuis com gas foram consideradas de E. coli. Os resultados foram expressos em
UFC.g™ (SILVA et al., 2010).

3.3.3 Contagem de bactérias laticas

A contagem de bactérias laticas foi realizada por plagueamento em
profundidade utilizando agar MRS (Merck®, Darmstadt, Alemanha). A placas foram
incubadas em jarras de anaerobiose a 35 °C por 72 h. Os resultados foram
expressos em UFC.g™ (SILVA et al., 2010).

3.3.4 Contagem de fungos filamentosos e leveduras

Para enumeracdo de fungos filamentosos e leveduras, foi utilizada a técnica
de plagueamento em superficie. Foram inoculados 0,1 mL das diluicdes apropriadas
sobre a superficie do meio agar Batata Dextrose (BDA) (Himedia®, Mumbai, india)
acidificado com 1% de &cido tartarico (Sigma-Aldrich®, Estados Unidos) a 10% (v/v)
(pH entre 3,5 e 3,7). Com auxilio de uma alga de Drigalski, o inéculo foi espalhado
por toda a superficie do meio, e logo apés as placas foram incubadas a 25 °C por 5

a 7 dias. Os resultados foram expressos em UFC.g™* (SILVA et al., 2010).

3.4 Avaliacdo daremocaol/inativacdo de Salmonella

3.4.1 Avaliacao da eficiéncia na inativacao/remocéao de células de Salmonella

intencionalmente adicionadas a superficie do repolho roxo

Os procedimentos de sanitizacdo que apresentaram os melhores resultados
na reducdo da microbiota do repolho roxo e nas caracteristicas fisico-quimicas e
nutricionais foram selecionados para a contaminacédo desafio utilizando Salmonella.
Este teste foi realizado para avaliar a capacidade dos sanitizantes inativarem ou
removerem células de Salmonella intencionalmente adicionadas as amostras de

repolho roxo.
3.4.2 Preparo das amostras

As folhas de repolho roxo (25 g) foram selecionadas e cortadas manualmente

de maneira asséptica em pedagos de tamanho 3 cm x 3 cm antes de serem
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inoculadas com células de Salmonella (LUO e OH, 2016).
3.4.3 Preparo do inéculo

Salmonella enterica Typhimurium ATTC 13076 foi obtida do estoque de
cultura do laboratério de Microbiologia de Alimentos do Departamento de
Engenharia de Alimentos do CCAE/UFES. A cultura foi mantida em tubos Eppendorf
de 1 mL contendo BHI a temperatura de -80 °C e foi feita sua ativacdo por duas
repicagens consecutivas em BHI e incubada a 37 °C por 24 h. Em seguida, os tubos
de BHI com as células foram centrifugados a 3000 g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi retirado e os pellets foram ressuspendidos em 10 mL de agua
peptonada esterilizada 0,1%. Apds esse procedimento o indculo apresentava
contagem em torno de 10® e 10° UFC.mL™, confirmado por plagueamento em

superficie de 4gar Hektoen (Himedia®, Mumbai, india) .
3.4.4 Inoculacdo das amostras de repolho roxo

Cada pedaco cortado da amostra de repolho roxo foi inoculado com 0,1 mL
da suspensdo de S. Typhimurium em trés diferentes pontos. Depois disso, as
amostras contaminadas foram mantidas na capela por 30 minutos a fim de garantir a
adesdao suficiente das células nas amostras. Uma contagem inicial do patégeno de
aproximadamente 6,0 log UFC.g™ pode ser obtida depois desse procedimento (LUO
e OH, 2016).

Posteriormente, as 25 g das amostras contaminadas foram imersas em 500
mL da solucdo de sanitizacdo por 5 min. Amostras ndo sanitizadas e amostras

apenas tratadas em agua destilada foram utilizadas como controles.
3.4.5 Quantificacdo das células de Salmonella aderidas ao repolho

ApGs a aplicacdo de cada procedimento de sanitizagdo, 25 g de amostras de
repolho roxo foram transferidos para sacos plasticos esterilizados, contendo 225 mL
de agua peptonada 0,1% e entdo, homogeneizados em stomacher por dois minutos.
Em seguida, foram retiradas aliquotas de 1 mL para preparar as diluicdes decimais a
serem plagueadas pela técnica de espalhamento em superficie em agar Hektoen
(Himedia®, Mumbai, india). Apds a incubacéo por 18 a 24 h a 37°C foi realizada a

contagem das coldnias expressa em UFC.g* e UFC.cm™ de repolho (LUO e OH,
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2016).

Apés os procedimentos de sanitizacdo, também foi realizada analise da solucéo
de sanitizacdo, utilizando a mesma técnica utilizada para quantificar as células de
Salmonella depois dos procedimentos de sanitizagcédo, descrita no item 3.4.5, para
verificar se 0 sanitizante aplicado promoveu remoc¢ao ou inativacdo das células de
Salmonella. Ap0s a coleta das amostras das solu¢cfes sanitizantes, estas foram
submetidas a diluicdes adequadas e plagueamentos em agar Hektoen. Além disso,
para complementar os resultados foi realizada, com o auxilio de um luminédmetro
(UNI-LITE®Xcel - Biotrace®) e o 3M swab Clean-Trace™ Water ATP, a medida de

ATP da solucédo de sanitizacao.

3.5 Microscopia Eletrénica de Varredura

A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) foi realizada no laboratério de
Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins no Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo em Vitoria- ES.

A MEV é capaz de produzir imagens de alta resolugdo da superficie de uma
amostra. Fornece aumentos de mais de 300.000 vezes, para materiais solidos, com
imagens tridimensionais, conservando a profundidade do campo, sendo compativel
com a observacao de superficies rugosas. A MEV pode fornecer informac6es sobre
a morfologia de componentes sdlidos, e diferentemente de aparelhos convencionais
(DEDAVID, 2007), sendo capaz de detectar resolugdes de 1nm (NAGATANI et al.
1987).

Os cortes das folhas do repolho roxo, com aproximadamente 1 cm? foram
enxaguados em tampao fosfato (PBS) 0,05 mol-L™*, pH 6,8 a 7,2, para remoc&o dos
residuos dos sanitizantes e células ndo aderidas. A etapa de fixagdo consistiu do
tratamento com glutaraldeido a 5% e tamp&o PBS 0,1 mol-L™%, na proporcéo de 1:1
por uma hora e meia 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
desidratacéo consistiu de tratamentos seriados em etanol, nas graduacgdes de 30 ©,
50°, 70°, 80 °, 95 °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 (modelo CPD 30,
Leica) para a desidratagdo total. Por ultimo, foram metalizados em metalizador
(modelo Desk V, Denton Vacuum) para posterior observacdo ao microscopio
eletrénico de varredura (Scanning Eletron Microscope, modelo JSM- 6610LV, Jeol) e
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registro das imagens.

3.6 Analises fisico-quimicas do repolho roxo

Foram realizadas as analises de acidez titulavel total, pH, teor de sdlidos

soluveis, perda de massa, cor e teor de antocianinas.
3.6.1 Acidez titulavel

A acidez total titulavel foi realizada, utilizando solu¢do padrdo de NaOH 0,1 N
e pHmetro. A titulacdo com NaOH foi realizada até a mudanca de cor da solucdo
gue corresponde ao ponto de viragem da fenolftaleina (pH 8,2 a 8,4). Os resultados
foram expressos em porcentagem de &cido citrico, utilizando a metodologia do
Instituto Adolfo Lutz (2005).

3.6.2 pH

O pH foi determinado em pHmetro digital modelo mPA-210, marca Tecnopon
(Séo Paulo, Brasil). Foram pesados 10 g da amostra e estas foram homogeneizadas
em 100 mL de &gua destilada (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005). O aparelho foi
previamente calibrado e operado de acordo com as instrucbées do manual do

fabricante.
3.6.3 Teor de sélidos solUveis

O teor de sélidos soluveis foi determinado utilizando refratdmetro de bancada.
As leituras foram realizadas utilizando trés gotas do sumo da amostra de repolho
roxo triturada e filtrada em bomba a vacuo. Os resultados foram expressos em °Brix
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2005).

3.6.4 Perda de Massa

Determinou-se a perda de massa pela pesagem das bandejas, contendo
aproximadamente 100 g de repolho picado, em balanca analitica, Marconi® modelo
2014N (Séao Paulo, Brasil) nos tempos 0, 2, 4 e 7 dias. A perda de massa para cada

tempo foi calculada com base no peso inicial, e a perda no primeiro dia (tempo de 0
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dias) foi considerada zero. Os resultados foram expressos em porcentagem de

perda total (%) em relacdo ao peso inicial (Rosario, 2016).
3.6.5 Cor

A cor instrumental das amostras de repolho roxo foi realizada utilizando o
colorimetro pela leitura direta de reflectancia do sistema de coordenadas
retangulares “L*” (luminosidade), “a*” (intensidade de vermelho e verde) e “b*
(intensidade de amarelo e azul), empregando-se a escala de cor CIELAB, com
iluminante D65 e angulo de observacdo de 10°, utilizando-se colorimetro Konica
Minolta. Os valores de c* (cromaticidade ou saturacdo de cor) e h° (angulo de

tonalidade cromatica) foram calculados automaticamente pelo aparelho.
3.6.6 Determinacdo do teor de antocianinas

O teor de antocianina das amostras de repolho roxo foi quantificado segundo
adaptacdo do método espectrofotométrico proposto por Francis (1982).

Para o preparo do extrato, foram pesados 5 g de amostra de repolho-roxo e
adicionados 50 mL de etanol/agua (70:30 v/v). O pH da solucéo foi ajustado para 2
com o auxilio de uma solucdo de HCI 3 mol/L. A solucdo permaneceu em repouso
por 12 horas a 8°C, ao abrigo da luz. Apds, a solucao foi filtrada a vacuo e o filtrado
diluido (1:10 v/v) em etanol-HCI 1,5 mol/L para a leitura da absorbancia, em
espectrofotometro (BEL PHOTONICS® 2000 UV), com comprimento de onda de 535
nm.

O teor de antocianina foi expresso em cianidina-3-glicosidio na matéria seca.

3.7 Andlise sensorial do repolho roxo

Os procedimentos de sanitizacdo que obtiverem os melhores resultados para
as caracteristicas microbioldgicas e fisico-quimicas das amostras de repolho roxo
foram selecionados para andlise sensorial visual. Foram avaliados aspectos visuais
de cor e textura. Os testes foram realizados no laboratorio de Analise Sensorial de
Alimentos do CCA/UFES. Por envolver pesquisa com humanos o projeto foi
submetido e aprovado pelo comité de ética (CAAE: 17560413.4.0000.5060, namero
do parecer: 324.918)
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3.7.1 Teste de diferenca de comparacado multipla

Foi realizados teste de comparacao multipla para verificar se existe diferenca
visual perceptivel e o grau desta diferenca para atributos de cor e textura entre a
amostra controle de repolho roxo (tratada apenas agua destilada) e amostras
sanitizadas com o dicloroisocianurato de sodio associado ou ndo ao ultrassom.
Trinta e cinco avaliadores realizaram os testes para atributos de cor e de textura.
Nestes testes, cada avaliador recebeu quatro amostras em estudo: a amostra
tratada somente com agua, representando a amostra referéncia (codificada com a
letra R), e mais trés amostras codificadas (duas referentes ao DC e DC+US e uma
amostra igual a referéncia). Os avaliadores apenas visualizaram as amostras e
compararam cada uma, avaliando o grau de diferenca (dos atributos em estudo, seja
de cor ou textura) em relacdo a amostra referéncia. Para calcular este grau de
diferenca foi utilizada uma escala prépria para o teste variando de 1 a 9, em que 1
foi referente a amostras que apresentaram extremamente menos cor ou textura que
a amostra controle e 9 extremamente mais cor ou textura que a amostra controle. Os
dados foram avaliados por analise de variancia (ANOVA) (DUTCOSKY, 2011),

3.7.2 Teste de aceitacéo

Amostras de repolho roxo tratadas com DC e DC+US e a amostra controle
(tratadas apenas com agua) foram submetidas ao teste de aceitacdo sensorial.
Setenta e dois consumidores participaram do teste de aceitacdo. As amostras foram
servidas em pratos descartaveis codificados, apresentadas de forma aleatéria e
monadica (REIS e MINIM, 2010).

Cada julgador recebeu uma ficha contendo a escala hedbénica de nove pontos
(variando de “gostei extremamente” a “desgostei extremamente”) para avaliar a
impressao global das amostras de repolho roxo (REIS e MINIM, 2010).

Para verificar a existéncia de diferenca estatistica entre os resultados de
aceitacao das amostras, realizou-se ANOVA (REIS e MINIM, 2010).

3.9 Planejamento Experimental e Anélise Estatistica dos Dados

Para comparar o efeito dos diferentes os procedimentos de sanitizacdo sobre
a microbiota e sobre as caracteristicas fisico-quimicas do repolho roxo durante o

periodo de armazenamento, o experimento foi conduzido por um delineamento em
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blocos casualizados, em parcelas subdivididas, onde o fator sanitizante,
representando a parcela, teve 9 niveis e o fator tempo, representando a subparcela,
foi composto por 4 niveis, o que totalizou 36 tratamentos. Os niveis do fator
sanitizantes foram representados pelos procedimentos de sanitizacdo conforme a
Tabela 1. Cada parcela foi subdividida em 4 subparcelas, representada pelos niveis

do fator tempo (tempos de 0, 2, 4 e 7 dias de armazenamento).

Tabela 1- Procedimentos de sanitizacao testados no repolho roxo

Sanitizantes Concentracao

Sem sanitizar (Controle) -

Agua Destilada -

Hipoclorito de Sédio (HIP) 100 mg.L™
Dicloroisocianurato de Sédio (DC) 100 mg.L*
Cloreto de Benzalconio (CB) 1200 mg.L™

Ultrassom (US) -
Ultrassom + Hipoclorito de Sadio (US+HIP) 100 mg.L™
Ultrassom + Dicloroisocianurato de Sédio (US+DC) 100 mg.L™
Ultrassom + Cloreto de Benzalcdnio (US+CB) 1200 mg.L™

*Sanitizantes: hipoclorito, dicloroisocianurato de sodio, cloreto de benzalconio e Ultrassom. Controle: dgua destilada

e sem sanitizar.

O experimento foi realizado em trés repeticdes. As analises microbioldgicas
foram realizadas em duplicata. Os dados foram submetidos a andlise de variancia
(ANOVA) e teste de comparacao de médias Duncan a 5% de significAncia ou analise
de regressao.

No teste de contaminacgédo desafio utilizando Salmonella, foram estudados os
sanitizantes que apresentaram os melhores resultados na redugdo da microbiota
natural, manutencao das caracteristicas fisico-quimicas e nutricional. O experimento
foi conduzido em delineamento em blocos casualizados. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e teste de comparagdo de médias de
Duncan a 5% de significancia. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio
do software Genes® (CRUZ, 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 pH das solugdes sanitizantes

O pH tem importante efeito sobre a acdo de sanitizantes quimicos a base de
cloro na inativacdo de microrganismos. O pKa do acido hipocloroso é 7,5, logo o
composto clorado orgéanico, dicloroisocianurato de sodio, apresenta vantagem
quando comparado ao hipoclorito de so6dio uma vez que no pH da solucdo hi o

predominio da forma néo dissociada do acido hipocloroso (Tabela 2).

Tabela 2 - Valores de pH nas solu¢@es utilizadas nos procedimentos de sanitizacédo

do repolho roxo anteriormente ao processo de sanitizagcéo

Sanitizantes Médias * desvio padrao*
Hipoclorito de Sodio 9,24 +£ 0,06
Agua destilada 6,71 + 0,05
Dicloroisocianurato de sodio 6,21 + 0,02
Cloreto de benzalcbnio 5,69 £ 0,06

A acdo dos compostos clorados se torna mais efetiva quando em pH baixo
pois compostos a base de cloro, com excecao do diéxido de cloro, liberam em meio
aquoso e em pH abaixo da sua constante de equilibrio (pKa= 7,5), moléculas de
acido hipocloroso na forma nao dissociada (HCIO). Essas moléculas possuem uma
grande capacidade de penetracdo na célula bacteriana. Sua acdo bactericida se
torna 80 vezes maior que a forma dissociada. Em pH alto, o equilibrio da reacao
tende a formac&o de ions de hidrogénio H*, como a parede celular bacteriana possui
carga elétrica, ocorre a repulsdo destes ions, diminuindo a sua ac¢do bactericida
(ANDRADE, 2008).

Fantuzzi e colaboradores (2004), avaliando procedimentos de sanitizagcdo em
repolho, observaram valores de pH entre 75 e 8,5 para solugcdo de
dicloroisocianurato de sédio 200 mg.L™ e em torno de 11 para hipoclorito de sédio
200 mg.L™?, obtendo, desta forma, menor acdo do clorado inorganico na sanitizagdo

dos repolhos.
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4.2  Microbiota do repolho roxo no periodo de armazenamento

O resumo da Andlise de Variancia da contagem de bactérias mesoéfilas
aerdbias, coliformes totais, bactérias laticas e fungos filamentos e leveduras em
repolhos roxos durante o periodo de armazenamento por 7 dias a 8 + 1 °C esta
apresentado na Tabela 3. A fonte de variacdo sanitizante foi significativa (p < 0,05)
para todos o0s grupos microbianos avaliados, exceto fungos filamentosos e
leveduras. J& o tempo de armazenamento foi significativo apenas para o grupo de
bactérias mesdfilas aerobias. N&o foi observada interacdo entre os sanitizantes e o
tempo de armazenamento, assim, estas fontes de variacdo atuam de maneira

independente.

Tabela 3 - Resumo da Andlise de Variancia (ANOVA) da contagem de bactérias
mesofilas aerdbias, coliformes totais, bactérias laticas e fungos filamentos e

leveduras em repolhos roxos armazenados por 7 dias a 8 £ 1 °C.

. _ Grau de
Variavel Fonte de Variacéo . Valor de F
liberdade
Sanitizante 8 0,00*
Bactérias mesdfilas aerdbias Tempo 3 0,00*
Interacdo 24 100,00™*
Sanitizante 8 10,50*
Coliformes Totais Tempo 3 0,96 "*
Interacédo 24 0,80 "*
Sanitizante 8 20,40 *
Bactérias Laticas Tempo 3 1,62 "
Interacédo 24 0,65 "*
_ Sanitizante 8 1,44 ™
Fungos Filamentosos e
Tempo 3 0,71 ™
Leveduras
Interacédo 24 0,48 "*

*significativo (p < 0,05); n.s.: n&o significativo (p > 0,05).

A etapa de sanitizagdo € fundamental para inocuidade e para qualidade de
frutas e hortalicas processadas e mantidas sobre armazenamento. Esta etapa €
critica para reducdo do numero de microrganismos deterioradores e patogénicos. As

contagens da microbiota natural do repolho roxo em log UFC.g * apés aplicagéo dos
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sanitizantes estdo apresentadas na Tabela 4.

As contagens de bactérias mesofilas aerdbias, bactérias laticas e coliformes

totais apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre alguns sanitizantes quando

comparados a amostra controle (sem sanitizacdo). A contagem de fungos

filamentosos e leveduras, ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) entre os

sanitizantes.

Tabela 4 - Médias das contagens da microbiota do repolho roxo em log UFC.g™ apés

a aplicacao dos procedimentos de sanitizagao.

Bactérias _ _
o _ Coliformes Bactérias Fungos e
Sanitizantes Mesofilas ) _
o Totais Laticas Leveduras
Aerdbias
Sem Sanitizar 6,39 ab 3,31a 4,36 a 3,67 a
Agua 6,06 ab 3,05a 4,35 a 3,57 a
usS 5,83 ab 2,98 ab 3,95a 3,44 a
HIP+US 5,78 ab 2,54 ab 3,18 ab 3,20 a
HIP 5,57 ab 2,64 ab 3,35ab 3,20 a
DC+US 5,08 b 2,54 ab 3,13 ab 3,36 a
DC 524b 2,14 bc 2,59 b 3,29 a
CB+US 3,87c l41c 1,15¢ 3,0la
CB 4,16 c 1,68c¢c 1,13 ¢ 3,05a

*Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na coluna nao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Ducan.

As reducbes decimais entre as médias de contagem de bactérias mesbfilas

aeroébias variaram de 0,33 a 2,52 log UFC.g™ entre os sanitizantes utilizados (Figura

1). O cloreto benzalcdnio (CB) combinado ou ndo ao ultrassom apresentou reducdes

decimais, de 2,52 e 2,23 respectivamente, quando comparado ao controle (sem

sanitizagao) diferindo dos demais (p>0,05).
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Figura 1 - Reducdes decimais em log de UFC.g™, das contagens de bactérias
mesofilas aer6bias nas amostras de repolho roxo durante o periodo de
armazenamento de 7 dias a 8 + 1 °C, quando comparadas ao controle, sem

sanitizacao.

Sanitizantes seguidos pela mesma letra ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan. CB: Cloreto de

benzalconio; US: Ultrassom; DC: Dicloroisocianurato de sédio; HIP: Hipoclorito de Sédio.

Zerdas (2009) encontrou reducéo de 1,20 log de UFC.g™* em células sésseis
de Salmonella Enteritidis presentes na superficies de alface crespa, utilizando a
mesma concentracédo de CB (1200 mg.L™), porém por um periodo de tempo maior,
de 10 minutos.

O CB possui um largo espectro de atividade antimicrobiana, atuando sobre
bactérias, fungos e leveduras. Segundo Machado (2009) como composto ativo nas
superficies, o CB, quando usado em concentracdes de 1 a 2%, reduz a tensdo
superficial da &gua, provocando uma excelente umidificacdo e penetracédo
(MACHADO, 2009). As moléculas de CB, por constituirem um tensoativo, sao
formadas por uma parte apolar/hidrofébica, formada pela cauda, e outra
polar/hidrofilica, onde forma-se a cabeca. Essas moléculas reduzem a tensao
interfacial liquido-superficie, intensificando a ag&o bactericida dos compostos. O
mecanismo de acdo do CB é dado pela sua adsorcao a superficie da membrana da
célula microbiana e reacdo com fosfolipidios que compBem a membrana

citoplasmatica, ocorrendo também, uma reacao quimica com cargas negativas dos
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ions associados a parede celular (LUTEY, 1995). Assim, essas reac0es acabam
gerando um estresse provocando a perda de constituintes citoplasméticos e
consequente morte celular (ZERDAS, 2009).

Apesar da eficiéncia do CB na reducéo da populacédo de bactérias mesofilas
aerobias, este sanitizante ocasionou injurias e forte deterioracdo nas amostras de
repolho roxo, tornando-as visivelmente inaceitaveis.

O dicloroisocianurato de sédio e hipoclorito de sédio nao diferiram (p <0,05)
do ultrassom isoladamente, o que demonstra que esse poderia substituir compostos
clorados para reducéo de bactérias mesofilas em repolho roxo.

Apesar de serem o0s mais utlizados pela industria de alimentos,
principalmente aqui no Brasil, os compostos clorados inorganicos possuem a
desvantagem de formarem substancias nocivas para a saude. Alguns paises estéo
proibindo a utilizacdo destes compostos como sanitizantes em alimentos devido a
formacao de substancias téxicas (trihalometanos) por se combinarem com a matéria
organica (ALVARO et al., 2009; GRACA et al., 2011; CHEN e ZHU, 2011; RAHMAN
et al., 2011).

O DC (100 mg.L™) e DC+US (100 mg.L™/ 5 min, 40 kHz, 500 W) reduziram
1,15 e 1,30 log UFC.g' respectivamente. Sdo José (2009), ao utilizar
dicloroisocianurato de soédio isoladamente em hortalicas, nas concentracdes 50
mg.L™* e 200 mg.L™, encontrou uma reducdo de apenas 0,9 ciclos log UFC.g ™ na
contagem de contagem de bactérias aerébias, mesmo que por um periodo tempo
maior que este estudo (10 minutos).

Em estudo realizado por Tan et al. (2015), foi observada reducéao de 0,61 log
de UFC.g"* da populacdo de bactérias mesoéfilas, em nabos, hortalica pertencente a
mesma familia do repolho, ao aplicar DC a 150 mg.L™" por 10 minutos. Este
resultado foi inferior a reducédo obtida neste presente estudo, utilizando o mesmo
sanitizante em tempo e concentracéo inferiores.

Durante o periodo de armazenamento, as bactérias mesofilas aerdbias
apresentaram contagens significativamente diferentes, independentemente do
sanitizante utilizado, mostrando que houve diferenca significativa no tempo, porém
nao houve interacdo entre sanitizante e tempo de armazenamento.

Como apresentado na Figura 2 a populacédo de bactérias mesaofilas aerobias,

logo ap6s a aplicacéo dos sanitizantes, representava em média de 4,83 log UFC.g*
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e alcancou 6,16 log UFC.g* em 7 dias de armazenamento a 8°C, apresentando
crescimento linear positivo durante o tempo de armazenamento, ou seja, a medida
que o periodo de armazenamento se estendia, aumentava-se a contagem neste
grupo. Esse crescimento pode ser consequéncia da multiplicacdo de bactérias
psicrotréficas, que sdo bactérias capazes de crescerem sob refrigeracao,

independente de sua temperatura 6tima (JAY, 2005).
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Figura 2- Comportamento da populacdo de bactérias meséfilas aerébias em log

UFC.g™ de repolho roxo durante o armazenamento de 7 dias a 8 + 1 °C.

Para Fantuzzi et al. (2004) a populacéo inicial de bactérias mesdfilas aerdbias e
psicrotrofica em repolho ndo variou durante 20 dias de estocagem, em diferentes
tipos de embalagens, com temperaturas de 1 a 5 °C, mantendo-se em torno de 4 log
UFC.g™. Assim, afirma-se que a temperatura de 8 + 1 °C, utilizada neste estudo, ndo
foi suficiente para controle da microbiota bacteriana mesofila aerdbia presente no
repolho roxo.

A temperatura de 8 £ 1 °C para o armazenamento das amostras de repolho roxo
foi escolhida no intuito de manter-se o estudo mais préximo da realidade, em que a
média da temperatura de refrigeracdo das gbndolas em estabelecimentos
comerciais se mantém proxima a 8 £ 1 °C.

Froder (2005) encontrou em amostras de repolho roxo minimamente
processados, mantidas sobre refrigeracdo, contagens de 54 log UFC.g' de

psicrotréficos. Ja Oliveira et al. (2011) avaliaram a qualidade microbiolégica de
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vegetais minimamente processados, prontos para consumo, e encontraram uma
grande contagem inicial de psicrotroficos nas hortalicas pesquisadas. Para o repolho
roxo foi encontrada uma contagem inicial de 8,2 log UFC.g" desse grupo
microbiano. No entanto de acordo com esses autores, todas as amostras
apresentarem-se visualmente e olfativamente adequadas para 0 consumo mesmo
com uma alta populacéo inicial de psicrotroficos.

Sabe-se que ndo somente a populacdo bacteriana provoca alteracoes
sensoriais no produto. Com o tempo de armazenamento, alteracdes fisico-quimicas
também podem contribuir para deterioracdo de produtos processados e
armazenados sobre refrigeracéo.

Um estudo realizado em 2013, por S&o José, verificou que apos o 10° dia de
armazenamento de tomate cereja a 7 °C, uma contagem de 6,83 log UFC.g™* de
bactérias mesdfilas aerébias nos tomates sanitizados por ultrassom 40 kHz por 5
minutos. Resultado semelhante ao encontrado no presente estudo, em que as
médias de contagens das bactérias mesofilas no sétimo dia de armazenamento a 8
+ 1 °C foi de 6,16 log de UFC.g™. A resolucdo da ANVISA, RDC n° 12 de janeiro de
2001, nao prevé valores limites para contagens de bactérias mesofilas aerébias em
hortalicas frescas, in natura. Porém, sugere-se que, valores acima de 6 log de
UFC.g* na contagem desse grupo de bactérias, podem comprometer o produto
sensorialmente e nutricionalmente, tornando-o improéprio para consumo (PRADO, et
al, 2008).

Para coliformes totais foram observadas reducées de 0,26 a 1,90 log UFC.g™*
em relacéo ao controle (Figura 3). O cloreto de benzalconio apresentou reducao de
até 1,90 log de UFC.g™ quando combinado com ultrassom, se diferindo dos demais
sanitizantes, exceto do DC que reduziu 1,18 ciclos log. Assim como para a
populacdo de bactérias mesofilas aerdbias, o ultrassom quando utilizado
isoladamente, ndo diferiu dos compostos clorados, o que indica a possibilidade de
substituicdo para obter a reducdo da contagem de coliformes totais.
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Figura 3- Reducdes decimais em log de UFC.g™, das contagens de coliformes totais
nas amostras de repolho roxo durante o periodo de armazenamento de 7 dias a 8 £

1 °C, quando comparadas ao controle, sem sanitizacao.

Sanitizantes seguidos por pelo menos uma mesma letra ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan. CB:

Cloreto de benzalcdnio; US: Ultrassom; DC: Dicloroisocianurato de sédio; HIP: Hipoclorito de Sédio.

A populacao de bactérias laticas foi reduzida em 0,01 a 3,23 ciclos log, apos a
aplicacdo dos sanitizantes (Figura 4). O cloreto de benzalcdnio combinado ou nao
ao ultrassom apresentou os melhores resultados na reducédo, 3,23 e 3,21 log de
UFC.g?, e diferiu dos demais sanitizantes (p < 0,05).

A eficiéncia do cloreto de benzalconio, sobre as bactérias laticas, esta ligada
ao fato de surfactantes catibnicos serem efetivos na inativagdo de bactérias gram-
positivas. Essas bactérias possuem uma camada espessa de peptideoglicano que
favorece a interacdo com grupamentos amino do surfactante, o que provoca uma
perturbacdo da permeabilidade seletiva da membrana com alteracdo no balanco de
equilibrio dos ions celulares. Sendo assim, h4 uma alteracdo na atividade proteica
da célula, o que ocasiona também danos no material genético da bactéria (HU et al.,
2014).
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Figura 4 - Reducées decimais em log de UFC.g™, das contagens de bactérias laticas
nas amostras de repolho roxo durante o periodo de armazenamento de 7 dias a 8 +
1 °C, quando comparadas ao controle, sem sanitizacao.

Sanitizantes seguidos por pelo menos uma mesma letra ndo diferem significativamente (p > 0,05) pelo teste de Duncan. CB:

Cloreto de benzalcdnio; US: Ultrassom; DC: Dicloroisocianurato de sédio; HIP: Hipoclorito de Sadio.

O processo de cavitagcdo € mostrado, por alguns estudos, como menos efetivo
na inativacdo de bactérias gram-positivas devido a espessa camada de
peptideoglicano (DRAKOPOULOU et al., 2009; CHANDRAPALA et al. 2012). Porém,
neste trabalho, o ultrassom manteve a mesma eficiéncia, do composto clorado
inorganico, na reducdo de bactérias laticas, sugerindo uma possivel substituicdo
deste sanitizante, por este método, para esse grupo microbiano.

A inativacdo deste grupo de bactérias se torna fator importante quando
relacionado ao aumento da vida Gtil de produtos armazenados sobre refrigeracao.
Microrganismos como as bactérias laticas podem alcancar, muito rapido, contagens
maiores que 10’ UFC.g™. Esta rapida multiplicacéo traz resultados negativos, como
acumulo de metabdlitos como o etanol, acido latico e acetato de etila, entre outros
provocadores de deterioracdo (Guerzoni et al., 1996).

Os sanitizantes avaliados alcancaram somente 0,1 a 0,62 log de UFC.g™ de
reducdo na populacdo de fungos filamentosos e leveduras (Figura 5) e nao diferiram

entre si.
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Figura 5 - Reducbes decimais em log de UFC.g*t, das contagens de fungos
filamentosos e leveduras nas amostras de repolho roxo durante o periodo de
armazenamento de 7 dias a 8 =+ 1 °C, quando comparadas ao controle, sem

sanitizagao.

CB: Cloreto de benzalconio; US: Ultrassom; DC: Dicloroisocianurato de sédio; HIP: Hipoclorito de Sédio.

Apesar da legislacdo ndo apresentar valores limites para este grupo de
microrganismos em hortalicas, Ferreira e colaboradores (2002), recomendam
contagens abaixo de 4 log de UFC.g™, pelo fato de que, contagem acima destes
valores, poderiam contribuir para producdo de micotoxinas.

De maneira geral, o ultrassom testado neste trabalho, ndo diferiu dos
compostos a base de cloro. O efeito do ultrassom esta ligado ao processo de
cavitagdo que consiste na formacdo, crescimento e o colapso de bolhas,
promovendo uma energia mecanica e quimica localizada que inativa o0s
microrganismos (GOGATE e KABATI, 2009). Esse tratamento é classificado como
nao térmico, pois ndo gera calor e tem como destaque positivo o fato de nao alterar
as caracteristicas nutricionais do produto ou produzir algum odor desagradavel no
alimento (FERNANDES e RODRIGUES, 2007). A partir disso sugere-se 0 ultrassom
como uma alternativa para a industria de alimentos para reducdo da microbiota

deterioradora de repolho roxo.

4.3 Efeito dos sanitizantes sobre as caracteristicas fisico-quimicas do repolho

Entre as variaveis fisico-quimicas estudadas apenas a perda de massa
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apresentou 0 mesmo comportamento (p>0,05), em relacdo aos sanitizantes

aplicados (Tabela 5).

Tabela 5 - Resumo da analise de varidncia (ANOVA) dos resultados de
antocianinas, acidez titulavel, pH, SST e perda de massa, nas amostras de repolho

roxo, submetidas aos sanitizantes armazenados a 8 + 1 °C por 7 dias.

Variavel Fonte de Variagéo Grau de Valor de F
liberdade
Sanitizante 8 3,48
Antocianinas Tempo 3 0,26
Interacdo 24 100,00 "*
Sanitizante 8 0,91
Acidez Titulavel Tempo 3 100,00 ™*
Interacédo 24 10,00 "*
Sanitizante 8 0,00
pH Tempo 3 0,00
Interacédo 24 100,00 ™*
Sanitizante 8 0,00
SST Tempo 3 0,00"
Interac&o 24 4,52"
Sanitizante 8 12,91 "%
Perda de Massa Tempo 3 0,00"
Interacdo 24 7,78 ™

*significativo (p<0,05), n.s. nao significativo (p>0,05).

Os valores de antocianinas, pH, SST e perda de massa foram significativos
no tempo, ou seja, a medida que aumentavam-se os dias de armazenamento, essas
variaveis apresentavam comportamentos diferentes (p<0,05), independente do
sanitizante aplicado. Para SST foi observada interacao significativa entre as fontes
de variacdo estudadas: sanitizante e tempo de armazenamento. Sendo assim, 0
comportamento de SST para cada sanitizante aplicado nas amostras apresentou
diferenca (p<0,05) durante o tempo de armazenamento a 8 + 1 °C por 7 dias.

Em relagdo as antocianinas, 0s sanitizantes utilizando cloreto de

benzalconio, isolado ou combinado ao ultrassom, foram os Unicos que diferiram do
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controle (sem sanitizacdo) levando as maiores porcentagens de perdas de
antocianinas de 29,13% e 26,85%, respectivamente (Tabela 6). Foi visivel, logo
apos a sanitizacao, o efeito deste sanitizante sobre a pigmentacao caracteristica do
repolho. As amostras de repolho roxo apresentavam-se mais claras e bem

danificadas.

Tabela 6 - Médias das concentracbes de antocianinas em mg de cianidina-3-
glicosidio/100 g e médias das porcentagens de perda de antocianinas comparadas
ao controle (sem sanitizar) das amostras de repolho submetidos aos procedimentos

de sanitizacdo e armazenamento por 7 diasa 8 £ 1 °C.

Sanitizantes mg cianidina-3- % perda de
glicosidio/100g antocianina
Sem Sanitizar 89,47 a 0

Agua 82,00 a 8,35
us 79,96 ab 10,63
HIP+US 78,10 abc 12,70
HIP 77,26 abc 13,65
DC+US 76,04 abc 15,01
DC 74,16 abc 17,11
CB+US 65,45 bc 26,85
CB 63,41 c 29,13

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra ndo diferem entre si (p> 0,05) pelo teste de Duncan.

A maior porcentagem de reducdo da antocianina provocada pelo cloreto de
benzalcénio pode estar ligada ao mecanismo de acdo deste composto quimico, e
seu potente efeito oxidativo, pois segundo Lutey (1995), os surfactantes podem
reagir com as cargas negativas dos ions associados a parede celular. Como néo ha
seletividade, essa oxida¢cdo pode abranger também outros compostos presentes nos
vegetais.

Os demais sanitizantes nao diferiram do controle em relacdo ao contetdo de
antocianinas. O ultrassom usado isoladamente, e combinado aos compostos
clorados, n&o afetou a concentragdo de antocianina em relagdo ao controle.

Durante o tempo de armazenamento, a concentragdo de antocianinas,

apresentou variagdo significativa. A Figura 6 apresenta a variacdo deste
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comportamento durante os 7 dias de armazenamento a 8 £ 1 °C, em que o modelo

guadratico ajustou-se adequadamente aos dados (p<0,05).
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Figura 6- Comportamento de antocianinas nas amostras de repolho roxo em funcgéo

do tempo de armazenamento de 7 diasa 8 £ 1 °C.

Observou-se aumento na concentracdo de antocianinas até o quarto dia, e
apos esse tempo, uma reducdo na concentracdo. O aumento até o quarto dia pode
ser atribuido a perda de massa levando a uma concentracdo dos compostos. Apds o
quarto dia, apesar de continuar ocorrendo perda de massa, a taxa de degradacgao
das antocianinas pode ter sido maior do que o efeito de concentracdo do composto.
Em polpa de acerola, Aquino e colaboradores (2011), observaram decréscimo
significativo de antocianinas durante o tempo de armazenamento. Freitas e
colaboradores (2006) em suco de acerola, atribuiram a reducdo significativa de
antocianinas a variacdo do pH e ao possivel contato do oxigénio atmosférico com
as amostras de suco. Segundo Fellows (2006), muitos pigmentos naturais sao
alterados quimicamente por mudancas de pH e oxidacédo durante a armazenamento.

Durante o tempo de armazenamento, a perda de massa foi significativa,
independente do procedimento de sanitizacao aplicado (p<0,05). O modelo linear se
ajustou aos dados (p<0,05), mostrando que com o passar dos dias a perda de

massa aumentava para todos os sanitizantes testados (Figura 7).

46



w
)

4,5 -
4 .
835 -
(9]
g 34 .
)
T 2,5 -
«
o
5 27 . -
A y=0,61x+0,1
2 15 A R?2=0,9784
1 .
0,5 -
0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Dias de armazenamento

Figura 7- Perda de massa das amostras de repolho roxo em funcdo do tempo de

armazenamento de 7 diasa 8+ 1 °C.

Para acidez titulavel, o cloreto de benzalcénio tanto isoladamente quanto

junto ao ultrassom, foram os unicos que diferiram do controle (p <0,05). Os demais

sanitizantes, combinados ou ndo ao ultrassom, obtiveram o mesmo comportamento

guanto a acidez quando comparado ao controle (Tabela 7).

Tabela 7 - Valores das médias da acidez titulavel e pH nas amostras de repolho roxo

armazenados durante 7 diasa 8 + 1 °C.

Sanitizantes Acidez Titulavel pH
Sem Sanitizar 0,11a 6,41 a
Agua 0,10 ab 6,44 b
us 0,10 ab 6,45 b
HIP+US 0,09 ab 6,46 b
HIP 0,10 ab 6,47 b
DC+US 0,10 ab 6,54 c
DC 0,10 ab 6,53 C
CB+US 0,09b 6,54 c
CB 0,09b 6,52 ¢

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si (p >0,05) pelo teste de Duncan.

Foi observada também, diferenca no pH das amostras de repolho roxo

dependendo sanitizante utilizado. Os sanitizantes que diferiram do controle foram
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HIP, DC, DC+US, CB e CB+US. Ja durante o periodo de armazenamento de 7 dias
a 8 £ 1 °C os valores de pH apresentaram comportamento diferentes (Figura 8).
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Figura 8- Comportamento do pH das amostras de repolho roxo durante o periodo de

armazenamento de 7 diasa 8 + 1 °C.

O ultrassom usado isoladamente ou em combinagdo com os sanitizantes, em
excecdo ao CB, nao alterou os valores de acidez titulavel das amostras de repolho
roxo em relacdo ao controle. Acidos organicos estdo presentes nos vacuolos das
células na forma livre ou combinados a sais, ésteres e glicosideos. S&do fonte
importante de energia para 0s vegetais durante o processo de maturacéo, sofrendo
oxidacdo no ciclo de Krebs (KLUGE et al., 2002), diminuindo assim sua
concentracdo com o tempo de armazenamento ou dependendo do processamento
utilizado.

O pH das amostras variou de 6,37 a 6,58, classificando-os como produtos nao
acidos. Alimentos ndo &cidos sdo mais favoraveis ao crescimento de
microrganismos patogénicos, o que prejudica a inocuidade desses produtos
(CHITARRA & CHITARRA, 2005), principalmente os consumidos crus, como o
repolho.

O aumento do pH durante o tempo de armazenamento esta ligado a
diminuicdo da acidez com o tempo de armazenamento e amadurecimento de frutos
e hortalicas. Segundo Chitarra & Chitarra (2005), o pH tende a aumentar a medida
que a acidez diminui. Foi observado que medida que a acidez diminuia entre os
sanitizantes aplicados, os valores de pH aumentavam. A acidez é um indice

relevante na avaliagdo da qualidade dos alimentos. Durante o armazenamento, com
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a maturacao de frutas e hortalicas o teor de acido citrico diminui, resultando em
menor acidez (DANTAS, 2010).

Segundo Silva (2009) € comum o aumento do pH em produtos minimamente
processados. Sugere-se que o aumento do pH esteja relacionado aos efeitos
normais do metabolismo de CO, ou reacao direta do tecido vegetal que retira o CO,
do interior de seus tecidos para os vacuolos ou para o ambiente diminuindo a acidez
provocada por compostos como o CO, (KADER, 1986).

Rinaldi et al. (2009) também encontraram valores de pH préximos aos
encontrados no presente estudo, variando entre 544 e 6,52 em repolhos
minimamente processados embalados em diferentes embalagens, encontrando
diferenca significativa nos valores de pH durante o armazenamento por 16 diasa 5 +
1°C.

Para os atributos de cor, os valores de L* b* e h° ndo apresentaram
comportamentos diferentes entre os sanitizantes testados (p> 0,05). Além disso, nao
houve variagdo destes parametros no tempo de armazenamento de 7 diasa 8 = 1
°C. Para a coordenada de cor a*, os sanitizantes apresentaram comportamentos
diferentes (p<0,05) e com o passar do tempo de armazenamento, os valores de a*
também se comportaram de formas distintas. Para os valores de c* ndo houve
diferenca significativa (p>0,05) entre os sanitizantes utilizados neste estudo, porém,
durante os 7 dias de armazenamento a 8 + 1 °C, os valores de c* se diferenciaram

(p<0,05) a medida que os dias iam passando (Tabela 8).
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Tabela 8 - Resumo da analise de variancia (ANOVA) dos parametros de cor L*, a*,
b*, ¢, h° nas amostras de repolho roxo, submetidas aos procedimentos de

sanitizagao e armazenadas a 8 = 1 °C por 7 dias.

Variavel Fonte de variagdo (Frau de Valor de F
Liberdade
Sanitizante 8 31,82 "
L* Tempo 3 7,89
Interacdo 24 100,00 ™*
Sanitizante 8 0,00*
a* Tempo 3 0,00*
Interacdo 24 100,00 "*
Sanitizante 8 100,00 "*
b* Tempo 3 1,62 "
Interacdo 24 43,61 "
Sanitizante 8 8,83 "*
c* Tempo 3 0,00 "
Interacdo 24 100 "*
Sanitizante 8 100,00 "™*
ho Tempo 3 100,00 ™*
Interacdo 24 46,16 "*

*significativo (p < 0,05) n.s. ndo significativo (p > 0,05).

Pode-se observar que, para os parametros de cor a* os procedimentos
utilizando cloreto de benzalconio, diferiram dos demais (p<0,05), o que pode estar
relacionado ao teor de antocianinas observado para estes sanitizantes. A cor de um
produto € um fator importante para escolha e aceitacdo dos consumidores. A
coordenada L* corresponde a luminosidade que varia de preto (L=0) a branco (L
=100); a coordenada a* demonstra a intensidade de vermelho (+a) e verde (-a); ja a
coordenada b*, relacionasse com a intensidade de amarelo (+b) a azul (-b)
(FARAONI et al., 2009). Os valores de L* se mantiveram mais préoximos de O,
apresentando meédia de 24,41. Como ndo foi apresentada diferenca entre o0s
sanitizantes estudados quando comparados ao controle (Tabela 9), afirma-se que

nao houve alteracdo na luminosidade das amostras. De acordo com os valores
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encontrados no presente estudo para os parametros a* e b* e para h°, pode-se
afirmar que as amostras de repolho roxo apresentaram a coloragao entre o vermelho
e azul. Fator esse importante quando se leva em consideragdo as exigéncias dos
consumidores, mesmo expostos aos sanitizantes, os repolhos mantiveram sua cor

caracteristica.
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Tabela 9 - Medias dos valores dos parametros de cor L,

periodo de armazenamento de 7 diasa 8 + 1 °C.

Sanitizante L* a* b* c* h°
Sem Sanitizar 22,75 a 15,52 a -11,79 a 18,15 a 335,30 a
Agua 24,13 a 16,17 a -12,04 a 20,26 a 321,12 a
us 15,84 a 15,84 a -12,33 a 20,26 a 322,22 a
HIP+US 1554 a 1554 a -12,16 a 19,74 a 322,78 a
HIP 16,16 a 16,16 a -12,35 a 20,61 a 322,92 a
DC+US 15,22 a 15,22 a -15,99 a 19,94 a 322,22 a
DC 15,73 a 15,72 a -11,42 a 19,95 a 322,34 a
CB+US 1354 a 1353 b -11,58 a 18,08 a 321,92 a
CB 13,50 a 13,50 b -12,05 a 18,33 a 322,15 a

Médias seguidas de pelo menos uma pela mesma letra, ndo diferem entre si (p >0,05) pelo teste de Duncan.

a*, b*, c* e h° referentes a cada procedimento de sanitizacdo durante o
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O parametro c*, ou croma, € um atributo quantitativo para determinacdo de
cores. E ele quem determina o grau de diferenca entre uma cor comparada a uma cor
cinzenta, ou seja, o valor de c* representa a saturacdo da cor. O angulo h° é
determinado pela tonalidade, o que possibilita a diferenciacdo das cores, um angulo
de 0° ou 360° representa tonalidade vermelha, enquanto angulos
de 90°, 180° e 270° representam tons de amarelo, verde e azul,
respectivamente (PATHARE et al., 2013). As médias dos valores de h° no presente
estudo, foram de 323,66 enquadrando as amostras de repolho roxo nas coordenadas
de cor vermelho/azuladas.

A Figura 9 traz a média dos valores de c* e sua variacdo durante o tempo de
armazenamento de 7 dias a 8 = 1 °C. O modelo linear se ajustou perfeitamente aos
dados, onde observa-se que com o passar dos dias de armazenamento, um

decréscimo nos valores do parametro c*.

20,00 - & Y
S 15,00 - e
(0]
©
S y =-0,8856x + 22,302
£ 10,00 - R?=0,9913
5,00 -
0,00 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Dias de Armazenamento

Figura 9 - Comportamento do parametro de cor c* nas amostras de repolho roxo

durante o periodo de armazenamento de 7 diasa 8 + 1 °C.

Segundo Conti et al. (2002), frutos com maior homogeneidade de cor possuem
valores de c* acima de 36,08. No presente estudo, o repolho roxo, apresentou médias
de 19,42, fato este ligado a sua caracteristica de cor natural.

Aday et al. (2013) ao avaliarem o efeito do ultrassom (20 kHz) em morangos,
nas coordenadas de cor L* e a* néo observaram diferenca entre os procedimentos
utilizando ultrassom e o controle. Rosario (2016) também ndo observou alteragdo nos
parametros a*, b*, ¢ e h° em morangos tratados por ultrassom (40 kHz/5 min)

combinados ou nado a sanitizantes.
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Para SST a interacdo entre os sanitizantes e o tempo de armazenamento foi
significativa (p<0,05) (Tabela 5), assim é necessario fazer o desdobramento de um
fator dentro do outro. Porém, néo foi possivel ajustar nenhum modelo que explicasse
satisfatoriamente a variagdo de SST nas amostras de repolho roxo em fungéo do
tempo de armazenamento.

O comportamento da concentracdo de SST para os diferentes sanitizantes em

funcdo do tempo de armazenamento de 7 dias a 8 + 1 °C € apresentado na Figura 10.
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Figura 10: Comportamento da concentracdo de SST nas amostras de repolho roxo em fungéo do tempo de armazenamento de 7 dias

a8+1°C.
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A respiracao dos vegetais utiliza os SST como fonte de energia, e estes podem
ser utilizados também como substrato para multiplicacdo microbiana, sendo comum
um decréscimo dos valores de SST com o tempo de armazenamento (ROSARIO,
2016). Porém, o aumento nos valores de SST nas amostras de repolho roxo,
apresentado por alguns sanitizantes, ap0s o0 4° dia, pode estar relacionado a perda de
massa durante o armazenamento e consequente concentracdo deste componente.

Rinald e colaboradores 2005, n&o observaram diferenca no comportamento de
SST, em repolhos minimamente processados tratados com hipoclorito, armazenados
sobre refrigeracdo, em diferentes embalagens até o nono dia de armazenamento. A
meédia inicial de SST em ° Brix foi de 4,9, ocorrendo uma reducéo destes valores apos
o0 nono dia de armazenamento. Segundo esses autores, a reducdo dos solidos
solaveis esta ligada ao aumento da taxa respiratoria do produto, que fez com que

utilizasse as reservas existentes na célula.

4.4 Efeito do dicloroisocianurato de sodio isolado e combinado ao ultrassom
sobre a remocao de células de Salmonella enterica Typhimurium aderidas em

superficie de repolho roxo.

Os dados de reducéo da microbiota do repolho roxo, estudados anteriormente,
mostraram que os procedimentos de sanitizacdo utilizando cloreto de benzalconio,
tanto isoladamente, quanto combinados ao ultrassom, apresentaram reducoes
satisfatérias. Entretanto, a analises dos parametros fisico-quimicos mostraram que
este mesmo sanitizante alterou negativamente as caracteristicas fisico-quimicas do
repolho roxo, ao longo do tempo de armazenamento de 7 dias a 8 + 1 °C,
principalmente o componente nutricional antocianina. As injarias provocadas apés a
aplicacéo dos sanitizantes utilizando cloreto de benzalconio foram observadas desde
o primeiro dia de armazenagem, com o0 passar dos dias de armazenamento as
amostras apresentavam podriddo e odor desagradavel.

A integridade das caracteristicas fisico-quimicas, sensoriais e nutricionais € de
suma importancia para qualidade do alimento e principalmente na aceitacdo do
produto pelo consumidor. Sendo assim, foram selecionados para o teste desafio da
Salmonella os tratamentos controle (sem sanitizar e agua destilada) e o
dicloroisocianurato de sédio isolado e combinado ao ultrassom.

A contagem de células de S. enterica Typhimurium inicial foi de 7,83 log de
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UFC.g* ou 5,93 log de UFC.cm™? de repolho roxo. Estudos realizados por Ells e
Hansen (2006), Patel e Sharma (2010) e Elhariry (2011) mostraram que as
caracteristicas da superficie de repolhos tanto intactos quanto cortados colaboram
para a adesdo de células de patdogenos como Listeria spp., Bacillus cereus e de
diversos sorotipos de Salmonella enterica, sendo assim, pode ocorrer uma possivel
formacéao de biofilmes, condicéo que dificulta a acdo de sanitizantes.

As contagens das células aderidas, inicialmente nas amostras de repolho roxo,
neste estudo, evidenciam a possiblidade de formacdo de um biofilme microbiano ao
longo do tempo.

As reducdes na contagem de S. Typhimurium encontradas apés a aplicacao
dos tratamentos ficaram entre 1,76 a 3,86 de log de UFC.g™ quando comparado ao

tratamento controle, sem sanitizar (Tabela 10).

Tabela 10- Valores médios da contagem de S. Typhimurium aderidas em repolho roxo

e reducdo decimal apés os tratamentos

Tratamentos Log UFC.g* Log UFC.cm®  Reducéo Decimal
Sem Sanitizar 7,83 a 593 a -
Agua 6,08 b 4,17 b 1,76
DC 4,94 c 3,04 c 2,89
DC+US 3,97 d 2,07 d 3,86

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na mesma coluna nao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste de Duncan.

Foi observada diferenca significativa (p <0,05) para todos os tratamentos
aplicados. O ultrassom associado ao dicloroisocianurato de sédio apresentou melhor
eficiéncia na remocédo das células aderidas de Salmonella Typhimurium em relacéo
aos demais tratamentos, alcancando reducédo de 3,86 log UFC.g. Alguns trabalhos
utilizando ultrassom combinado a compostos clorados também encontraram reducdes
semelhantes na contagem células de patdgenos aderidos em vegetais. Seymour et al.
(2002) ao utilizarem o tratamento de ultrassom combinado a 100 mg-L™* de &gua
clorada alcancaram uma reducdo de 2,7 log UFC-g™ em células de S. Typhimurium
em alface. Huang e colaboradores (2006) utilizando ultrassom 170 kHz juntamente ao
diéxido de cloro 20 mg-L™* encontraram uma reducéo de até 4 log UFC-g™* em células
de Salmonella e E. coli 0157: H7 aderidas em macas.

O ultrassom aumentou o numero de reduc¢des decimais do composto clorado
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em um ciclo log, diferindo significativamente desse tratamento (p < 0,05). Roséario
(2016) também observou que o ultrassom (40 kHz/5 min) melhorou a acdo do acido
peracético (40 mg.L™) na remocdo de Salmonella enterica aderida em superficie de
morangos. Este resultado pode ser explicado pelo mecanismo de agédo do ultrassom.
No processo de cavitacdo, ocorre implosdo das bolhas, o que aumenta a pressao
local e facilita a acdo de agentes oxidantes, sobre as células dos patdgenos, em
locais de dificil acesso como camadas hidrofébicas, dobras e ranhuras encontradas
em superficie de frutas e hortalicas, o que resulta em uma melhor sanitizacao
(GOGATE E KABATI, 2009; BILEK e TURANTAS, 2013; SAGONG et. al., 2014; SAO
JOSE, 2014).

Para observar a adesao das células de S. Typhimurium a superficie de repolho
roxo foi realizada Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

A observacdo microscoépica, por MEV, dos cortes de repolho roxo inoculados
com células de Salmonella Typhimurium por 30 minutos indicou a presenca de
adesdo celular a superficie do vegetal. A Figura 11 apresenta a adesao das células
de Salmonella Typhimurium em cortes da superficie de repolhos roxos ndo expostos a
sanitizacdo (tratamento controle, sem sanitizar) e apds os tratamentos com agua, DC
e DC+US.
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Figura 11 - Fotomicrografia Eletronica dos cortes de repolho roxo e seus
respectivos tratamentos: sem sanitizar (controle), agua, dicloroisocianurato de sédio

(DC) e dicloroisocianurato de sodio combinado ao ultrassom (DC+US).
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Ainda ndo compreende-se completamente, como se da o mecanismo de
adesdo microbiana, sugere-se que interacdes hidrofébicas entre a camada da
epiderme e os microrganismos colaboram para a adesdo em cuticulas rompidas,
estdbmatos, lenticelas e tricomas dos vegetais (BURNETT e BEUCHAT, 2001;
SEYMOUR et al., 2002).

A adesdo de Salmonella na superficie de alimentos dificulta a acdo do
sanitizante. A inativacdo microbiana pode ndo ser completa, pois patdégenos possuem
capacidade de se aderir fortemente a epiderme de folhas reduzindo a eficiéncia dos
tratamentos de sanitizacio (ALLENDE et al., 2008b). E possivel observar (Figura 11)
gue as caracteristicas da superficie do repolho roxo, colaboram para a adeséo das
células Salmonella Typhimuirum. As células apresentam-se aderidas e agrupadas,
principalmente nas rugosidades da superficie das folhas do repolho, local que confere
maior protecdo a acao de agentes sanitizantes.

As imagens obtidas por MEV comprovam os resultados apresentados pela
técnica de contagem padrdo em placa em que a maior reducao foi observada para o
tratamento DC+US. O dicloroisocianurato de sodio quando utilizado isoladamente
apresentou uma reducdo consideravel, porém, muitas células ainda apresentaram-se
aderidas a superficie celular. A MEV comprovou, também, o resultado apresentado
pela técnica de contagem padrdo em placas realizado no repolho tratado com
dicloroisocianurato de sédio combinado ao ultrassom. O ultrassom foi capaz de
causar a lise das células de S. Typhimurium, apresentando uma reducéo satisfatoria,
comprovando também o seu mecanismo de ac¢ao (Figura 11).

S&o0 José (2009), avaliou efeito do ultrassom combinado a 40 mg.L™? &cido
peracético em Salmonella Typhimurium ATCC 14028 aderida a superficie de tomate
cereja e observou uma reducdo de quase 4 log UFC.g™". Huang et al. (2006)
observaram uma maior reducdo na populacdo contaminante de vegetais quando
tratados por compostos quimicos combinados ao ultrassom. Segundo Gogate e
Kabadi (2009) quando o ultrassom é empregado associado a agentes quimicos pode-
se potencializar a eficiéncia dos sanitizantes.

A controvérsia atribuida ao excelente resultado do ultrassom combinado ao
composto clorado nesta fase, de adesdo de Salmonella, e o os resultados do seu
efeito isolado e combinado aos demais agentes quimicos, utilizados na primeira parte
do trabalho, para reducdo da microbiota do repolho roxo, pode estar associada ao

volume de amostras de repolho adicionadas ao aparelho de ultrassom. Na primeira
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fase utilizou-se 5009 de repolho roxo fatiado para 4 litros de solucdo no ultrassom, o
que pode ter dificultado a propagacdo das ondas ultrassoénicas, ja na adesédo de S.
Typhimurium foram utilizadas aproximadamente 30 g de repolho para 1 litro de
solucdo. Assim, torna-se importante observar uma proporcao satisfatéria de hortalica
e solucéo sanitizante.

O resultado da contagem de células de S. Typhimurium e de Unidades
Relativas de Luz (URL), nas solucdes, apds os tratamentos, estdo representados na
Tabela 11.

E importante que se avalie a presenca de S. Typhimurium também nas
solucbes dos tratamentos utilizados, apds a sanitizacdo, pois assim pode-se avaliar
se 0 sanitizante foi capaz de inativar as células dos patégenos ou apenas remove-las
da superficie do vegetal. Outro fator relevante € a possibilidade das células que s6
foram removidas, e ndo inativadas, contribuirem para ocorréncia de contaminacao
cruzada ap0s a sanitizacdo, principalmente quando a agua de lavagem ou sanitizacao

é reutilizada em algum momento na industria de alimentos.

Tabela 11 - Valores médios e desvio-padrdo da contagem de S. Typhimurium e de

URL nas solucBes apds os tratamentos por 5 minutos.

Tratamentos Log UFC.mL™ Log URL
Agua 5,57 + 0,15 3,59+0,19 a
DC n.d. 1,37+0,17b
DC+US n.d 1,56 +£0,21b

n.d: ndo detectado na menor diluicdo plaqueada (10°); Médias seguidas de pelo
menos uma mesma letra na mesma coluna néao diferem entre si (p > 0,05) pelo teste

de Duncan.

A &gua, mesmo reduzindo 1,76 log de UFC.g™ nas amostras de repolho roxo
inoculadas com células de S. Typhimurium, permitiu uma sobrevivéncia desses
patégenos nas solucdes com contagem de 5,57 log de UFC.mL™. Comprovando que
foi eficiente somente na remocao das células da superficie do repolho roxo e ndo na
sua inativagdo. O que ja era esperado, pois a agua nao € um sanitizante.

Os tratamentos utilizando dicloroisocianurato de sodio isolado ou combinado ao
ultrassom se destacaram, reduzindo mais que 7,83 log UFC.mL™ nas contagens de S.

Typhimurium, quando comparadas ao controle (sem sanitizar), ndo apresentando
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crescimento de colénias na menor diluicdo (10%. A sobrevivéncia de células de
patdogenos em solucbes de sanitizagcdo € preocupante para industria de alimentos,
uma vez que microrganismos patogénicos podem sobreviver por um longo periodo
em meio liquido (GIL et al., 2009). Portanto é essencial que se tenha um controle
maior da qualidade da agua utilizada apés a limpeza/sanitizacdo e no processamento
de frutas e hortalicas bem como seu lancamento no meio ambiente.

Outra técnica qualitativa, pratica e rapida para avaliar a condi¢do higiénica
apos sanitizacao de superficies e dgua é a técnica de bioluminescéncia. Esse método
se baseia na deteccdo de ATP (adenosina trifosfato) microbiano e de substancias
organicas encontradas na amostra. A reacdo ocorre através do ATP, se presente,
com um complexo enzima-substrato chamado de luciferina-luciferase. A reagéo tem
como resultado a formacdo de luz, mensurada pelo lumindbmetro em unidades
relativas de luz (URL). Assim, quanto mais unidades relativas de luz presentes
maiores a contagem microbiana ou de substancias organicas em uma amostra de
agua ou superficie (CUNHA et. al., 2013).

Ao analisar os resultados das solugdes sanitizantes em unidades relativas de
luz (Tabela 11), confirmam-se os resultados encontrados pela técnica de contagem
padrdo em placas. Os valores de URL observados para as solucdes dos tratamentos
DC e DC+US podem estar associadas as células dos vegetais, uma vez que pela
técnica de contagem em placa ndo foi detectada a presenca de células de S.

Typhimurium nessas solucdes.

4.5 Efeito da sanitizagcdo sobre as caracteristicas sensoriais das amostras de

repolho roxo

Para andlise sensorial, os tratamentos utilizando dicloroisocianurato de sédio,
tanto isoladamente quanto combinado ao ultrassom, foram os escolhidos. Estes
tratamentos obtiveram bons resultados, tanto na manutencdo das caracteristicas
fisico-quimicas das amostras de repolho roxo, quanto nas reducdes microbiolégicas.
O tratamento controle foi constituido de amostras tratadas apenas com agua.

O teste de comparacdo multipla foi realizado por 35 julgadores e estes néo
observaram diferenca significativa (p>0,05) entre os tratamentos estudados, tanto
para cor, quanto para textura.

Referindo-se a aceitacdo das amostras de repolho roxo tratadas com

dicloroisocianurato de sodio combinado ou ndo ao ultrassom, os 72 julgadores que
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participaram do teste ndo detectaram diferenca significativa (p > 0,05) entre os
tratamentos aplicados as amostras. Ambos os tratamentos foram bem aceitos pelos
consumidores, com notas médias de 7,72 para DC+US, 7,47 para o tratamento
controle com agua e 7,33 para o DC isoladamente, enquadrando-0s entre 0s termos
heddnicos gostei muito e gostei moderadamente.

Estes resultados sdo considerados positivos, uma vez que o0s tratamentos
utilizados nao alteram cor e textura de forma perceptivel pelos avaliadores e também

se mostraram bem aceitos pelos consumidores.
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5 CONCLUSAO

Apesar do surfactante cloreto de benzalconio ter apresentado os melhores
resultados na remocdo da microbiota do repolho roxo, tanto isoladamente quando
combinado ao ultrassom, ndo foi capaz de manter a integridade fisico-quimica e
nutricional do repolho roxo.

O dicloroisocianurato de sodio, dentre os sanitizantes utilizados, foi capaz de
reduzir positivamente a microbiota do repolho roxo sem agredi-lo tanto no parametro
nutricional quanto no fisico-quimico e sensorial.

O ultrassom promoveu a reducdo da contagem da microbiota do repolho roxo
estatisticamente igual a obtida pelos compostos clorados. Na remoc¢éo de células de
Salmonella aderidas ao repolho roxo o ultrassom melhorou o efeito do composto
clorado organico e ndo alterou as caracteristicas fisico-quimicas (ATT, perda de
massa, cor, SST), nutricional (antocianinas) e sensorial do repolho roxo.

Desse modo, sugere-se 0 ultrassom como alternativa na redugéo da microbiota
deterioradora de repolho roxo ou para melhorar o efeito de compostos clorados na
remocao de patdgenos da superficie dessa hortalica preservando suas caracteristicas

fisico-quimicas, nutricionais e sensoriais.
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APENDICE

APENDICE A- Fichas de avaliagao sensorial

Teste de diferenca de Comparacao Mdultipla

Nome: Data: / /
Vocé recebera amostras de repolho roxo para serem comparadas quanto a cor e textura. As amostras deverdo ser comparadag
com a amostra referéncia, marcada com a letra R. Por favor, analise-as e determine se elas sdo maiores que R, iguais a R ou
menores que R. Em seguida, classifique o tamanho dessa diferenca.
Cor: Textura:
Diferenca: Cddigo: Codigo:  Cadigo: Diferenca: Cddigo: Cddigo: Cadigo:
Maior que R Maior que R
Igual aR Igual aR
Menor que R Menor que R
Intensidade da Intensidade da
diferenca: diferenca:
Nenhuma Nenhuma
Pequena Pequena
Moderada Moderada
Grande Grande
Extrema Extrema
Teste de aceitacao
Nome: Data: / /

Por favor, avalie a amostra servida, VISUALMENTE, e indique o0 quanto vocé gostou ou desgostou de cada um dos
atributos  sensoriais  do  produto, dando notas de acordo com a escala  abaixo.

Cddigo da amostra, Cor Textura Impresséo global

9- Gostei extremamente

8- Gostei muito

7- Gostei moderadamente

6- Gostei ligeiramente

5- Né&o gostei/nem desgostei
4- Desgostei ligeiramente

3- Desgostei moderadamente
2- Desgostei muito

1- desgostei extremamente
Comentarios
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer Comité de Etica

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDEMUFES
FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEF

DADDS DO PROJETD DE PESQUNEA

Titulo da Pesquisa: Efeltos Is0lados & combinados do usD de COMPOSLoE clorados, swiactante,
m%mme Uitrassom na sanlizagdo de repoiho roxo [Brasska oleracsa
e, I

Pesquisadorn Painca Campos Bemanes
Area Tematica:

Wersdor 2

CAAE: 43237015.5.0000.5060

Institulg3o Proponsnte: CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Patrocinador Principal: Flnanciamento Praprio

DADDS DO PARECER

Homero do Parecer: 1.150.810
Diats da Relatoda: 22062015

Apreesntacio do Projeto;
Projetn de pesquisa onentado por Patncla Campos Bemardes, professora lotada no Depanamento de
Engenharia de Allmentos, do Cemntro de Clénclas Agraras, da Universldade Federal do Espirito Sanio.

JUSTIFICATIVA: A exlgancia por AlMEnios DIAICS Para 0 CONSUMD, o2 Fapido prepar, Muirives & com
caracteristicas prowdmas a0 In nalura 2 um grande desaflo na Indisina de aimenios. O repolhd roxo & ura
hortalga bastante consumida no Brasl & possul COMPOSios anboxidantes que agregam valor 3 esta
hortalica. Comuments seu consumo & I ratur”, sam nenhum tratamento prévio. A etapa de saniitzagio
gos allmenios & de grands Impontancla para garantr 3 seguranga dos allmentas consumidos cns.
EnFetanto, obsena-6e &m métndos comuns de sanitzacdo que 3 pooulacdo microolana & reduzida em, no
MEImo, ools CiCos logarEmicos. ASEIMm, existe 0 INSSIEEEE PO COMTPOSIDS & oU Fatamenios SNcazes na
gliminagdo de microrganismos, que possam conferr Inoculdade desses almentos sem alerar SUaE
earactersticas nuirdonals @ sensorals. O sUngimentn de novas téenkas & ou agentes de santtizglo ez a
necessidade de esludos gue alesbam a sua efclénda 2 0 52U CHmpoItamenio sobie O allimemao.

Erderegn. Asx. Merschsl D empgos 1488

Bairsa: &% CEP: S50
UF: ES Murisipla:  VITORLA
Talalarm: [2733358.F1 E-mali: oo ufem br

Emgma O o8 08
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CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDEMFES

CEJETIVCE avallar o efeito lsoiado & combinado oo uso de difsrentes compostos & uirassom na redugdo da
contaminagio microbinkigica do repolbo roxo & sua Infugnela nos pardmetnes microbiolagos, Tlskeo-
quimicos & sensorals. Os tratamentos que obtiversm melhor reducdo da populacdo microblana serdo
conduzidos para o =5 desaflo de Inativagdo de Saimonella Inkencionaimente aderida 3 supericle do
repolho roxo & para a anallse sensoial visual de cor e textura.

Tondrmmcla o Parscer 1150 B6C

LOCAL DD ESTUDD: Laboratonia de Analise Sensofa do COAUFES.

INTERVENCAOPROCEDIMENTCS: Nesta pesquisa, e51 prevista a participacio de pessoas am sesslhes
g Analiss Sensorial oo repolno Ko, Serdo SvaElados 3specios VISLES 08 COr & teNiura dos Talamentas
realizados no repolho com os compostos quimicos & ultrassom que ootiveram melhores resultados. A
andlise 583 e carasr visual, pelo fato de ainda ndo Raver estudos & legislacin especiica que assagurem
toEicoiogicaments 3 Ingestao de DROdULDS Drocessanos GOm 35 nanoparticulas o2 prata. Os testes serdo
realizados no [aboralono de Anallse Sensonal go OCAUFES.

BEMEFICIOS: Coma bensfici direto dessa pesquUisa e6para-se que 0 UiTsssom patencialize o afeito dos
sanifzantes na Inativaco dos possivels micTrganismos patogenicns & GelErordones qUE DOSE3M Wir a
gontaminar o repoiha rouo, garantitn 3 SUA SegURANGa micrabloidglea & ectendendd sUa vida bl Como
peneficio Indirsto espera-s2 que 0 ulirassom ndo aitere a8 caracteristicas Tislco-guimicas & sensonals
visuals o0 repoing ruD. ASSIM, E5pETES & QUE POS53 567 definidD um bratamenio que aumente a vida ol do
repoiho & garanta 3 SUE SSpUIEna Miskiniogha frazendo beneNicios 30 ConsUmidor.

Objstivo da Pesquisa:

(Objetva Pimar:

Axallar os efeitos Indivduals = combinados do uS0 de dfereni=s COMPOSios & oo urassom em repolho oo
& suas Influgnclas nos pardmetros microbloldgicos, fislco-quimicos & sensofals durante o perlodo de
armazenamento.

Objetva Secundanio
- Awalar 3 3pdo de dois composice clorados, um surfactants e da nanoparticula de prata associados ou ndo
a0 URMREsE0M Na remoganinativacao da microbiota naturdl do repoiho o,

Erderegn:  dAx. Marechsl Gempos 14685
Bairen: 5™ CEP: 2 00001

UF: ES Nunbsigla:  WITORLE

Taleform: [ITFjEA58 T E-mall: cesoos ues br

PRI L) 38 08
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CENTRC DE CIENCIAS DA
SAUDEMFES w

- Avallar a acidez tiulavsd, pH, teor de sdlikdos s0llveds, ter de vitamina C, feor de antoclaning e oor do
repoino MND antss & A0S 08 tratamentos;

- Aurallar o efetto dos tratamentos sobre 3 quaildade microbloitgica do repoino ro durants o parkodo de
SITEZSNATENTD,

- Anallar o el dos ratamenins nas caracieristicas fislco-quimicas, witaming C e antodanings do repolho
rowo durants o pEriodo e ammazenaments;

- Salapionar 05 tratamentos que obilveram os melhones reswtados na reduplo o3 carga microbiana, ras
caracterisicas fslco-quimicas e nuiicionals do repolho, para avalar 3 emogdonativacao da Samonsla
adenida Imencionalmenie 3 supericie do repolho naxo

- Ayalar s 05 melhores iratamentos no repoiho levaram a ahieragies sensorials (visuals) percepiivels palos
COrEUMIdOnss;

Avallagiio os Riscos & Banencios:

- Riscos: 02 acondo Com 3 pesquisadora, “Um possivel MSco SEMa CAlSAEr CANEACH oU desconfonD 308
Julgadorss. Para minlmizar esse rsco 52030 apresentadas apenas qUato amosiras por Sessa0.”

- BENSMins: 02 3condD CoMm 3 pesquisatond, "Como bensficlo dirgtn 92853 pRsqUISS SSDEr3-68 qUE O
ulirassom potencialize o efetto dos sankizanies na Inativaglo dos possivals micmrganismes paloganicos &
GtErioranares que POES3AM Wi 3 comtamingr o repolhd rodo, Garantiod 3 sU3 SSguianca microiolsgiea &
estendendo sua vida il Como beneficio Indlneto espera-s2 Que o uirassom ndo atere a5 caracierislicas
Tislco-quimicas & sensorials VisUas do repoing oo, ASSIM, SEpETas & QUe POSsa ser aefinido um iratamento
gue aumenie 3 vida 0t do repolho 2 garanta 3 sua SeQUIENGa microololdglca trazendo beneficios ao
Consumidor.”

Comentanos & Consldaragtes s0bre & Pasquisa;
Projetn o pesqUisa potencialments ISeVae, Com DEnsfsos previsine prEvalssendn SOOME 05 15505,

Comecla oo Parscar: 1.150 E50

Consideragies sobre os Termos de apressntagio obrgaboria:

- 3 Tolha de rostn esta adequada

- 0 profein de pesquisa esti atequano

-0 TCLE 2623 adaquana

- o orpament & apresentado de forma adequada

Rscomendagies:

Artes de submeter pu ressUDMEter 52U profstn de pesquisa par o CEP varfique 35 recomendagdess abala:

Erderegn.  Av. Marechsl Cempos 1488

Bairsa: 8% CEP: 00t

uF: ES Municipla:  VITORLS

Tebeborm:  [OF|EA38-T11 E-mill: oz ufem b
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