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RESUMO

FERNANDES, Gislene Regina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril
de 2013. Sanitizantes alternativos na qualidade microbiolégica, quimica
e fisica de morangos (Fragaria x ananassa Duch) minimamente
processados. Orientador: Nélio José de Andrade. Coorientadores: José
Benicio Paes Chaves e Sandra Maria de Oliveira Morais Veiga.

O morango é um pseudofruto de consumo bastante difundido no mundo.
Porém, sua fragilidade demanda cuidados desde a colheita até a
comercializacdo. O processamento minimo pode representar uma alternativa
para aproveitamento da produgédo no campo e possibilitar a extensdo da vida
uti no mercado. A sanitizagdo € determinante para a seguranga
microbiolégica e pode impactar sobre a qualidade sensorial e nutricional. Os
objetivos deste trabalho foram verificar a eficiéncia do ultrassom e do acido
latico na reducdo de Escherichia coli aderida a superficie de morangos cv
Oso Grande, e avaliar a qualidade microbioldgica, fisica e quimica de
morangos minimamente processados. Os morangos foram contaminados
com E. coli e tratados com: 1) Controle (agua potavel), 2) Ultrassom 40 kHz
(US), 3) US + Dicloroisocianurato de sédio (DCIS) 100 mg.L™?, 4) US + DCIS
50 mg.L?, 5) US + Acido Latico (AL) 1 % 6) US + AL 2%, 7)DCIS 100 mg.L™,
8) DCIS 50 mg.L?, 9) AL 1% e 10) AL 2%. Os melhores tratamentos na
reducado das colonias de E. coli, identificados pela comparacédo de médias do
Teste de Duncan (p=0,05), ao nivel de 5% de probabilidade, foram usados
para o processamento minimo. Realizou-se a caracterizacdo da matéria-
prima com analises microbiolégicas, fisicas e quimicas. No processamento
minimo utilizou-se AL e sua combinacdo com o US, sendo os frutos
armazenados por 9 dias, a 5 °C, e a cada 3 dias avaliada qualidade
microbioldgica, fisica e quimica. O AL e sua combinacdo com o US mostrou
melhores resultados na reducdo de E. coli. No processamento minimo, o
tratamento com AL 1 % foi mais efetivo (p<0,05), para reducédo de mesofilos
aerdbios apds a sanitizacdo e menor contagem desse micro-organismo ao
final dos 9 d. O valor de pH dos morangos sanitizados com US+AL foi mais

elevado, 3,67. O tempo teve influéncia significativa (p<0,05) na contagem de



psicrotréficos e de fungos filamentosos e leveduras, sendo as contagens da
ordem de 10* UFC ao fim dos 9 dias. O tempo também teve efeito
significativo (p<0,05) sobre o pH; a perda de massa, com aumento linear; e
em relacdo as coordenadas de cor dos morangos, com aumento da
luminosidade e reducdo do °Hue e da cromaticidade. O teor médio de
solidos solaveis de 7,3 °Brix, acidez total titulavel de 0,95 % de &cido citrico
e firmeza de 1,96 N, ndo apresentaram efeitos decorrentes dos tratamentos
de sanitizacdo ou do tempo de armazenamento ou da interagdo entre essas
fontes de variagdo. A baixa contagem microbiana, auséncia de salmonella e
manuten¢do da maioria das caracteristicas fisicas e quimicas analisadas nos
morangos indicaram que o processamento minimo com uso do AL 1 % e do
US (40 kHz) + AL 1 %, sob as condicbes de armazenamento, foram
adequadas para manutencdo da qualidade e seguranca dos produtos.
Destaca-se a necessidade de avaliar aspectos sensoriais e nutricionais

desse processamento.



ABSTRACT

FERNANDES, Gislene Regina, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April,
2013. Alternative sanitizers on the microbiological, physical and
chemical quality of minimally processed strawberries. Adviser: Nélio
José de Andrade. Co-Advisers: José Benicio Paes Chaves and Sandra
Maria de Oliveira Morais Veiga.

Strawberry is a pseudofruit highly consumed worldwide. However, its fragility
demands special care from harvesting to marketing. Minimal processing may
represent an alternative to extend the product’s shelf life. The sanitization is
crutial to assure the microbiological safety and may impact on the sensory
and nutritional quality of the final product. The objective of this study was to
assess the efficacy of the ultrasound technique (US) coupled with the use of
lactic acid in reducing Escherichia coli artificially added on strawberries cv
Oso Grande. Additionally, assess the microbiological, physical and chemical
properties of minimally processed strawberries were also evaluated. The
strawberries were contaminated with E. coli and treated with 1) tap water
(control), 2) 40 kHz Ultrasound (US), 3) US + dichloroisocyanurate (DCIS)
100 mg.L™, 4) US + DCIS 50 mg.L™?, 5) US + Lactic Acid (LA) 1% 6) US +
LA 2% 7) DCIS 100 mg.L™?, 8) DCIS 50 mg.L™?, 9) LA 1% and 10) LA 2%.
The treatments that presented the best efficiency in reducing the microbial
count (E. coli) were identified by using the Duncan multiple comparison test
(p<0.05) and submitted to minimal processing. These samples were stored at
5 °C for 9 days and were analyzed for microbial counts, physical and
chemical properties every 3 days. Samples treated with the combination of
LA and US presented a higher reduction of E. coli. The LA treatment was
more effective (p <0.05) in reducing the aerobic mesophilic count after the
sanitization process, and a lower microbial count after 9 days of storage. The
pH of samples sanitized with US + LA was slightly higher, 3.67 (p<0.05).
Storage time presented a significant (p <0.05) influence on the counts of
psychrotrophic bacteria and filamentous fungi and yeast, and the microbial
counting was about 10* CFU after 9 days of storage. Storage time also

presented a significant (p <0.05) effect on pH and weight loss, and for the



instrumental color of strawberries, with increased the brightness and
decreased °Hue and chromaticity. The mean content of soluble solids was
7.3 °Brix, titratable acidity 0.95 % of citric acid and firmness of 1.96 N did not
present any significant changes in response to the sanitization procedure,
storage period or due to the interaction between storage period and
sanitization. Once a low microbial count, absence of Salmonella and non-
significant changes on the physical and chemical properties of strawberries
were attained, it is possible to assume that the minimal processing conditions
used in this study were adequate for maintaining the quality and safety of
strawberries. Further studies should assess the effect of this type of minimal

processing on the sensory and nutritional properties of strawberries.



1 Introducgéo

O morango (Fragaria x ananassa Duch) é um pseudofruto muito
apreciado tanto pelo mercado nacional como internacional. Sua fragilidade
demanda cuidados desde a colheita e implica em perdas durante o
manuseio, armazenamento e transporte, provocados por danos mecanicos,
por acdo microbiolégica e aumento da atividade metabdlica (CAO et al.,
2010).

Com isso, 0 processamento do morango constitui uma alternativa
para melhor aproveitamento da producédo, com possibilidade de reducédo das
perdas, além de oferecer produtos diferenciados e com maior valor
agregado. Para o mercado consumidor os beneficios incluem a ampliacéo
de opcdes de produtos pré-preparados ou prontos para 0 consumo.

Entre as diversas formas de processamento do morango, destaca-se
0 aprimoramento de técnicas de processamento minimo, que mantém o
produto em seu estado fresco e pronto para consumo.

Os habitos alimentares da populacdo tém-se modificado intensamente
nas ultimas décadas, com necessidade de maior praticidade e agilidade no
preparo e consumo dos alimentos, sem perder em qualidade sensorial,
nutricional e seguranca sanitaria. Com isso, tem ocorrido um aumento da
procura por produtos praticos e de rapido preparo (se ndo prontos),
saborosos, atrativos, saudaveis, de qualidade sanitaria confiavel e preco
acessivel (ARTES et al., 2009).

A escolha de métodos e técnicas especificas de processamento
minimo do morango faz-se necessario para que o produto final apresente
caracteristicas compativeis a um produto fresco, com alteracdes sensoriais e
nutricionais minimas e maior vida de prateleira, atendendo a demanda do
mercado e sob um custo operacional competitivo.

O processo de sanitizagdo desses alimentos constitui uma etapa
crucial na eliminagdo ou reducdo dos contaminantes microbiol6gicos
presentes e, de certa maneira, contribuem para extensdo do periodo de
validade dos produtos (LOPEZ-GALVEZ et al., 2010).



A utilizacdo de produtos a base de cloro sdo mais frequentes em
decorréncia do amplo espectro de acdo. Contudo, é comprovadamente
verificado que produtos clorados, sob condicbes de pH, temperatura e de
alguns tipos de acidos resultantes da decomposicdo de matéria organica
podem formar substancias toxicas indesejaveis, como 0s organoclorados,
triclorometanos e &cidos cloroacéticos (OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009;
RICO et al., 2007). Além disso, h& a desvantagem de deixar sabor residual
no alimento (MAISTRO, 2001; OLIVEIRA; VALLE, 2000).

A utilizacdo de outros produtos em substituicdo ao cloro e seus
derivados que confiram seguranca e qualidade microbiolGgica € pertinente.
Muitos estudos tém comprovado a eficacia de agentes sanitizantes em
substituicdo ao cloro, como ultrassom, acidos organicos, ozonio, peroxido de
hidrogénio irradiagdo, entre outros (GONZALEZ-AGUILAR et al., 2010;
PRESTES, 2007; HOLTZ, 2006).

A disponibilizacdo de tecnologia de processamento minimo de
morangos que utilizem sanitizantes alternativos ao uso de produtos clorados
pode representar opcdo de interesse para o mercado. Para isso devem
manter as caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais atrativas ao
consumidor, além de seguros e eficientes em termos microbiolégicos
(NASCIMENTO; SILVA, 2010; GIL, 2009; ROSS et al., 2003).

O uso do ultrassom e de acidos organicos, como sanitizantes, em
substituicdo ao cloro, tém mostrado resultados promissores, sendo efetivos
na reducdo da contagem microbiana, inclusive de bactérias patogénicas,
como Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Escherichia coli, entre
outros.

Outra vantagem é a acédo sinérgica associada ao uso do ultrassom e
dos acidos organicos em combinacdo com outros sanitizantes, além de
serem considerados seguros para uso em alimentos e poderem ser
utilizados a temperatura ambiente (ADAY et al., 2012; HUNG et al., 2010;
RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009; AKBAS; OLMEZ, 2007a).

Contudo, faz-se necessario, mais estudos elucidativos sobre a melhor
dosagem e tempo de aplicacdo, além de outros fatores intervenientes para

estabelecer condicdes mais efetivas e seguras, pois o0s efeitos desses



agentes sanitizantes podem afetar aspectos sensoriais e nutritivos de
maneira indesejavel (ARTES et al., 2009).

Surge, assim, a preocupacdo com a garantia da qualidade e
seguranca do produto, que interferirA na sua aceitacdo e valorizacdo de
mercado (RICO et al., 2007).

A adequacdo as condi¢Bes de producdo, por parte dos produtores,
para obtencdo de produtos de qualidade, seguros e que resultem de uma
exploragdo controlada do ambiente sdo desafios que contribuem para
conformidade de producdo. Isso se reflete em condicdes necessérias e
coadjuvantes para um desenvolvimento sustentavel, que busca, em ultima

instancia, maior estabilidade socioecondémica do pais (FERNANDES, 2005).



Geral

7
L X4

2 Objetivos

Investigar a acdo sanitizante do ultrassom e do acido latico para o
processamento minimo de morangos cv. Oso Grande e o efeito sobre

sua conservagao.

Especificos

L)

Avaliar a efetividade dos sanitizantes (ultrassom, acido latico e
dicloroisocianurato de sodio) na inativagdo de E.coli ATCC 11229
inoculada na superficie de morangos;

Investigar a vida atil de morangos minimamente processados,
sanitizados com acido latico isolado e em combinacdo com ultrassom;
Determinar a contagem microbiana de morangos minimamente
processados durante o periodo de armazenamento;

Avaliar qualidade fisica e quimica dos morangos minimamente

processados durante o periodo de armazenamento.



3 Referencial Teb6rico

3.1 O Morango (Fragaria x ananassa Duch)

O morangueiro, pertencente a familia das Rosaceas, género e
espécie Fragaria x ananassa Duch, é um hibrido obtido do cruzamento de
duas espécies de Fragaria, a Fragaria chiloensis, de origem no continente
americano e a Fragaria virginiana, originaria do continente europeu, planta
herbacea, rasteira e de pequeno porte (BORDIGNON JUNIOR, 2008;
CASTRO, 2002).

E um pseudofruto, sobre os quais se tem os aquénios, que se sdo 0s
frutos verdadeiros e confundidos como sementes (REIS et al., 2008; ALVES,
2009). Apresenta epiderme muito delicada, cor vermelha brilhante, textura
macia e sabor levemente acidificado (MORAES et al., 2008; FERREIRA et
al., 2008; AZEVEDO, 2007).

Sua producdo € maxima entre os periodos de maio a agosto nas
regides sudeste e sul do Brasil, mas pode-se encontrar morangos durante
guase todo o ano, especialmente com a introducdo nos ultimos anos, de
cultivares de dias neutros. Estes cultivares mantém a producao de frutos
independente do foto-periodo, desde que as temperaturas estejam
compreendidas entre 10 °C e 28 °C (BORDIGNON JUNIOR, 2008;
SANHUEZA, et al., 2005).

Os morangos apresentam pouca resisténcia, pela epiderme delgada,
alto conteudo de agua e alto metabolismo, sendo sensivel aos fatores
climaticos, como temperaturas extremas e fotoperiodo, as doencas e pragas,
ao manuseio e ao transporte. Com isso, sua produtividade e uniformidade de
caracteristicas de interesse comercial sdo objetivos principais para o
melhoramento genético e de cultivo (PADUA, 2009; ANTUNES et al., 2007;
BALBINO, 2004; SIMOES; DIAS; CASTRO, 2002).

Desde 1995, algumas cultivares melhoradas geneticamente tém sido

importadas dos Estados Unidos (VIDAL, 2008). Nos Uultimos anos, ha
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disponiveis muitas cultivares de morango, adaptadas de regides especificas,
resultando em melhor desempenho produtivo. Como é o caso das cultivares
Oso Grande e Camarosa no Sul de Minas Gerais, regidao que concentra a
maior producéo do estado (EMATER, 2010).

Contudo, a produtividade ainda € baixa no Brasil, em especial pelos
problemas fitossanitarios, as condi¢ées de cultivo e 0 manuseio excessivo
na colheita e no pds-colheita. O estabelecimento da Instrucdo Normativa de
Producéo Integrada do morango, IN 14, de 01 de abril de 2008, apesar de
relativamente recente, propde-se a melhorar as condicbes de manejo da
cultura e controle fitossanitario. Com isso, pode-se favorecer ndo s6 a
produtividade, mas a qualidade e seguranca dos frutos que chegam ao
mercado consumidor (BRASIL, 2008; ANTUNES et al., 2007).

A producdo de morangos movimenta mercados de diversos paises,
com destaque para os Estados Unidos, pais que responde por uma
producdo quatro vezes maior que a da Espanha, segundo maior pais
produtor, de acordo com dados da Food and Agriculture Organization - FAO
(FAOSTAT, 2011). Na Tabela 1 podem-se verificar dados da producéo
mundial de morangos por valores, em dolares, e quantidade, por mil

toneladas.

Tabela 1 - Dados da producao mundial de morangos, por valor (U$) e
guantidade produzido (toneladas), segundo Divisdo de Estatistica da Food
and Agriculture Organization (FAOSTAT), 2011

R
1 Estados Unidos 1782 053* 1312960
2 Espanha 697 678* 514 027
3 Turquia 410 462* 302 416
4 Egito 326 132* 240 284
5 México 310 681* 228 900
6 Russia 249 739* 184 000*
7 Japao 247 148* 182 091
8 Coréia do Sul 232 799* 171 519
9 Polbnia 225 524* 166 159
10 Alemanha 209 588* 154 418

*: Valor ndo oficial



O Brasil ndo é um grande produtor de morangos. Os registros na
literatura indicam que maior expansédo do cultivo no pais ocorreu por volta da
década de 1950 (SPECHT; BLUME, 2009). A producdo concentra-se nas
Regides Sul e Sudeste do pais. Apesar dos dados ndo serem precisos e
atualizados, Minas Gerais, Sao Paulo e Rio Grande do Sul sdo os maiores
produtores, conforme pode se observar na Tabela 2 (MADAIL, 2008). O
Espirito Santo também tem aumentado sua producdo na Regido Centro-
Serrana (BALBINO, 2004). A expectativa é que essa produ¢cdo nos ultimos
anos tenha superado essa apresentada, considerando o constante
aprimoramento das técnicas e a crescente demanda dos consumidores e

das industrias.

Tabela 2 - Producdo média de morango, por estado, no Brasil em 2006/2007

Estado Producéao (Toneladas)
Minas Gerais 33000
Sao Paulo 31 000
Rio Grande do Sul 16 000
Parana 9 000
Espirito Santo 7 000
Santa Catarina 1370
Goias 950
Rio de Janeiro 800
Outros 880
TOTAL 100 000

Fonte: Embrapa Clima Temperado (MANDAIL, 2008)

Ainda que a producdo de morango no Brasil ndo seja de destaque
internacional, representa importancia econdémica regional na medida em que
o cultivo caracteriza-se pela intensa necessidade de mao de obra e também
de producéo familiar (CAMARGO FILHO; CAMARGO, 2009; BORDIGNON
JUNIOR, 2008).

O valor nutricional do morango destaca-se pelo teor de vitamina C e

de antocianinas e derivadas (pelargonidina e cianidina), além da presenca



de outros compostos fendlicos, como acido elagico, associadas as
propriedades antioxidantes (Tabela 3) (ARES et al., 2009; REIS et al., 2008)

Tabela 3 - Composi¢do nutricional média do morango (Fragaria X ananassa
Duch) (g/100g)

Nutriente / componente Teor em 100g/matéria fresca
Energia (kcal) 32
Carboidratos (g) 7.4

Vitamina C (mg) 64

Minerais (Q) 0,4

Fibras (g) 1,7
Antocianinas (mg) 15a60

Agua (g) 92

Adaptado de: Sanhueza et al., 2005

Além dos aspectos nutricionais e funcionais, 0 morango tem
caracteristicas sensoriais peculiares e atrativas aos consumidores, que
valorizam o produto, sendo seu consumo in natura ou por meio de produtos
industrializados (ARES et al., 2009).

No Sul de Minas, concentra-se a maior producdo de morangos. Os
municipios de Estiva, Pouso Alegre, Tocos do Mogi e Bom Repouso sao os
maiores produtores.

De acordo com dados da Empresa de Assisténcia Técnica e Extensao
Rural de Minas Gerais (EMATER-MG), a safra de morango em Estiva, em
2010, foi de 17500 toneladas, provindas de 320 ha plantados, ocupando
uma méao de obra de 2560 trabalhadores e movimentando R$ 34 milhdes.

A cultivar Oso Grande representa 90% da area plantada no municipio
de Estiva, cuja finalidade na sua maioria é para consumo in natura. Sua
origem € californiana, mas adaptada ao solo da regido. A cultura do morango
corresponde a principal economia do municipio.

Assim como nas demais cidades do Sul de Minas, a produtividade do
morango tem aumentado, contudo as perdas sao elevadas. LimitagOes e
dificuldades decorrentes da colheita manual, das condi¢cdes necessarias de

armazenamento frio e o escoamento da producdo até o consumidor,



associada a alta perecibilidade dos morangos sao fatores que favorecem a
perdas qualitativas e quantitativas e prejuizos para os produtores de
morango, além dos comerciantes e consumidores (PINELI, 2009;
CANTILLANO, 2005).

Alternativas para reduzir essas perdas tém sido buscadas pelos
produtores e empresas de assisténcia técnica e extensdao rural como
EMATER e EPAMIG (Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais),
a citar: a capacitagdo dos produtores, o incentivo ao associativismo, a
adocao da IN n°14, de 2008, de producao integrada, o uso de mudas sadias
e melhor adaptadas ao clima da regido, o controle fitossanitario e o uso da
cadeia do frio, entre outras medidas.

Nesse contexto, 0 beneficiamento dos morangos ainda nas
propriedades ou em associacdo pode representar melhor aproveitamento da
colheita, além de conferir maior valor aos produtos elaborados, como no

caso de morangos minimamente processados.

3.2 Processamento minimo de alimentos

A histéria dos alimentos minimamente processados no Brasil ainda é
incipiente, mas vem apresentando um crescimento importante no mercado,
seguindo a tendéncia internacional de popularizacéo e diversificacdo desses
produtos (SEBRAE, 2008).

O processamento minimo de hortalicas e frutas consiste em uma
sequéncia de operacdes, como descascamento, corte e, ou torneamento,
sanitizacao, entre outras, que provocam alteracdes fisicas, mas que mantém
os alimentos metabolicamente ativos e em estado fresco (MORETTI, 2007,
BARCELOS; FERRUA, 2003; IFPA, 2001).

Nesse processamento podem incluir operacdes que eliminam as
partes ndo comestiveis convencionalmente, tais como cascas, talos e
sementes (OLIVEIRA et al., 2006b). Outras denominagdes comuns a esses
produtos, além de minimamente processados, sdo: fresh-cut, pré-cortado,
pré-preparado, preparado cortado, de conveniéncia e fresco cortado
(MORETTI, 2007).



Considera-se, ainda, que tais processos interferem nos fatores fisicos,
qguimicos e bioldgicos responsaveis pela deterioracdo do produto, por causa
dos danos causados aos tecidos e ao aumento da superficie exposta
(ALLENDE; TOMAS-BARBERAN; GIL, 2006). Tanto que, as hortalicas e
frutas minimamente processados sdo mais pereciveis que o0s similares
frescos e demonstram perda da qualidade pos-colheita, mesmo sob
condicdes de estocagem as temperaturas de refrigeracdo (SEBRAE, 2008).

A remocéo da casca e o corte, por exemplo, resultam na perda da
integridade do vegetal, acelerando alteracbes fisioldgicas, liberando
exsudados ricos em nutrientes, além de aumentar a &rea superficial de
exposicdo ao ambiente. Com isso, temperatura, umidade, teor de gases
atmosféricos e microbiota presente sdo fatores que regulam a manutencéo
da qualidade dos produtos (OLIVEIRA et al., 2006a; WATADA; MINOTT,
1996)

O processamento minimo ocasiona uma série de respostas
fisiolégicas as hortalicas e frutas, com repercussdo sobre a producdo de
etileno. Essa condicdo favorece a: elevacdo da atividade respiratoria,
inducdo da producdo de compostos fendlicos, degradacdo de lipideos de
membrana e perda da compartimentalizacdo entre substratos e enzimas,
gue ocasiona oxidacdo de compostos fendlicos e degradacdo da clorofila
(RICO et al., 2007; CHITARRA; CHITARRA, 2005).

A modificacdo na textura dos produtos minimamente processados é
comum e decorrente da dissociacdo dos componentes da parede celular, em
especial a pectina, da perda de agua e turgor, sendo um dos principais
problemas relacionados a qualidade (TOIVONEN; BRUMMELL, 2008).

No caso das hortalicas e frutas minimante processadas, as injurias
mecanicas, decorrentes dos cortes ou de efeitos do transporte e, ou da
manipulacdo sao geralmente acompanhadas por elevado numero de
respostas fisioldgicas. Quando os tecidos vegetais sao lesionados, ocorre
elevacdo na atividade respiratéria e na producéo de etileno, horménio que
acelera a deterioracdo e a senescéncia dos tecidos, levando a distingdo na
idade fisiol6gica entre os tecidos intactos e os feridos (RICO et al., 2007;
CHITARRA; CHITARRA, 2005).
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Como consequéncia dessas alteracdes fisiolégicas decorrentes da
aceleracdo da atividade respiratéria e metabdlica das hortalicas e frutas
algumas modificagbes sensoriais sdo nitidas, como escurecimento dos
produtos, amarelamento, murchamento, entre outros (TOIVONEN;
BRUMMELL, 2008; MORETTI, 2007).

Outras alteracbes s&o relacionadas a microbiota presente nos
produtos. A realizacdo das operagOes de descascamento, corte e fatiamento
podem favorecer a contaminacdo dos produtos minimamente processados,
nos quais patdégenos presentes na superficie da matéria-prima ou nas maos
dos manipuladores passam para o produto (ARTES et al., 2009).

O corte nos produtos pode favorecer a maior presenca de micro-
organismos, pois durante o processamento, as injurias promovidas contra o
tecido foliar favorecem a utilizacéo do liquido intersticial extravasado. Além
disso, pode contribuir para o “alojamento” desses micro-organismos em
regidoes em que 0s agentes sanitizantes ndo atingem (GIL et al., 2009;
SANCHES; DURIGAN; SANTOS, 2007).

As operacdes unitarias necessarias para o processamento minimo de
alimentos devem cumprir procedimentos ndo somente para aperfeicoar a
produtividade, mas também para garantir a seguranca dos produtos
oferecidos ao mercado (FONSECA et al., 2006).

As etapas de processamento minimo de hortalicas e frutas podem
apresentar variacoes, decorrentes de particularidades de cada produto. Mas
guaisquer que sejam as etapas envolvidas, a aplicacdo das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) € obrigatéria, desde limpeza e sanitizacdo, higiene
pessoal e do ambiente fabril, projeto higiénico-sanitario da planta
operacional e, até mesmo, manutencao preventiva (MORETTI, 2007; CRUZ;
CENCI; MAIA, 2006).

De acordo com Fonseca et al. (2006), os principais grupos de
matérias-primas utilizadas no processamento minimo sao folhosos (alface,
racula, couve, repolho e agrido, entre outros); raizes (como por exemplo:
cenoura, beterraba, mandioquinha-salsa, batata-doce); frutos, (entre os
guais citam-se: pepinos, feijdo-vagem e pimentao.); e inflorescéncias (como
couve-flor e brécolis). Mas em decorréncia da expansdo do mercado, uma

diversidade ainda maior de produtos minimamente processados tem sido
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testada e disponibilizada para o consumidor, tanto doméstico, quanto
industrial e institucional (SEBRAE, 2008).

A aquisicao da matéria-prima deve ser pautada na sua qualidade, que
em grande parte, € resultante dos cuidados antecedentes a recep¢do na
Unidade Processadora. A adogdo das Boas Praticas Agricolas (BPA)
associada ao cuidado com o transporte e armazenamento pés-colheita dos
alimentos possibilita melhor produtividade, na medida em que poucas frutas
e hortalicas serdo danificadas e deterioradas nesse periodo. Além disso,
pode favorecer a menor contagem microbiana, quesito fundamental para a
qgualidade do produto final, considerando as etapas criticas subsequentes
(MORETTI, 2007; CRUZ; CENCI; MAIA, 2006).

A recepcdo da matéria-prima na Unidade Processadora deve
acontecer em local arejado e sombreado para evitar possivel contaminacao
provinda do campo ou da area de armazenamento inicial e aumento
indesejavel da temperatura. Com isso, a refrigeracdo dessa matéria-prima
deve ocorrer 0 quanto antes, especialmente se ndo for processada
imediatamente (FONSECA et al., 2006).

Para obtencdo de uniformidade de forma, peso, tamanho e, ou, cor e
integridade da matéria-prima é preciso estabelecer critérios para selecao,
descartando aquelas que apresentarem injarias, podriddes, grau de
maturacao insuficiente ou outro parametro inadequado para a obtencdo de
um produto de qualidade (BASTOS, 2006).

A lavagem e desinfeccéo iniciais compreendem etapas essenciais na
obtencao dos produtos minimamente processados com seguranca sanitaria.
Além disso, considerando que a perda na qualidade é também influenciada
pela condicdo sensorial, espera-se que 0 processamento para reducdo da
contagem microbiana e caracterizacdo do produto ndo altere a firmeza,
aparéncia de frescor e cor das hortalicas e frutas (ALLENDE; TOMAS-
BARBERAN; GIL,, 2006).

A implementacdo de um sistema de garantia de qualidade por
Unidades que processam os alimentos minimamente torna-se compulsoria,
por utilizar matéria-prima de origem vegetal, que estd sujeita a diversas

fontes de contaminacdo microbiana durante seu cultivo e processamento,
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como agua de irrigacdo, manipuladores, solo, equipamentos e utensilios e
adgua (CRUZ; CENCI; MAIA., 2006)

No inicio do processamento, a lavagem e desinfeccdo devem ser
realizadas com a utilizacdo de agua potavel para remo¢do de impurezas,
insetos e outras sujidades que podem estar aderidas a matéria-prima.
Comumente se utiliza produtos a base de cloro ativo para a desinfec¢éo, em
concentragdes que dependem do vegetal a ser processado e da contagem
microbiana presente (ANDRADE; ANTUNES, 2006).

A etapa de corte das hortalicas e frutas deve ser tal que provoque o
menor dano possivel na estrutura do vegetal, considerando as diversas
alteracoes fisiolégicas que desencadeia (VILAS BOAS et al., 2006;
GLEESON; O’'BEIRNE, 2005). Apos o corte ou fatiamento é recomendado
realizar a sanitizacdo das hortalicas ou frutas, como medida de controle
microbiolégico (BASTOS, 2006).

No processamento de algumas hortalicas e frutas, ha o uso de
aditivos, cuja finalidade inclui acdo antimicrobiana e antioxidante, com
minimizacdo ou retardo da deterioracdo dos produtos e manutencédo da
gualidade em cor, aroma, textura e valor nutritivo (CHITARRA, 2002).

Podem-se utilizar como aditivos: acidulantes, como os &cidos
organicos, para reducdo do pH; antioxidantes, como acido citrico, acido
ascorbico; EDTA, entre outros compostos para preservar principalmente
compostos fendlicos, envolvidos com a cor e 0 aroma das hortalicas e frutas
(CHITARRA; CHITARRA, 2005).

Ha também os agentes quelantes, que se ligam aos metais e
apresentam acdo sinergista com o0s antioxidantes, evitando reacdes
oxidativas; e os antimicrobianos, como acido propiénico e propionatos, acido
sorbico e sorbatos, acido latico, acido benzoico e benzoatos, entre outros.
Entretanto, a acdo desses agentes depende das condicdes do meio, como
pH, umidade relativa, temperatura e numero inicial de micro-organismos
(RAYBAUDI-MASSILIA et al., 2009).

A drenagem ou centrifugagcédo das frutas ou hortalicas minimamente
processados obijetiva retirar 0 excesso de liquido, sem que cause danos a
integridade do produto cortado. O excesso de umidade dentro da

7z

embalagem do produto € indesejavel, pois pode favorecer o
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desenvolvimento microbiano e a atividade das enzimas presentes nos
vegetais (FONSECA et al., 2006).

No armazenamento das hortalicas e frutas minimamente
processadas, a escolha da embalagem depende da combinacdo entre
conservacado do produto e seu custo, de maneira a aumentar a vida de
prateleira (SOARES; 2002).

A permeabilidade das embalagens ao oxigénio (O,) é determinante. A
presenca de O, pode favorecer ao escurecimento enzimatico, mas a
anaerobiose pode influir na predominéncia de determinada microbiota
deteriorante e, ou patogénica, como o Clostridium botulinum. O maior
contetdo em CO; e reduzido em O, pode favorecer a reducdo da taxa
respiratoria do vegetal e, com isso, as alteracbes bioguimicas e metabdlicas
ocorrem mais lentamente (MORETTI, 2007; WATADA; MINOTT, 1996).

Portanto, o conhecimento do tipo de atmosfera que é benéfica ao
produto pode auxiliar na escolha da melhor embalagem, do grau de
permeabilidade a determinados gases e, até mesmo, no caso de atmosferas
modificadas, qual a melhor composicdo em gases para prolongar a
manutencgdo da qualidade dos alimentos (ROJAS-GRAU et al., 2009).

Nem sempre a utilizacdo de atmosfera modificada é suficiente para
evitar alteracbes de cor e conservar o produto, sendo necessaria a
combinacdo de embalagem com outras ac¢des, como aplicacdo de aditivos
para obtencéo de resultados satisfatérios (RICO et al., 2007).

De acordo com Zheng et al. (2007), o uso de atmosfera modificada
com teores de oxigénio maior que 60 kPa para armazenamento de
morangos, a 5 °C por até 7 dias promoveu aumento da capacidade
antioxidante, dos compostos fendlicos e antocianinas totais, sem afetar teor
de solidos soluveis, acidez total titulavel e a cor dos frutos (p< 0,05).

A refrigeracdo dos produtos minimamente processados €
praticamente obrigatoria para preservar suas caracteristicas de frescor e
prolongar sua vida de prateleira, sendo as temperaturas proximas a 5 °C e
umidade relativa apropriada a cada hortalica e fruta, em geral de 96,4% e
99,8% (ANDRADE et al., 2007; BASTOS, 2006).

A cadeia do frio representa um sistema eficiente para retardar a taxa

respiratdria e, consequentemente a senescéncia do produto minimamente
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processado. Contudo, o fator determinante, para cada produto, além dos
cuidados durante o processamento, € o estabelecimento da temperatura
mais apropriada, combinada com a embalagem que oferecera durabilidade
mais prolongada ao alimento minimamente processado (HODGES;

TOIVONEN, 2008).

3.3 Sanitizag&o de alimentos

As frutas e hortalicas apresentam contaminantes em sua superficie,
sendo as espécies e quantidade dependentes do alimento e das condi¢des
de cultivo, colheita, manuseio, transporte e armazenamento. Podem ocorrer
contaminacdes provenientes do uso de agua contaminada na irrigacdo, na
deposicdo dos alimentos diretamente no solo durante ou apds a colheita,
utilizacéo de esterco nao curtido, que podem ser fontes de micro-organismos
patogénicos como Salmonella, Clostridium perfringens, entre outros
(VANETTI, 2007).

Nesse sentido, a aplicacdo de Boas Praticas Agricolas, bem como
Boas Praticas de Producéo e do Programa de Analise de Perigos e Pontos
Criticos de Controle é essencial para prevenir a contaminacdo ou reduzir a
microbiota presente na matéria-prima. Sua importancia decorre da limitada
taxa de destruicdo dos agentes desinfetantes, que reduzem em torno de 100
vezes a contaminagao microbiana inicial (CENCI, 2006).

Esses cuidados sao imprescindiveis em toda a cadeia produtiva,
desde a colheita, 0 armazenamento, transporte, recep¢ao e processamento,
e de maneira integrada, pois a perda de qualidade pode ocorrer de modo
cumulativo (KOKKINAKIS; FRAGKIADAKIS, 2007).

Além disso, no caso dos alimentos minimamente processados, apés a
etapa de higienizacdo ndo ha aplicacdo de nenhum outro tratamento
posterior que assegure a inativacao e, ou eliminacdo ou redu¢cao no niumero
de micro-organismos presente na matéria-prima ou incorporados durante o
processamento (MORETTI, 2007).

A higienizacdo corresponde a duas etapas béasicas: 1) limpeza, que

consiste na operacdo de remocgdo de terra, residuos de alimentos e, ou

15



equipamentos e ambiente, sujidades e ou outras substancias indesejaveis;
e, 2) desinfeccdo ou sanitizacdo, correspondente a operacao de redugéo,
por método fisico e, ou agente quimico, do nUmero de micro-organismos a
um nivel que ndo comprometa a seguranca do alimento (BRASIL, 2002).

A qualidade da matéria-prima ndo pode ser melhorada no decorrer do
processamento das frutas e hortalicas, contudo, pode ser preservada, a
medida que se utilizam técnicas, meios e condi¢bes que minimizem ou
retardem as transformagdes fisiologicas naturais que ocorrem (CHITARRA;
CHITARRA, 2005).

A sanitizacao dos alimentos possibilita a reducéo e, ou eliminagéao da
contagem microbiana presente e potencialmente nociva, seja deterioradora
e, ou patogénica. Assim, tem-se importante contribuicdo para aumento da
vida de prateleira do produto.

Ha diversos fatores que interferem na acéo dos sanitizantes sobre as
reducbes de micro-organismos, entre o0s quais pode-se atribuir
principalmente as caracteristicas topograficas da superficie do vegetal
processado ou com injurias que fornecem protecéo bacteriana contra a acéo
dos sanitizantes, assim como as caracteristicas dos micro-organismos
favoraveis para adesao as superficies, além do numero de micro-organismos
inicial (GIL et al., 2009; VELAZQUEZ et al., 2009).

No caso de frutas e hortalicas minimamente processadas, essa etapa
tem como finalidade minimizacdo da deterioracdo e da proliferacdo de
patdgenos, além da contribuicdo para manutencdo da qualidade do produto
(OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009), uma vez que, as etapas seguintes no
processamento sao ineficientes para reducédo e, ou eliminagcdo dos micro-

organismos presentes (OIE et al., 2008).

3.3.1 Uso de sanitizantes e métodos alternativos

Os agentes sanitizantes de uso em alimentos devem ser capazes de
reduzir e, ou, eliminar a contagem inicial de micro-organismos presentes,
sem, contudo, representar risco de toxicidade para manipuladores e

consumidores e nem comprometer aspectos sensoriais do produto.
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Ainda hoje, a legislacéo brasileira orienta o uso apenas de produtos
clorados para sanitizacdo de alimentos, apesar de em outros paises alguns
produtos serem reconhecidos como seguros, GRAS (Generally Recognized
as Safe), e utilizados para esse fim (SREBERNICH, 2007; SAO PAULO,
2006; BRASIL, 1997).

A eficiéncia na etapa de limpeza é essencial para que a sanitizacédo
cumpra com seu objetivo, pois auxilia na reducdo de contaminantes.
Inclusive, alguns detergentes podem penetrar nas membranas e contribuir
no rompimento das paredes celulares dos micro-organismos (CHITARRA,
2002).

A contaminacdo das hortalicas e frutas por micro-organismos
deteriorantes e patogénicos pode acontecer desde a colheita até o pos-
processamento, a depender das condi¢cdes higiénico-sanitarias aplicadas.
Entre as bactérias patogénicas que podem estar presentes, incluem-se
Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Streptococcus e Salmonella spp., entre outras (NASCIMENTO et al., 2005;
CHITARRA, 2002; BRASIL, 2001).

As principais caracteristicas que aumentam as probabilidades de
contaminacdo microbiologica das frutas e hortalicas minimamente
processadas incluem (1) a presenca de superficies cortadas e aumento do
teor de umidade; (2), extravasamento de fluidos ricos em nutrientes; (3) a
esterilidade ou a estabilidade microbiana desses produtos ndo pode ser
assegurada; (4) o tecido vegetal € metabolicamente ativo e, (5)
armazenamento do produto sob uma determinada atmosfera na embalagem
(ARTES et al., 2009).

Um sanitizante ideal para aplicacdo em alimentos deve ter poder de
eliminar, em tempo razoavel, os organismos patogénicos sob as condicfes
do meio; ndo ser toxico para homem e animais domésticos; ndo deve causar
cheiro ou odor a agua; ser de baixo custo; de facil determinacdo da
concentracdo do principio ativo em solu¢cdo (ANDRADE; PINTO; ROSADO,
2008; MEYER, 1994).

A sanitizacdo pode ocorrer por métodos fisicos ou agentes quimicos.
Entre os métodos fisicos tem-se destaque para aplicagdo de calor. Porém,

para o processamento minimo de alimentos, a aplicacdo desse método
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compromete a qualidade nutricional, sensorial e a caracteristica
predominante de frescor do produto, com perdas de vitaminas e de minerais,
formacdo de polimeros, alteracdo de textura e aroma, entre outros efeitos;
nao sendo, portanto, apropriado (RICO et al., 2007).

Outros métodos fisicos, como uso da radiacao ultravioleta, aplicacdo
de alta pressdo hidrostatica, campo elétrico pulsado de alta intensidade,
ultrassom, entre outros, tem sido investigados e testada a eficiéncia,
conferindo a vantagem de nao provocar o aguecimento dos alimentos (GIL
et al., 2009; FELOWS, 2006; CARDOSO et al., 2003).

O cloro e seus compostos, como o dicloroisocianurato de sdédio
(DCIS) sao fortes agentes oxidantes com alto poder de desinfeccéo, sob
condicbes de pH e temperatura ideais. Dependem, ainda, do tempo de
aplicacdo, da concentracdo do produto e de sua acdo mecanica.
Usualmente, aplicam-se concentracées de 50 a 200 mg.L™ de cloro residual
livre, por tempo inferior a 5 minutos em produtos frescos. Valores de pH
ligeiramente acidos (6,0 — 6,5 para acido hipocloroso) apresentam a¢ao mais
efetiva; contudo, é tradicional o uso de solucdes de cloro a pH entre 6 e 7,5
para minimizar efeito corrosivo em equipamentos (RICO et al., 2007).

Os produtos mais comuns sdo a base de hipoclorito de sodio e
dicloroisocianurato de sédio, com atuacao sobre micro-organismos em geral,
inclusive esporos. Ambos em solucéao formam acido hipocloroso, acido fraco
e predominante em meio com pH proximo de 5, que controla a acéo
desinfetante e oxidante do cloro (CHITARRA, 2002).

De acordo com Parish et al. (2003), concentracdes inferiores a
200 mg.L™? de cloro residual livre parece ndo ser efetivo para reducdo da
microbiota de alfaces, ainda que com maior tempo de contato e reducao do
pH. Assim, a concentracéo efetiva do produto depende além do tempo, pH,
temperatura, também do numero e do tipo de micro-organismo e das
caracteristicas estruturais e apresentacdo do alimento.

A maior eficiéncia de desinfeccdo do acido hipocloroso em relacdo a
outras formas de cloro é atribuida a sua forte capacidade oxidante, pois
libera oxigénio nascente, o qual combina com componentes do protoplasma
da célula. O pequeno tamanho de sua molécula e a sua neutralidade elétrica

permitem uma répida penetracdo nas ceélulas e combinacdo com as
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proteinas e, com isso, alteram o metabolismo microbiano (NASCIMENTO et
al., 2005). A acao sobre os micro-organismos envolve a inibicdo da sintese
protéica, descarboxilacdo oxidativa de aminas a nitrilas e aldeidos, além de
reagcbes com &cidos nucléicos, purinas e pirimidinas (MORETTI, 2007).

O DCIS tem-se apresentado como uma alternativa viavel para a
desinfeccdo de 4gua e alimentos, pois € menos reativo com substancias
hdmicas, resultando em baixos niveis de formacéo de triclorometanos (TCM)
(KUZNOSOF, 2004).

Geralmente, os derivados clorados de origem organica séao
comercializados sob a forma de pdé ou comprimidos efervescentes e
apresentam maior estabilidade durante o armazenamento que 0s compostos
clorados inorganicos.

Esses compostos também s&o mais estaveis em solugdo aquosa, 0
que implica numa liberacdo mais lenta de acido hipocloroso e,
consequentemente, 0os mesmos permanecem efetivos por periodos de
tempo maiores, ainda que em presenca de matéria organica (OLIVEIRA;
VALLE, 2000).

Muitos estudos tém demonstrado que o dioxido de cloro apresenta
capacidade oxidativa superior ao do cloro, e atividade antimicrobiana,
inclusive para Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes e
Salmonella Typhimurium (LOPEZ-GALVEZ et al., 2010; SREBERNICH,
2007; RICO et al., 2007).

O excesso de cloro pode provocar descoloracdo do alimento, perda
da qualidade, aumento na corrosdo de equipamentos, irritacbes cutaneas
em manipuladores, entre outros problemas (MORETTI, 2007; PARISH et al.,
2003). Destaca-se ainda a formacdo de compostos organoclorados,
trihalometanos (THM) e acidos haloacéticos a partir do contato do cloro com
matéria organica em decomposicdo (SILVEIRA et al., 2008; ARTES, 2009;
GIL et al., 2009). Em alguns paises europeus, como Alemanha, Holanda,
Suica e Bélgica o uso de produtos clorados para sanitizacdo de alimentos
minimamente processados esta proibido (OLMEZ, KRETZCHMAR, 2009).

O cloro e seus derivados sdo amplamente utlizados para a
sanitizagcdo de frutas e hortalicas, inclusive daquelas minimamente

processadas. Contudo, além de estudos que associam a formacdo de
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subprodutos quimicos mutagénicos, tdxicos e carcinogénicos em agua, em
alimentos ou em superficies de contato (SILVA et al., 2011; NASCIMENTO
et al., 2005; SILVEIRA et al., 2008), ha também indicacdes de que algumas
cepas de micro-organismos patogénicos tém apresentado certo grau de
resisténcia a acdo do cloro, como de Escherichia coli, Salmonella Typhi,
Cryptosporidium parvum e Listeria monocytogenes (NASCIMENTO et al.,
2005; ZHANG et al., 2005; PARISH et al., 2003).

Os THM mais comuns sdo 0os compostos formados com cloro e, ou
bromo, sendo o cloroférmio o de mais facil deteccdo. Sua formacédo é
favorecida por algumas variaveis, como: maior tempo de contato dos
reagentes; o aumento da temperatura; elevacédo do pH; pela concentracao
de brometos e iodetos; maior concentracdo do cloro e dos precursores,
acidos humicos e falvicos, provenientes da decomposicdo de matéria
organica (ARTES et al., 2009; GIL et al., 2009; MEYER, 1994).

Diversos estudos tém evidenciado associacdes positivas entre a
concentracdo dos THM e a morbidade e mortalidade por cancer. Com base
nos resultados encontrados tém sido propostos limites maximos de
tolerancia para a presenca destes compostos em agua, por meio de
legislacdes especificas (BRASIL, 2011; SAO PAULO, 2006; BRASIL, 1997).

Considerando que a seguranca sanitaria e o prolongamento da vida
de prateleira dos produtos minimamente processados sdo dependentes da
operacao de sanitizacdo, a busca de alternativas ou métodos combinados
em substituicdo ao uso do cloro ou de seus derivados para sanitizacdo de
alimentos torna-se prioritaria.

Uma variedade de estudos com antioxidantes, irradiacdo, ozoénio,
acidos organicos, embalagem com atmosfera modificada e, ou, controlada,
ultrassom, entre outros tem demonstrado resultados diversos. Assim, a
determinacdo de condi¢cdes de eficacia equivalente ou melhorada, em
relacdo aquelas proporcionadas pela sanitizacdo clorada, é necessaria
(ARTES, 2009; RICO et al., 2007).

Entre as alternativas de sanitizagdo ao uso do cloro, destaca-se o

potencial do ultrassom e dos acidos organicos.

20



3.3.1.1 Ultrassom como Ssanitizante

O ultrassom, assim como utilizado na area de salude e da indastria de
eletrénicos, tem um potencial de aplicacdo na industria de alimentos
(DOLATOWSKI; STANDNIK; STASIAK, 2007). E usado em freqiiéncias na
faixa de 20-100 kHz e intensidade acima de 1W/cm? sendo requerida a
presenca de um meio liquido, com propriedades elasticas, para transmissao
de energia (PATIL et al., 2009; JIRANEK et al.,, 2008; MARTINES;
DAVOLOS; JAFELICCI JUNIOR, 2000).

Campos ultrassonicos consistem de ondas de alta amplitude, que se
propagam e movimentam as moléculas ao redor, formando ciclos de
compressdo e expansao, que implicam na formacdo de bolhas de gas,
produzindo fendmeno chamado de cavitacdo, como esquematizado na
Figura 1 (PIYASENA; MOHARED; McKELLAR, 2003).

Ondas ultrasdnicas Surgimento de bolhas

N | T

l Cavitacao
Energia Mecéanica +
Liberacdo de radicais livres Aumento do tamanho das bolhas
l z‘ F'\ G an-
L//ff‘\)

Efeito bactericida P
Inicio do colapso das bolhas

Fonte: SAO JOSE, 2009
Figura 1 - Ondas ultrassénicas e o fenbmeno de cavitacao

Nesse fenbmeno ocorre o crescimento, oscilacdo e colapso destas
bolhas, que geram aumento localizado de temperatura e pressédo que

resultam em inativagdo microbiana. Desse modo, confere propriedade
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sanitizante e de prolongamento da vida de prateleira dos produtos
(MIZRACH, 2008; NASCIMENTO et al., 2005).

O mecanismo de agao sanitizante envolve o afinamento e ruptura das
membranas celulares e provoca danos ao DNA, deshaturacdo enzimatica,
modificacdo do metabolismo das células e formagdo de radicais livres a
partir de ions hidroxila, de peroxido de hidrogénio e do ion hidrogénio
(CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

Além desses efeitos fisicos e quimicos sobre a célula microbiana, o
intenso movimento das moléculas provocado pela cavitacdo favorece a
remocao de células aderidas a superficie do alimento, realizando espécie de
“varredura” microbiana (JIRANEK et al., 2008).

A utilizacdo do ultrassom na conservacdo de alimentos iniciou por
volta da década de 1960, mas ainda requer mais estudos. Apesar da acao
de inativacao sobre os micro-organismos, em alguns casos, sao percebidos
efeitos adversos sobre a qualidade final, advindos de tratamentos de alta
intensidade necessaria para inativar 0S organismos mais resistentes
(JIRANEK et al., 2008; SEYMOUR et al., 2002).

Ha relatos da maior efetividade do ultrassom sobre células gram-
negativas, como citado por Nascimento et al. (2005), destacando o trabalho
de Lillard (2004) com inativacdo de células gram-negativas entéricas por
ultrassom, quando aplicado em alimentos de origem animal.

Piyasena, Mohareb e McKellar (2003) também revisaram varios
trabalhos que corroboram essa sensibilidade, mas destacaram que essa
maior resisténcia das bactérias gram-positivas, como S. aureus e B. subtillis,
ndo pode ser atribuida apenas a presenca de camada de peptideoglicano
mais espessa e firmemente aderida, diferente daquelas gram-negativas, pois
a acao do ultrassom parece estar mais relacionada a danos citoplasmaticos.

A efetividade de inativacdo microbiana por ultrassom é dependente do
tipo de micro-organismo alvo, do tempo de contato, da frequéncia e
amplitude das ondas de ultrassom, da temperatura e do pH do meio, da
composicao e volume do alimento em questéo.

A FAO propde o uso do ultrassom em combinagdo com outras
técnicas/processos, como calor, pressdo, pH extremos e cloracdo, por ser

mais efetivo para inativacdo de micro-organismos presentes em alimentos
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(DOLATOWSKI et al.,, 2007; NASCIMENTO et al., 2005; FAO, 2004;
PIYASENA; MOHAREB; McKELLAR, 2003).

Zhou et al. (2009) constataram maior eficiéncia do ultrassom em
combinacdo com outros sanitizantes na reducdo de populacdes de E. coli
0157:H7 inoculadas em espinafre. Apesar da maior dificuldade de remocéao
da E. coli O157:H7 inoculada na face inferior das folhas de espinafre (lado
mais rugoso), pode-se verificar maior eficiéncia do ultrassom com o aumento
do tempo de contato (0 a 4 min).

Diferentemente, em uma avaliacdo da acdo do ultrassom na
descontaminacéo de alfaces minimamente processadas inoculadas com S.
Typhimurium e E. coli, os resultados indicaram maior eficiéncia do cloro,
tanto em pequena como grande escala, em relacdo ao ultrassom
(SEYMOUR et al., 2002).

A ineficiéncia relatada por alguns autores pode estar associada a
distribuicdo heterogénea do ultrassom nos banhos proveniente da formacgéao
permanente de ondas e bloqueio na propagacdo do ultrassom produzido
pelas frutas e hortalicas, como folhas, no liquido de lavagem (ZHOU et al.,
2009; SEYMOUR et al., 2002). Salleh-Mack e Roberts (2007) verificaram
gue a presenca de maiores teores de solidos solUveis em sucos de frutas
teve efeito protetor aos micro-organismos na pasteurizacdo de sucos de
maca com o ultrassom.

Apesar da disponibilidade de muitos trabalhos com uso do ultrassom
como agente de inibicdo e, ou inativacdo microbiana, as comparacdes sao
dificeis de fazer. H4 variacdes nas condi¢cdes e metodologia adotada nos
experimentos, tais como frequéncia do ultrassom, nivel de poténcia, o
tamanho e a forma do banho ultrassbnico, a profundidade, volume,
temperatura e natureza do liquido, e o tempo de tratamento (ZHOU et al.,
2009; MIZRACH, 2008). Assim, ha uma necessidade de mais pesquisas
sobre a eficiéncia do ultrassom, sozinho e em combinacdo com outros

sanitizantes, para a descontaminacao de hortalicas e frutas frescas.
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3.3.1.2 Acidos organicos como sanitizante

Alguns acidos organicos, como citrico, latico, acético e mélico, dentre
outros, e seus sais tém sido investigados como agentes antimicrobianos
naturais e considerados na categoria de GRAS de aditivos alimentares
(OMS-OLIU et al., 2010).

A propriedade antimicrobiana atribuida aos acidos orgéanicos deve-se
ao aumento da concentracdo de prétons no meio e sua difusdo nas células
microbianas. Com isso, ocorre reducdo do pH celular, alteracbes de
permeabilidade de membranas, transporte de nutrientes e inibicdo de
enzimas (BJORNSDOTTIR et al., 2006; PARISH et al., 2003).

O acido latico (CH3-CHOH-COOH) tem-se mostrado interessante
opcado para uso como antimicrobiano. Numa avaliacdo da cinética de
inativacdo de Yersinia enterocolitica, o acido latico mostrou-se mais efetivo
do que o acido citrico, independente da concentracédo utilizada (VIRTO et al.,
2005).

Concentracdes de 0,5 % de acido latico ou de 0,5 % de acido citrico
(por 2 min) mostraram-se téo efetivas quanto uso de solucédo clorada a 100
mg.L™ para reduc&o da populacdo de E. coli e L. monocytogenes inoculadas
em alfaces minimamente processadas (AKBAS; OLMEZ, 2007a).

Em outro trabalho com alfaces minimamente processadas, o uso do
acido latico (5 mL.L™") e do &cido citrico (5 g.L™") para sanitizacdo foram
mais efetivos em relacdo a agua ozonizada (4 mg.L™) e & solucéo clorada
(100 mg.L™") (AKBAS; OLMEZ, 2007b).

A eficiéncia desse efeito antimicrobiano dos &cidos organicos é
dependente da concentracdo do acido, fatores ambientais, como
temperatura e pH do meio, e do tipo de micro-organismo (RAYBAUDI-
MASSILIA et al., 2009).

Em alguns casos, a combinacao dos acidos organicos entre si ou com
outros componentes ou processos de sanitizacdo tem mostrado efeito
sinérgico efetivo (PARISH et al., 2003).

Rahman; Jin e Oh (2011) verificaram efeito sinérgico positivo do acido
citrico (1 %) em combinacdo com uso agua alcalina eletrolisada como

sanitizantes para inativacdo da populagédo de E. coli e L. monocytogenes
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inoculadas em cenouras minimamente processadas, sem afetar as
caracteristicas sensoriais e com aumento na sua vida de prateleira.

Sagong et al. (2011) também constataram efeito sinérgico no uso dos
acidos latico (2 %), citrico (2 %) e malico (2 %) combinados com ultrassom
(40 kHz), por 5 min, na inativacéo de E. coli O7:H157, S. Typhimurium e L.
monocytogenes inoculadas em alface organica, sem afetar
significativamente a cor e textura.

O uso do Acido latico, a 20 mg.L™ para sanitizacdo de um tipo de
mostarda mostrou-se efetivo para inativacdo da microbiota durante a vida (til
do produto, contudo acarretou prejuizos a qualidade sensorial das folhas
(MARTINEZ-SANCHEZ et al., 2006).

Concentragdes acima de 5 % de acido acético demonstraram efeitos
indesejaveis de descoloracéo e alteracdo do sabor (SAGONG et al., 2011).
Como ressaltado por Olmez e Kretzchmar (2009), alguns acidos orgéanicos
podem afetar negativamente a qualidade sensorial do produto sanitizado.
Sendo necessario, assim, para cada produto, ponderar entre a sua eficiéncia

e os efeitos indesejaveis, em uma dada concentracao.
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4 Meterial e métodos

4.1 Matéria-Prima

Os morangos da variedade Oso Grande foram adquiridos no periodo
de junho a julho de 2012, em Estiva, cidade do Sul de Minas Gerais, MG
(Figura 2), situada a 965 m de altitude, nas coordenadas geograficas
22°27'59” latitude Sul e 46°01'01” longitude Oeste. Esta localizada a 409 km
de Belo Horizonte, MG e a 165 km da cidade de Sao Paulo. A temperatura
media anual é de 18,2 °C, com média maxima anual de 24,2 °C e media
minima anual de 12,9 °C (IBGE, 2011).
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Fonte: IBGE (2011)

Figura 2 - Mapa do Brasil, com destaque para Estado de Minas Gerais e a
Cidade de Estiva, na qual foi produzido o morango.

Os morangos colhidos em propriedade assistida pela EMATER-MG
foram acondicionados em bandejas de polietileno tereftalato (PET), de
dimensdes 177 mm x 122 mm x 40 mm e capacidade 300 g, mantidas em
recipiente isotérmico e transportadas até o Laboratério de Técnica Dietética

da Faculdade de NutricAdo da Universidade Federal de Alfenas
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(LTD/FANUT/UNIFAL-MG) para subsequente armazenamento a 7 °C = 3 °C
até o processamento.

Foram realizadas 6 colheitas de morango, em 6 semanas diferentes,
do inicio de junho a meados de julho de 2012, época da safra do morango.
Para realizar a avaliacdo da matéria prima e testar a eficiéncia dos
sanitizantes utilizaram-se 5 kg de morango a cada colheita, em trés
repeticobes. Na sequéncia, colheram-se 10 kg de morango para o

processamento minimo, em trés repeticoes.

4.2 Avaliagdo da matéria-prima

4.2.1 Caracterizacdo microbiolégica dos morangos Oso Grande

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNIFAL-MG (LMA/FCF/UNIFAL-MG)

A partir de 300 g de morangos, 50 g foram pesados em balanca
semianalitica (Bel Enginnering, Modelo s423) e adicionados a 450 mL de
solucdo salina peptonada tamponada e homogeneizados em shaker (Ethik
Technology, Modelo 109-1) por 5 min, a 350 rpm. Do homogenato foi
retirado, assepticamente, 1 mL para preparacdo de diluicbes decimais
seriadas e o plagueamento adequado. Os seguintes micro-organismos foram

pesquisados:

a) Mesofilos Aerdbios: metodologia da Contagem Total de Aerobios
Mesofilos (American Public Health Association, APHA, 2001) foi utilizada.
Preparadas as diluicées a 10™, 102 e 103, realizou-se o plaqueamento em
profundidade em agar para contagem total (PCA) (HMEDIA Laboratories),
em duplicata. Fez-se a incubacéo das placas invertidas a 35 °C + 1 °C, por
48 h £ 2 h. Determinou-se 0 numero de Unidades Formadoras de Colbnia
(UFC) por grama de morango e os resultados foram expressos em logaritmo

dessa contagem (log UFC.g™%).

27



b) Fungos Filamentosos e Leveduras: utilizou-se o Método da Contagem
Total de Fungos Filamentosos e Leveduras (TOURNAS et al., 2001). Foi
realizado o plagueamento em superficie, com auxilio de alca de Drigalski,
em Agar Batata Dextrose (BDA) (HMEDIA Laboratories) acidificado com
acido tartarico 10 % (pH 3,5), em duplicata. Depois de secas, as placas de
Petri foram incubadas a 25 °C = 1 °C por 5 dias. Com a leitura das placas,
determinou-se o nimero de UFC.g™ e os resultados foram expressos em log
UFC.g*

c) Psicrotréficos: foi utilizada a Contagem Total em Placas de psicrotroficos
(APHA, 2001), seguindo-se do plaqueamento em superficie em Agar para
Contagem (PCA), (HMEDIA Laboratories), em duplicata, com incubacéo das
placas a 7 °C + 1 °C por 7 a 10 dias. A contagem destes micro-organismos
foi expressa em numero de UFC.g™" de amostra e os resultados expressos

emlog UFC.g™.

d) Salmonella spp.: utilizou-se a metodologia de pré-enriqguecimento,
enriquecimento seletivo e plaqueamento diferencial, conforme APHA (2001)
com modificacdes. Para pré-enriqguecimento, 50 g da amostra foram
diluidas em 450 mL de solucédo salina peptonada tamponada e incubada a
45 °C + 0,5 °C, por 24 h. Apés agitacdo em agitador de tubos, tipo vortex
(Marca Biomixer, modelo QL-901), esse meio foi transferido em aliquotas
de 1 mL para tubo contendo 9 mL de Caldo Tetrationato (TT), (Isofar
Micromed), e 0,1 mL em 9,9 mL do Caldo Rapaport-Vassilidis (RV),
(HMEDIA Laboratories). Incubados a 42 °C £ 0,5 °C, por 24 h, para
enriquecimento seletivo. Desses tubos, foram retirados 0,1 mL para
plagueamento diferencial em Agar Rambach (Merck®), incubado a 37 °C +
1 °C, por 24 h. Dos tubos com aspecto caracteristico, as colénias foram
estriadas em placas com Agar Salmonella-Shigela (SS) (colénias incolores
com ou sem centro preto em meio amarelo pardo), Agar Hecktoen Entérico
(HK) (colbnias transparentes, verde-azuladas, com ou sem centro preto) e
Agar Salmonella Diferencial Modificado - RajHans (RJ) (colénias

vermelhas) e, posteriormente, incubadas em estufa a 35 °C + 1 °C por 24 h.
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Os resultados foram expressos por presenca/auséncia em 25 g de

morango.

4.2.2 Caracterizacdao fisica e quimica dos morangos Oso Grande

As analises fisicas e quimicas foram realizadas no Laboratério de
Bromatologia e no Laboratério de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de
Nutricdo da UNIFAL-MG.

As seguintes andlises foram realizadas nos morangos, com trés

repeticdes:

a) Solidos Soluveis (SS): obtida em refratdmetro digital Atago PR-100
(ATAGO Co. Ltd, Tokyo, Japéo), sendo cinco leituras realizadas a partir da

amostra triturada, em cada repeticdo e os resultados expressos em ° Brix.

b) Acidez Total Titulavel (ATT): determinada por titulagdo com solucéo de
hidroxido de sodio (NaOH) 0,1 N, padronizado, usando potenciometria, com
viragem ao alcancar-se pH de 8,1 (IAL, 2008), em triplicata para cada
amostra. Os resultados foram expressos em % de acido citrico.

Pesaram-se 10 g de amostra triturada e adicionaram-se 100 mL agua
recém-destilada. Manteve-se a agitacdo com agitador magnético durante

titulacdo com NaOH 0,1 N até alcancar pH 8,1, medido por potenciometria.

c) Relacdo SST/ATT: Relacéo obtida a partir do quociente da divisdo entre
sélidos soluveis e acidez total titulavel, para indicar indice de qualidade

relacionada a maturidade e sabor dos morangos, em triplicata.

d) Potencial Hidrogeniénico (pH) : determinado por eletrometria, com uso do
potenciémetro digital Gehaka Modelo PG1800, segundo técnica da AOAC
(1997).

Pesaram-se 10 g amostra triturada e adicionaram-se 100 mL agua recém
destilada. Usou-se agitacdo para que as particulas ficassem uniformemente
suspensas e determinou-se o pH, com o aparelho previamente calibrado, em

triplicata.
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e) Textura: medida com texturometro TA — XT Express Stable Micro Systems
com probe cilindrico P75, na regido equatorial do morango. Seguiram-se as
seguintes condi¢cdes de operacdo: medida de compressdo com velocidade
pré-teste de 1,5 mm.s™; velocidade teste de 1,5 mm.s™; e de p6s teste de 10
mm.s* e distancia de 10 mm. Foram utilizados 10 frutos de cada repeticéo.

f) Cor: A avaliacé@o da cor foi realizada por meio de colorimetro Color Reader
CR-10 (Konica Minolta®), no Sistema da Commision Internationale
L'Eclairage (CIE) L*, a* e b* calibrado previamente. As leituras foram
realizadas em 2 pontos opostos da regido equatorial de 10 amostras de cada
repeticdo. A partir das coordenadas a* e b* determinou-se o angulo Hue (°H)
e croma (C) por meio das seguintes formulas:

Hue = °H = tan™ (b*/a*)

Croma = C = [(a*)* + (b*)*]*?

4.2.3 Delineamento experimental e anélises dos resultados

Para caracterizacdo dos morangos, usou-se 0 delineamento
inteiramente casualizado, em trés repeticoes.

Os resultados das contagens microbiolégicas de mesdfilos aerdbios,
psicrotroficos, fungos filamentosos e leveduras e salmonella corresponderam
a meédia obtida das andlises em cada repeticao.

O mesmo procedimento foi realizado para os resultados de SS, ATT,
razao SS/ATT, pH.

As meédias obtidas foram comparadas com resultados de outros
trabalhos, disponibilizados na literatura, relacionados a morangos Oso

Grande.

4.3 Eficiéncia da sanitizacdo de morangos aderidos intencionalmente

com Escherichia coli
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Realizou-se o0 teste desafio com ultrassom, acido latico e
dicloroisocianurato de sodio e suas combinagdes para inativar Escherichia
coli ATCC 11229 inoculadas na superficie de morangos Oso Grande.

Este teste constou da avaliacdo do potencial do sanitizante para
inativar Escherichia coli ATCC 11229, obtida no Laboratério de Higiene e
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigcosa (LHMA/DTA/UFV), e inoculada

intencionalmente nos morangos in natura (Figura 3).

RECEPCAOQ/
SELECAO
ANALISE
""""""" >  MICROBIOLOGICA
INOCULACAO
(10°log UFC.g™
ANALISE
___________ » MICROBIOLOGICA -
E. coli

SANITIZACAO*

l

ANALISE
MICROBIOLOGICA -
E. coli

Figura 3 - Esquema bésico de avaliacdo da eficiéncia dos sanitizantes sobre
Escherichia coli aderidas ao morango

Foram estabelecidos dez tratamentos para avaliar a eficiéncia do
ultrassom e do acido latico como sanitizantes de morangos Oso Grande,
usados isoladamente ou em combinacdo entre si, além do

dicloroisocianurato de sédio e a agua de potavel (Tabela 4).
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A partir da suspensdo desse micro-organismo em Agar BHI, em fase
logaritmica de crescimento fez-se uma suspensdo em 9 mL de solugdo
salina esterilizada, de forma a obter com turvagéao igual ao tubo 10 da Escala
de McFarland, cuja concentracdo estimada é, aproximadamente, de 3,0 x
10° bactérias.mL™ (PELOSO et. al., 2010).

Para a adesdo bacteriana, 10 mL da suspensdo de bactérias foram
acrescidos a 1 L de solucdo salina 0,85 % esterilizadas, seguindo-se de
agitacdo em shaker (Ethik Technology, Modelo 109-1) por 5 min a 100 rpm.
Na sequéncia, 1000 g morangos foram colocados nessa solucéo,
assepticamente, e realizada novamente a agitagao por 10 min a 150 rpm. Os
morangos permaneceram imersos nessa solucdo a 20 °C, por 2 h. ApGs
esse periodo, os morangos foram drenados, acondicionados em sacos

plasticos esterilizados e mantidos sob temperatura de 10 °C por 6 h.

Tabela 4 Tratamentos realizados para teste de desafio do sanitizante

Tratamento Sanitizante 1 Sanitizante 2

1 US* (40kHz) 0

5 US (40 kHz2) DCIS** (ﬁsr%rggrj)ll__'lcéog)) residual

3 US (40 kHz) DCIS (50 mg.l;l: c:IoGr’c:))residual livre

4 0 DCIS (100 mg.L™, cloro residual
livre e pH = 6,0)

5 0 DCIS (50 mg.L™ cloro residual livre

epH =6,0)

6 US (40 kHz) Acido Latico 2 %

7 US (40 kHz) Acido Latico 1 %

8 0 Acido Latico 2 %

9 0 Acido Latico 1 %

10 Controle (agua potavel) 0

*US = Ultrassom; **DCIS = dicloroisocianurato de sédio

Apés o periodo para adesdo, os morangos foram sanitizados,

conforme o0s tratamentos propostos, por 10 min, sendo a &gua de
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imersdo/banho ou diluicdo resfriada (12 — 14 °C) e isenta de cloro, exceto a
potavel (Tratamento 10).

A contagem inicial de micro-organismos foi determinada utilizando a
técnica da lavagem superficial (50 g de morango para 450 mL de solucéo
salina 0,85 %, com agitacdo em shaker, Ethik Technology, Modelo 109-1,
por 5 min, a 350 rpm). Usando 1 mL do homogenato foram preparadas
solucdes decimais seriadas em solucéo salina 0,85% esterilizada (10, 107,
103, 10, 10°, 10°, 107, 10%, 10°). Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo
foram plaqueadas em duplicata em Placas Petrifim™ para E. coli e
incubadas por 48 h + 2 ha 35 °C + 1 °C, de acordo com Método 991.14 da
AOAC (2000), com trés repeticbes. Em cada tratamento, os morangos foram
previamente inoculados por imersdo em uma Suspensao com
aproximadamente 10° UFC.mL*de E.coli ATCC 11229.

O tratamento com ultrassom foi aplicado em uma cuba retangular com
agua resfriada na frequéncia de 40 kHz, poténcia de 120 W, com capacidade
de 6 L (Soniclean Sabders).

O dicloroisocianurato de sédio (DCIS), Hidrosan Plus®, com
concentracéo de 51 %, foi dissolvido em agua resfriada conforme orientacao
do fabricante para a obtencdo das concentracdes de 100 mg.L™" e de 50
mg.L™ de cloro residual livre, confirmadas por titulagdo com tiossulfato de
sédio, e pH de 6,0.

O 4cido latico (VETEC®) 85 % pureza foi diluido em agua sem cloro
nas concentracdes de 1 % e 2 %.

Para todos os tratamentos utilizou-se agua proveniente de um
resfriador com filtro de carvao ativado para remocéo do cloro, com excecao
da agua potavel.

A dosagem de cloro residual livre da 4gua potavel indicou 0,1 mg.L™,
por meio do uso do kit Chlor-Test, Método colorimétrico, DPD 0,1 a 2 mg.L™

Cl,, Microquantitativo (Merck®).

4.3.1 Delineamento experimental e andlises dos resultados

Para a avaliacdo da eficiéncia dos sanitizantes, usou-se o0

delineamento inteiramente casualizado com dez tratamentos (Quadro 1), em
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trés repeticées. Os resultados da reducao decimal de Escherichia coli por
grama de morango foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e as
meédias comparadas estatisticamente pelo Teste de Duncan, a 5% de
probabilidade.

Utilizou-se o programa estatistico SAS (Statistical Analysis System —
SAS Institute Inc., North Carolina, USA, 1989) versao 9.1 licenciado para a
Universidade Federal de Vicosa.

4.4. Estabilidade e qualidade dos morangos minimamente processados

Apos a determinagao da eficiéncia dos sanitizantes testados em sua
menor concentracao efetiva, investigou-se a estabilidade e qualidade fisica,
guimica e microbiologica dos morangos minimamente processados,

armazenados sob refrigeracdo a 5 °C, por até 9 dias.

4.4.1 Processamento minimo do morango

O esquema do processamento minimo dos morangos esta resumido
na Figura 4.

Os morangos selecionados manualmente com base no grau de
maturacao (3/4 e 4/4 vermelhos) e sem injurias tiveram o pedunculo e célice
removidos com auxilio de faca de ago inoxidavel.

Apés essas etapas, os morangos foram sanitizados por 10 min com
os melhores tratamentos verificados previamente: a) acido latico 1 % (pH=1;
temperatura média de 14 °C) ou b) acido latico 1 % associado com
ultrassom 40 Hz (pH=1; temperatura média de 14 °C). Utilizou-se como
controle a agua potavel (pH=6; temperatura média de 22 °C; teor médio de
cloro livre = 0,1 mg.L™).

Para os banhos de acido latico com ou sem ultrassom utilizou-se agua
sem cloro, proveniente de um resfriador com filtro de carvao ativado para

remocao do cloro.
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MORANGOS
SELECAO

l

REMOCAO DO CALICE E
PENDUCULO

|

SANITIZACAO

l

DRENAGEM

|

EMBALAGEM

|

ARMAZENAMENTO
4 °C / UR 85%

Figura 4 - Esquema basico do processamento minimo dos morangos Oso
Grande

Apés a sanitizacdo, os morangos foram drenados por 10 min, com
auxilio de papel toalha esterilizado. Na etapa seguinte, acondicionaram-se
os pseudofrutos, em embalagens de polietileno tereftalato (PET) recobertas
com filme flexivel de policloreto de vinila (PVC), 12 um, mantidas sob

refrigeracdo a 5 °C e umidade de 85 %, por até 9 dias.
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As avaliacdes da qualidade microbioldgica, fisica e quimica foram
realizadas nos tempos: zero, 3, 6 e 9 dias consecutivos ao processamento,

para todas as caracteristicas avaliadas.

4.4.2 Andlise da qualidade microbiolégica dos morangos

minimamente processados

As analises microbioldgicas realizadas foram aquelas mesmas descritas

no item 4.2.1 “Caracterizacdo microbiol6gica”

4.4.3 Andlise da qualidade fisica e quimica dos morangos

minimamente processados

Além das analises descritas no item 4.2.2 “Caracterizacao fisica e
guimica dos morangos Oso Grande”, realizou-se também:
- Perda de Massa: obtida por meio da diferenca entre as pesagens das
embalagens contendo o produto, em cada intervalo de tempo em relagéo ao
peso inicial, em balanca digital analitica eletrébnica Radwag Modelo AS
220/C/2, com capacidade de 200 g e precisdo de 0,001 g. Os resultados

foram expressos em porcentagem de perda de massa.

4.4.4 Delineamento experimental e andlise dos resultados

O efeito da sanitizacdo sobre a contagem dos micro-organismos foi
testado pela analise de variancia (ANOVA), sendo as médias comparadas
pelo Teste de Duncan, com significancia de 95%.

Para qualidade microbiolégica, fisica e quimica dos morangos
minimamente processados utilizou-se um delineamento em parcela
subdividida, com tratamentos de sanitizantes (acido latico; ultrassom + acido
latico; agua potavel), inteiramente ao acaso, nas parcelas e o tempo de
armazenamento, a 5 °C, nas subparcelas (tempos zero, trés, seis e nove
dias), com trés repeticdes. Os resultados relativos aos sanitizantes foram
analisados ANOVA e ao tempo por meio de regressao. Quando necessario,
as médias foram comparadas pelo Teste de amplitudes multiplas de Duncan,
a 5% de probabilidade.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Caracterizacdo da matéria-prima

Os morangos apresentaram padrdo de qualidade adequado para o
processamento minimo, conforme caracterizacdo microbiologica, fisica e

guimica realizada.

5.1.1 Aspectos microbiolégicos da matéria-prima

A contagem de alguns micro-organismos presentes nos morangos

utilizados para processamento minimo € apresentada na Tabela 5.

Tabela 5- Caracterizacdo microbiolégica dos morangos Oso Grande
utilizados para processamento minimo, 2013.

Variavel Resposta (média £ desvio padréo)*
Meso6filos aerébios 3,5+ 0,75 Log UFC.g*
Psicrotréficos 3,4+0,10 Log UFC.g*
Fungos filamentosos e leveduras 3,5+ 0,45 Log UFC.g™
Salmonella ssp. Auséncia em 25 g

*Média de trés repeticoes

A presenca dessa microbiota pode ser originaria de fontes
relacionadas ao cultivo, envolvendo condi¢do fitossanitaria das mudas, o
contato com o solo, o uso de fungicidas e a qualidade da agua de irrigacéo.
Inclui ainda as condi¢cBes de colheita, como uso de cestos de madeira,
higiene das maos dos produtores, contato com o solo e com frutos doentes;
de acondicionamento e de transporte (MATTOS; ANTUNES, 2007;
SANHUEZA et al., 2005). A adocédo das Boas Praticas Agricolas e das Boas
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Praticas na manipulacédo desses frutos é primordial para obtencéo de frutos
de melhor qualidade sanitaria (MORETTI, 2008).

Abadias et al. (2008), ao avaliarem a qualidade microbiol6gica de
frutas minimamente processadas adquiridas do comércio da regido de
Catalunha, Espanha, entre 2005 e 2006, constataram contagem de bactérias
meséfilas aerébias que variaram de 2,0 a 7,1 log UFC.g™ e de psicrotréficos
de 1,7 a 7,1 log UFC.g* e de fungos filamentosos e leveduras de 1,7 a 4,9
log UFC.g", também n&o foram detectadas salmonela, Listeria
monocytogenes e E. coli O157:H7.

Ainda que as maiores preocupacdes de seguranca alimentar da
cadeia produtiva estejam relacionadas a contaminacao por bactérias e virus
patogénicos e a presenca de residuos de pesticidas (VAN BOXSTAEL et al.,
2013), a presenca de micro-organismos deterioradores podem comprometer
a vida de prateleira dos produtos e reduzir o percentual aproveitavel dos

alimentos.

5.1.2 Aspectos fisico e quimico da matéria-prima

Na Tabela 6 esta apresentada a caracterizacao fisica e quimica inicial

dos morangos Oso Grande.

Tabela 6 - Caracterizacdo fisica e quimica dos morangos Oso Grande
utilizados para processamento minimo.

Variavel Resposta (média + desvio padrao)
pH 3,71 + 0,003
Solidos Soluveis 7,7 £ 0,42 °Brix
Acidez total titulavel 1,0 £ 0,18 % &cido citrico
Firmeza 1,92 +0,52 N
L* 44,1 + 3,84
° Hue 26,7 £6,95
Croma 30,7 + 3,82

Média de trés repeticdes
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Alguns dos resultados apresentaram semelhanga com dados relativos
a mesma variedade avaliada, e produzida em Bom Repouso, Sul de Minas
Gerais, sendo o teor de sélidos soluveis de 8,1 °Brix, acidez total titulavel de
0,90 % de &cido citrico e pH de 3,79 (PADUA et al., 2006). Resende et al.
(2008), também constataram o teor de soélidos solaveis médio de 7,8 °Brix
para variedade Oso Grande, porém o teor de acidez total titulavel
correspondeu a 0,80 % de &cido citrico.

Fumis et al. (2003), ao compararem diferentes cultivares de morango
puderam constatar o pH de 3,19 da variedade Oso Grande, sendo uma das
menos acidas, caracteristica favoravel para o consumo in natura. Costa et al.
(2011) detectaram, para variedade Dover pH de 3,17. Reis et al. (2008)
verificaram pH de morangos Oso Grande proximos a 3,70 e Alves (2009) de
3,69. Essas diferencas podem estar associadas ao grau de maturacdo dos
morangos, que favorecem a reducdo de acidos e ao aumento do pH
(FRANCOSO et al., 2008).

As coordenadas de cor demonstraram tratar-se de pseudofrutos com
cor vermelha intensa. Pelayo, Ebeler e Kader (2003) obtiveram resultados
semelhantes, ao avaliarem outras variedades de morango, como a Selva,
com valores de L* 37,3; ° Hue de 31,5 e croma 44,0, em ponto de colheita %
e 4/4 maduros.

A média do valor de firmeza foi numericamente inferior & encontrada
por Cantillano et al. (2008) para outras variedades de morango, sendo
Ventana 2,31 N; Aromas, 2,88 N; e Camino Real 3,13 N. Pode-se associar
essas diferencas entre as cultivares e estadio de maturacéo, condi¢cdes de
colheita e de conservacao pos colheita.

Associando-se o valor de firmeza determinado com os demais dados,
verifica-se que 0s morangos usados como matéria-prima para
processamento minimo estavam maduros e em condi¢cdo adequada para

consumo in natura.
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5.2 Eficiéncia da sanitizagcdo de morangos aderidos intencionalmente

com Escherichia coli

O uso do acido latico demonstrou maior capacidade de reducéo de E.
coli no teste de desafio dos sanitizantes (Tabela 7). Os tratamentos com
acido latico isoladamente e em combinacdo com ultrassom apresentaram
redugédo na contagem de E. coli. em, pelo menos, 3 ciclos log. Contudo, 0
uso de DCIS 50 mg.L* e do ultrassom isoladamente proporcionaram
reducéo menor que 0,5 log UFC.g™.

Tabela 7 - Média da reducdo decimal da contagem de E. coli apés a
utilizacdo de diferentes sanitizantes (Log UFC.g™)

Média* da reducédo decimal

Tratamento (Log UFC/g)
Acido latico 2% 4,4 +0,27a**
Acido latico 1% 3,9+0,67a
US** 40 KHz + Acido latico 2% 3,5+0,96a
US 40 KHz + Acido latico 1% 3,5+0,93a
US 40 KHz + DCIS 100 mg.L™ 2,0+0,24b
DCIS 100 mg.L™ 1,5+ 0,53b
DCIS 50 mg.L™ 1,4 +0,33bc
Controle H,O potavel 1,1+ 0,34bcd
US 40 KHz + DCIS 50 mg.L™ 0,4 £ 0,33cd
US 40 KHz 0,2 £0,24d

* Média de trés repeticdes
** US — ultrassom; DCIS — dicloroisocianurato de sddio; H.O — agua;

*** Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan (p >
0,05).

Wang et al. (2013) verificaram que o aumento na concentracdo de
acido latico (0,5 % a 2 %) apresentou reducdo decimal significativa (p <
0,05) na populacdo dos patdgenos Listeria monocytogenes, E. coli O157:H7
e S. Typhimurium inoculados em brotos de I6tus. Velazquez et al. (2009)

verificaram reducéo de 5,08 log UFC.g™ Yersinia enterocolitica em tomates
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apos sanitizacdo com acido latico 0,2 %. A reducao de E. coli O157:H7 em
alfaces foi de 1,71 log UFC.g™* com uso deste acido a 1 %.

A eficiéncia do acido latico est4 associada a concentracdo, ao tempo
de contato, ao pH do meio, aos micro-organismos envolvidos e sua
quantidade e a natureza da superficie do alimento a ser sanitizado (OLMEZ;
TEMUR, 2010; AKBAS; OLMEZ, 2007a).

Em outro estudo, o efeito combinado do ultrassom (40 kHz) com
acidos organicos (0, 3 %, 0,5 %, 0,7 %, 1,0 % e 2,0 %), inclusive o &cido
latico, por 5 min, foi mais efetivo que os tratamentos isolados para reducdo
de Listeria motocytogenes, E. coli O157:H7 e S. Typhimurium inoculadas em
alfaces organicas frescas (SAGONG et al. 2011).

O uso dos acidos organicos pode ser favoravel para reducdo da
contagem microbiana, a depender das condicdes do meio e caracteristicas
do alimento, além dos micro-organismos contaminantes (RAJKOVIC;
SMIGIC, DEVLIEGHERE, 2010). O uso do acido citrico, nas concentracdes
de 0,5 %, 1,0 % e 1,5 %, por 0, 3, 6, 9 e 12 min, ndo foi efetivo para reducéo
de E. coli ATCC 11775 em alfaces, tomates e cenouras (BERMUDEZ-
AGUIRRE, BARBOSA-CANOVAS, 2013).

Essa ineficiéncia na sanitizacdo pelo ultrassom neste estudo pode
estar associada aos aspectos relacionados ao pseudofruto, como topografia
da superficie e densidade; e relativos ao uso do ultrassom, como a
intensidade e a frequéncia do gerador de ultrassom, o tempo de contato e a
temperatura do meio e o design do equipamento; e, ainda, aos micro-
organismos presente (ADAY et al., 2012; CAO; HU; PANG, 2010;
PIYASENA, MOHAREB; McKELLAR, 2003; RASO et al., 1999).

A presenca do cesto e 0 contato entre 0s morangos, que tendem a se
agregarem em meio liquido (Figura 5) podem ter dificultado a acéo fisica
promovida pela cavitacdo e desfavorecido a formacédo de radicais livres e
danos ao DNA da célula microbiana, condicbes essas importantes para
efetividade do ultrassom como sanitizante (CHANDRAPALA et al., 2012,
CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011; RAWSON et al., 2011).

Durante as etapas piloto, testou-se a sanitizacdo dos morangos sem 0 uso
do cesto, mas a tendéncia dos pseudofrutos era flutuarem nos meios usados

(dgua e solucéo do acido latico), reduzindo o contato.
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Figura 5 - Disposi¢cado dos morangos na cuba de ultrassom para sanitizacéo

A frequéncia do ultrassom tem implicacéo na reducdo da contagem de
micro-organismos e também na aparéncia das frutas. O uso do ultrassom a
40 kHz foi mais efetivo na reducdo da microbiota presente em morangos e
manutencdo da qualidade durante a estocagem, em comparacdo com
frequéncia de 25 ou 28 ou 59 kHz (p< 0,05) (CAO et al., 2010).

De acordo com Huang et al. (2006), o ultrassom 170 kHz, utilizado
isoladamente, por 3, 6 e 10 min, ndo apresentou efetividade na reducao de
Salmonella e E. coli O157:H7 inoculadas em alfaces e em macas, com
reducdo menor que 0,9 log UFC.g* atribuida ao efeito de lavagem. Esse
resultado melhora ao associar o ultrassom ao didxido de cloro, 5, 10, 20 e 40
mg.L™. Contudo, o efeito sanitizante sobre as bactérias inoculadas na maca
foi maior do que sobre aquelas presentes na alface (p<0,05). Os autores
atribuiram essa diferenca a superficie irregular das folhas de alface, pois a
superficie da macéa permite um maior contato da onda ultrassénica e facilita
a acao do diéxido de cloro. As superficies irregulares, como da alface e do
morango podem proporcionar alguma protecdo para as células bacterianas,
dificultando a remocéo e, ou eliminacao.

Ajlouni et al. (2006) ndo obtiveram efetividade com o uso do
ultrassom, 40 kHz, em combinacdo com solu¢des de acido peracético
(0,005%, 0,01% e 0,02%), acido acético (0,025%, 0,05%, 1% e 2%),
perdxido de hidrogénio (0,025%, 0,05%, 1% e 2%) e hipoclorito de calcio
(100 mg.L™ e 200 mg.L™), e com variacéo de tempo e de temperatura (2, 6,

10 e 20 min; 4, 20 e 50 °C) para sanitizacao de alfaces. Em todos o0s casos,
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nao apresentaram efeito significativo na redugdo da contagem de
psicrotroficos (p> 0,05), e naqueles tratamentos com maior tempo de contato
provocaram efeitos indesejaveis na aparéncia.

Outro fator importante é o posicionamento da sonda ultrassénica, que
pode favorecer a distribuicdo ndo uniforme e, a depender das condi¢des do
meio, dificultar a propagacao e formacéo do fendbmeno de cavitacado (ZHOU;
FENG; LUO, 2009).

Ha ainda que se considerar a acdo mecéanica do ultrassom, provocada
pelo colapso das bolhas da cavitacdo, capaz de desagregacdo de células
aderidas a superficie do morango. Com isso, pode ter favorecido a uma
maior contagem no numero de E. coli, sem efetivamente elimina-las. Mason
et al. (2005) destacam inclusive, a esse respeito, a vantagem do uso do

ultrassom em combinagdo com um sanitizante quimico.

5.3 Estabilidade e qualidade dos morangos minimamente processados

5.3.1 Qualidade microbiolégica dos morangos minimamente

processados

Apés a sanitizacdo, o uso do &acido latico 1 % possibilitou uma
reducdo média na contagem de meséfilos de 3,1 Log UFC.g*, sendo

estatisticamente diferente dos demais sanitizantes (Tabela 8).

Tabela 8 - Reducéo decimal média da contagem de micro-organismos apés
a sanitizacdo, utilizando diferentes sanitizantes (Log UFC.g™)

Reducdo Decimal da Contagem Microbiana (Log UFC.g™Y)*

Tratamento Meséfilos Psicrotroficos Fungos filamentos
e Leveduras
Agua Potéavel 1,5b* 1,3a 1,0a
Acido Latico 1 % 3,1a 1,3a 0,9a

Ultrassom + Acido latico 1

a
% 1,90 0,8 1,1a

* Média de trés repeticdes

**Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan (p >
0,05)
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No entanto, as reduc¢des decimais da contagem de psicrotréficos e de
fungos filamentos e leveduras, ndo apresentaram diferencas significativas
entre 0s sanitizantes utlizados (p=0,45, e p=0,82, respectivamente).
Verificou-se uma reducéo média de 1,1 log UFC.g™ de psicrotréficos e de
1,0 log UFC.g™ de fungos filamentos e leveduras.

Os tratamentos de sanitizacdo apresentaram efeito significativo sobre
a contagem de mesdfilos aerébios (p < 0,02). Diferentemente, o tempo de
armazenamento e a sua interacdo com 0s tratamentos nao apresentaram

efeito significativo, p = 0,05; p = 0,77, respectivamente (Tabela 9).

Tabela 9 - Resumo da ANOVA de mesofilos aerébios, psicrotréficos e fungos
filamentosos e leveduras avaliados no processamento minimo de morangos
Oso Grande.

Variavel Fonte Variagdo GL QM Prob > F CV%
Sanitizantes 2 4,4723 0,022*
Residuo (a) 6 0,5808 13,18
'\A"esfjﬂ.'os Tempo 3 25962 0,0511"
erobios

Sanitizantes *tempo 6 0,4465 0,7717*

Residuo (b) 18 0,8281 11,4

Sanitizantes 2 0,0685  0,7442"*

Residuo (a) 6 0,2205 15,47
Psicrotréficos Tempo 3 3,8807 <0,0001*

Sanitizantes *tempo 6 0,1529 0,4490 "%

Residuo (b) 18 0,1513 12,82
Sanitizantes 2 0,1083 0,5593 "%
Fungos Residuo (a) 6 0,1689 42,24
Filamentos e
Leveduras Tempo 3 3,3092 <0,0001*

Sanitizantes *tempo 6 0,1351 0,4158 "%

Residuo (b) 18  0,1262 50,4

GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo teste de
Fischer
* = Efeito significativo; n.s.= efeito ndo significativo
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O uso do acido latico 1 % isolado e em combina¢do com o ultrassom
proporcionou uma menor contagem de mesofilos aerdbios, em relagdo a
verificada com uso da agua potavel apenas (Tabela 10). J& o tempo de
armazenamento e a interagao deste com os tratamentos de sanitizagcdo nao

apresentaram efeito significativo sobre a contagem desses micro-

organismos (<0,05) (Tabela 11).

Tabela 10 - Média e desvio padrdo da contagem de mesofilos aerébios em
morangos minimamente processados, em relacdo aos tratamentos com uso
de diferentes sanitizantes, durante armazenamento por 9 dias, a 5 °C

Mesoé6filos aerébios

Tratamento (Log UFC.g™h)
Agua Potavel 2,5+0,87a
Acido Léatico 1% 1,3+ 0,99b
Ultrassom + Acido latico 1% 1,6 +0,94b

Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan (p > 0,05)
Média de trés repeticoes.

Tabela 11 - Média e desvio padrdo do logaritmo da contagem de mesofilos
aerobios por grama de morangos minimamente processados, com uso de
diferentes sanitizantes, armazenados por 9 dias, a 5°C.

Tempo de armazenamento (dias)

Tratamento
0 3 6 9

Agua Potavel 20104  19%034 31102 2902

0 5D
So0 . L.
$55% Acidolatico 1,0£0,60 1,3+095 14+112  2,0+0,70
852 1%
= ®© 3
~  Ultrasom + 1,6 +0,1 09+072 20+045 21+161

Acido latico 1 %

Média de trés repeticdes.

Huang e Chen (2011) verificaram maior efetividade no uso do acido
latico (1 %) isolado ou em combinag¢do com outros &cidos organicos (1 %) ou

com peréxido de hidrogénio (1 %) associado ao aquecimento de 40 °C, por 5
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min, na reducdo aproximada de 2,7 log UFC.g*" de E. coli O157:H7,
inoculadas em espinafres minimamente processados, em comparagcao com
outros acidos organicos ou agua clorada ou peréxido de hidrogénio isolados,
associados com aquecimento.

Nesse estudo, o &cido latico foi mais efetivo sobre os micro-
organismos aerobios mesobfilos, em comparacdo com os resultados obtidos
para psicrotréficos e fungos filamentosos e leveduras.

Os &cidos organicos tém efeito tanto sobre células Gram-positivas
guanto Gram-negativas. No interior da célula, as moléculas dos acidos se
ionizam apos dissociacao e promovem reducao do pH. Essa condi¢cdo pode
inibir a glicdlise, com alteracdo na permeabilidade das membranas e inibicéo
do transporte ativo. Como consequéncia, afeta o transporte de substratos,
inclusive a eliminacéo de protons para o exterior celular. Destaca-se ainda
como acao dos acidos organicos a inibicdo da cadeia de transportes de
elétrons. Assim, o &cido latico provoca transtorno em todo metabolismo da
célula microbiana (RAYBAUNDI-MASSILIA et al., 2009)

O efeito da interacdo dos tratamentos de sanitizacdo com o tempo de
armazenamento, a 5 °C, também nao proporcionou diferencas significativas
na contagem de psicrotroficos (p=0,4490) e de fungos filamentosos e
leveduras (p=0,4158) dos morangos minimamente processados. Porém, o
tempo de armazenamento influenciou significativamente (p < 0,001 para
ambos) a contagem desses micro-organismos, sendo o modelo linear da
regressao o que melhor representou os resultados.

Na Figura 6 € apresentada a contagem desses micro-organismos com
as respectivas estimativas, com base na equacao de regressdo em funcéo
do tempo, para cada tratamento.

A sanitizacdo, por mais eficiente, ndo € capaz de eliminar
completamente a microbiota presente nos morangos. Assim, durante o
periodo de armazenamento percebeu-se o aumento na contagem dos
psicrotroficos e dos fungos filamentosos e leveduras.

As condi¢des do meio proporcionadas pelos morangos séo favoraveis
ao crescimento dos micro-organismos, pela umidade e disponibilidade de
nutrientes decorrente de tecidos lesionados durante o armazenamento
(AJLOUNI et al., 2006).
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FUNGOS FILAMENTOSOS E LEVEDURAS PSICROTROFICOS
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Figura 6 - Contagem média e desvio padrdo, em Log UFC.g*, de fungos
filamentosos e leveduras (A, B e C) e de psicrotrdficos (D, E e F) presentes
nos morangos minimamente processados, tratados com diferentes
sanitizantes: &agua potavel (¢); acido latico 1 % (4); ultrassom com acido
latico 1 % (¢) e armazenados por 9 dias, a 5 °C.
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O armazenamento a 5 °C ndo foi impeditivo a multiplicagdo
microbiana, principalmente dos psicrotroficos e dos fungos filamentosos e
leveduras. Tournas; Heeres e Burgess (2006) identificaram a presenca de
leveduras em frutas e saladas de frutas, inclusive de morangos, ainda que
mantidos sob refrigeracdo, indicando a capacidade desses micro-
organismos de resistirem as baixas temperaturas.

Outro fator, o pH é limitador ao crescimento das bactérias, pois muitas
nao toleram pH inferior a 3,5. Mas tem pouco efeito sobre os fungos
filamentosos e leveduras.

ApOGs o sexto ou nono dias, em média, a contagem dos psicrotroficos
e dos fungos filamentosos e leveduras foram superiores a contagem inicial,
antes dos tratamentos de sanitizacdo. Essa contagem nao ultrapassou a
ordem de 10° UFC.g* de psicrotréficos e de 10° UFC.g* e 10* UFC.g™ de
fungos filamentosos e leveduras, nesses ultimos dias de armazenamento.

A qualidade inicial da matéria-prima € requisito essencial para que a
contagem microbiana ndo exceda o maximo permitido. No Brasil ainda nao
h& legislacdo referente a contaminacdo microbiana permitida para frutas e
hortalicas minimamente processadas. Para morangos frescos e similares, a
Resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), prevé apenas a quantificacdo de coliformes a 45 °C e a
pesquisa de Salmonella sp. (BRASIL, 2001).

Existem Guias, Normas ou Requerimentos internacionais
relacionados a producado segura de alimentos, estabelecidos por Comissdes
relacionadas aos 6rgaos governamentais, como o Code of Good Practice for
Fresh Fruits and Vegetables (2010) do Codex Alimentarius, ou pelas
indUstrias e aceitos para a comercializacdo dos produtos, porém sem
estabelecerem parametros especificos para sua seguranca microbiologica
(GOODBURN; WALLACE, 2013).

Comumente, um dos principais contaminantes presentes em
morangos sao os fungos, em especial o Botrytis cinérea, responsavel pelo
mofo cinzento e o Rhizopus stolonifer e Mucor spp pela podriddo mole
(CANTILLANO; SILVA, 2010; TOURNAS; HEERES; BURGESS, 2006). A
presenca de psicrotréficos e mesofilos aerébios compreendem, entre outros

efeitos, acgdo deteriorante. Assim, destaca-se a necessidade da
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determinacdo da contagem desses micro-organismos para auxiliar na
verificacdo da qualidade do produto.

De acordo com revisdo realizada por Ragaert; Devlieghere e
Debevere (2007), contagens microbianas acima de 7 a 8 log UFC.g™ podem
conferir alteracdes na qualidade sensorial de hortalicas minimamente
processadas.

Ainda que a contagem microbiana detectada nesse estudo tenha
atingido valores superiores a quantidade inicial, at¢é o nono dia, isso
representou contaminacéo inferior a 10* UFC.g™" de cada micro-organismo
avaliado. De Giusti et al. (2010) constataram contagem média de mesofilos
aerébios acima de 10° UFC.g* ap6s 24h de armazenamento de saladas
prontas para o consumo, de trés diferentes produtores.

Com essa contagem microbiana pode-se considerar que 0s morangos
minimamente processados apds nove dias de armazenamento a 5 °C
apresentavam condi¢cGes microbiolégicas aceitaveis para consumo. Além da
sanitizacdo, a adocdo das boas praticas em todas as demais etapas foi

essencial para o éxito no processamento.

5.3.2 Estabilidade e qualidade fisica e quimica dos morangos

minimamente processados

O conteudo de sdlidos soluveis, a acidez total titulavel, a raz&o entre
essas duas variaveis e a firmeza dos morangos minimamente processados
nao variaram significativamente (p>0,05) em decorréncia dos tratamentos de
sanitizacdo, do tempo de armazenamento e da interacdo entre esses
(Tabela 12).

Assim, pode-se afirmar que 0os morangos minimamente processados
mantiveram sua qualidade no decorrer dos nove dias de armazenamento,
em termos de teor de sélidos soluveis, acidez, sabor dado pelos acidos e
acucares e sua firmeza.

Os valores médios e o0s respectivos desvios padrdo dos sélidos
soluveis, acidez total titulavel, Razdo SS/ATT e firmeza estdo apresentados
na Tabela 13.
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Tabela 12 - Resumo da ANOVA dos soélidos soluveis (SS), acidez total
titulavel (ATT), razdo SS/ATT e firmeza, avaliados no processamento
minimo de morangos Oso Grande.

Variavel Fonte Variacao GL QM Prob > F cv

Sanitizantes 2 0,1447 0,8983 "*

Solidos Residuo (a) 6 1,3251 15,86
Soluveis Tempo 3 0,4427 0,1545"*
(59) Sanitizantes*tempo 6 0,2379 0,4219"*

Residuo (b) 18 0,2246 6,53
Sanitizantes 2 0,0061 0,4125"*

Acidez Residuo (a) 6 0,0059 8,07
Timg/'el Tempo 3 00106  0,1622"
(ATT) Sanitizantes *tempo 6 0,0021 0,8833"*

Residuo (b) 18 0,0055 7,82
Sanitizantes 2 0,2047 0,7056 "™*

Residuo (a) 6 0,5536 9,71
SR;‘/ZA";.‘FOT Tempo 3 23117  0,0513"*
Sanitizantes *tempo 6 0,4245 0,7453"*

Residuo (b) 18 0,7384 11,21
Sanitizantes 2 0,0298 0,5536"*

Residuo (a) 6 0,0455 10,89
Firmeza Tempo 3 0,0462 0,1235"*
Sanitizantes *tempo 6 0,0264 0,3255"%

Residuo (b) 18 0,0210 7,39

GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Nivel de significancia: 5% de probabilidade pelo
teste de Fischer
* = Efeito significativo; n.s.= efeito ndo significativo

O teor médio de sdlidos soluveis foi de 7,3 °Brix, considerando todos
os tratamentos de sanitizacdo e tempo de armazenamento. Este resultado
foi semelhante ao teor determinado por Pinelli et al. (2011), que constataram
teores médios de soélidos sollveis em morangos Oso Grande de 7,5 a 7,9
°Brix, para aqueles pseudofrutos 3/4 maduros e 4/4 maduros,

respectivamente.
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Tabela 13 - Média e desvio padrdo dos valores de sélidos soluveis (SS),
acidez total tituldvel (ATT), razdo SS/ATT e firmeza dos morangos
minimamente processados com uso de diferentes sanitizantes, armazenados
por 9 dias, a 5 °C.

Tempo de armazenamento (dias)
Tratamento

0 3 6 9
— Agua Potavel 7,2*+1,04 7,7+0,25 7,5+0,99 7,0 +£0,95
=
o
o Acidolaticol% 68+054 78+049 69+049  7.1+033
f‘ﬁ Ult
rasom +
Ao Y 72078  73:067  7,1%091 75045
S AguaPotavel 0,99+0,03 095+0,09 1,03+0,09 0,99 0,07
-5
= o Acidolatico1% 096+004 087%003 10£005 093£0,1
3
- Ultrasom +
S Ao oo . 095£007 091%007 095:013 0,97+005
-  AguaPotavel 72:0928 81:0613 7,3:0664 740539
<
»
®  Acidoldtico1% 71%0828 9,0+0844 69%0798 7,7+1366
lg Ultrasom +
E  faaeon T 77£1300 8120442 7,5£0416 7,8+0616
_ AguaPotavel 196034 206088 204335  1,88+207
=z
.
N Acidolatico1% 1,92+057 1,98+0,35 2144277 1,97 +1,39
=
- Ultrasom + 1784012 2,00+148 1,84+041 1,92 +194

Acido latico 1 %

*Média de trés repeticdes.

**SS = Solidos soluveis; ATT = acidez total titulavel

Apesar de os acidos organicos serem utilizados como substrato para
respiracdo, neste estudo as alteracdes no teor de acidez total titulavel ndo
foram significativas, com média de 0,95 % de acido citrico. Essa acidez dos
morangos pode variar de 0,6 % a 2,3 % de acido citrico, com implicagdes
de menor acidez

no sabor, sendo mais saborosos o0s

(CORDENUNSI; NASCIMENTO; LAJOLO, 2003). Outro fator € o baixo pH

diretas
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dos morangos sanitizados com &cido latico (pH=1,00) pode ter contribuido
para os resultados verificados nesse estudo.

A razdo entre sélidos solluveis e acidez total titulavel de morangos
apresentou média geral de 7,7 °Brix/percentual de &cido citrico, indicando
manutencdo da qualidade, dado o balanco entre acucares e acidos. O
estadio de maturagéo tem sido correlacionado com o balango entre agucares
e acidos, pois essa relacdo afeta diretamente o sabor e aceitacdo da fruta
pelo consumidor (CANTILLANO; SILVA, 2010).

As alteracbes ndo significativas da firmeza do morango, apds os
tratamentos de sanitizacdo (p=0,4021), durante o periodo de
armazenamento (p = 0,1235), bem como decorrentes da interacdo entre
tratamentos e tempo de armazenamento (p=0,3255) indicaram preservacao
da textura, com meédia geral de 1,96 N.

Pelayo, Ebeler e Kader (2003) constataram diferencas na firmeza de
morangos das cultivares Selva, Diamante e Aromas, no decorrer dos 12 dias
de armazenamento a 5 ©°C, apresentando medias iniciais de,
aproximadamente, 3,0 N. Os autores ainda ressaltaram que a baixa
temperatura e altas concentracbes de CO, podem aumentar a firmeza dos
frutos.

Pode-se sugerir, para as condicdes de armazenamento desse estudo,
uma acdo discreta das enzimas polimetilesterase e poligalacturonase na
despolimerizacdo e solubilizacdo dos constituintes da parede celular
(GOULAS; MANGANARIS, 2011). E, ainda, que a microbiota presente nao
foi suficiente para provocar alteracdes na textura (RAGAERT et al., 2006).
Essa condicdo de preservacdo da firmeza desse pseudofruto é relevante
para a determinacdo do periodo de armazenamento para comercializacao
(HERNANDEZ-MUNO?Z et al., 2008).

Cao, Hu e Pang (2010) verificaram que morangos da cultivar
Fengxiang tratados com ultrassom a uma frequéncia de 40 kHz e poténcia
250 W e por, no maximo, 10 min mantiveram firmeza maior que tratamentos
mais intensos e prolongados.

Cordenunsi, Nascimento e Lajolo (2003) destacaram que alteracdes
na qualidade de morangos de diferentes cultivares durante o

armazenamento estdo associadas a cultivar; condi¢cdes de cultivo; estadio de

52



maturacao; e condi¢cbes pos-colheita, inclusive temperatura.

Em outros estudos, o ultrassom tem sido indicado como uma técnica
ndo térmica efetiva para manutencdo da qualidade de frutas por periodos
prolongados, inclusive morangos. Como demonstrado por Aday et al. (2012)
morangos tratados com ultrassom em frequéncia de 20 kHz e poténcias de
30 W ou 60 W, por 5 ou 10 min apresentaram melhor textura, conteudo de
sélidos solaveis e cor, além do controle do crescimento de fungos
filamentosos, em relacdo ao controle e ao uso de poténcia de 90 W,
mantendo-se a mesma frequéncia, armazenados por até quatro semanas.

O pH dos morangos minimamente processados apresentou variacao
significativa (p=0,0014) em decorréncia dos tratamentos de sanitizagéo e do
tempo de armazenamento (p=0,0057), mas nao da interacao entre ambos (p
= 1,0000).

O uso do ultrassom associado ao acido latico aumentou o pH
comparado aos demais tratamentos aplicados aos morangos minimamente
processados (Tabela 14). Isto pode ser decorrente da acéo sinérgica dos

dois, pois a sanitizagcdo apenas com acido latico ndo provocou tal efeito.

Tabela 14 - Média e desvio padrdo do pH dos morangos minimamente
processados, em relagdo aos tratamentos com uso de diferentes
sanitizantes, durante armazenamento por 9 dias, a 5 °C.

Tratamento pH*
Potavel 3,61 + 0,03b**
Acido latico 1% 3,60 + 0,02b
Ultrassom + Acido latico 1% 3,67 +0,03a

* Média de trés repeticdes
** Médias, seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si, pelo Teste de Duncan (p>0,05)

Alguns estudos tém evidenciado a degradacdo de compostos,
formacao de radicais livres e modificacdo indesejaveis, como degradacao de
pigmentos e de &cido ascérbico de alguns alimentos por a¢do do ultrassom
(PINGRET; FABIANO-TIXIER; CHEMAT; 2013).
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O tempo de armazenamento influenciou o pH com aumento até o
terceiro dia, seguindo-se declinio posterior até sexto dia e outro aumento,
com valores préximos aos verificados no dia inicial de armazenamento
(Figura 7).

4 -
3,8 -
3,6 -
T
o
3,4 -
3,2
3 T T T 1
0 3 6 9
Tempo de armazenamento (dias)
=¢=—Agua torneira == Acido Latico 1% Ultrassom + Acido latico 1 %

Figura 7 - Valores médios do pH dos morangos minimamente processados,

tratados com diferentes sanitizantes: agua potavel (); acido latico 1 % (=);
ultrassom com &cido latico 1 % (US + AL) (#) e armazenados a 5 °C, por 9
dias.

Reis et al. (2008) verificaram aumento nos valores de pH, seguido-se
gueda e outro aumento ao final da avaliacgdo de morangos Oso Grande
minimamente processados e sanitizados com diferentes produtos clorados e
peroxido de hidrogénio, com armazenamento por 12 dias, a 9 °C.

Essa oscilacdo nos valores de pH, durante o armazenamento, pode
estar associada as alteracdes fisioldgicas, proprias do metabolismo do
morango, com degradacdo de alguns nutrientes e producdo de metabdlitos,
inclusive com acumulo de CO; no interior da embalagem. Outro fator pode
estar associado a capacidade tamponante existente no interior do vacuolo,
pela presenca de acidos e algumas proteinas, que apos dissociacdo dos
acidos fracos ou presenca de CO, tendem a retornar o pH para a condicéo
inicial (CANTILLANO; SILVA, 2010; HOLCROFT; KADER, 1999).
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Os morangos minimamente processados no decorrer dos 9 dias de
armazenamento apresentaram aumento significativo no percentual de perda

de massa (p < 0,0001) , sendo préximos a 1 % (Figura 8).

1,2 1,2 -
Y=0,0786+0,099xt
1 4 Y=0,048+0,085xt 1 - R?=0.95
s R%=0,94 9
@ 0,8 - 5 0,8
€06 - E 06 -
3 s
1]
04 - S04 -
4 &
0,2 - 0,2
0 . T T 1 O A T T 1
0 3 6 9 0 3 6 9
Tempo de armazenamento (dias) Tempo de armazenamento (dias)
@ Agua potavel A Acidolatico
1,2 -

Y=0,1058+0,0902xt
14 R?=0,91

Perdade massa (%)
[en]

0 ‘ T T 1
0 3 6 9

Tempo de armazenamento (dias)

S US+AL

Figura 8 - Valores médios da perda de massa dos morangos minimamente

processados, tratados com diferentes sanitizantes: agua potavel (®); acido

latico 1 % (4); ultrassom com acido latico 1 % (US + AL) (¢) e armazenados
por 9 dias, a 5 °C

Os tratamentos de sanitizacao (p=0,2897) e a interacdo com o tempo
(p=0,7798) tiveram efeito nao significativo. A embalagem utilizada,
associada a condicdo de temperatura baixa e umidade elevada pode ter

favorecido para minimizar a perda de agua.
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Como o filme de PVC apresenta certa barreira ao vapor de agua,
pode haver formacdo de uma atmosfera interna com elevada umidade
relativa e com déficit de pressdo de vapor de agua e reducdo da taxa
respiratéria que favorece a menor perda de massa do fruto (YAMASHITA et
al., 2006).

Alguns estudos destacam a elevada perda de massa dos morangos
dada sua alta taxa respiratéria. De acordo com Cantillano e Silva (2010)
percentuais de perda de massa dos morangos acima de 6 % de seu peso,
podem comprometer a aparéncia do morango e, consequentemente, sua
aceitacao comercial.

Os frutos minimamente processados tendem a apresentar maior
relacdo superficie e volume, em comparagédo com os inteiros, favorecendo a
exposicdo dos tecidos internos a atmosfera ambiente. No caso dos
morangos desse estudo, como os cortes foram apenas para remocdo do
célice e do pedunculo, possivelmente ndo elevou consideravelmente a taxa
de evaporacédo de agua.

Morangos da variedade Oso Grande, armazenados a 5 °C e umidade
relativa de 90 - 95 % e acondicionados em bandejas de polietileno tereftalato
(PET) perfurada, atingiram percentuais de perda de massa de 6 % apos o
sexto dia (COSTA, 2009). Com resultado semelhante, Moraes et al. (2008)
verificaram a perda de massa significativa em morangos Oso Grande
armazenados por 7 d, a temperaturas de 5 °C e 10 °C, com umidade relativa
de 85 % em embalagens de PET. A média de perda de massa ao final do
armazenamento alcancou 6,6 % a5°C e 7,7 % a 10 °C.

A cor é um dos atributos de qualidade com influéncia na escolha,
pelos consumidores, de frutas como o morango (BARRET; BEAULIEU;
SHEWFELT, 2010; PATHARE; OPARA; AL-SAID, 2013). Assim, alteracbes
decorrentes do processamento, das condicdes de armazenamento, de
embalagem e do proéprio estadio de maturacdo, entre outros fatores, podem
comprometer a qualidade em termos sensoriais, como a cor e,
consequentemente, a aceitacdo e a vida de prateleira esperada
(CRECENTE-CAMPO et al., 2012; SILVA et al., 2007).

Neste estudo, apenas o tempo de armazenamento apresentou

influéncia determinante na alteragdo da cor. Os tratamentos dos sanitizantes
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e a interacdo com o tempo nao foram significativos (p>0,05) para nenhuma

das varidveis avaliadas relacionadas a cor (Tabela 15).

Tabela 15 - Resumo da ANOVA das variaveis relacionadas a cor no
processamento minimo de morangos Oso Grande

Variavel Fonte Variacao GL QM Prob > F cv
Sanitizantes 2 3,4895  0,1605"™*
Residuo (a) 6 1,3845 2,74
L* Tempo 3 9,5339 0,0063*
Sanitizantes*tempo 6 1,0915 0,6872"*
Residuo (b) 18 1,6700 3,0
Sanitizantes 2 10,2425 0,0561 ™%
Residuo (a) 6 2,1168 6,07
°Hue Tempo 3 19,0999 0,0016*
Sanitizantes*tempo 6 0,6052  0,9549"*
Residuo (b) 18 2,4648 6,55
Sanitizantes 2 0,8246 0,9259 "%
Residuo (a) 6 10,5684 11,25
Croma
Tempo 3 74,1142 <0,0001*
Sanitizantes*tempo 6 5,0580 0,0547 "%
Residuo (b) 18 1,9520 4,83

GL: graus de liberdade; QM: quadrado médio; Nivel de significAncia: 5% de probabilidade pelo
teste de Fischer
* = Efeito significativo; n.s.= efeito nédo significativo
A andlise das respostas relativas a coordenada L* resultou em um
modelo de regresséao linear, com aumento dos valores no decorrer do tempo
armazenamento (Figura 9).
Para o croma e o angulo Hue, que derivam das coordenadas a* e b*
da cor, o modelo quadratico foi o que apresentou melhor ajuste na analise

de regressao (Figuras 9 e 10).
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potavel (¢); &cido latico 1 % (4); ultrassom com &cido latico 1 % (¢) e
armazenados por 9 dias, a 5 °C.
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Figura 10 - Valores médios do angulo Hue dos morangos minimamente

processados, tratados com diferentes sanitizantes: agua potavel (); acido

latico 1 % (4); ultrassom com acido latico 1 % (¢) e armazenados por 9
dias, a 5 °C.

O aumento da luminosidade, a redugdo do croma e do angulo Hue
durante o armazenamento indicaram perda do brilho e intensificacdo da cor
vermelha mais escura dos pseudofrutos. Pinelli (2009) constatou aumento

na coordenada L* de morangos Oso Grande ap0s 6 d de armazenamento a
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5°C.

Cantillano et al. (2008) constataram uma reducdo no °Hue entre a
colheita e 0 armazenamento de morangos, a 3, 6 e 9 dias a 0 °C mais um
dia a 10 °C, da cultivar Camino Real.

Essa reducdo na cromaticidade e no °Hue dos morangos pode
demonstrar um escurecimento da cor vermelha do pseudofruto, tipicos de
um estado de maturagdo mais elevado (RIBEIRO et al., 2007).

A quantidade de antocianinas, principal pigmento flavonoide que
confere a cor vermelha aos morangos, varia de acordo com o estadio de
maturagcdo dos pseudofrutos e mantém-se ativa durante o armazenamento,
mesmo em temperatura de refrigeracdo (GOULAS; MANGANARIS, 2011;
PINELLI et al., 2011). H4 que se considerar, ainda, o efeito estabilizador do
pH acido, pois pH acima de 4,0 favorece a perda da cor caracteristica.
Temperaturas elevadas também sdo capazes de degradar esse pigmento
(CORDENUNSI et al, 2005, MORAES et al., 2008; ODRIOZOLA-
SERRANO, SOLIVA-FORTUNY, MARTIN-BELLOSO, 2010).

Patras et al. (2011) verificaram que a temperatura (4 °C e 15°C) e 0
tempo de estocagem (duas semanas) de geleias de morango mostraram um
efeito significativo na degradacao da cor, com reducdo das coordenadas de
L*, a*, b* e no croma.

As alteracbes de cor dos morangos minimamente processados
verificadas durante o armazenamento podem ser decorrentes do proprio
metabolismo, que tem influéncia das condi¢cbes de temperatura e umidade.
Contudo, ndo representaram alteracbes que comprometessem a qualidade

para comercializacao.
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6 Consideracdes Finais

Destaca-se a necessidade de avaliar esse processamento minimo
dos morangos, em termos sensoriais e nutricionais para melhor apuracao da
viabilidade dessa tecnologia. Investigar questdes importantes, como perdas
de vitamina C e compostos fendlicos, em especial antocianinas; verificar a
aceitacao dos morangos minimamente processados, com uso do acido latico
como sanitizante.

Além disso, outros aspectos importantes séo relativos a concentracao

de agrotoxicos e sua implicacdo sobre a microbiota presente.
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7 Conclusdes

Os morangos utilizados nesse estudo apresentaram baixa
contaminacdo inicial de bactérias mesofilas aerdbias e psicrotréficos e
também de fungos filamentosos e leveduras. Também apresentaram
gualidade fisica e quimica satisfatoria para processamento.

O teste de desafio dos sanitizantes demonstrou maior eficiéncia no
uso do &cido latico, em ambas as concentracfes testadas, 1 % e 2 %, na
reducdo da contagem das bactérias E. coli inoculadas nos morangos, assim
como em combinacgao, nessas concentracdes, com o ultrassom.

O uso do ultrassom como sanitizante ndo demonstrou a eficiéncia
relatada na literatura.

Os tratamentos aplicados para sanitizagdo dos morangos
minimamente processados foram efetivos para manutencdo da qualidade
microbioldgica e fisico-quimica, durante os 9 dias de armazenamento a 5 °C.

O tempo de armazenamento apresentou efeito significativo sobre
algumas variaveis que influenciam a qualidade dos morangos, sem, contudo,
haver comprometimento na seguranca e nas caracteristicas fisico-quimicas.

Pode-se considerar que o tratamento de sanitizacdo dos morangos
com &cido latico isoladamente e em combinacdo com o ultrassom foi
adequado para o processamento minimo de morangos Oso Grande. Além
disso, as condicfes de armazenamento a 5 °C e umidade relativa de 85%
favoreceram ao prolongamento da vida util desses frutos que, normalmente,

é bem curta.
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