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ABSTRACT

The feasibility of gamma radiation (®Co) in combination with minima!
processing (MP) to reduce the number of Salmonella spp. and Escherichia coli
0157:H7 in iceberg lettuce (Lactuca sativa, L) (seccioned) was study in order to
increase the safety of consumer. The levels of contamination of “in natura” and
minimally processed iceberg lettuce in retail market in Sdo Paulo city, SP, the
reduction of the microbial population during the processing, the D4 values for
Salmonella spp. and Escherichia coli 0157:H7 inoculated in iceberg lettuce as
well as the sensory evaluation of the irradiated product were evaluated. Iceberg
lettuce (head) showed aercbic mesophilic microorganism populations varied
from 1.2x10% to 4.1x107 CFU/g while in MP lettuce these populations varied
from 4.3x10% to 9.2x10° CFU/g. with Enterobacteriaceae and Pseudomonas
spp. predominating. The immersion in chiorine (200 ppm) reduced fecal coliform
and aerobic mesophilic microorganisms by 0.9 and 2.7 log, respectively. D
values varied from 0.16 to 0.23 kGy for Salmoneila spp. and from 0.11 to 0.12
kGy for E. coli O157:H7. MP iceberg lettuce exposed to 0.9 kGy does not
showed any change on sensory atiributes. However, the texture of the
vegetable was affected during the exposition to 1.1 kGy. The shelf-life of air
packed MP iceberg lettuce exposed to 0.9 kGy and stored at 5°C was two days
due to change in odor and texture. The exposition of MP iceberg lettuce to 0.7
kGy reduced the population of Sa/monella spp in 4.0 log and E. coli in 6.8 log
without impairing the sensory attributes. The combination of minimal process
and gamma radiation to improve the safety of iceberg lettuce is feasible if good

hygiene practice is followed since farm level.



1 INTRODUGAO

O comercio de vegetais minimamente processados tem aumentado de
forma significativa nos uitimos anos. Estes produtos sdo submetidos a um
processamento minimo que tem por objetivo tornar o produto pronto para o
consumo, manter ao maximo suas caracteristicas de frescor, atendendo,

assim, a demanda do consumidor por produto mais conveniente, fresco e
saudavel (ALZAMORA et al., 2000).

Em geral, os produtos minimamente processados sdo aqueles que
foram submetidos a uma ou varias operagbes como selegdo, lavagem,
descascamento e/ou corte, sanificagdo ou tratamento térmico e embalagem.
Porém, nenhuma dessas operagdes garante a esterilidade ou estabilidade do
produto e, por esta razdo, estes sao freqientemente mantidos sob refrigeragao
(ALZAMORA et al., 2000; NGUYEN-the & CARLIN, 1994).

O aspecto saudavel e fresco desses produtos pode, no entanto, ser
apenas aparente quando a qualidade da matéria prima, as condigdes do
processo e as condigbes de conservagio, seja de forma isolada ou combinada,
permitem a contaminagdo, a sobrevivéncia efou a multiplicacdo de
microrganismes, inclusive dos patogénicos (ALZAMORA et al, 2000;
NGUYEN-the & CARLIN, 1994).

A estabilidade dos vegetais minimamente processados depende
principalmente da sua préopria natureza, do processo utilizado e da sua forma
de apresentagdo, ou seja, produtos inteiros, cortados ou picados. Neste ultimo
caso, o rompimento dos tecidos favorece a detericragdo tanto de natureza
quimica como microbiolégica (ALZAMORA et al., 2000; NGUYEN-the &
CARLIN, 1994). GARG et al. (1990) e KING et al. (1991) relatam populagbes
de microrganismos de 10* a 10" UFC/g em vegetais minimamente processados
e prontos para o consumo.



Para os vegetais frescos em geral, a contaminagao por microrganismos
patogénicos pode ocorrer em diferentes fases, desde a sua produc¢io até o
consumo. Na fase de produgdo agricola, a contaminagdo pode ter origem no
solo contaminado, na agua de irrigagdo contaminada, no adubo orgénico, nos
excrementos de animais (domésticos ou silvestres), entre outros. Na colheita e
no processamento, a contaminagdo pode ocorrer de forma cruzada com os
operadores, contéineres, equipamentos e durante o transporte. Ja na fase de
comercializagdo, 0s microrganismos presentes no vegetal embalado podem
multiplicar-se e, dependendo do tempo e da temperatura de conservagdo,
podem atingir niveis que comprometem a qualidade do produto e/ou a saude
do consumidor (BEUCHAT, 1996; MARTINES ef al/, 2000; NGUYEN-the &
CARLIN, 1994).

No caso da alface, as etapas do processamento que contribuem para ©
controle microbioldgico sao: selegcdo, eliminagdo das folhas externas e partes
danificadas, pré-lavagem para remover as sujidades e terra aderidas as folhas,
lavagem, sanificagdo, centrifugagdo, embalagem (em alguns casos em

atmosfera modificada ou a vacuo) e refrigeracdo (NGUYEN-the & CARLIN,
1994).

A etapa de lavagem, além de atuar na redugdo da carga microbiana, tem
efeito importante na remogao dos fluidos dos tecidos liberados quando do corte
dos vegetais. Na alface, ocorre liberagdo de fluidos celulares, incluindo varias
enzimas como a polifenol oxidase, a catalase e a peroxidase que provocam
rapido escurecimento (BOLIN et al.,, 1977; KING et al., 1991). O excesso de
agua na superficie das folhas é considerado um dos principais fatores na
redugdo da sua estabilidade e, para minimiza-lo, utiliza-se, entre outros
métodos, a centrifugagdo. Essa técnica, no entanto, quando aplicada em
excesso, pode causar a desidratagdo do vegetal. O corte do vegetal também
tem influéncia na estabilidade do produto. Quando cortado em pedagos
pequenos, a estabilidade pode ser menor do que se for cortado em pedagos
maiores (BOLIN & HUXSOLL, 1991; BOLIN et al., 1977).



Com a fungdo de reduzir a carga microbiana dos vegetais minimamente
processados, a etapa de sanificagdo com solugdo clorada é, na atualidade, o
principal recurso para a redugdo dos microrganismos patogénicos para niveis
seguros, podendo ser aplicada nos vegetais integros ou cortados (BEAUCHAT,
1992; BEUCHAT, 2000; NGUYEN-the & CARLIN, 1994).

A sanificagdo com solugio clorada reduz a carga de microrganismos de
1 a 2 escalas logaritmicas, podendo chegar até 4 escalas logaritmicas
(BEUCHAT, 2000; NGUYEN-the & CARLIN, 1994). A baixa eficiéncia é devido
a fatores como a rugosidade e dobras do vegetal que dificultam a ag¢do
mecanica da lavagem, a baixa penetragdo dos sanificantes (BEUCHAT, 2000;
THAYER & RAJKOWSKI, 1999) e a rapida inativagdo do cloro pela matéria
organica (BEUCHAT, 1992; BEUCHAT, 2000). Outro fator importante é a
camada de cera produzida pelo proprio vegetal, que recobre os
microrganismos presentes na sua superficie, reduzindo o efeito da agdo
mecanica da lavagem e impedindo a agdo do sanificante. Neste caso, os
sanificantes com agdo tensocativa ou associados a substancias tensoativas
podem ser mais eficientes. No entanto, também podem afetar as
caracteristicas sensoriais do produto, 0 que requer cuidados para sua
aplicagao (BEUCHAT, 2000).

A deterioragdo da alface é& evidenciada pela perda da sua cor
caracteristica e do intumescimento e escurecimento nas areas do corte. O
escurecimento pode ser resultado de reagbes enzimaticas a partir dos fluidos
liberados pelos cortes do tecido. Neste caso, os principais fatores que
favorecem a conservagdo da alface cortada sdo dano fisico minimo, arraste
dos fluidos liberados, pouca umidade na superficie e baixa temperatura. Este
ultimo reduz a velocidade das reagdes quimicas e a agdo dos microrganismos
(BOLIN & HUXSOLL, 1991; KING et al., 1991). BOLIN et al. (1977) verificaram
que a estocagem de alface americana picada e embalada em saco de
polietileno, em temperatura de 2°C aumentou em 2,5 vezes o tempo de
conservagdo, quando comparada com a temperatura de 10°C. BOLIN &
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HUXSOLL (1991) e KING et al. (1991) observaram que a temperatura de 1,1°C

fornece melhores condigbes para manutengdo da qualidade da alface
minimamente processada.

A estabilidade também pode ser melhorada através da modificacdo da
atmosfera, com a diminuigdo da concentragdo de O, e aumento da
concentragao de CO, (HAMZA et al, 1996; NGUYEN-the & CARLIN, 1994:
PRAKASH et a/.,2000). O estudo realizado por KING ef a/. (1991) indicou que o
uso da embalagem selada retarda significativamente a perda das
caracteristicas visuais do produto, quando comparada com a embalagem nao
selada. Quanto ao emprego da atmosfera modificada, segundo BALLANTYNE

& SELMAN (1988), a melhor combinagao de gases é de 1-3% de 02 e de 5-6%
de COz.

Outros estudos demonstraram que o uso de produtos quimicos como
cloro, diéxido de enxofre, fosfato de calcio, fosfato de sddio, fosfato dibasico de
sédio, pirofosfato tribasico de sodio, bissuifito e sorbato de potassio nédo
representaram vantagens para o controle da deteriorag¢do quimica (BOLIN et
al., 1977; PRIEPKE et al., 1976).

Além da perda da qualidade causada pela desidratagdo dos tecidos e
pelas reagbes quimicas e enzimaticas responsaveis pelo escurecimento dos
vegetais, a deterioragdo pela agdo microbiana tem papel relevante. Esta
deterioragdo € causada pela agdo de microrganismos remanescentes do
processamento que se manifestam seletivamente em fungéo das condigbes do
produto e do seu armazenamento, ou seja, sdo favorecidos os microrganismos
psicrotroficos. Quando o produto é embalado sob atmosfera modificada, ha
também o favorecimento dos microrganismos anaerébios (NGUYEN-the &
CARLIN, 1994). Dentre os deteriorantes observados em vegetais minimamente
processados e prontos para o consumo, os que predominam sao
Pseudomonas, Enterobacteriaceae e bactérias laticas (GARCIA-GIMENO &
ZURERA-COSANO, 1997).



BOLIN et al. (1977) verificaram um aumento de 5 ciclos logaritmicos,
apos 18 dias a 5°C na populagdo inicial de 10° UFC/g de alface americana
picada e embalada em saco de polietileno, e de 3 ciclos logaritmicos, apés 11
dias, na populagao inicial de 108 UFC/g no mesmo produto, armazenado nas
mesmas condigdes. Estes dados s&do compativeis com os apresentados por
GARCIA-GIMENO & ZURERA-COSANO (1997) que avaliaram a vida de
prateleira de vegetais minimamente processados a 5°C, 10°C e 15°C. As
populagdes iniciais de bactérias laticas foram de aproximadamente 10° UFC/g
e atingiram niveis de 10° em 8 dias, 84 h e 60 h, quando mantidos a 5°C, 10°C
e 15°C, respectivamente. Populagdes iniciais de bactérias psicrotréficas de
aproximadamente 10° UFC/g atingiram niveis de 107 em 8 dias, 48 h e 36 h
quando mantidos a 5°C, 10°C e 15°C, respectivamente.

As condigdes que permitem a sobrevivéncia e proliferagdo dos
deteriorantes podem, da mesma forma, permitir a sobrevivéncia efou a
proliferagcdo de alguns microrganismos patogénicos. Os microrganismos
patogénicos mais frequentemente encontrados em vegetais crus sao:
Aeromonas hydrophila, Bacillus cereus, Campylobacter jejuni, Cyclosporum,
Cryptospondium, Eschenchia coli  O157H7, Salmonella, Listena
monocytogenes, Shigella, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae e Yersinia
enterocolitica (NGUYEN-the & CARLIN, 1994; BEUCHAT, 1996; TAUXE et al.,
1997; THAYER & RAJKOWSKI, 1999).

Dentre os microrganismos patogénicos descritos acima, os mais
envolvidos com enfermidades transmitidas por alimentos (ETAs) sao
Salmonella, Campylobacter, Shigella e E. coli 0157:H7, conforme os dados
apresentados na Tabela 1.






Tabela 2: Agentes bacterianos de alguns surtos de enfermidades transmitidas
por vegetais.

Microrganismo Produto envolvido Ano da Referéncia

ocorréncia
Bacillus cereus Brotos de vegetais - PORTNOY et al., 1976
Listeria Salada “cole slaw’ 1981 SCHLECH et a/. 1983
monocytogeries
Vibrio cholerae Leite de coco cong. 1991 TAYLOR et al., 1993
Salmonella Tomate 1990 CSPI, 1999

1993 CSPI, 1999
1999 WEISSINGER et al., 2000

Brotos: alfafa MAHON et al., 1996°

feijao 1988 O'MAHONY et al., 1990
alfafa 1996 VAN BENEDEN et a/., 19963
alfafa 1995 CSPI, 1999
alfafa 1995/1996 CSPI, 1999
alfafa 1996 CSPI, 1999
alfafa 1997 CSPI, 1999
alfafa 1997 CSPI, 1999
alfafa 1998 CSPI, 1999
alfafa 1998/1999 CSPI, 1999
alfafa - STRATTON et al., 2001
feijdo 2000 HONISH & NGUYEN, 2001
feijao 2000 VAN DUYNHOVEN et al., 2002
alfafa 2002 CDC, 2002a
Meldo 1991 BLOSTEIN et al., 1991
1979 CDC, 1979%
Cantaloupe 1997 MOHLE-BOETANI et a/., 1999
1991 CSPI, 1999
Suco de maga 1975 CcDC, 19752
Suco de laranja 1995 COOK et al., 19962
1999 CDC, 1999
Cebola - COOK et al., 19952
Frutas e vegetais 1996 OOl et al., 1997
“; citados por TAUXE et al., 1997. Continua



Tabela 2: Agentes bacterianos de alguns surtos de enfermidades transmitidas
por vegetais (continuacéo).

Microrganismo Produto envolvido Ano da Referéncia
ocorréncia
Eschereichia  Cenoura 1994 CDC, 1994°
coli O157:H7 Suco de macga 1991 BESSER ef a/., 1993
1996 CDC, 1996b
1996 CSPI, 1999
1996 CSPI, 1999
Alface 1995 ACKERS et al., 1998
- MERMIN et al., 19962
1995 CSPI, 1999
1995 CSPI, 1999
1995 CSPI, 1999
1996 CSP!, 1999
1996 HILBORN et al., 1999
1999 CSPI, 1999
Alface e cenoura 1993 CDC, 1993
Vegetais 1992 CSPI, 1999
Salada 1993 CSPi, 1999
1998 CSPI, 1999
Cantaloupe 1993 CSPI, 1999
Brotos; rabanete 1996 WATANABE ef al., 1999
rabanete 1996 MICHINO et al., 1999
alfafa 1997 CDC, 1997
alfafa 1998 CSPI, 1999
Salada Cole slaw 1998 CSPI, 1999
Salada de frutas 1993 CSPI, 1999
1998 CSPI, 1999
Shigella Alface 1994 KAPPERUD et al. 1995
- FROST et al. 1995
1996 DAVIS et al., 1988
- MARTIN et al. 1986
Salada de vegetais 1992 DUNN et al., 1995
Alho-porré 1994 CSPI, 1999
Salsinha 1998 CSPI, 1999

“: citados por TAUXE et al., 1997.



Segundo os dados da Tabela 2, os microrganismos prevalentes sao
Salmonella, E. coli O157:H7 e Shigella e os vegetais mais envolvidos sio os
brotos em geral e alface.

Salmonella € um dos microrganismos mais frequentemente incriminados
em surtos de ETAs em diferentes paises e envolvendo os mais variados tipos
de produtos. As doeng¢as causadas por Sa/monella podem ser classificadas em
trés grupos: febre tiféide, causada pela Salmonella Typhi, as febres entéricas
causadas por Salmonella Paratyphi (A, B e C) e as salmoneloses causadas
pelas demais salmonelas. A salmonelose é uma enterocolite que inclui diarréia,
febre, dores abdominais e vémitos (FRANCO & LANDGRAF, 1996; ICMSF,
1996). A dose infectante depende do individuo, da espécie e sorogrupo do
microrganismo e do produto que veicula Sa/monella. As menores doses
necessarias para causar salmonelose estao reiacionados com produtos
gordurosos onde 50 células foram suficientes para desencadear o processo
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O reservatério natural de Sa/monella é o trato intestinal do homem e de
animais, onde as aves tém papel relevante. Estd amplamente distribuida na
natureza e é transmitida para o homem, principalmente, através de alimentos e
agua (FRANCO & LANDGRAF, 1996; ICMSF, 1996; LEITAO, 1988; LEITAQ,
1979).

E. coli O157:H7 causa no homem desde uma simples diarréia até
sindromes mais complicadas como a colite hemorragica (diarréia aguda
seguida de diarréia sanguinolenta e auséncia de febre), podendo evoiuir para a
sindrome da uremia hemolitica (HUS) ou sindrome trombdtica
trombocitopénica (DOYLE et al., 2001). A dose infecciosa ainda néo esta
claramente definida e, segundo alguns pesquisadores s&o necessarias 50
UFC/g para iniciar a doenga (WELLS et a/., 1983, JOHNSON et al., 1995)
enquanto para outros, a dose pode ser de 1 a 4 células/g (DUNCAN &
HACKNEY, 1994).



O principal reservatdrio natural de E. coli 0157:H7 é o trato intestinal do
gado bovino. E transmitida para os humanos principaimente através de
alimentos e agua. A contaminagdo de vegetais minimamente processados
pode ocorrer na plantagéo, na colheita e no transporte por contaminagao direta
com fezes de animais infectados, adubos organicos contaminados ou
indiretamente através da agua contaminada. No processamento, a
contaminagao ocorre de forma cruzada com equipamentos inadequadamente
sanificados, agua contaminada, operador e também quando o fluxo do

processo € cruzado, ou seja, quando o produto limpo cruza com o produto sujo
(BEUCHAT, 1996).

Em 1982, foi descrito o primeiro surto de ETA causado por E. coli
0157:H7, veiculada por hamburguer e envolveu 47 pessoas nos Estados
Unidos (RILEY et. al., 1983). A partir de entao, varios casos foram registrados
em diferentes paises, envolvendo diferentes produtos, tais como os cameos,
que sao os mais frequentes, lacteos, entre outros (BELONGIA et al., 1991;
CDC, 2000a; CSPI, 1999, DUNCAN et al, 1994, MORGAN et al, 1993;
ProMED, 2002; TARR, 1993; WILLSHAW et al., 1994). Também foram
detectados varios surtos envolvendo agua (RICE et al., 1992; ISAACSON et al.,
1993; KEENE et al., 1994; CDC, 1996a), além daqueles que envolveram 0s
vegetais ja apresentados na Tabela 2.

O grande numero de surtos envolvendo brotos de vegetais gerou
diversos estudos que conciuiram que o tratamento com solugbes de
desinfetante nido é suficiente para a total destruicdo de Salmonella e E. coli
0157:H7 pois esses microrganismos se muiltiplicam durante o cultivo dos
brotos (JAQUETT et al., 1996; TAORMINA & BEUCHAT, 1999; BEUCHART et
al. 2001).

Para alface, vegetal envolvido em varios surtos, a contaminagdo pode
ocorrer durante o cultivo uma vez que E. coli 0157:H7 adere na superficie do
vegetal e migra para os tecidos através da raiz e/ou fissuras (SOLOMON et a/.,
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2002a; SOLOMON ef al., 2002b; TAKEUCHI & FRANK, 2001a; TAKEUCHI &
FRANK, 2001b).

Em razdo da gravidade de alguns surtos envolvendo vegetais, das
dificuldades para a eliminag&o destes microrganismos de vegetais crus e do
grande crescimento do mercado de vegetais minimamente processados,
alguns estudos tém recomendado a irradiagéo em combinagdo com o processo
de higiene e sanificagdo para aumentar a seguran¢a microbioldgica e o tempo
de vida de prateleira. Nestes casos, as doses aplicadas devem ser baixas para

nao afetar as caracteristicas sensoriais do produto (FARKAS, 1989; THAYER &
RAJKOWSKI, 1999).

A irradiagdo como processo de controle de microrganismos tem sua
eficiéncia comprovada em diferentes ramos da industria alimenticia, com
beneficios diretos na extenséo da vida de prateleira, redugéo da aplicagdo de
produtos quimicos e conservadores e redugdo da carga microbiana (FARKAS,
1998; RADOMYSKI, 1994).

A irradiacéo de frutas e vegetais € bastante difundida e aplicada com o
objetivo de controlar o amadurecimento, a populagéo de fitopatégenos na pos-
colheita e promover a desinfestagdo, sem o enfoque no controle de patégenos
para o homem. Porém, em razdo de surtos de ETA associados a vegetais
frescos, alguns estudos estdo sendo conduzidos para testar o uso dessa
tecnologia na eliminagdo de patdégenos destes produtos, uma vez que ja foi
demonstrado que os processos tradicionais de desinfecgdo quimica néao
garantem a seguranga microbiolégica desses alimentos (THAYER &
RAJKOWSKI, 1999).

Em pesquisa realizada com cenoura cortada, a aplicagéo de 2 kGy inibiu
o crescimento da microbiota e as amostras foram as preferidas em testes
sensoriais, em comparagdo com o processo de lavagem com solugdo clorada
seguida de centrifugagdo (CHERVIN & BOISSEAU, 1994). Outro estudo com
cenoura, comparando o tratamento com solugao clorada com o emprego de
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irradiagao (0,5 kGy) associado ao uso de atmosfera de CO,, mostrou que ap6és
9 dias a 2°C, o vegetal irradiado manteve a populagdo microbiana em 1,3x10°

UFC/g enquanto pelo processo tradicional, a contagem foi de 8,7x10* UFClg
(HAGENMAIER & BAKER, 1998).

No processamento de alface americana, cortada e embalada em
atmosfera modificada, a irradiagdo combinada com a lavagem com solugio
clorada tem demonstrado eficiéncia no controle da microbiota e aumento da
vida de prateleira, como apresentado por HAGENMAIER & BAKER (1997).
Segundo esses autores, a exposicdo da alface americana cortada a dose de
0,19 kGy manteve a populagao microbiana em 2,6x10% UFC/g, apos 8 dias a
2+2°C, enquanto a ndo tratada apresentou populagdo de 2,2x10° UFC/g.

PRAKASH et al. (2000) avaliaram o efeito do uso de atmosfera
modificada (1,5% de Oz e 4% de CO3) com a irradiagao (0,35 kGy) em alface
romana cortada e concluiram que ocorre reducao de 1,5 ciclos logaritmicos na
populagdo bacteriana. Apés o tratamento, a alface foi mantida a 4°C por 21
dias. Nestas condigbes, a determinagdo da textura mostrou reducao de 10%
quando comparada ao controle, enquanto pela analise sensorial (cor, textura e
“off-flavor’) nao foram observadas diferencas entre o produto irradiado e o
controle, no periodo de 14 dias.

A radiossensibilidade de um microrganismo é determinada pelo valor
Do, que é a dose necessaria para redugdo de 90% ou de 1 ciclo logaritmico
da populagdo microbiana. Essa dose depende de varios fatores, entre eles o
produto em que foi determinado. Nas Tabelas 3 e 4 encontram-se aiguns
valores de Dy para Sa/monella spp. e E. coli 0157:H7, respectivamente.

Segundo a “NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON
MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS", dos Estados Unidos, é preciso
que o processamento de vegetais, em geral, reduza em 5 ciclos logaritmicos a
populagao microbiana de acordo estudo conduzido para sementes de alfafa.
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Tabela 3: Valores de D1o de radiagéo para Sa/monella em diferentes produtos.

Produto D1 (kGy)* Referéncias

Came bovina 0,37a0,78 FARKAS, 1998

Came bovina congelada 0,56 a 0,96 FARKAS, 1998, RADOMYSKI ef al., 1994

Carde suina 0,40a 0,92 FARKAS, 1998

Came de frango 0,18 a 0,79 FARKAS, 1998; RADOMYSKI et al., 1994;
SANTOS, 1997

Came de frango cong. 0,45a 1,29 FARKAS, 1998, RADOMYSKI et al., 1994

Ovo 0,10a 0,77 FARKAS, 1998; RADOMYSKI et al., 1994

Camarao resfriado 0,3a0,5 FARKAS, 1998

Camarao congelado 0,4a06 FARKAS, 1998

Couve-flor cozida 0,59 FARKAS, 1998

Batata cozida 0,46 FARKAS, 1998

Broto de rabanete 0,46 a 0,54 RAJKOWSKI & THAYER, 2000

Brotos de vegetais 0,46 RAJKWOSKI & THAYER, 2000

* os valores apresentados variam em fungio da espécie, da temperatura durante a imadiagao,
do teor de gordura, atmosfera e da forma de apresenta¢ao do produto.

Tabela 4: Valores de Dio de radiagdo para E. coli O157:H7 em diferentes
produtos.

Produto D4 (kGy)* Referéncias

Frango 0,26 a 0,42 FARKAS, 1998; RADOMYSKI et al., 1994
THAYER & BOYD, 1993

Hamburguer 0,17 a 0,27 CHIRINOCS, 2002

Came bovina moida 0,24 FARKAS, 1998

Came bov. moida cong. 0,31a0,39 FARKAS, 1998

Suco de maga 0,12a 0,35 BUCHANAN et al., 1998

Alface 0,12 a 0,14 NIEMIRA, 2002

Broto de alfafa 0,27 RAJKOWSKI & THAYER, 2000

Broto de brocoli 0,26 RAJKOWSKI & THAYER, 2000

Broto de rabanete | 0,30 a 0,34 RAJKOWSKI & THAYER, 2000

* os valores apresentados variam em funq;éo: da temperatura durante a irradiagio, do teor de
gordura, atmosfera e da forma de apresentagdo do produto.
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2 OBJETIVOS

Verificar a redugdo da contaminagdo microbiana na alface americana
(Lactuca sativa, L.) através do seu processamento em nivel industrial.

Determinar qual a dose de radiagdo gama em combinagdo com o
processamento minimo de alface americana para reduzir em 5 escalas

logaritimicas as popula¢bes de Salmonella spp. e de Escherichia coli
O157:H7.

Determinar a dose de tolerancia e a vida de prateleira da aiface
americana minimamente processada e irradiada, através da andlise

sensorial, visando a aceitagido pelo consumidor e a sua seguranga.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Microrganismos

E. coli O157:H7 — EDL933 (RILEY et al., 1983), isolada de hamburguer
de carne bovina, foi gentiimente cedida pela Dra. Tania Gomes da
Universidade Federal de Sdo Paulo.

E. coli 0157:H7 C7927 e E. coli 0157:H7 EQ019 — foram cedidas pelo
Dr. M. P. Doyle, da Universidade da Geérgia, Estados Unidos. A primeira
isolada de paciente com sintomatologia caracteristica da infec¢ao causada por
E. coli O157:H7 e a segunda isolada de “swab” retal bovino.

Salmonella Infantis e Salmonella Enteritidis foram cedidas pela Secgéo
de Microbiologia Alimentar do Instituto Adolfo Lutz da Secretaria de Estado da
Saude do Estado de Sao Paulo.

Salmonella Tiphymurium — ATCC 14028

Estas cepas foram utilizadas nos experimentos para determinar os
valores de Dio, conforme descritc no item 3.2.3. Todas as cepas foram
mantidas a —70°C até a utilizagao.

3.1.2 Alface

3.1.2.1 Avaliagdo microbiolégica da alface americana disponivel no
comercio

Foram adquiridas 20 amostras de alface americana “in natura® (em

cabega) (Lactuca sativa, L.) para a avaliagdo microbioldégica da alface

15



disponivel no comércio, através da contagem de microrganismos mesdafilos
aerobios e de Enterobacteriaceae.

Foram adquiridas 15 amostras de alface americana (em folha)
minimamente processada embalada em atmosfera modificada para a contagem
de microrganismos aerébios mesdfilos, psicrotroficos, Enterobacteriaceae e de
Pseudomonas spp., e determinagdo do numero mais provavel de coliformes

totais (NMP), de coliformes fecais e de E. coli, aiém da pesquisa de Sa/monella
spp. e de E. coli O157:H7.

As amostras foram adquiridas, de maneira aleatéria, no comércio da
cidade de Sao Paulo, SP, no periocdo de junho a novembro de 2002.

3.1.2.2 Avaliagdao microbiolégica durante o processamento minimo da
alface

As amostras foram coletadas em uma industria de processamento de
vegetais, localizada em Tabodo da Serra, SP. A redugdo da contaminagao
microbiolégica foi avaliada em 3 etapas do processamento minimo da alface,
colhidas e processadas no mesmo dia da avaliagao.

Etapa 1 - Selegdo da alface: consiste na eliminagcdo das sujidades
visiveis, eliminagdo da folhas danificadas e eliminagdo do talo, logo apds ter

sido recebida. Nesta etapa, a alface esta na forma de cabega.

Etapa 2 - Alface lavada e picada: apos ter sido lavada com solugdo
detergente resfriada e picada.

Etapa 3 - Alface minimamente processada: apods ter sido sanificada com
solugdo clorada refrigerada, centrifugada e embalada.

A temperatura durante processamento foi de aproximadamente 10°C.
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3.1.3 Fonte radioativa

Canal experimental da Embrarad S.A, localizada em Cotia, SP.
Irradiador Gamma Beam JS-7500 (Nordion International Inc. Kanata, Ontario,
Canada), que utiliza uma fonte de ®Co.

A taxa de dose da fonte era de 2,2 kGy/hora.

As doses reais foram determinadas através de dosimetro “redperspek
Harwell” (Londres, UK) e a incerteza foi de 3%.

3.2 Métodos
3.2.1 Analises microbiolégicas
3.2.1.1 Preparo da diluigdo decimal seriada (SWANSON et a/., 2001)

As amostras de alface minimamente processadas em folha e as “in
natura” (em cabega) foram picadas e misturadas.

Por¢gbes de 10g da amostra picada foram homogeneizadas com 90 mL
de agua peptonada 0,1% por 1 minuto em “stomacher” (Stomacher 400,
Seward, London, UK) e, a partir desta suspensao, foram preparadas dilui¢bes
decimais seriadas com agua peptonada 0,1%.

3.2.1.2 Contagem de microrganismos aerébios mesdéfilos (MORTON,
2001)

De cada diluicdo preparada foi transferido 1 mL para ptaca de Petri,
sobre a qual foi adicionado agar para contagem padrdo (Merck, Darmstadt,
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Alemanha), previamente fundido e resfriado a 45-46°C. Apds a
homogeneizagdo e solidificagdo do agar, as placas foram incubadas em
posi¢éo invertida a 35-37°C por 48 h. Apés a incubacgéo, foram contadas as
placas com 25 a 250 coldnias e aplicados os respectivos fatores de correcao
das diluigbes. Os resuitados foram expressos em UFC/g.

3.2.1.3 Contagem de microrganismos psicrotréficos (COUSIN et al., 2001)

De cada diluigdo preparada foi transferido 0,1 mL sobre uma placa de
Petri contendo agar para contagem padréo (Merck) e espathado com auxilio de
um bastdo em “L". Apds a absorgdo completa da amostra pelo agar, as placas
foram incubadas em posig&o invertida a 6-8°C por 10 dias. Apds a incubacgdo,
foram contadas as placas com 15 a 150 coldnias e aplicados os respectivos
fatores de corregdo das diluigdes. Os resultados foram expressos em UFC/g.

3.2.1.4 Contagem de Enterobacteriaceae (KORNACKI & JOHNSON, 2001)

De cada diluigdo preparada foi transferido 1 mL para placa de Petri,
sobre a qual foi adicionado agar VRBG (Oxoid, Basingstoke, UK), previamente
fundido e resfriado a 45—46°C. Apds a homogeneizagio e solidificacdo do agar,
foi adicionado uma porgdo do mesmo agar para formar uma sobre-camada.
Apds a solidificagdo, as placas foram incubadas, em posig&o invertida, a 35—
37°C por 24 h. Apéds a incubacgéo, foram contadas as coldnias caracteristicas
(coloragdo vermelho-purpura) das placas com 15 a 150 coldnias e aplicados os
respectivos fatores de corre¢do das diluigdes. Os resultados foram expressos
em UFC/g.
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3.2.1.5 Contagem de Pseudomonas spp. (UNITED STATES, 1999)

De cada diluigdo preparada foi transferido 0,1 mL sobre uma placa de
Petri contendo agar Cetrimide (Difco, Detroit, USA) e espalhado com auxilio de
um bastdo em “L". Apos a absorgdo completa da amostra pelo agar, as placas
foram incubadas em posicdo invertida a 35-37°C por 24—48h. Apds a
incubagéo, foram contadas as colonias caracteristicas (irregulares, achatadas e
com coloragao esverdeada) das placas com 15 a 150 colbénias e aplicados os

respectivos fatores de corregdo das diluigdes. Os resultados foram expressos
em UFC/g.

3.2.1.6 Determinagdao do Nuimero Mais Provavel de coliformes totais e
fecais (KORNACKI & JOHNSON, 2001)

De cada diluicdo preparada foram transferidos 3 mL para trés tubos
contendo caldo lactosado lauril sulfato de sddio (Merck) e incubados a 35 -
37°C por 2448h. Apds a incubagdo, cada tubo que apresentou turvagdo e
produgdo de gas foi inoculado em dois tubos, um contendo caldo lactosado
com bile e verde brilhante (Merck) e outro contendo caldo EC (Difco). Os tubos
contendo caldo lactosado com bile e verde brilhante foram incubados a 35 -
37°C por 24—48 h e corresponderam a confirmagao para coliforme total. Os
tubos contendo caldo EC foram incubados a 44,8—452°C por 24 — 48 h e
corresponderam a confirmagdo para coliforme fecal. A partir dos tubos que
apresentaram turvagdo e produgido de gas foram calculados os respectivos
numeros mais provaveis por grama (NMP/g), utilizando a tabela de NMP para 3
séries de 3 tubos conforme SWANSON et a/. (2001). Os resultados foram
expressos como NMP/g.
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3.2,1.7 Determinacdo do Numero Mais Provavel de E. coli (KORNACKI &
JOHNSON, 2001)

Os tubos contendo caldo EC que apresentaram turvagdo e producgao de
gas na prova de coliformes fecais (item 3.2.1.6) foram semeados em placas
contendo agar EMB-Levine (Difco) e incubadas a 35 - 37°C por 24h. As
coldnias suspeitas (escuras, com centro negro e com ou sem brilho verde
metalico) foram confirmadas pela série bioquimica IMVIiC (produgdo de indol,
teste de vermelho de metila, teste de Voges-Proskauer e utilizagéo do carbono
a partir de citrato). A partir dos tubos positivos para E. coli, foram calculados os
respectivos NMP/g, utilizando a tabela de NMP para 3 séries de 3 tubos

conforme SWANSON et al. (2001). Os resultados foram expressos como
NMP/g.

3.2.1.8 Pesquisa de Salmonella spp. (ANDREWS et al., 2001, modificado)

Porgao de 25g foi inoculada em 225 mL de agua peptonada tamponada
(Biobras, Montes Claros, BR) e incubado a 35-37°C por 20-24h. Apds a
inc;.lbaq:éo foi transferido 0,1 mL para caldo Rappaport (Biobras) e incubado a
41-43°C por 20-24h. Apés a incubacgao foi repicado em agar MLCB (Oxoid) e
agar verde brilhante (Biobras) e incubados 35-37°C por 24h. De 2 a 4 colbnias
suspeitas, foram isoladas e confirmadas pelas provas bioquimica em agar
Kliger ferro (Difco), caldo lisina (Difco) e caldo uréia (Oxoid), APl 20E
(bioMérieux ) e sorologia com soros polivaientes “O” e “H” (Difco).

3.2.1.9 Pesquisa de E. coli O157:H7 (MENG et a/., 2001)

Porgdo de 25g foi inoculada em 225 mL de caldo EC (Difco) com
novobiocina e incubado a 35-37°C por 24h. Ap6s a incubagdo, uma aliquota foi
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semeada em placa de Petri contendo agar MacConkey Sorbitol (Difco) e
incubada a 35-37°C por 24h. De 2 a 4 coldnias suspeitas (sorbitol negativas)
foram semeadas em agar nutriente para confirmagéo bioquimica empregando
agar TSI (Difco), caldo lactosado com bile, verde brilhante e MUG - Fluorocult
(Merck), APl 20E (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franga) e sorologia -~ soro E. coli
0157 (Difco) e soro E. coli H7 anti H7 (Difco).

3.2.2 Método para a quantificagdo do cloro livre (FRANSON, 1998)

Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL de solugdo tampao
fosfato (fosfato dissddico, fosfato monopotassico e EDTA — Merck), 0,5 mL de
solugdo DPD (N,N dietilparafenilenodiamina, acido sulfarico, EDTA - Merck) e
10 mL da amostra a ser testada, previamente diluida 1:100. Apés
homogeneiza¢do, a absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro a 515
nm (Micronal Mod. B342 |l, Sdo Paulo, BR). A absorbancia obtida foi convertida
em mg de cloro livre por litro a partir da equagao da reta de uma curva padrao
preparada com permanganato de potassio (Merck) e aplicando o fator de
diluicao da amostra.

3.2.3 Determinagido do valor Dy para Salmonella e E. coli O157:H7 em
alface americana

Foram realizados 3 experimentos independentes, com amostras de
alface obtidas em 3 locais diferentes e com as culturas microbianas preparadas
especificamente para cada experimento.
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corrente duas vezes, intercaladas por centrifugacdes (10 vezes) e finalmente
imersas em agua potavel, previamente fervida e resfriada. Este Gitimo enxague
teve por finalidade eliminar o excesso de cloro residual na superficie do vegetal
e manter a alface sob temperatura de refrigeragéo. A alface foi centrifugada 10
vezes para eliminar o excesso de agua e, entdo, foi mantida sob refrigeragdo

por uma noite para ser utilizada no experimento de determinagdo do valor Dyo.

3.2.3.3 Preparo do in6cuilo

Cada cepa, mantida sob refrigeragéo, foi inoculada em caldo tripticase
soja (Merck) e incubada a 35-37°C por 20—24 h. Em seguida, foi semeada em
100 mL de caldo tripticase soja (Merck) e incubada a 35-37°C por 18-20h. A
partir da segunda cultura das trés cepas de Sa/monella, 15 mL de cada uma
deilas foram transferidos para um tubo de centrifuga, obtendo um “pool® com 45
mL. O “pool” obtido foi centrifugado a 1.000g (centrifuga CELM LS3 Plus, Séo
Pauto, BR) por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
re-suspenso em 45 mL de solugédo fisiolégica. Para cada microrganismo foram

preparados dois “pools”.

O mesmo procedimento foi adotado para o preparo das cepas de E. cofi
0O157:H7.

3.2.3.4 Contaminagao da aiface (NIEMIRA et a/., 2002)

As suspensdes dos “pools” de Sa/monella obtidas no item anterior (duas
porgées de 45 mL) foram transferidas para um recipiente contendo 6 litros de
agua destilada estéril, previamente resfriada (2 a 4°C), para obter uma
suspensdo com aproximadamente 10—108 UFC/mL. Apés a homogeneizagéo
do in6culo, o cesto da centrifuga contendo a alface minimamente processada
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foi transferido para o recipiente contendo a suspensdo do microrganismo. Este
recipiente apresentava as dimensdes adequadas para comportar o cesto da
centrifuga e manter a alface imersa na suspensao. Decorrido o tempo de 5
minutos, o cesto foi removido e apés escorrido o liquido, este transferido para a
centrifuga. A alface minimamente processada foi centrifugada 10 vezes para
eliminar o excesso de liquido, obtendo um produto com a contaminagio
aproximada de 10° UFC/g. Foram pesados, entdo, 25 g do produto
contaminado em embalagens de polietileno e em seguida seladas. Para cada
dose de irradiagao foram preparadas trés porgdes. Todo o procedimento foi
realizado em camara de fluxo laminar vertical (Veco, Campinas, BR).

O mesmo procedimento foi adotado para a contaminagdo com E. coli
O157:H7.

3.2.3.5 Processo de irradiagao

Trés por¢des de 25 g de alface minimamente processada contaminada
com Salmonella foram usadas para cada dose de radiagdo. As doses
aplicadas foram de 0,2; 0,4; 0,5; 0,6; 0,8 e 1,0 kGy.

Trés por¢des de 25 g de alface minimamente processada contaminada
com E. coli 0157:H7 foram utilizadas para cada dose de radiagdo. As doses
aplicadas foram de 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 kGy.

Em ambos os casos, 3 por¢des de 25 g ndo foram irradiadas e foram
utilizadas como referéncia para determinar o nivel de contaminag&o inicial do
produto.

Todo o processo foi conduzido com as amostras em recipiente
isotérmico com gelo, mantendo a temperatura abaixo de 6°C e realizado em
trés ocasides distintas.
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3.2.3.6 Enumeragdo dos microrganismos sobreviventes

Cada porgcdo de 25g foi homogeneizada com 225 mL de &gua
peptonada 0,1% por 2 minutos em “stomacher” (Stomacher 400, Seward,
London, UK) e, a partir desta suspenséo, foram preparadas diluicGes decimais
seriadas em agua peptonada 0,1%. De cada diluicdo preparada foi transferido
1 mL para placa de Petri sobre a qual foi adicionada agar tripticase soja
(Oxoid), previamente fundido e resfriado a 4546°C. Este procedimento foi
realizado em duplicata. Apés a homogeneizagdo e solidificagdo do agar, as
placas foram incubadas a 35-37°C por 24 h, quando se procedeu a contagem
das coldnias das placas com 25 a 250 coibnias. De cada placa onde foram
feitas as contagens, 10 coidnias foram testadas empregando reac¢do de
aglutinagdo em lamina. Para Sa/monella foi utilizado soro polivalente “O” (Difco)
e para E. coli 0157:H7 foi utilizado o soro 0157 (Difco). Apds as contagens,
foram calculadas as médias das duplicatas, aplicados os respectivos fatores de

corregao das diluigdes e os resultados foram expressos em UFC/g.

3.2.3.7 Calculo do valor de Dy

A partir da enumeragdo do microrganismo em cada dose, estes dados
foram transformados em log UFC/g e com estes valores foi construido um
gréafico plotando log UFC/g em fun¢do da dose de irradiagao real (kGy). Com a
equacido da reta obtida através de regressao linear, foi calculada a dose em
kGy necessaria para reduzir um ciclo logaritmico do microrganismo estudado.
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3.2.4 Efeito da irradiagdo sobre a alface americana minimamente
processada

Para esta fase do estudo, as amostras foram irradiadas com as doses
de 0,9 kGy, correspondendo a 4 vezes o valor de Dy obtido para Sa/monelia
spp. e com as doses de 0,7 e 1,2 kGy, correspondendo a inomogeneidade do
processo de irradiag&o, ou seja, &s doses minimas e maximas possiveis,

considerando as caracteristicas do processo de irradiagdo da Embrarad.

13

O efeito da irradiagdo sobre a alface americana minimamente
processada foi estudado através de dois experimentos, um para avaliar o efeito
imediato sobre as caracteristicas da alface (item 3.2.4.1) e outro para
determinar o tempo de vida de prateleira (item 3.2.4.2).

3.2.4.1 Determinagdo da dose de tolerancia

Foram utilizadas quatro amostras de alface americana minimamente
processada, picada e embalada em saco de polietileno selado, com 500 g
cada e em aerobiose, sendo que cada uma foi irradiada com uma das
seguintes doses 0,7, 0,9, e 1,2 kGy além do controie. Todo o processo foi
conduzido com as amostras em recipiente isotérmico com gelo, mantendo a
temperatura abaixo de 6°C, exceto durante o processamento industrial que foi
conduzido com temperatura aproximada de 10°C.

A determinagdo da dose de irradiagdo maxima aceitavel pela alface
americana minimamente processada (picada) foi realizada através de avaliagdo
sensorial pela técnica estatistica de Analise Descritiva Quantitativa (ADQ),
segundo STONE et al. (1974). Foi utilizado um painel treinado composto de 6
pessoas que avaliaram os atributos perda de liquido, odor, textura e cor. A

quantificagdo dessas caracteristicas foi realizada utilizando uma escala néo
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estruturada de 9 pontos, ou seja, que contém apenas os extremos, conforme
apresentado na Tabela 5.

Os resultados obtidos, para cada atributo, foram avaliados por
comparagao entre as diferentes doses (0,0; 0,7; 0,9 e 1,2 kGy) através de

analises estatisticas utilizando o sistema “Statistic Analysis System — SAS”,
versdo 8 (SAS Institute, Inc., Cary, N.C.), aplicando analises de variancia
(ANOVA) e teste de médias pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de
0,05.

Tabela 5: Critérios para analise sensorial de alface americana minimamente
processada aplicando a técnica estatistica de Analise Descritiva Quantitativa —
ADQ, segundo STONE et al. (1974)".

Atributo Extremos da escala Método**
Minimo Maximo
(ponto= 0) (ponto= 9)

Perda de  Auséncia de liquido Presenga de liquido Observagdo da presenga
liquido (exsudado) de liquido no interior da
embaiagem fechada

Odor Fresco, N&o fresco, Avaliar o odor como um
caracteristico de lembrand¢ odor de  todo, na amostra inteira
alface e sem fermentado (500g)
aiteragado
Textura Sem crocancia ao Crocancia ao tato e Apertar a amostra

tato e auditiva auditiva, suavemente com os

caracteristica de dedos e observar a

alface fresca crocancia ao tato e

auditiva, na amostra
inteira (500Qg)

Cor Verde claro, Vermelho-tijolo, Avaliagdo visual da cor
caracteristica de principalmente na como um todo, na
alface americana regido do corte amostra inteira (500g)

* pos atributos e extremos de escala foram estabelecidos em conjunto com ¢ fabricante da
alface (comunicacgio pessoal).
0 método de avaliagio foi definido em conjunto com o painel durante o treinamento.
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3.2.4.2 Determinagdao da vida de prateleira da alface minimamente
processada irradiada

Foram utilizadas 40 amostras alface americana minimamente
processada, picada e embaladas em sacos de polietileno selados, com 500 g
cada e em aerobiose. Grupos de 10 amostras foram irradiadas com 3 doses
diferentes 0,7, 0,9, e 1,2 kGy e outras 10 amostras foram utilizadas como
controle (0,0 kGy). Todo o processo foi conduzido com as amostras em
recipiente isotérmico com gelo.

A determinagdo do tempo de vida de prateleira da alface americana
minimamente processada (picada) foi realizada através de avaliacio sensorial
pela técnica estatistica de Analise Descritiva Quantitativa (ADQ), segundo
STONE et al. (1974), conforme descrito no item 3.241 e com
acompanhamento de andlises microbioldgicas.

As andlises sensoriais foram realizadas nos tempos de zero, 1, 2, 3e 6
dias apods a irradiagdo com as amostras mantidas sob refrigeragdo a 4 - 6°C. A
escolha de manter a temperatura maxima de 6°C foi por recomendagéo do

fabricante.

Os resultados obtidos para cada atributo foram avaliados
separadamente por dose, por comparagao entre os diferentes dias apés a
irradiagédo, ou seja, zero, 1, 2, 3 e 6 dias. As analises estatisticas foram
realizadas através do sistema “Statistic Analysis System — SAS" , verséo 8
(SAS Institute, Inc., Cary, N.C.), aplicando analises de variancia (ANOVA) e
teste de médias pelo teste de Tukey, com nivel de significancia de 0,05.

As analises microbiolégicas foram realizadas nos tempos zero, 2 e 3 dias apos
a irradiagdo com as amostras mantidas sob refrigeracdo a 4 - 6°C. As

determinagbes foram contagem de microrganismos aerdbios mesdfilos,
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psicrotréficos, Enterobactenaceae, e de Pseudomonas spp., e determinagéo do
numero mais provavel de coliformes totais, coliformes fecais e de E. coli.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Avaliagdo microbioldgica da alface disponivel no comércio

As analises microbiolégicas da alface minimamente processada
apresentaram populagbes elevadas para os diferentes microrganismos
pesquisados (Tabela 6). Para os microrganismos aerdbios mesodfilos, as
populagdes variaram entre 4,3x10* e 9,2x10% UFC/q; para psicrotréficos entre
4,.9x10* e 7,3x10° UFC/g; para Enterobacteriaceae entre 3,9x10° e 4 .0x10°
UFC/g; para Pseudomonas entre 7,9x10° e 6,0x10° UFC/g e para coliformes
entre 2,3x10' e maior que 1,1x10° NMP/g. Nao foram detectados coliformes
fecais (<3 NMP/qg), E. coli O157:H7 (em 25g) e Sa/monelia (em 25g).

Estes resultados s&o compativeis com os de outros autores que também
trabalharam com vegetais minimamente processados. SZABO et al. (2000), na
Australia, analisaram 120 amostras de alface minimamente processada,
cortada e embalada, adquiridas no comércio e observaram populagées de
microrganismos aerdbios totais entre 10° e 10° UFC/g, com 73% das amostras
apresentando populagbes entre 10° e 107 UFC/g. ALBRECHT et al. (1995), nos
Estados Unidos, avaliando a qualidade de ingredientes para saladas,
analisaram 36 amostras de aiface adquiridas no comércio de Lincoin,
Nebraska, e obtiveram populagdes (médias) de 5,0x10° UFC/g para

microrganismos aerébios e de 2,5x10° UFC/g para coliformes.

SORIANO et al. (2000) analisaram 144 amostras de alface servidas em
restaurantes universitarios na Espanha e observaram populagbes de
microrganismos aerdbios totais entre 10° e 6,5x10” UFC/g. PALU et al. (2002)
avaliando a qualidade de saladas servidas em restaurantes universitarios do
Rio de Janeiro, Brasil, para 9 amostras de alface sem mistura com outros
vegetais, obtiveram contagens de microrganismos aerdbios totais entre 2,0x10°
e 2,7x10” UFC/g, coliformes totais entre 1,4x10° e 2,4x10* NMP/g, coliformes
fecais entre 8,2x10° e 2,4x10* NMP/g e Salmonella em uma amostra.
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literatura, esta temperatura € problematica na conservagio da alface
minimamente processada.

Varios estudos confirmam que a temperatura inadequada na
conservagdo € o fator principal para o aumento da carga microbiana. Segundo
KING et al. (1991), a microbiota da alface (“iceberg”’) aumenta em
aproximadamente duas escalas logaritmicas apds 8 dias de estocagem sob
refrigeragdo. ODUMERU et a/. (1997) observaram que 0s niveis da microbiota
de diferentes vegetais processados e estocados eram maiores do que os
encontrados nos vegetais ndo processados. A 4°C, a populagdo passou de
7,1x10* UFC/g para 4,3x10° 2,5x10° e 6,6x10° UFC/g apds 4, 7 e 11 dias,
respectivamente. Porém, quando mantidos a 10°C, a populag&o atingiu 2,5x10°
UFC/g em apenas 4 dias. ALBRECHT et al. (1995), avaliando vegetais ndo
processados e adquiridos no comeércio de Lincoln, Nebraska, EUA, observaram
que as temperaturas de conservagao eram elevadas, entre 8,7 e 18,9°C, e as
contagens médias para microrganismos aerébios foram de 5,0x1 o® UFC/g e
para coliformes de 2,5x10° UFC/g.

Dentre os microrganismos predominantes em alface minimamente
processada, observamos Pseudomonas e membros da familia
Enterobactenaceae, conforme apresentado nas Tabelas 6, 8, 9 e 10, o que
também foi observado por outros autores.

Segundo KING et a/. (1991), a microbiota da alface minimamente
processada é composta por bactérias Gram negativas tanto no produto fresco
quanto no produto apés estocagem sob refrigeracdo e os géneros mais
frequentes sdo Pseudomonas (56,7%), Serratia (8,1%) e Erwinia (8,1%).
GARG et al. (1990) também confirmaram Pseudomonas como o0s

microrganismos predominantes.

SORIANO et al. (2000), analisando amostras de salada de alface,
obtiveram positividade de 84,0% para Enferococcus, 25,7% para E. coli, 22,9%
para Staphylococcus aureus, 14,6% para Citrobacter freundii, 10,4% para
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Aeromonas hydrophila, 8,3% para Klebsiella pneumoniae, 42% para
Enterobacter cloacae, 2,8% para Pseudomonas aeruginosa e 1,4% para
Providencia spp. Nao foram detectados Sa/monella, Shigella e E. coli 0157 :H7.

SZABO et al (2000) identificaram entre os microrganismos
psicrotréficos e patogénicos pesquisados em alface minimamente processada,
Listena monocytogenes (2,5%), Aeromonas (incluindo A. hydrophila e A.
caviae) (55,0%) e Yersinia enterocolitica (59,2%).

Apesar de no presente estudo Sa/monella e E. coli O157:H7 néo terem
sido detectadas nas amostras de alface minimamente processada, os niveis de
Enterobacteriaceae (4,0x10° UFCI/g) e de coliformes (1,1x10° NMP/g)
encontrados indicam que é possivel a ocorréncia de surtos de ETA envolvendo
esse tipo de alimento, como veiculo daqueles microrganismos, como os casos
apresentados na Tabela 2.

4.2 Avaliacdo microbiolégica durante o processamento da
alface americana

Nesta etapa, a redugdo da contaminagdo microbiolégica foi avaliada em
trés etapas do processado minimo da alface: selegdo, apés lavada e cortada e

ja na sua embalagem final (sanificada e centrifugada).

Na etapa de selegdo da alface (Tabelas 8, 9 e 10), observou-se que o
grupo de microrganismos que apresentou as maiores populagdes foi o dos
aerobios mesofilos (2,8x10* a 3,9x10° UFC/g), seguido pelo grupo dos
microrganismos psicrotréficos (6,2x10* a 1,9x10° UFC/g); Pseudomonas (<102
a 8,4x10° UFC/g); Enterobacteniaceae (2,5x10° a 6,3x10° UFCIg); coliformes
(<3 a 1,1x10° NMP/g); coliformes fecais e E. coli (<3 a 23 NMP/g). E. coli
0157:H7 (em 25g) e Salmoneilla (em 25g) néo foram detectados.
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Tabela 8: Populagbes de microrganismos em alface americana minimamente
processada, nas diferentes etapas — Processo industrial — Experimento 1 (89

mgCl/L)
Microrganismos Selecionada Lavada Pronto para Reducdo (%)™
Consumo
Aerébios Mesofilos 2.8x10* 1,2 x 10* 6,4 x10°
(UFC/q) 1,6 x 10° 2,8 x10° 43x10°
28x10° 7,0 x 10* 2,5x10° 99.7
44x10° 33x10* 2,8x10° '
7,6x10: 1,7x10: 2,5x102
média* 1,3 x 10 3,2x 10 3,7 x 10
Pscicrotroficos 6,7 x 10* 1,9 x 10* 1,6 x 10*
(UFC/g) 1,8 x 10° 4.4 x10° 4.4 x10*
7.3x10° 4,0x10° 8,3x10° 96.2
4,1x10° 6,3 x 10* 43x10° '
1,4x10: 3,7x10: 5,0x10:
média 6,3x10 1,8 x 10 2,4x10
Enterobacteriaceae 1,9x 10* 1,2 x 10* 40x10°
(UFC/g) 6,2 x 10° 1,7 x 10* 3,0x 10°
5,5 x 10* 1,3x10° 1,0x10° 96.1
1,9x10° 1,4 x10* 9,0 x 10° ’
1.3x10:’ 5,5x10: 6,8x10‘:
média 8,0 x 10 5,6 x 10 3,1x10
Pseudomonas 43x10° 2,4x10° 9,0 x 10°
(UFCI/g) 5,9 x 10° 4,1x10° < 10°
5,7 x10% 3,0x10* 4,0x10° %67
< 10° 2,5x10° 4,0x10° '
2,8x1oj 1,7x 10;l 6,0x10§
média 1,4 x 10 9,7 x 10 4,6x10
Coliformes totais 4,6 X 10° 2,3x10' 2,8 x 10'
(NMP/g) 1,5x 10’ 2,3x 10 2,3x10'
1,5 x10° 7.3x10° 23x10' 88.2
<3 4,3x10' 3,6 x 10° ’
2.4x10: 9,3 x 101 2.3x10:
média 1,7 x 10 3,8x10 2,0 x10
Colifornes fecais 23 <3 <3
(NMP/g) <3 <3 <3
<3 <3 <3 -
<3 7.3 <3
9.1 <3 <3
Escherichia coli 23 <3 <3
(NMP/g) <3 <3 <3
<3 <3 <3 -
<3 7,3 <3
<3 <3 <3

* média dos 5 resultados;

**calculado sobres as médias
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Tabela 9: Populacdes de microrganismos em alface americana minimamente
processada, nas diferentes etapas — Processo industrial — Experimento 2 (162
mgCl/L)

Microrganismos Selecionada Lavada Pronto para  Reducgio (%)™
Consumo
Aerbbios Meséfilos 8,9 x10° 6,3 x 10* 8,6x10°
(UFC/g) 6,9x10° 3,9x10° 1,2x10*
6,1x10* 6,7 x 10* 6.8 x 10° 982
43x10° 5,2 x 10° 7.8 x10° '
51 x10° 6,2 x 10° 9,8 x10°
média* 51 x10° 1,3 x 10° 9,0 x 10°
Pscicrotréficos 94x10° 4.7 x10° 52 x10°
(UFC/g) 7.9x10° 6.2 x10° 39x10°
6,2x10* 7.3x10° 7.9x10° 95.6
47x10° 4,1x10° 7.3x10° '
3,3x10° 4,8x10° 8,2x10°
média 52 x 10° 54 x 10° 2,3x10*
Enterobacteriaceae 36x 104 36x 10° 83x 10?
(UFC/g) 1,8 x 10¢ 2.2 x10* 9,2 x 102
25x10° 1,5x10* 1,7 x10° 6.3
18x10° 7,0x10° 52x10° '
1,9x10* 9.6 x 10° 7.3 x 10?
média 51x10* 1,1 x 10* 1,9x10°
Pseudomonas 6.0x 10° 3.3x 10° 43 x 10¢
(UFC/g) 7.7x10° 4.4x10* 1,4x10°
42x10° 6,5 x 10° 9,0x10° 04.6
8,1x10° 35x10* 43x10° ’
39x10° 27x10° 7.9x10*
media 4,5x10° 2,7 x 10° 2,7 x10*
Coliformes totais 1,1 x10° 2,3x10' 2,3x10'
(NMP/g) <3 2,1x10' 2,3x 10’
3,5x10' 3.6 x10° 23x10' 92.2
4,6 x10° 4,3x10" 43x10' '
23 x10’ 1,5x 10’ 1,5x 10"
média 3,2x10° 2,1x10° 2,5x10'
Coliformes fecais <3 <3 <3
(NMP/g) <3 <3 <3
<3 <3 <3 -
<3 <3 <3
<3 <3 <3
Escherichia coli <3 <3 <3
(NMP/g) <3 <3 <3
<3 <3 <3 -
<3 <3 <3
<3 <3 <3

* média dos 5 resultados, **calculade sobres as médias
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Na alface apds a sanificagdo e centrifugagdo (Tabelas 8, 9 e 10),
verificou-se, nos 3 experimentos, que os microrganismos aerdbios mesofilos
apresentaram as maiores contagens (2,5x10° a 7,5x10* UFC/g), seguidos por
psicrotréficos (4,3x10° a 5,2x10* UFCIg), Enterobacteriaceae (7,3x10? a
5,2x10% UFC/g), Pseudomonas (<10?> a 7,9x10* UFC/g) e coliformes (3,6 a
4,3x10' NMP/g). Nao foram detectados coliformes fecais, E. coli (<3 NMP/q), E.
coli 0157:H7 (em 25g) e Salmonella (em 25g).

Em relagcdo a redugdo das contaminagdes, o processo apresentou
melhores resuitados para o grupo dos microrganismos aerdbios meséfilos (98,2
a 99,7%), seguido por psicrotréficos (95,6 a 97,9%), Pseudomonas (94,6 a
99,6%), Enterobacteriaceae (90,0 a 96,3%) e coliformes (88,2 a 92,2%). A
baixa redugao dos coliformes pode ser explicada pela heterogeneidade das
populacées destes microrganismos na alface em cabega (<3 a 1,1x10°NMP/g),

o que dificulta as comparagdes.

Como }a apresentado anteriormente, as redugdes variaram de acordo
com o grupo de microrganismos e, neste caso, estiveram entre 0,9 e 2,7 ciclos
logaritimicos. As menores redugdes foram observadas para coliformes (0,9 a
1,2 ciclos) e Enterobactenaceae (1,0 a 1,6 ciclos) que, dentre os
microrganismos pesquisados, sao indicadores de contaminagéo fecal e tém
relagdo com o risco de contaminagdo por patégenos de origem intestinal como
Salmonella, E. coli O157:H7, entre outros.

Os dados obtidos indicam que o processo utilizado garante redugdo de
apenas 1 ciclo logaritmico para o grupo Enterobactenaceae. A maior populagao
dessa familia na alface antes de lavar e sanificar foi de 6,3x10° UFC/g e, ap6s
sanificacdo e centrifugagdo, a maior foi de 5,6 x 10* UFC/g.

Na literatura ha indicagdo de que o processamento minimo da alface,
utilizando solugéo clorada, pode reduzir de 1 a 2 ciclos logaritmicos, podendo
atingir até 4 escalas logaritmicas (NGUYEN-the & CARLIN, 1994, ODUMERU
et al., 1997; BEUCHAT, 2000). SORIANO et al. (2000) avaliaram a eficiéncia
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Figura 1: Sobrevivéncia de Salmonella spp. inoculada artificialmente em
alface americana minimamente processada, exposta a diferentes doses

de radiagdo gama. A: experimento |; B: experimento |l e C: experimento llI.
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NIEMIRA et al. (2002) demonstraram que doses de até 0,5 kGy néo
alteraram significativamente a textura de quatro variedades alface. FOLEY et
al. (2001) e HAGENMAIER & BAKER (1997) também ndo observaram
alteragdes nas caracteristicas visuais e na textura da alface (“iceberg”)
embalada sob atmosfera modificada e irradiada com dose de 0,5 kGy.
Entretanto HAGENMAIER & BAKER (1997) demonstraram que ha alteragdo da
textura da alface quando tratada com dose de 0,81 kGy .

Tabela 11: Analise sensorial utilizando a técnica estatistica de Analise
Descritiva Quantitativa — ADQ para os atributos sensoriais da aiface americana
minimamente processada, picada e embalada em aerobiose, apés a irradiagdo

com trés doses diferentes, além do controle*.

Atributo Doses
0,0 kGy 0,7 kGy 0,9 kGy 1,1 kGy *
Perda de liquido 0,00° 0,04° 0,04? 0,02*
Odor 1,20° 1,38° 1,14* 1,32°
Textura 5,86° 4,56% 5,38° 3,30°
Cor 0,02° 0,14* 1,34° 0,22*

* painel treinado composto por 6 analistas
** dose real obtida quando a planejada foi de 1,2 kGy.
Letras iguais significam que nao ha diferenga significativa entre as doses, com p<0,05,

O estudo de vida de prateleira foi feito para a alface americana
minimamente processada, picada e embalada em aerobiose, ndo irradiada e
irradiada com as doses de 0,7, 0,9, e 1,1 kGy (Tabela 12, 13, 14 e 15).

Para a alface minimamente processada, picada, embalada em aerobiose
e néo irradiada (Tabela 12), a vida de prateleira foi de 2 dias, por apresentar
BiBLIOTE CA

Faculdade de Cigncins Farmacéulicas 5
niversidade de Sac Paulo



diferenga significativa no atributo cor apés 2 dias da fabricagcdo. Também
apresentou diferenga estatisticamente significativa para o atributo odor apés 3
dias. No periodo de 6 dias ndo houve alteragéo nos atributos perda de liquido e

textura.

No estudo realizado por PRIEPKE ef al. (1976), a alface (“iceberg”)
cortada, embalada em aerobicse e armazenada a 4,4°C, manteve as
caracteristicas de aparéncia e “flavor” em niveis aceitaveis por 8 e 6 dias,
respectivamente. Resultado semelhante foi obtido por KING ef al. (1991) que
também observaram que o aspecto visual da alface (“iceberg”) embalada sob
aerobiose permanecia aceitavel por até 8 dias, quando mantida a 2°C.

A diferenga observada entre estes dois resultados e os que estamos
apresentando pode ser explicada pela diferenca da temperatura de
armazenamento (4 a 6°C) e pela temperatura de processamento
(aproximadamente 10°C), que é o principal fator negativo para a manutengao
das qualidades sensoriais da alface. Nosso estudo, no entanto, foi conduzido
com as temperaturas apresentadas que refletem de forma mais adequada as

condigbes de produgao e comercializagdo da aiface em S&o Paulo.

Ja para alface tratada com dose de 0,7 kGy (Tabela 13) a vida de
prateleira foi de 3 dias, por apresentar diferenga significativa no atributo odor
apos 3 dias da irradiagdo. Apesar do atributo cor ndo apresentar diferenga
significativa, por precaugao é possivel adotar a vida de prateleira de 2 dias uma
vez que a pontuacgdo obtida para cor foi semelhante a obtida para a amostra

controle.

Para a amostra de alface irradiada com a dose de 0,9 kGy (Tabela 14), a
vida de prateleira foi de 2 dias, por apresentar diferenca significativa no atributo
odor apés 2 dias da irradiagdo e cor apds 3 dias. Também observou-se
diferenca estatisticamente significativa para o atributo textura apés 3 dias, o
que nao foi observado para o controle e para a dose de 0,7kGy.
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No caso da alface irradiada com 1,1 kGy (Tabela15), o atributo textura
apresentou pontuag@o mais baixa, estatisticamente significativa, no mesmo dia
do tratamento. Também apresentou alteragbes de odor e de cor 2 e 3 dias

apos o tratamento, respectivamente.

Na literatura, encontramos apenas um trabalho informando que com
dose de 0,81 kGy, a textura da alface (“iceberg’) diminui 2 dias apds a
irradiagdo (HAGENMAIER & BAKER, 1997). Nesse trabalho, a dose aplicada
variou de 0,68 a 0,94 kGy, o que é compativel com o0 dado que obtivemos em
que dose de 0,9 kGy apresentou diminuig&o da textura 3 dias apés a irradiagio
(Tabela 14).

Na Tabela 16 sdo apresentados os resultados das analises
microbioldgicas de acompanhamento do estudo de vida de prateleira. As
populagbes de microrganismos aerébios mesodfilos, psicrotréficos e
Enterobacteriacae encontradas no controle no tempo zero sdo semelhantes as
encontradas na alface minimamente processada, apresentadas e discutidas no
item 4.2. Nao foram detectados coliformes (< 3 NMP/g) nem Pseudomonas (<

100 UFC/g) durante o estudo.

As trés doses de irradiagdo testadas reduziram 2 a 3 ciclos logaritmicos
as populagbes de microrganismos aerébios mesdfilos que, apds 3 dias a 5°C

se mantiveram entre 10 e 102 UFC/g.

A mesma redugdo foi observada para as populagdes de
Enterobacteriaceae e Pseudomonas, onde niveis de 10° UFC/g foram
reduzidos para <10 UFC/g apés a irradiagdo (dose 0,7, 0,9 e 1,1 kGy) e se

mantiveram assim até 3 dias apds o tratamento.
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O aumento da populagdo microbiana apds 3 dias a 4 - 6°C foi de
aproximadamente um ciclo logaritimico para os diferentes tratamento e
coincidem com os dados de PRIEPKE et al. (1976) que observaram aumento
de dois ciclos apds quatro dias a 4,4°C. KING ef al. (1991) também avaliaram o
comportamento da populago microbiana em alface em fungdo da temperatura
e demonstraram que esta aumenta 2 cicios apés 8 dias e ndo ha diferenga
significativa entre as temperaturas de 2, 5 e 7,5°C.

Estas informagdes permitem concluir que a alface minimamente
processada pode manter a seguranga microbiocldgica quando estocada em
temperaturas inferiores a 7°C e que as qualidades sensoriais sdo methor

preservadas com temperatura abaixo de 4°C.

4.3.4 Dose de irradiagdo recomendada para alface

Considerando a recomendagdo de redugio de 5 ciclos logaritmicos
(NACMCF, 1999), a seguranga do consumidor dependera da populagdo dos
microrganismos patogénicos presentes no alimento, que normalmente é

desconhecida.

Para avaliar a seguranga do consumidor, estimamos que a populagao de
Salmonella e de E. coli 0157:H7 em alface “in natura” pode chegar aos niveis
encontrados para coliformes e para Enferobacteriaceae, o que seria o pior

cenario.

Para colifermes, o maior valor encontrado foi de 1,1x10° NMP/g (Tabelas
7, 8, 9 e 10) e, levando em consideragdo que pela tabela de NMP este valor
pode variar até 4,8x10°/g, foi assumido o valor de 10%g.

Para Enterobacteriaceae, o maior valor encontrado foi de 8,4x10°UFC/g
(Tabelas 7, 8, 9 e 10) e foi assumido o valor de 10%g.
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Os dados obtidos nos experimentos durante o processamento da alface
indicam redug&o de 0,9 a 1,2 ciclos logaritmicos para coliformes e de 1 a 1,6
para Enterobacteriaceae (Tabelas 8, 9 e 10). Estes dados mostram que se
obtém, em média, redug¢do de 1 ciclo logaritmico durante o processamento
minimo da alface, o que nos conduz para niveis de 10%g para coliformes e
para niveis de 10°%qg para Enterobacteriaceae.

Para obter a redugdo de 5 ciclos logaritmicos, conforme a
recomendacgao, ainda € necessario um tratamento capaz de reduzir, no minimo
4 ciclos, que com a irradia¢éo da alface pode ser obtida através da aplicagdo
de doses de 0,92 kGy para Saimonella e de 0,49 kGy para E. coli 0157:H7.
Considerando a presenga dos dois microrganismos, a dose requerida seria de
0,92 kGy.

No caso de E. coli O157:H7, a dose de 0,49 kGy é semelhante a
indicada por FOLEY (2001) que recomenda tratamento com solugéo clorada a
200 mg/L em associagdo com uma dose de 0,55 kGy para reduzir 5 ciclos
logaritmicos de E. coli 0157:H7 em alface picada.

Com a dose de 0,92 kGy, a redugado de E. coli O157:H7 pode chegar a
7.5 ciclos logaritmicos. Considerando 10%g, como referéncia a partir do nivel
de coliformes, a contaminagdo seria reduzida para 1 célula/100g em 100
embalagens de 100g. Entretanto, quando se considera 10°%g, como referéncia
a partir do nivel de Enterobacteriaceae, a contaminagio seria reduzida para 1
célula/100g.

Para Sa/monella, com a dose de 0,92 kGy, a redugao pode chegar a 4
ciclos logaritmicos. Considerande 10%g, como referéncia a partir do nivel de
coliformes, a contaminagdo se reduziria para 10 células/100g. Entretanto,
quando se considera 10°%g, como referéncia a partr do nivel de
Enterobacteriaceae, a contaminagdo se reduziria para 10 células/g ou seja
1000 células/100g, o que ndo garante a seguranga do consumidor.
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