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RESUMO GERAL

A composi¢do quimica da agua de coco, com altos teores de agucares e
sais minerais, pode propiciar condicdes favoraveis ao desenvolvimento
microbiano, principalmente das bactérias. O processamento industrial da agua de
coco virtualmente elimina todos 0s microrganismos que possam causar algum tipo
de doenca humana. Entretanto, as caracteristicas sensoriais da agua de coco in
natura ou envasada a fresco sdo consideradas superiores a da bebida
pasteurizada ou comercialmente estéril. Além disso, a bebida fresca € mais barata
que a industrializada. A seguranga dos produtos frescos depende
fundamentalmente da prevencdo de sua contaminacdo, associada a uma
refrigeracao adequada durante o transporte e armazenamento. Os objetivos deste
estudo foram os seguintes: i) avaliar a eficacia da imersdo em agua e a
sanitizacdo com hipoclorito de sodio, acido peracético e vapor superaquecido, na
descontaminacdo da superficie do coco verde, utilizando-se Listeria
monocytogenes como microrganismo-teste; ii) desenvolver a flambagem como
tratamento de descontaminacdo da superficie do coco verde; e iii) estudar o
comportamento de L. monocytogenes inoculado experimentalmente em agua de
coco fresca mantida sob diferentes condicbes de temperatura. Os tratamentos
quimicos consistiram na imersao dos frutos em agua destilada estéril, solucao de
hipoclorito de sédio (200 mg/L e pH 6,5) e solugao de acido peracético (80 mg/L)
por 2 min. Todos os tratamentos quimicos diferiram significativamente (a=0,05)
entre si, ressaltando-se que a imersdo em agua, solugao de hipoclorito de sddio e
solucédo de acido peracético reduziram a populacao inicial de L. monocytogenes
em 1,55; 3,84; e 4,47 log UFC/superficie-teste do fruto, respectivamente. No
tratamento com vapor superaquecido, a superficie-teste foi exposta ao vapor
direto (117 °C) por 7 s, e no tratamento de flambagem a chama direta (1.150 °C),
por 3 s. Ambos os tratamentos fisicos reduziram mais de 5,69 log UFC de L.
monocytogenes/superficie-teste do fruto. Os caldos de enriqguecimento de
amostras submetidas ao vapor superaquecido turvaram apés 24 h de incubacao a
35 °C. Nenhum microrganismo foi detectado dos caldos de enriquecimento
provenientes das amostras submetidas a flambagem, e incubados por 48 h.
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Assim, a flambagem foi considerada o tratamento mais eficaz na descontaminagéo
da superficie do coco verde. O desenvolvimento de L. monocytogenes em
amostras de agua de coco fresca (pH 4,9) submetida a diferentes temperaturas de
incubacao (4, 10 e 35 °C) também foi analisado. A populacdo média de L.
monocytogenes na agua de coco experimentalmente inoculada foi de 2,95 log
UFC/mL, e as populagdes maximas alcancadas na fase estacionaria das amostras
incubadas a 4, 10 e 35 °C foram de até 7,08; 7,72; e 8,32 log UFC/mL,
respectivamente. As curvas de crescimento foram ajustadas utilizando-se a
equacao de Gompertz modificada. Em amostras de agua de coco incubadas a 4,
10 e 35 °C, os menores tempos de laténcia (fase lag) foram de 12,7 dias, 4,2 dias
e 3,8 h e os menores tempos de geragao, de 2,7 dias, 10,7 h e 49,3 min,
respectivamente. Assim, a agua de coco € um substrato propicio a sobrevivéncia e
desenvolvimento de L. monocytogenes. A refrigeracdo pode prolongar o tempo de
laténcia de L. monocytogenes em agua de coco. Ja o abuso de temperatura pode
aumentar consideravelmente o nivel desse perigo potencial. Os resultados deste
trabalho poderdao ser aplicados no estabelecimento de Boas Praticas de
Fabricacdo — BPF e de Anélise de Perigos e Pontos Criticos de Controle — APPCC
tanto da agua de coco fresca quanto da bebida processada.
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SUMARY

The chemical composition of coconut water, with high levels of sugars and
minerals, may offer favorable conditions for the microbial development, mainly of
bacteria. The industrial processing of coconut water virtually eliminates all
microorganisms that may cause human illness. However, the sensorial
characteristics of in natura or fresh coconut water are considered superior than the
pasteurized one or the commercially sterile drink. Moreover, the fresh drink is
cheaper than the industrialized one. The fresh produce safety depends primarily on
the prevention of its contamination, associated to a strict refrigeration control
during transport and storage. The objectives of these study were the following: i) to
evaluate the effectiveness of immersion in water and sanitation treatments with
sodium hypochlorite, peroxyacetic acid and overheated steam for decontamination
of tender coconut surface, using Listeria monocytogenes as a test microorganism;
ii) to develop a procedure of fire flame as a decontamination treatment of tender
coconut surface; iii) to study the behavior of L. monocytogenes experimentally
inoculated in fresh coconut water incubated under different conditions. The
chemical treatments consisted in the immersion of the fruits in sterile distilled
water, solution of sodium hypochlorite (200 mg/L and pH 6.5) and solution of
peroxyacetic acid (80 mg/L) for 2 min. The chemical treatments differed
significantly (a=0,05) between itself, and the immersion in water, solution of
sodium hypochlorite and solution of peroxyacetic acid caused a reduction of the
initial population of L. monocytogenes of 1.55, 3.84, and 4.47 log CFU/test surface
of the fruit, respectively. In the fire flame treatment the test surface was exposed to
direct flame (1,150 °C) for 3 s and in the overheated steam treatment to direct
steam (117 °C) for 7 s. The physical treatments caused a reduction of > 5.69 log
CFU/test surface of the fruit. The enrichment broths with samples from overheated
steam treatment became turbid after 24h of incubation at 35 °C. No microorganism
was detected in the enrichment broths with samples from fire flame treatment, and
incubated for 48 h. Thus, the fire flame treatment was considered the most efficient
in the decontamination of tender coconut surface. The development of L.

monocytogenes in samples of fresh coconut water (pH 4.9) incubated under
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different temperatures (4, 10 and 35 °C) was also analyzed. The average
population of L. monocytogenes in the coconut water experimentally inoculated
was 2.95 log CFU/mL. The maximum population density reached in the stationary
phase of the samples incubated at 4, 10 and 35 °C were up to 7.08, 7.72 and 8.32
log UFC/mL, respectively. The growth curves were adjusted with the modified
Gompertz equation. The shortest lag phase duration of L. monocytogenes in the
samples of coconut water incubated at 4, 10 and 35 °C were 12.7 days, 4.2 days
and 3.8 h and the shortest generation times were 2.7 days, 10.7 h and 49.3 min,
respectively. Thus, the coconut water is a propitious substratum to the survival and
development of L. monocytogenes. The refrigeration may extend the lag phase
duration of L. monocytogenes in coconut water and the temperature abuse may
considerably increase the level of this potential hazard. The results of this work
could be used for the establishment of Good Manufacturing Practices — GMP and
Hazard Analysis and Critical Control Points — HACCP for fresh coconut water and

the processed drink.
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INTRODUGAO GERAL

A agua de coco é uma bebida apreciada nos paises tropicais,
principalmente nas regides litordneas, onde o coqueiro faz parte da paisagem. No
Brasil, com a recente disponibilizagdo do coco verde (Cocos nucifera L.) em todo o
mercado nacional e a oferta de agua de coco em diversos pontos de venda, tem
ocorrido aumento expressivo na demanda desses produtos. Parte desse
crescimento pode ser atribuida a tendéncia de consumo de bebidas de frutas nao
carbonatadas e a crescente atencao com a saude.

A cocoicultura destina-se a exploracao extensiva do fruto, apesar de todas
as partes do coqueiro terem alguma utilidade (MEDINA et al., 1980; ARAGAO et
al., 2002). Essa cultura é perene, gerando emprego e renda o ano todo. Na ultima
década, a producao nacional de coco quase se quadruplicou, e em 2001 o Brasil
passou a ser o quarto maior produtor mundial, com 4,1% da producao, atras de
Indonésia, Filipinas e india que, juntos, responderam por 73,3% da producéo
(FAO, 2003).

A 4&gua de coco € o albumem liquido que preenche a cavidade central do
coco, funcionando como reservatério de precursores para o desenvolvimento do
albumem solido (JAYALEKSHMY et al., 1986), que por sua vez nutre o embrido
localizado no seu interior. Conseqlientemente, a agua de coco participa da
maturacao e germinacao da fruta, tendo sua composi¢cao modificada durante esse
processo (CHILD, 1964). Os principais constituintes quimicos da agua de coco sao
0S agucares e sais minerais; ja os lipidios e substancias nitrogenadas estao
presente em pequenas concentracbes (JAYALEKSHMY et al.,, 1986;
SREBERNISH, 1998; TAVARES et al., 1998).

A agua de coco é consumida tanto na forma tradicional, diretamente do
fruto, quanto acondicionada em embalagem, sendo comercializada na forma
fresca ou industrializada. Sua industrializagdo apresenta muitas vantagens, como:
menor volume e peso transportado e armazenado; conveniéncia no manuseio e
consumo; congregacao na coleta e disposicdo do pericarpo do fruto. Outros
pontos positivos da industrializacdo, quando da obtencao da bebida por processo

1



tecnolégico adequado, seriam relacionados a melhoria da seguranca
microbioldgica e ao aumento do periodo de conservagao da agua de coco. Apesar
dessas adequagbes a comercializacdo e ao consumo, as caracteristicas
sensoriais da agua de coco in natura ou envasada a fresco sao consideradas
superiores as da bebida pasteurizada ou comercialmente estéril (ARAUJO et al.,
2000; FRASSETTI et al.,, 2000), e a bebida fresca é mais barata que a

industrializada.

A agua de coco no estado natural é geralmente considerada estéril.
Entretanto, existem relatos da presenca de bactérias, geralmente em baixas
concentracoes, dentro de frutas e hortalicas aparentemente sadias (SAMISH et al.,
1963; MENELEY; STANGHELLINI, 1974). Existem varias fontes potenciais de
microrganismos deteriorantes e patogénicos na producédo da agua de coco fresca,
dentre as quais, as mais comuns sao a superficie do fruto, dos equipamentos e os
manipuladores. Entretanto, poeira, pragas e qualquer material que entre em
contato com o fruto ou superficie de contato da agua de coco tém de ser
considerados (PARISH, 1997).

Exames microbiologicos da dgua de coco fresca, apresentados em alguns
estudos, indicam condicdes higiénico-sanitarias insatisfatorias na sua obtencao e
comercializacdo. Bacillus cereus e Staphylococcus aureus foram encontrados em
populacdes de até 1,6 x 10° UFC/mL (LEITE et al., 1998) e 8,0 x 10* UFC/mL
(HOFFMANN et al.,, 2002) em agua de coco comercializada sob refrigeracao,
respectivamente. J& Melo e outros (2003) detectaram Escherichia coli e
Salmonella na bebida nao-pasteurizada. Entretanto, ndo foram encontrados
relatos na literatura consultada de casos ou surtos de doengas associadas ao

consumo da agua de coco.

A seguranca da agua de coco fresca depende, fundamentalmente, da
prevencao de sua contaminacao, associada a uma adequada refrigeracao durante
o transporte e armazenamento. Listeria monocytogenes € potencialmente
preocupante em produtos frescos e armazenados sob refrigeragdo, devido a sua

capacidade de se desenvolver nessas condicdes e a sua ampla distribuicao



ambiental (RENTERGHEM et al., 1991). A contaminacao do coco verde pode ser
agravada pelo contato com o solo apdés a colheita. Aléem disso, esse
microrganismo possui a habilidade de colonizar, desenvolver e persistir em
equipamentos e instalacées, sobrevivendo por mais tempo em condigdes
ambientais adversas, se comparado com muitas das bactérias patogénicas nao
esporogénicas de relevancia para a saude publica (FENLON, 1999). As listerioses
estdo associadas a uma alta taxa de mortalidade entre alguns grupos de risco,
incluindo mulheres gravidas, neonatos e pessoas com o sistema imunoldgico
comprometido (SLUTSKER; SCHUCHAT, 1999).

Existem diversos métodos fisicos, quimicos e biol6gicos sendo investigados
e utilizados para a reducdo da microbiota de frutas e hortalicas. Cada método
apresenta vantagens e desvantagens distintas, dependendo do tipo de produto,
procedimento de higienizacao e outras variaveis. Entretanto, antes de se escolher
o procedimento mais efetivo de descontaminacdo dos produtos frescos, €
necessario considerar a prevencdao de sua contaminacdo por microrganismos
patogénicos, niveis perigosos de residuos quimicos e contaminantes fisicos.
Como isso ndo € sempre possivel, a higienizacdo de muitos produtos frescos
prevalece de importancia fundamental para a sua segurancga e qualidade (PARISH
et al., 2003).

Atualmente ndo existe nenhum tratamento que, virtualmente, elimine todos
0S microrganismos patogénicos de frutas e hortalicas sem ocasionar alteracoes
sensoriais indesejaveis no produto ou em sua superficie. A limitacdo da
sanitizacdo quimica da superficie das frutas e hortalicas pode ser atribuida
diversos fatores, incluindo a molhagem incompleta da camada de cuticula
(BRACKETT, 1987), a irregularidade superficial, a localizacdo de microrganismos
em estruturas protetoras (BURNETT; BEUCHAT, 2000) e a sensibilidade dos
produtos frescos a tratamentos severos. Nos produtos minimamente processados
ou nos frutos destinados a producdo de sucos, em que ocorre a remogao do
pericarpo da fruta ou casca da hortalica, podem-se aplicar tratamentos mais
severos, a exemplo de agua aquecida, vapor d’agua ou flambagem (chama), sem

alteragcdes sensoriais indesejaveis do produto.



Os objetivos deste trabalho foram os seguintes:

e Determinar a eficacia da imersdo em agua e da sanitizacdo com vapor
superaquecido, hipoclorito de sédio e acido peracético na descontaminacao da
superficie do coco verde, utilizando-se L. monocytogenes como microrganismo-

teste.

e Desenvolver e avaliar a flambagem como tratamento de descontaminacao da

superficie do coco verde.

e Estudar o comportamento de L. monocytogenes inoculado experimentalmente
em 4agua de coco fresca, estérii e mantida em diferentes condicoes de

temperatura.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARAGAO, W. M.; RESENDE, J. M; CRUZ, E. M. O.; REIS, C. S.; SAGGIN, O. J.;
J. A. ; MOREIRA, W. A.; PAULA, F. R.; LIMA FILHO, J. M. P. Fruto do coqueiro
para consumo natural. In: Coco: Pds-Colheita. Aracaju: Embrapa Tabuleiros
Costeiros, Brasilia: Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2002. p. 19-25. (Frutas do
Brasil, 29)

ARAUJO, A. H.; FONTENE, A. M. M.; MOTA, A. P. M.; DANTAS, F. F.;
VERRUMA-BERNARDI, M. R. Analise sensorial da agua de coco in natura em
comparagdo com a pasteurizada. In: Congresso Brasileiro de Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos, 17, 2000. Anais. Sociedade Brasileira de Ciéncia e

Tecnologia de Alimentos. p. 3.44.

BRACKETT, R. E. Antimicrobial effect of chlorine on Listeria monocytogenes.
Journal of Food Protection, v. 50, n. 12, p. 999-1003, 1987.

BURNETT, S. L.; BEUCHAT L. R. Human pathogens associated with raw produce
and unpasteurized juices, and difficulties in decontamination. Journal of
Industrial Microbiology and Biotechnology, v. 25, n. 6, p. 281-287, 2000.

CHILD, R. Coconuts, London: Longmans, Green, 1964. p. 216.

FAO — FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS.
FAOSTAT Database Agricultural. Disponivel em: <http//apps.fao.org>. Acesso
em: 15 ago. 2003.

FENLON, D.R. Listeria monocytogenes in the natural environment. In: Listeria,
Listerioses and Food Safety. 2. ed. New York: Marcel Dekker, 1999. p. 21-38

FRASSETTI, J.; TORTORA, J. C. O.; GREGORIO, S. R. Aceitacdo da agua de
coco in natura e processada. In: Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, 17, 2000. Anais. Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de

Alimentos. p. 3.87.



HOFFMANN, F. L.; COELHO, A. R.; MANSOR, A. P., TAKAHASHI, C. M.;
VINTURIM, T. M. Qualidade microbiolégica de amostras de agua de coco
vendidas por ambulantes na cidade de Sao Joao do Rio Preto — SP. Higiene
Alimentar, v. 16, n. 97, p. 87-92, 2002.

JAYALEKSHMY, A.; ARUMUGHAN, C.; NARAYANAN, C.S.; MATHEW, A.G.
Changes in the chemical composition of coconut water during maturation. Journal
of Science and Technology, v. 23, n. 4, p. 203-207, 1986.

LEITE, C. C.; SANTANA, L. R. R.; SANT'ANA, M. E. B.; ASSIS, P. N. Avaliacdo
microbioldgica da agua de coco produzida e comercializada na cidade de Salvador
- BA. In: Congresso Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 16, 1998,
Rio de Janeiro. Anais. Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

MEDINA, J. C.; GARCIA, J. L. M.; DE MARTIN, Z. J.; KATO, K.; TERUO, P.;
TURRATTI, J. M.; SANTOS, L.C.; SILVA, M. T. C.; CANTO, W. L.; BICUDO
NETO, L. C.; MORETI. V. A. Coco: da cultura ao processamento e
comercializagdo. Campinas: Instituto de Tecnologia de Alimentos,1980. 285 p.
(Série Frutas Tropicais - 5)

MELO, N. P. M.; CARDONHA, A. M. S.; OLIVEIRA, A. C. F. Qualidade
microbioldgica das dguas de coco envasadas e comercializadas na cidade de
Natal — RN. Higiene Alimentar, v. 17, n. 101/105, p. 113-114, 20083.

MENELEY, J.C.; STANGHELLINI, M.E. Detection of enteric bacteria within locular
tissue of healthy cucumbers. Journal of food Science, v. 39, n. 6, p. 1267-1268,
1974.

PARISH, M. E. Public health and nonpasteurized fruit juices. Critical review in
microbiology, v. 23, n. 2, p. 109-119, 1997.

PARISH, M. E.; BEUCHAT, L. R.; SUSLOW, T. V.; HARRIS, L. J.; GARRETT, E.
H.; FARBER, J. N.; BUSTA, F. F. Methods to Reduce/Eliminate Pathogens
from Fresh and Fresh-Cut Produce In: INSTITUTE OF FOOD



TECHNOLOGISTS. Analysis and Evaluation of Preventive Control Measures for
the Control and Reduction/Elimination of Microbial Hazards on Fresh and Fresh-
Cut Produce. Chicago, 2003. v. 2. Disponivel em:
<http://www.ift.org/cms/?pid=1000384>. Acesso em: 16 fev. 2004.

RENTERGHEM, B. VAN; HUYSMAN, F.; RYGOLE, R. E VERSTRAETE, W.
Detection and prevalence of Listeria monocytogenes in the agricultural ecosystem.
Journal of Applied Bacteriology, v. 71, n. 3, p.211-217, 1991.

SAMISH, Z.; ETINGER-TULCZYNSKA, R.; BICK, M. The microflora within the
tissue of fruit and vegetables. Journal of Food Science, v. 28, n. 3, p. 259-266,
1963.

SLUTSKER, L.; SCHUCHAT, A. Listerioses in humans. In: Listeria, Listerioses
and Food Safety. 2. ed. New York: Marcel Dekker, 1999. p. 75-96.

SREBERNISH, S.M. Caracterizacao fisica e quimica da agua de fruto de coco
(Cocos nucifera), variedades Gigante e Hibrido PB-121, visando o
desenvolvimento de uma bebida com caracteristicas proximas as da agua de
coco. 1998. 198p. Tese (Doutorado em Tecnologia de Alimentos) - Faculdade
de Engenharia de Alimentos, Universidade Estadual de Campinas, Campinas,
1998.

TAVARES, M.; CAMPOS, N.C.; NAGATO, L.A.F.; LAMARDO, L.C.A.; INOMATA,
E.l.; CARVALHO, M.F.H.; ARAGAO, W.M. Estudo da composicdo quimica da
agua de coco-ana verde em diferentes estagios de maturacao In: Congresso
Brasileiro de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 16, 1998, Rio de Janeiro. Anais.

Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. p.1262-1265.






Capitulo |

CAPITULO | - Revisio Bibliografica

Contaminacao e Controle de Microrganismos Patogénicos em Frutas e
Hortalicas



10

Capitulo |



Capitulo |

Contaminacao e Controle de Microrganismos Patogénicos em Frutas e
Hortalicas

RESUMO

As frutas e hortalicas sdo componentes tradicionais da dieta brasileira, e
seu consumo rotineiro tem sido incentivado em diversos paises. Isso vem
evidenciando a importancia dos produtos frescos como fontes potenciais de
doencas alimentares. O processamento de frutas e hortalicas frescas geralmente
omite uma etapa efetiva de eliminacdo microbiana, resultando em produtos que
naturalmente carreiam microrganismos, alguns deles potencialmente perigosos
para a saude humana. Esse perigo pode ser ampliado nos produtos minimamente
processados € nos Sucos, cujo processamento tipicamente envolve o contato
humano, a imersdo em &gua e o corte, enquanto a sua distribuicdo e
comercializagdo requerem uma vida util de varios dias. Na investigagcdo de
medidas de controle, uma etapa fundamental é a analise da natureza dos
microrganismos patogénicos na cadeia alimentar. No ambiente agricola, o solo, a
agua, os animais e os agricultores podem contribuir de varias maneiras para a
contaminacao das frutas e hortalicas. Ap6s a colheita, a agua, os manipuladores e
as superficies de contato sdo particularmente preocupantes. A higienizacao pode
reduzir a microbiota de frutas e hortalicas, mas a sua eficacia é limitada por
diversos fatores, incluindo a irregularidade da superficie dos vegetais, a
hidrofobicidade da camada de cuticula, a localizacdo de microrganismos em
estruturas protetoras e a sensibilidade dos produtos frescos a tratamentos
severos. A refrigeracdo e o armazenamento sob atmosfera modificada retardam o
desenvolvimento microbiano, mas alguns microrganismos patogénicos podem se
adaptar a essas condicoes. Conseqientemente, a seguranca dos produtos frescos
depende desde a prevencao de contaminacdes até a implementacdo de métodos

eficientes de descontaminagéo e conservagao.
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1. INTRODUCAO

As frutas e hortalicas sdo componentes tradicionais da dieta brasileira e seu
consumo rotineiro tem sido incentivado em diversos paises. A demanda por frutas
e hortalicas vem aumentado a medida que os consumidores as percebem como
alimentos saudaveis, saborosos, convenientes e frescos. Conseqientemente, a
importancia relativa desses produtos frescos como fontes potenciais de doencas
alimentares tem se tornado evidente. No Brasil, ndo foram encontradas
estimativas sobre a prevaléncia ou incidéncia de doencgas alimentares associadas
ao consumo de frutas e hortalicas. Mas os produtos minimamente processados
tém despertado o interesse da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA
e de institutos de defesa dos direitos dos consumidores, como € o caso do
Instituto Brasileiro de Defesa do Consumidor — IDEC (MORETTI, 2004). Nos
Estados Unidos, as frutas e hortalicas foram o segundo veiculo mais freqiente de
surtos alimentares cujo agente etiolégico foi identificado, de acordo com uma
compilacdo de dados epidemiolégicos realizada entre 1990 e 2003 pelo Center for
Science in the Public Interest — CSPI em 2004. Salmonella, virus similares ao
Norwalk e Escherichia coli foram 0s perigos mais comuns associados a esses
surtos (CSPI, 2004).

A contaminacdo das frutas e hortalicas frescas é preocupante, pois,
anteriormente ao seu consumo, esses produtos ndo sao submetidos a nenhum
tipo de tratamento, como o cozimento, que efetivamente destrua as células
vegetativas de microrganismos patogénicos. Esse perigo pode ser ampliado nos
produtos minimamente processados e n0s sucos, Cujo processamento tipicamente
envolve o contato humano, a imersdo em agua e o corte (BRACKETT, 1999),
enquanto a sua distribuicdo e comercializagdo requerem uma vida util de varios
dias (NGUYEN-THE; CARLIN, 1994).

A prevengdo da contaminacao das frutas e hortalicas por perigos fisicos,
quimicos e principalmente biolégicos é um pré-requisito fundamental na garantia
da seguranca e qualidade dos produtos frescos. Entretanto, mesmo nas melhores

condi¢des de producao e processamento, a contaminagédo dos produtos frescos €
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praticamente  inevitavel = (NATIONAL  ADVISORY COMMITTEE ON
MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS - NACMCF, 1999). Portanto,
medidas de controle devem ser tomadas para a descontaminacéo e prevencao do

desenvolvimento de microrganismos patogénicos nas frutas e hortalicas.

2. MICRORGANISMOS PATOGENICOS NO ECOSSISTEMA VEGETAL

Apesar de a presengca de microrganismos patogénicos nas frutas e
hortalicas sadias ser considerada transiente em relagdo a microbiota residente,
esses produtos sao reconhecidos como veiculos de perigos biolégicos pelo menos
desde o inicio do século XX (PARISH, 1997). As frutas e hortaligas apresentam
uma diversidade de ecossistemas vegetais e esse sistema € composto por tecido
vegetal, ambiente e organismos (LUND, 1992). A prevengdo e o controle da
contaminacdo de frutas e hortalicas partem da tentativa de compreender as
caracteristicas fundamentais do ecossistema vegetal e o efeito das intervencdes

externas no comportamento dos microrganismos patogénicos.

2.1. Caracteristicas fisicas

A epiderme vegetal é a barreira primaria contra infecgdes microbianas,
insetos e danos fisicos em frutas e hortalicas. Essa estrutura é coberta por
multicamadas hidrofébicas que formam a cuticula (1-15 pum de espessura)
(FRANK, 2001). A distribuigdo dos microrganismos na superficie vegetal esté
relacionada com a molhabilidade de sua superficie. A diferenca de adeséo
microbiana entre a alface e o repolho, por exemplo, € parcialmente atribuida a
diferencas na capacidade de retencado de agua superficial dessas folhosas ou na
hidrofobicidade das camadas de cuticula (LEBEN, 1988 apud LUND, 1992). A
superficie vegetal, apesar de ser aparentemente lisa, consiste de uma estrutura
irregular. A adesdo e colonizacdo microbianas sao facilitadas por poros
(estbmatos e lenticelas), irregularidades (tricomas quebrados, fendas na cuticula)
e injurias superficiais (FRANK, 2001). A adesdao de células microbianas na

superficie vegetal e a sua localizagdo em estruturas protetoras podem dificultar a
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sua remogao ou aumentar a sua resisténcia a tratamentos antimicrobianos
(BURNETT; BEUCHAT, 2000). Essa situagdo pode ser agravada em produtos
com uma grande area superficial, como as verduras (LEBEN, 1988 apud LUND,
1992).

Os microrganismos patogénicos podem sobreviver nas superficies nao
injuriadas das frutas e hortalicas, mas o seu desenvolvimento € incomum. Isso é
parcialmente atribuido a tipica incapacidade dos microrganismos patogénicos em
produzir enzimas necessarias a degradacao da epiderme vegetal, o que restringe
a disponibilidade de nutrientes e agua (HARRIS et al., 2003). Entretanto, o
desenvolvimento da microbiota residente nos vegetais pode comprometer a
integridade da epiderme e alterar o pH do meio, aumentando a probabilidade de
sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos patogénicos. Em uma
analise de Salmonella em frutas e hortalicas que estavam sadias e deterioradas,
Wells e Butterfield (1997) detectaram essa bactéria principalmente nos produtos
deteriorados.

A possibilidade de sobrevivéncia e desenvolvimento de microrganismos
patogénicos é consideravelmente aumentada quando a barreira protetora da
epiderme € rompida. Esse rompimento pode ocorrer de varias maneiras: por
injurias mecanicas incidentais; por animais; por microrganismos; € por cortes
propositais, como nas frutas e hortalicas minimamente processadas. O corte das
frutas e hortalicas expde os tecidos vegetais internos, transfere os microrganismos
da superficie do produto intacto para os tecidos internos e libera os fluidos

vegetais das células injuriadas (HARRIS et al., 2003).

2.2. Caracteristicas quimicas

A superficie das frutas e hortalicas possui uma microbiota residente que
normalmente subsiste em quantidades tracos de nutrientes, incluindo carboidrato,
proteina, sais minerais e umidade, oriundos da exsudagdo vegetal ou da
condensacdo ambiental. Muitos vegetais tém a sua superficie coberta com
protuberéncias tubulares denominadas tricomas. As glandulas dos tricomas
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secretam substancias quimicas na superficie dos vegetais com atividade
antimicrobiana e repelente a insetos. Outras substancias oriundas da poluicao
ambiental e do controle agroquimico podem interferir na microbiota residente e

contaminante na superficie dos vegetais (SPURR, 1994).

Alguns microrganismos similares sdo geralmente encontrados em frutas e
hortalicas. Entretanto, a composi¢cdo quimica de cada tipo de vegetal pode
diferenciar a microbiota residente e contaminante. Nos vegetais com pH préximo
ao neutro, como muitas das hortalicas, as bactérias estdo geralmente presentes
em grande abundancia. Nessas condigcdes, as bactérias tendem a se desenvolver
mais rapido que os fungos. Até pouco tempo atras era de aceitacao geral que as
frutas de alta acidez e baixo pH apresentavam um risco desprezivel. Essa
consideracao fundamentava-se no efeito antagonista dos acidos e do pH sobre a
maioria das bactérias. Apesar de essas condi¢cdes prevenirem o desenvolvimento
de muitos microrganismos patogénicos, 0 produto pode estar contaminado com
perigos biologicos em niveis suficientes para causar doencas. Alguns
microrganismos patogénicos como E. coli (GOODSON; ROWBURY, 1989),
Listeria monocytogenes (KROLL; PATCHETT, 1992) e Salmonella Typhimurium
(FOSTER; HALL, 1991) podem se adaptar a condicbes de acidez que
normalmente seriam letais. Além disso, existem evidéncias de que o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos em certas condi¢gdes de pH
subletais pode aumentar a sua viruléncia e desencadear mutacbes adaptativas
que selecionam cepas mais resistentes a outras condicdes estressantes
(ARCHER, 1996).

2.3. Caracteristicas ambientais

As condi¢des ambientais no campo sao consideradas tipicamente indspitas
para a sobrevivéncia e desenvolvimento de muitos microrganismos. Isso é
parcialmente atribuido a incidéncia de radiagdo luminosa e as flutuagbes de
temperatura e umidade no campo (SPURR, 1994). Apds a colheita da fruta e

hortalica, o comportamento dos microrganismos, incluindo os patogénicos,
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depende basicamente da temperatura, umidade, atmosfera e caracteristicas
intrinsecas do vegetal (HARRIS et al., 2003).

A refrigeracdo € tipicamente utilizada para retardar a respiracdo, a
senescéncia, 0 escurecimento, a perda de umidade e o desenvolvimento
microbiano nos produtos frescos (SEYMOUR; APPLETON, 2001). Entretanto, os
microrganismos geralmente sobrevivem a baixas temperaturas, existindo aqueles
psicrotréficos que sao capazes de se desenvolver sob refrigeracao, mesmo que a
uma velocidade mais lenta que a da temperatura ambiente. Alguns desses
microrganismos sao patogénicos, tais como cepas de Clostridium botulinum nao-
proteoliticas, L. monocytogenes e Yersinia enterocolitica (PARISH et al., 2003).
Outro microrganismo preocupante nos produtos refrigerados sdo os virus. Existem
evidéncias de que os virus entéricos sao capazes de persistir em diferentes tipos
de superficies, porosas ou lisas, por periodos de mais de 30 dias, sendo na
temperatura de 4 °C observado maior sobrevivéncia do que a 20 °C (ABAD et al.,
1994). Uma pratica comum em laboratérios que trabalham com virus é a
preservacao destes sob congelamento (ICMSF, 1996). Apesar disso, o controle da
temperatura é critico para a seguranca dos produtos frescos.

A utilizacdo de embalagens com atmosfera modificada em conjunto com a
refrigeragéo ainda n&o é considerada tecnologicamente segura. Assim como na
refrigeragdo, as embalagens com atmosfera modificada podem favorecer o
desenvolvimento dos microrganismos patogénicos em detrimento da atividade de
outros microrganismos competidores, de modo que o produto ndo apresente sinais
de deterioragé@o e seja consumido (HARRIS et al., 2003). Clostridium perfringens,
C. botulinum e L. monocytogenes sao minimamente afetados por niveis de CO,
abaixo de 50%. Altos niveis de O, (80-90%) estimulam o desenvolvimento de
microrganismos patogénicos, como E. coli e L. monocytogenes (AMANATIDOU et
al., 1999).
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3. MICRORGANISMOS PATOGENICOS EM FRUTAS E HORTALICAS

Virtualmente, qualquer tipo de alimento é passivel de se tornar contaminado
por microrganismos patogénicos, mas isso ndo implica necessariamente
ocorréncia de doencas humanas (BRACKETT, 1999). Apesar de varios
microrganismos patogénicos terem sido detectados numa diversidade de frutas e
hortalicas (HARRIS et al., 2003), apenas alguns produtos frescos foram implicados
na veiculagdo de doencas (NACMCF, 1999). Nos Estados Unidos, ocorreram
grandes surtos associados ao consumo de meldo, tomate, framboesa, alface,
cebola, broto de alfafa e sucos de maca e laranja (NACMCF, 1999). Entre 1990 e
2003, Salmonella, virus similares ao Norwalk e E. coli foram os perigos mais
comuns em surtos de doencas veiculadas por alimentos cujo agente etioldgico foi
identificado (CSPI, 2004). Entretanto, a perecibilidade dos alimentos e a
complexidade da cadeia produtiva de frutas e hortalicas dificultam a associacao
dos produtos frescos com a veiculacdo de doengas nas investigacdes
epidemiologicas (HARRIS et al., 2003).

Alguns microrganismos s6 podem causar doencas se ingeridos em altas
concentracoes, por exemplo C. perfringens, ou quando encontram condi¢coes
favoraveis para se desenvolver e produzir toxinas, como C. botulinum, Bacillus
cereus emético ou Staphylococcus aureus. Porém, em muitos casos a dose
infectiva é relativamente baixa. Conseqientemente, a contaminacao do alimento e
a sobrevivéncia do microrganismo patogénico até o momento do consumo podem
implicar doenca. Na veiculacdo de virus ou parasitas, por exemplo, ndo ocorre o
desenvolvimento microbiano nos alimentos (HARRIS et al., 2003). Além disso,
deve-se considerar que, na maioria dos casos, a dose infectiva é dependente da
suscetibilidade individual das pessoas (INSTITUTE OF FOOD TECHNOLOGISTS
—IFT, 2000).

Estudos epidemioldgicos evidenciam que as doencgas veiculadas por frutas
e hortalicas sao transmitidas por uma variedade de bactérias, virus e parasitas
(NACMCF, 1999). Apesar de esses organismos apresentarem uma ampla

diversidade fisioldgica, eles compartilham de uma caracteristica comum: a sua

17



Capitulo |

fonte primaria € o ambiente entérico, ou seja, eles sdo encontrados no trato
intestinal e material fecal de seres humanos e animais. Excecdes incluem: C.
botulinum, usualmente isolado do solo, ambiente aquatico e matéria organica em
decomposicao; B. cereus, amplamente distribuido na natureza, sendo o solo o seu
reservatorio natural; e L. monocytogenes, prontamente isolado de fezes humanas
e animais, assim como em ambientes agricolas e industriais (HARRIS et al.,
2003).

3.1. Bactérias indicadoras de qualidade

As bactérias patogénicas sao particularmente preocupantes nas frutas e
hortalicas por possuirem a capacidade de se desenvolverem antes do consumo do
produto fresco (NACMCF, 1999), com a ressalva de que em muitos casos nao
ocorrem alteragdes perceptiveis, mesmo em populacdes relativamente altas. Ja a
atividade de uma microbiota diversificada pode fornecer indicagbes de abuso de
temperatura e idade do produto, por meio de deterioracées. Além disso, as
bactérias patogénicas podem ser inibidas ou até mesmo eliminadas pela acao da
microbiota competidora ou antagonista, que é naturalmente encontrada nas frutas
e hortalicas (SCHUENZEL; HARRISON, 2002). Conseqlentemente,
especificacdes requerendo uma contagem muito baixa de bactérias podem
comprometer a seguranca dos produtos frescos (HARRIS et al., 2003). Entretanto,
alta carga microbiana indica condi¢cdes inadequadas de obtencao, processamento
ou acondicionamento das frutas e hortalicas.

Os grupos de coliformes totais e fecais e a deteccdo de E. coli sao
comumente utilizados para avaliacdo da qualidade higiénico-sanitaria dos
alimentos. Entretanto, a presenca dos grupos de coliformes em frutas e hortalicas
é considerada normal, uma vez que fazem parte da microbiota natural das plantas
e nao pode ser associada a uma contaminacao fecal. Nesse caso, recomenda-se
a utilizacao de E. coli, o indicador mais valido de contaminacao fecal (KORNACKI;
JOHNSON, 2001). Mas a sua presenca, mesmo que em altas concentracdes, nao
significa necessariamente que ocorreu contaminacao fecal. E. coli pode se

desenvolver em varios nichos ecologicos, incluindo o ambiente de processamento,
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ou se tornar parte da microbiota residente da industria, especialmente quando a
higienizacdo é inadequada (COX et al., 1988). Desse modo, uma das aplicacbes
mais importantes dos grupos de coliformes e da analise de E. coli é na avaliagao
de programas de higienizacao das frutas e hortalicas, assim como das condi¢des
higiénicas dos ambientes de processamento (KORNACKI; JOHNSON, 2001).

3.2. Virus patogénicos

Os virus ndo se desenvolvem nos alimentos, pois necessitam de células
vivas especificas para se replicar. Entretanto, existem evidéncias indicando que
esses microrganismos sao resistentes a uma variedade de condi¢cdes adversas,
podendo permanecer no alimento por um periodo superior a sua vida util e em
quantidade suficiente para causar doencas (SEYMOUR; APPLETON, 2001).

Existem muitos grupos de virus que poderiam contaminar as frutas e
hortalicas, mas os principais virus patogénicos que contaminam esses produtos
sao os que infectam via do trato gastrintestinal, como o virus Norwalk e outros
virus gastroentéricos similares e o virus da hepatite A (SEYMOUR; APPLETON,
2001). A presenca desses virus entéricos nos alimentos é atribuida em grande
parte a contaminacao fecal humana, uma vez que o organismo humano é a sua
fonte definitiva de contaminagédo (ICMSF, 1996). Os virus podem ser excretados
em grande quantidade pelas fezes (até 10" particulas de rotavirus por grama de
fezes) de individuos infectados por periodos que podem variar entre alguns dias a
varias semanas, dependendo do virus e estagio da infeccdo (KOOPMANS;
DUIZER, 2004; ICMSF, 1996). Uma fonte importante desses perigos sao as
pessoas infectadas e que apresentam sintomas clinicos minimos ou
imperceptiveis (portadores assintomaticos). Sabe-se que o principal periodo de
excrecao do virus da hepatite A é antes do aparecimento de sintomas clinicos
(KOOPMANS; DUIZER, 2004; ICMSF, 1996).
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3.3. Fungos micotoxigénicos

O desenvolvimento de determinados fungos filamentosos em alimentos,
além de acelerar a sua deterioragdo, pode resultar na produgdo de micotoxinas.
Essas toxinas podem permanecer no alimento mesmo na auséncia de sinais
visiveis de emboloramento (PITT, 2000). Aspergillus spp. e Penicillium spp. sao
fungos micotoxicogénicos naturalmente encontrados no ambiente agricola,
possuindo a capacidade de se desenvolverem numa variedade de substratos e
sob diversas condicbes de umidade e temperatura. A deterioracdo fungica das
frutas por esses microrganismos pode estar associada a producdo de varias
micotoxinas, particularmente aflatoxina, ocratoxina A e patulina (HASAN, 2000).
Entretanto, a deterioragdo ocasionada por espécies dos géneros Aspergillus e
Penicillium é considerada significativa somente apds a infeccdo de uma plantacao
por organismos fitopatogénicos ou se ocorrer algum tipo de injaria fisica ou
fisiologica na fruta ou hortalica (ZIMMERLI; DICK, 1996).

A micotoxina mais relatada em suco de maca € a patulina, ressaltando-se
que a Organizacdo Mundial de Saude recomenda uma concentragdo maxima de
50 ug/L no produto. A patulina é produzida por aproximadamente 60 espécies de
fungos que pertencem a mais de 30 géneros (DRUSCH; RAGAB, 2003). Nas
macas, as regides deterioradas sao as que apresentam as maiores concentracoes
de patulina. Essa toxina pode se difundir, a partir da area infectada do fruto, até
uma profundidade de 2 cm. Conseqlientemente, a remoc¢ao dessa parte da maga
reduz significativamente o nivel de patulina no produto. Entretanto, em outras
frutas como o tomate, a patulina se difunde por todo o tecido interno. Essa
diferenca de difusdo da patulina pelo interior dos alimentos aparentemente esta
ligada a “viscosidade” do tecido interno da fruta (RYCHLIK; SCHIEBERLE, 2001).
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4. PREVENGAO DA CONTAMINAGCAO DE FRUTAS E HORTALIGCAS

Uma etapa fundamental ao se elaborar uma estratégia para garantia da
segurancga das frutas e hortalicas é a investigacao da natureza dos contaminantes
na cadeia produtiva. Essa etapa deve ser priorizada em detrimento de analises do
alimento, considerando-se que a distribuicdo dos microrganismos patogénicos nos
alimentos é tipicamente desuniforme, a sua detecgdo € infreqlente e, quando
presente, esta geralmente em baixas concentracdes (BRACKETT, 1999).
Consequentemente, os estudos de incidéncia sao caros e demorados, sendo as
informagodes geradas limitadas a um produto de determinada regido e durante um
periodo do ano em particular (HARRIS et al., 2003). Além disso, a determinacao
do microrganismo patogénico de maior significancia ou indicador de perigo no

alimento apresenta-se como uma tarefa de alta complexidade.

A compreensao sobre os microrganismos patogénicos e suas interagdes
ambientais é limitada, a medida que ocorre uma evolucdo microbiana que é
natural e, as vezes, catalisada pela acdo humana. A prevencao da contaminagéao
fecal das frutas e hortalicas é geralmente priorizada a medida que as doencas
veiculadas por esses produtos sdo transmitidas, principalmente, pela via feco-oral.
Entretanto, deve-se ressaltar que nem todos 0s microrganismos patogénicos
podem ser correlacionados com indicadores de contaminacdo fecal e existem

microrganismos cuja fonte primaria nao é o ambiente entérico.

A contaminacao de frutas e hortalicas pode ocorrer por qualquer material
que entre em contato com a sua superficie. No ambiente agricola, o solo, a agua,
0s animais e os agricultores sao particularmente importantes nessa contaminacao
das frutas e hortalicas (NACMCF, 1999). A fertilizacdo do solo com esterco ou
biossélidos municipais (esgoto) inadequadamente estabilizados é considerada
umas das suas principais fontes de contaminagdo (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION — FDA, 1998). A contaminacgéao fecal do solo pode aumentar se
nao existirem instalagdes sanitarias adequadas nas proximidades das areas de
producéo (FDA, 1998).
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Existem vérias fontes de poluicdo da agua, sendo as mais comuns o
despejo direto de biossélidos municipais no curso d'agua e a lixiviagdo do solo
contaminado. A importancia da identificacdo e controle de fontes potenciais de
contaminacado da agua é amplificada, considerando-se que a agua utilizada na
agricultura geralmente ndo é tratada. Além da qualidade da agua, outros fatores,
como o tipo de irrigagao, podem influenciar a contaminacao das frutas e hortalicas.
As técnicas de irrigacdo, como a por pivd central, que expde as plantas a um
contato direto com a agua, aumentam a probabilidade de contaminacdo destas
(NACMCF, 1999).

Os animais silvestres ou domésticos e as pragas constituem outra fonte
potencial de contaminacao das frutas e hortaligas, seja no ambiente agricola, seja
apos a colheita. Porém, enquanto os animais domésticos podem ser evitados nas
areas de producdo e manipulacdo de alimentos, o controle de animais silvestres
ou pragas € limitado (HARRIS et al., 2003).

A colheita é uma etapa critica devido ao potencial de contaminacao através
do contato das maos com as frutas e hortalicas. A extensao desse contato varia
com o tipo de produto e com a tecnologia empregada na colheita e em algumas
operacoes poés-colheita. As boas praticas de higiene pessoal sdao amplamente
preconizadas e devem ser associadas a racionalizacdo de técnicas de
manipulacao de alimentos, prevenindo o contato direto das maos com as frutas e
hortalicas (ICMSF, 1996). As luvas devem ser utilizadas em etapas especificas e
por manipuladores treinados. Outras superficies que entram em contato com as
frutas e hortalicas no momento da colheita (equipamentos, utensilios, recipientes)
e no seu transporte devem ser projetadas e construidas de modo a evitar

deposi¢des de sujidades e facilitar a sua higienizagao (SUSLOW et al., 2001).

A contaminagdo pode aumentar durante o processamento ou em nivel
doméstico, seja por manipuladores infectados, seja pelo contato com a agua,
superficies de trabalho, embalagens ou outros ambientes contaminados. A
higienizacdo de frutas e hortalicas deve ser associada ao controle de

contaminantes no ar, instalagbes, equipamentos e utensilios envolvidos nessa
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operacao e nas etapas subsequientes do processamento. Como a higienizacao
tipicamente ndo remove ou inativa completamente os microrganismos patogénicos
presentes na matéria-prima, o processamento de um lote contaminado pode
resultar na contaminacdo ambiental e das superficies de processamento
(VANETTI, 2004). Nesse ciclo de contaminacgbes, a agua, no estado liquido ou
como gelo, pode ser contaminada ou servir de importante fonte de microrganismos
patogénicos das frutas e hortalicas. A agua é amplamente utilizada no
processamento da maioria das frutas e hortalicas, e a contaminacdo desses
produtos pode ocorrer tanto no enxague quanto em outras operag¢des, como
refrigeracao, transporte, higienizagcdo ou aplicacdao de ceras e fungicidas (IFT,
2000). Desse modo, a qualidade da matéria-prima, condicao fundamental para a
seguranga do produto final, também implica prevencdo de varios tipos de

contaminacdes cruzadas.

5. HIGIENIZACAO DE FRUTAS E HORTALICAS

A higienizacao de frutas e hortalicas permite a remocdo de sujidades
visiveis e a reducado de contaminantes oriundos da producédo e processamento
desses produtos. Essa operagao auxilia a disponibilizagdo de alimentos seguros e
com qualidade especificada pelo comprador ou exigida pela legislacao (ANDRADE
et al., 2004). Consequientemente, a higienizacdo ndo somente afeta os atributos
de qualidade sanitarios, sensoriais e nutricionais do alimento, como tem impacto
sobre a reputacdao do fornecedor. Entretanto, alguns produtos, por exemplo
morangos e framboesas, sdo muito delicados, ndo sendo tipicamente higienizados
apos a colheita.

A limpeza ou lavagem de frutas e hortalicas objetiva remover as sujidades
visiveis da superficie destas, permitindo uma reducado consideravel da carga
microbiana do produto. Essa operagado pode consistir num simples enxague com
agua clorada ou na combinagdo de outros tratamentos fisicos e quimicos,
principalmente para os produtos mais resistentes. Nesse caso, a operagao pode
envolver a aplicacao de agua e detergente, bem como o tratamento mecéanico da
superficie dos produtos com escovas ou borrifo d’agua, seguidos por um enxague
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com agua. Entretanto, a lavagem mais drastica pode resultar em certa remocao
das camadas de cuticula que envolve a superficie do produto, que serve como
barreira microbiana. Ocasionalmente, a cera natural pode ser reposta por ceras
comerciais (PARISH et al., 2003).

A sanitizacdo pode complementar a limpeza no controle microbiano das
frutas e hortalicas. As definicdes de sanitizante e sanitizacdo contemplam a tipica
impossibilidade de remover ou eliminar todas as células vegetativas de
microrganismos, sejam patogénicas, sejam de outra natureza. No teste de
suspensao da Association of Official Agricultural Chemists — AOAC (1997), a
definicdo de sanitizante esté relacionada com o seu desempenho, ou seja, uma
substancia quimica capaz de reduzir 99,999% da contagem de determinada
bactéria em 30 s e nas condicbes do teste. Este teste € indicado para
determinagdo da concentracdo minima de um sanitizante para superficies néo-
porosas que contatam alimentos. No guia para minimizagdo de riscos microbianos
em produtos hortifruticolas frescos do FDA (1998), a sanitizacdo de produtos
frescos € definida como: “tratar produtos hortifruticolas através de um processo
que é eficaz para destruir ou reduzir substancialmente o numero de
microrganismos preocupantes para a saude publica, assim como outros
microrganismos indesejaveis, sem afetar adversamente a qualidade do produto ou

a seguranga do consumidor”.

Atualmente nao existe tratamento que virtualmente elimine todos os
microrganismos patogénicos de frutas e hortaligas sem ocasionar alteragdes
sensoriais indesejaveis no produto ou em sua superficie. A limitacdo da
sanitizacdo quimica da superficie das frutas e hortalicas pode ser atribuida as
irregularidades  superficiais, a adesdo microbiana, a localizacdo dos
microrganismos em estruturas protetoras (BURNETT; BEUCHAT, 2000) e a
molhagem incompleta da superficie do produto (BRACKETT, 1987). Nos produtos
minimamente processados ou nos frutos destinados a producao de sucos, em que
ocorre a remocgao do pericarpo da fruta ou casca da hortalica, podem-se aplicar
tratamentos mais severos, a exemplo de &agua aquecida, vapor d’agua ou

flambagem (chama), sem alteragbes sensoriais indesejaveis do produto.
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A higienizacdo pode aumentar a contaminacado das frutas e hortalicas se
nao for realizada de forma adequada. Isso pode ocorrer pela contaminagao
cruzada pela agua e pela internalizacdo microbiana. Essa internalizacao tem a
possibilidade de ocorrer pela imersao de uma fruta ou hortalica em uma solucao
em temperatura inferior a do produto. Quando um produto é imerso em solugcao
numa temperatura relativa mais baixa, o ar dentro da estrutura vegetal reduz a sua
pressao interna, permitindo que o efeito combinado da pressédo atmosférica e da
pressdo hidrostatica force a solucao externa a se internalizar pelos poros do
vegetal, possibilitando a contaminagao do produto (BURNETT; BEUCHAT, 2000).

A eficiéncia da higienizacao das frutas e hortalicas pode ser aumentada por
uma pré-limpeza a seco de sujidades grosseiras, associada a uma selecao e
descarte de produtos injuriados ou deteriorados. Em seguida a higienizagédo, pode
ser realizada uma drenagem dos produtos, permitindo uma remogao da agua
superficial e fluidos vegetais de células injuriadas (SIMONS; SANGUANSRI,
1997).

5.1. Sanitizantes quimicos

Os sanitizantes quimicos, em particular os compostos clorados, tém sido
amplamente empregados na industria de alimentos, possibilitando o controle
microbiano de ambientes de processamento, da dgua e dos alimentos. Apesar de
o cloro e outros sanitizantes reduzirem a populacdo microbiana das células
expostas na superficie do produto em 2 ou 3 ciclos logaritmicos, pouco se sabe a
respeito da eficacia dos desinfetantes na destruicdo de células localizadas em
locais protegidos da epiderme e no interior do vegetal (BURNETT; BEUCHAT,
2000). A imersao de frutas e hortalicas em agua pode reduzir o nimero de células
recuperadas de sua superficie entre 1 e 2 ciclos logaritmicos (BEUCHAT, 1998).
Isso indica que parte consideravel da reducdo causada pelos tratamentos
quimicos € ocasionada pela remocao fisica ou desprendimento das células pelo
enxague. Assim, os sanitizantes tém como funcdo primaria manter a qualidade
microbioldgica da dgua (BRACKETT, 1999).
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Historicamente, os hipocloritos tém se destacado devido ao seu custo
reduzido e efetividade na inativacdo de microrganismos em solugcdo e em
superficies nao-porosas de contato com alimentos (WEI et al., 1985; ELPHICK,
1998). Na otimizacao da sanitizacao das frutas e hortalicas, as reagdes quimicas
dos hipocloritos na agua tém que ser examinadas. Quando os hipocloritos séao
adicionados a agua, eles sao encontrados em duas formas de cloro livre: o ion
hipoclorito (OCI") e o acido hipocloroso (HOCI). O acido hipocloroso é a forma de
cloro, derivada dos hipocloritos, que tem a maior atividade antimicrobiana. O
equilibrio entre HOCI e OCI" é dependente do pH, sendo a concentracao de HOCI
aumentada pela diminuicdo do pH e vice-versa. A estabilidade da solu¢cado aquosa
de hipoclorito, assim como o efeito antimicrobiano do cloro livre, é afetada por
outros fatores, incluindo concentragdo de hipoclorito, temperatura, presenca de
matéria organica, radiacdo luminosa, ar e certos metais (PARISH et al., 20083;
DYCHDALA, 1991).

A sanitizacdo de frutas e hortalicas ¢é tipicamente realizada com
concentracoes de cloro total variando entre 50 e 200 mg/L e em diferentes valores
de pH (FDA, 1998). Quando o pH da solucéo sanitizante ndo € ajustado, o tempo
de contato do sanitizante com o produto é de 5 a 30 min. No pH alcalino, o cloro é
mais estavel, sendo o &cido hipocloroso, que é consumido na atividade
antimicrobiana, reposto pelo equilibrio com o ion hipoclorito (DYCHDALA, 1991).
Ja nos sistemas de higienizacdo comerciais o tempo de contato é mais curto,
cerca de 1 a 2 min (FDA, 1998). Nesse caso, o pH da solucdo deve ser
controlado, de modo que a concentracao do acido hipocloroso seja aumentada
(ELPHICK, 1998; FDA, 1998). Tipicamente, valores de pH entre 6,5 e 7,5 séao
eficientes, enquanto minimizam a corrosdo em equipamentos (PARISH et al.,
2003).

Existem poucas desvantagens que vém progressivamente limitando o uso
do cloro na industria de alimentos. O cloro, como todo agente oxidante, pode
reagir com varios compostos orgéanicos, sendo dificil prever os produtos dessa
reacao. Nas frutas e hortalicas, a oxidacdo dos componentes organicos pode ser

prevenida pela barreira protetora da epiderme, pela compartimentalizagdo de seus
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componentes e pela sua composicdo, que geralmente tem baixos niveis de

lipidios.

As organizacbes ambientais € de saude publica tém expressado a sua
preocupagdo quanto a formagdo de compostos organoclorados, como os tri-
halometanos e outros residuos quimicos, no retorno dos efluentes industriais para
o ambiente. O cloro pode reagir com sustancias organicas (acidos humicos e
fulvicos) naturalmente presentes na agua, dando origem a varios compostos com
atividade potencialmente mutagénica e, ou, carcinogénica (RICHARDSON, 2003).

Na tentativa de controlar os perigos microbianos e os niveis de tri-
halometanos na agua, algumas medidas sdo propostas, dentre as quais o pré-
tratamento da agua para reduzir os niveis de matéria organica, a remocao dos tri-
halometanos apds o tratamento da agua e a utilizacdo de tratamentos que nao
gerem compostos téxicos (BRODTMAN; RUSSO, 1979 apud KIM et al., 1999).
Mas muitas unidades de tratamento de agua vém substituindo o cloro por outros
desinfetantes, como o didxido de cloro, o 0zbnio e o0 acido peracético. Esses
tratamentos geralmente reduzem os niveis de tri-halometanos na agua, mas
podem aumentar o nivel de outros compostos potencialmente tdxicos
(RICHARDSON, 2003; MONARCA et al., 2000).

O didxido de cloro e o ozbnio sdao agentes mais oxidantes que os
hipocloritos, o que geralmente potencializa e amplia o0 seu espectro
antimicrobiano, tornado-os efetivos em baixas concentracdes e tempo de contato
reduzido (XU, 1999; WEI et al., 1985). No entanto, a reatividade do diéxido de
cloro e do ozbénio aumenta a sua instabilidade e os custos do sistema, uma vez
que sao degradados rapidamente e devem ser gerados no local de aplicacao.
Assim como os hipocloritos, o diéxido de cloro e o ozénio tém a sua efetividade
influenciada por fatores como o pH da solucao, a temperatura e a matéria organica
envolvendo os microrganismos (KIM et al., 1999). Além disso, o diéxido de cloro e
0 0zOnio sao corrosivos e perigosos, devendo seguir uma série de medidas de

seguranga para prevengao de exposi¢coes perigosas ou desnecessérias. Deve-se
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considerar também que a oxidacdo das frutas e hortalicas pode resultar em
alteragdes sensoriais e nutricionais indesejaveis (PARISH et al., 2003).

Os é&cidos organicos sdo uma alternativa de sanitizantes que nao resulta na
formacdo de substancias toxicas e que minimiza o impacto ambiental. A
sanitizacdo de frutas e hortalicas nas condicbes domésticas é viabilizada pela
utilizacao de acido citrico, na forma do suco de liméo, e &cido aceético, na forma de
vinagre. Na industria de alimentos, os &cidos organicos sao empregados
principalmente como acidulantes e conservantes. Na sanitizagdo de alimentos, a
utilizacado de acido latico é relatada em carcacas animais, com a ressalva de que
existem vérias pesquisas demonstrando a eficacia na descontaminagéao de frutas
e hortalicas por acidos orgéanicos (PARISH et al., 2003). A potencializagao e
ampliacdo do espectro antimicrobiano dos acidos orgéanicos pode ser realizada
pela sua combinagdo com hipocloritos (ZHANG; FARBER, 1996) ou com outros
sanitizantes, como no caso do acido peracético, e da combinacéo do acido acético
com o peréxido de hidrogénio.
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Descontaminacao da Superficie do Coco Verde por Métodos Fisicos e
Quimicos

Eduardo H. M. Walter, Arnaldo Y. Kuaye

RESUMO

O objetivo deste estudo foi desenvolver a flambagem como tratamento de
descontaminacao da superficie do coco verde, bem como avaliar a eficacia dos
tratamentos com hipoclorito de sddio, acido peracético e vapor superaquecido.
Listeria monocytogenes foi utilizado como microrganismo-teste. Uma area
retangular, de 3,0 x 2,0 cm, na superficie lateral de cocos verdes foi demarcada e
inoculada pontualmente com uma mistura de 5 cepas de L. monocytogenes,
sendo os frutos incubados por 24 h em estufas a 35,5 e 37 °C. Os tratamentos
quimicos, que consistiram na imersdo dos frutos em agua destilada estéril,
solucao de hipoclorito de sodio (200 mg/L e pH 6,5) e solugédo de &cido peracético
(80 mg/L) por 2 min, reduziram a populacao inicial de L. monocytogenes em 1,55;
3,84; e 4,47 log UFC/superficie-teste do fruto, respectivamente, e diferiram
significativamente (a=0,05) entre si. No tratamento com vapor superaquecido, a
superficie-teste foi exposta ao vapor direto por 7 s e, na flambagem a chama
direta, por 3 s. Ambos os tratamentos fisicos reduziram mais de 5,69 log UFC de
L. monocytogenes/superficie-teste do fruto. Os caldos de enriquecimento de
amostras submetidas ao vapor superaquecido turvaram apés 24 h de incubacao a
35 °C. Nenhum microrganismo foi detectado dos caldos de enriquecimento
provenientes das amostras submetidas a flambagem, e incubados por 48 h.
Assim, a flambagem foi considerada o tratamento mais eficaz na descontaminagéo
da superficie do coco verde.
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1. INTRODUCAO

A 4agua de coco é uma bebida refrescante muito apreciada nos paises
tropicais, principalmente nas regides litoraneas, onde o coqueiro faz parte da
paisagem. No mercado internacional, a agua de coco conta com um apelo natural
e alegadas propriedades funcionais (HOLLINGSWORTH, 2000).
Tradicionalmente, a agua de coco é consumida diretamente do coco verde, mas,
devido a dificuldades no transporte e abertura do fruto, a bebida é
convenientemente envasada. O processamento industrial da agua de coco
virtualmente elimina todos os microrganismos que possam causar algum tipo de
doenca humana. Entretanto, as caracteristicas sensoriais da agua de coco in
natura ou envasada a fresco sdo consideradas superiores as da bebida
pasteurizada ou comercialmente estéril (ARAUJO et al., 2000; FRASSETTI et al.,
2000).

A contaminacdo da agua de coco, tipicamente, inicia-se durante a sua
extracdo, pelo contato com a superficie do coco verde e com os equipamentos. A
composicao quimica da bebida, com altos teores de agucares e sais minerais
(JAYALEKSHMY et al.,, 1986), pode propiciar condicoes favoraveis ao
desenvolvimento microbiano, principalmente das bactérias. Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus foram encontrados em populacdes de até 1,6 x 10°
UFC/mL (LEITE et al., 1998) e 8,0 x 10* UFC/mL (HOFFMANN et al., 2002) em
agua de coco comercializada sob refrigeracao, respectivamente. Ja Melo e outros
(2003) detectaram Escherichia coli e Salmonella na bebida ndo-pasteurizada.

A seguranca da agua de coco fresca depende fundamentalmente da
prevencao de sua contaminacao, associada a uma adequada refrigeracao durante
o transporte e armazenamento. Na agua de coco armazenada sob refrigeracao,
Listeria monocytogenes pode se desenvolver e chegar a populagdes de até 10’
UFC/mL (WALTER et al., 2005). Esse microrganismo apresenta o potencial de
contaminar a superficie do coco verde devido a sua ampla distribuicdo no
ambiente agricola (RENTERGHEM et al., 1989). Apesar da sensibilidade dos

microrganismos patogénicos ao cloro ser variavel, L. monocytogenes geralmente é
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mais resistente a esse sanitizante do que Salmonella e E. coli O157:H7
(BURNETT; BEUCHAT, 2000). As recomendacgdes de processamentos térmicos
que sao baseadas nesses microrganismos patogénicos entéricos podem nao ser
suficientes para eliminar uma populagao similar de L. monocytogenes (DOYLE et
al., 2001).

Os compostos clorados, em particular os hipocloritos, sdo amplamente
utilizados no controle microbiano, tendo uma longa histéria de uso na industria de
alimentos (WEI et al., 1985). Os hipocloritos apresentam vantagens econémicas e
sdo eficientes na inativacdo de microrganismos em suspensdo na agua e em
superficies nao-porosas de contato com alimentos (BRACKETT, 1987).
Entretanto, a eficacia dos hipocloritos na superficie de frutas e hortalicas é limitada
(BURNETT; BEUCHAT, 2000). Além disso, os hipocloritos apresentam a
possibilidade de formarem compostos potencialmente téxicos nos alimentos e
contaminam o meio ambiente, através dos efluentes industriais (WEI et al., 1985).

A descontaminacdo da superficie do coco verde pode ser realizada por
tratamentos mais severos, devido ao seu pericarpo espesso e resistente, que €
descartado na producdo da agua de coco. O tratamento térmico vem sendo
empregado no controle microbiano e na desinfestagdo de uma variedade de frutas
e hortalicas, pelo menos, desde o inicio do século XX (LURIE, 1998). Mas, quando
o dibrometo de etileno e o brometo de metila passaram a ser utilizados como
fumigantes, o uso do calor no tratamento pos-colheita foi praticamente
abandonado, ressurgindo com a proibicao ou restricdo das substancias quimicas.
Na industria de alimentos, o branqueamento (70-105 °C) é associado a destruicdo
da atividade enzimatica, assim como a pasteurizagio (60-85 °C) é associada a
destruicdo de microrganismos patogénicos na forma vegetativa (WILLIAMS et al.,
1986).

O objetivo deste estudo foi desenvolver a flambagem como tratamento
pratico e efetivo na descontaminacdo da superficie do coco verde, bem como
avaliar a eficacia dos tratamentos com hipoclorito de sédio, acido peracético e

vapor superaquecido, utilizando-se L. monocytogenes como microrganismo-teste.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cocos verdes

Os ensaios experimentais foram conduzidos em cocos verdes (Cocos
nucifera L.) da variedade Ana, provenientes do Estado do Espirito Santo e
adquiridos na Central de Abastecimento de Campinas. Os cocos verdes (54
frutos), com cerca de sete meses de maturacéo, foram visualmente selecionados
nos cachos, escolhendo-se aqueles com poucas lesdes mecanicas. Esses frutos
foram mantidos a temperatura ambiente por até 3 dias, quando, entdo, procedeu-
sSe aos ensaios experimentais.

2.2. Preparo dos frutos

Inicialmente, os cocos verdes foram lavados com &agua potavel de
abastecimento publico, sendo esfregados com uma espuma de poliuretano
(Scotch-Brite, 3M do Brasil Ltda.). Em seguida, os frutos foram drenados e
transferidos individualmente para recipientes plasticos, de modo que um dos seus
lados ficasse voltado para cima e na posicdo horizontal. Utilizando-se um
marcador e um bisturi estéril, foi demarcada uma area de 3,0 x 2,0 cm, numa
superficie do fruto relativamente plana e sem injurias mecanicas. Essa area
consistiu a superficie-teste para a determinagdo da populagdo de L.
monocytogenes inicial e apds os tratamentos, sendo demarcada 15 min antes da
inoculacao.

2.3. Microrganismos-teste

O indculo foi composto por uma mistura de 5 cepas de L. monocytogenes
(I0C 1898, sorovar 1/2a, isolado de espinafre; ATCC 19115, sorovar 4b,
isolamento humano; IOC 1551, sorovar 1/2a, isolado de bacon; IOC 1324, sorovar
1/2b, isolado de embutido frescal; IOC 1527, sorovar 1/2a, isolado de carne cozida
congelada). A primeira cepa foi obtida da colegédo de culturas da Universidade de

Sao Paulo e as demais cepas, da Fundacado Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro). As
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cepas de L. monocytogenes tiveram a sua identificacdo confirmada por meio de
testes bioquimicos (PAGOTTO et al., 2001) e foram examinadas por seu
antagonismo mutuo (BEUCHAT et al., 2001c). As culturas foram mantidas a 4 °C
em agar ftripticase de soja (Difco) suplementado com extrato de levedura
(Biobras).

2.4. Preparo do inéculo

As 5 cepas de L. monocytogenes foram cultivadas independentemente em
10 mL de caldo tripticase de soja (TSB, Difco) suplementado com extrato de
levedura (YE, Biobras), com incubagéo a 35 °C por 24 h. Aliquotas das culturas
foram transferidas mais duas vezes para TSB-YE, com a mesma alca de
inoculagéo, e em intervalos sucessivos de 24 h. As culturas foram centrifugadas
(2.000 x g por 15 min, a temperatura ambiente), sendo o sobrenadante
descartado, e o sedimentado, lavado com 10 mL de &gua peptonada 0,1%. As
massas celulares foram coletadas ap6s uma nova centrifugacéo e ressuspendidas
em 5 mL de 4gua peptonada 0,1%. O inéculo, aproximadamente 10° UFC/mL, foi

formado pela combinacéo de volumes iguais das 5 suspensoes.

Apds homogeneizacao, a suspensao do inoculo foi dividida em 5 aliquotas.
Uma delas foi mantida a temperatura ambiente, sendo utilizada para a inoculagéo
dos 4 primeiros frutos, num periodo de 45 min. As outras 4 aliquotas foram
refrigeradas a 4 °C, sendo retiradas do refrigerador 15 min antes de sua utilizagao
nas inoculacdes subsequientes. Esse procedimento permitiu a inoculacao de 18

cocos verdes com a mesma concentracao de células.

2.5. Procedimento de inoculacao e secagem

A inoculacéo foi realizada com o auxilio de uma micropipeta, pela aplicagao
de 100 pL da suspensdo do in6culo, na forma de 20 goticulas, distribuidas na
superficie-teste (area demarca na superficie do fruto com 3,0 x 2,0 cm) de 18
cocos verdes. Os primeiros 12 frutos foram inoculados em intervalos sucessivos

de 15 min numa camara biossegura, do tipo fluxo laminar. Apés 90 min do término
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da décima segunda inoculagdo foram inoculados mais 3 frutos, em intervalos
sucessivos de 5 min. Os ultimos 3 frutos também foram inoculados em intervalos
sucessivos de 5 min, decorridos 30 min do término da décima quinta inoculagéo.
Imediatamente ap6s cada inoculagdo, o coco verde era transferido para uma das
estufas de secagem.

A secagem das goticulas do in6culo nos 18 cocos verdes foi realizada por
um periodo de 24 h em duas estufas (Fanen Ltda., modelo 002 CB) providas de
duas prateleiras cada. A temperatura média na primeira estufa era de 35,5 °C,
sendo colocados 4 frutos em cada prateleira. Na segunda estufa, a temperatura
média era de 37 °C, sendo colocados 4 e 6 frutos na prateleira inferior e superior,
respectivamente. Os cocos verdes de cada prateleira foram considerados
agrupamentos experimentais, pois se verificou que o tempo de secagem das
goticulas de inéculo variava entre 2 e 7 h, de acordo com a prateleira e a estufa
empregada. Os resultados obtidos em experimentos preliminares indicaram que a
secagem em estufa, no lugar do fluxo laminar, e o agrupamento dos frutos em
prateleiras possibilitaram uma uniformidade e consisténcia no tempo de secagem
e na quantificacdo de células de L. monocytogenes recuperadas da superficie-

teste.

2.6. Preparo dos tratamentos

A solucéo clorada foi preparada pela adigcdo de hipoclorito de sédio (Super
Candida, Industria Anhembi S.A.) a 1,8 L de solugdo-tampdo de fosfato de
potassio 0,01 M estéril, obtendo-se uma solugdo com 200 mg/L de cloro residual e
pH 6,5. A solucao de acido peracético com 80 mg/L foi preparada pela adicao de
Tsunami 100 (Ecolab) a 1,8 L de agua destilada estéril. A solucao clorada foi
analisada de acordo com a metodologia da American Public Health Association —
APHA (1992) e de &cido peracético conforme a indicagdo do fabricante. Os
volumes de hipoclorito de sédio e Tsunami 100 necessarios para o preparo das
solucdes teste foram determinados 2 dias antes dos ensaios experimentais. As

solucbes-teste foram preparadas em frascos com tampa e barreira a luz, 30 min
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antes dos tratamentos experimentais, sendo transferidas para o recipiente de

imersao dos frutos 1 min antes da realizagao dos tratamentos experimentais.

O vapor superaquecido foi gerado por uma caldeira elétrica (Scott
Engineering Sciences; Pompano Beach, Florida, EUA) com pressdo manométrica
de 0,8 kgf/cm? e temperatura interna de 124 °C. O diametro da mangueira de

saida de vapor era de 12 mm.

A flambagem foi realizada num queimador de barra com pré-mistura
(Biomatic, 1154), tipo Blinsen com multiplos furos, com uma area do injetor de gas
de 16,5 mm? O combustivel utilizado foi o gas liquefeito de petréleo (Agip do
Brasil), apresentando pressdo manométrica de 0,4 kgf/cm? e vazdo de 74 L/h. O
nimero de Wobbe foi de 15.271 kcal/Nm*® (SANCHEZ, 2002) e a relacdo de ar
primario na combustao, de 39,5.

Tanto o tratamento do coco verde com vapor superaquecido quanto com
chama foi realizado a uma distancia de 1,7 cm da saida da mangueira de vapor e
do queimador, respectivamente. A temperatura do vapor e da chama foi medida
por um termopar tipo K, posicionado paralelamente as proximidades da superficie
do fruto, apresentando um valor de 117 e 1.150 °C, respectivamente. Quando o
termopar foi inserido através do pericarpo e perpendicularmente a superficie do
fruto, ficando somente com a sua ponta exposta ao vapor e a chama, estas

temperaturas foram de 104 e 920 °C, respectivamente.

A temperatura da superficie do coco verde durante o tratamento com vapor
superaquecido e de flambagem ficou entre os valores obtidos nas duas posicdes
em que o termopar foi posicionado. Quando o termopar foi posicionado
paralelamente as proximidades da superficie do fruto, a temperatura foi superior a
sua temperatura superficial. No tratamento com vapor superaquecido, iSso ocorreu
devido ao efeito da camada-limite e, no tratamento com chama, em decorréncia da
maior radiacao transferida ao termopar em relagéao a superficie do coco. Quando o
termopar foi inserido no coco verde, a temperatura mensurada era inferior a sua

temperatura superficial. Em ambos os tratamentos fisicos a temperatura
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mensurada, foi a de equilibrio entre a temperatura interna, do pericarpo do fruto, e

a temperatura externa, da chama ou do vapor.

2.7. Execucao dos tratamentos

Os tratamentos quimicos foram realizados pela imersao dos cocos verdes
por 2 min e a temperatura ambiente (25-30 °C) em &gua destilada estéril, em
solucdo de hipoclorito de sédio 200 mg/L de cloro residual, com pH 6,5, e em
solucdo de acido peracético 80 mg/L. Os frutos foram posicionados de modo a
assegurar a completa imersdo da superficie-teste. Um coco verde dentre os 4
frutos de cada uma das prateleiras da estufa a 35,5 °C e da prateleira inferior da
estufa a 37 °C foi submetido a andlise da populagdo inicial na superficie-teste
(frutos sem tratamento) ou a um dos 3 tratamentos quimicos. Os frutos foram
retirados das estufas na seqiéncia em que tinham sido inoculados e em intervalos
sucessivos de 15 min, sendo destinados para analise da populagéo inicial ou para
os tratamentos quimicos de forma aleatéria. Esses ensaios experimentais foram
realizados em ftriplicata, sendo em cada repeticdo 3 frutos eram submetidos a

analise da populacgao inicial e 3 destinados a cada um dos tratamentos quimicos.

No tratamento de flambagem, a superficie-teste foi exposta a chama direta
por um periodo de 3 s e, no tratamento com vapor superaquecido ao vapor direto,
por 7 s. No tratamento de flambagem e com vapor superaquecido, o coco verde foi
posicionado de modo que a superficie-teste ficasse numa posicao central e a uma
distancia de cerca de 1,7 cm do queimador e da mangueira de vapor,
respectivamente. Os 3 primeiros cocos verdes colocados para secar o inéculo na
prateleira superior da estufa a 37 °C foram submetidos ao tratamento de
flambagem e os ultimos 3 frutos, ao tratamento com vapor superaquecido, em
intervalos sucessivos de 5 min, respectivamente. O tratamento de flambagem
iniciou-se depois de 90 min do término dos 12 primeiros ensaios, enquanto o
tratamento com vapor superaquecido, teve inicio passados 30 min do tratamento
de flambagem, em que cada tratamento fisico atendia 3 frutos. Os tratamentos
fisicos foram realizados em triplicata, sendo em cada repeticdo avaliados 3 cocos

verdes.
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2.8. Preparo das amostras para analise

Na andlise da populacao inicial e apds os tratamentos quimicos e fisicos, a
superficie-teste foi removida com o auxilio de uma faca e de uma pinca estéril,
sendo transferida para um saco de “stomacher” contendo 5 mL de solugédo de
recuperacao. A solucao de recuperacao era composta por agua peptonada 0,1%,
sendo nos tratamentos com hipoclorito de sodio e acido peracético preparada uma
solucdo com neutralizante, tiossulfato de sodio 0,05 M. A recuperacao das células
foi realizada pela esfregagcédo vigoroso da superficie-teste, pela parte externa do
saco de “stomacher”, com os dedos e por um periodo de 1 min. Esse esfregacao
foi realizado de forma circular e nos sentidos longitudinal, transversal e diagonal.
O preparo da amostra para analise foi concluido pela agitacdo manual do saco
contendo a superficie-teste por 30 s. O numero de L. monocytogenes nas
amostras representa a populacdo na superficie-teste. Os resultados dos
experimentos preliminares indicaram que a esfregacdo manual permitiu maior
recuperacao de células do que a agitacdo em “Stomacher 400" pelo mesmo
periodo de tempo.

2.9. Analises microbioldgicas

A populacdo de L. monocytogenes no in6culo e nas 5 suspensdes
individuais de L. monocytogenes foi determinada pela diluicdo seriada (1:10) em
agua peptonada 0,1%, seguida pela inoculagdo de aliquotas de 0,1 mL (em
duplicata) das diluicdes em superficie de agar tripticase de soja (TSA, Difco)
suplementado com extrato de levedura (YE, Biobras) e meio Oxford (OXA, Oxoid),
com incubacao a 35 °C por 48 h.

Nas amostras provenientes da esfregacdo manual da superficie-teste,
aliquotas sem diluicdo (0,1 mL em duplicata e 0,25 mL em quadruplicata) e de
diluicdes seriadas em agua peptonada 0,1% (0,1 mL em duplicata) foram
inoculadas em TSA-YE e OXA e incubadas a 35 °C por 48 h. As col6nias
presuntivas foram enumeradas de acordo com a metodologia preconizada pela
APHA (2001).
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Aos sacos de “stomacher” contendo a superficie-teste do coco verde e a
solucao de recuperacao, provenientes dos tratamentos fisicos, foram adicionados
36 mL de caldo tripticase de soja (Difco) suplementado com extrato de levedura
(Biobras). Esse caldo de enriquecimento foi incubado nas mesmas condigbes das
placas, sendo uma aliquota estriada em TSA-YE e em OXA, apés 24 e 48 h de

incubacao.

2.10. Investigacao de substancias inibidoras no fluido vegetal

A existéncia de substancias inibidoras, as cepas de L. monocytogenes, no
fluido vegetal oriundo da esfregacao da superficie-teste do coco verde na solucao
de recuperacao descrita anteriormente foi analisada de acordo com a metodologia
da APHA (1992) para determinacao de substancias téxicas na agua.

2.11. Analise estatistica

Os dados experimentais referentes as quantificacées de L. monocytogenes
inicial e apds os tratamentos foram convertidos em base logaritmica e submetidos
a analise de variancia, para verificar se os meios de cultura, as condicbes de
secagem e os tratamentos eram estatisticamente diferentes. A comparagdo de
médias foi realizada pelo teste de Tukey, sendo a diferenca minima estabelecida
no nivel de 5% de significancia. Os célculos foram realizados através do programa

Statistical Analysis System, versao 6.11 (SAS Institute).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Este estudo foi realizado considerando-se a descontaminacao de uma area
da superficie do coco verde sem injurias mecanicas e previamente lavada. A
localizacdo de microrganismos em estruturas protetoras na epiderme ou em
sujidades superficiais limita consideravelmente a eficacia dos tratamentos de
descontaminagdo. Essa situacédo € agravada pela rugosidade da superficie, como
no calice do coco verde, e pelo rompimento da epiderme vegetal, que expde a
superficie vegetal interna, libera fluidos celulares e transfere microrganismos para
o vegetal (HARRIS et al., 2001). Além disso, deve-se considerar que a agua

utilizada no preparo das solugdes-teste era destilada e estéril.

O teste de inibicao cruzada indicou que as cepas de L. monocytogenes nao
apresentavam antagonismo mutuo, observando-se desenvolvimento compativel
em TSA-YE.

O fluido vegetal liberado durante a esfregacdo da superficie-teste do coco
verde na solucéo de recuperacao nao apresentou efeito inibitério ou letal sobre o

indculo de L. monocytogenes.

As populagbes nas 5 suspensdes de L. monocytogenes utilizadas para a
formagao do inéculo variaram entre 9,84 e 9,13 log UFC/mL. A inoculacédo de uma
alta populacdo de L. monocytogenes na superficie do coco verde permitiu a
quantificacdo das redugdes ocasionadas pelos tratamentos quimicos. Entretanto,
Beuchat e outros (2004) observaram que, quanto maior a populagdo de L.
monocytogenes inoculado em alface, maior a redugédo causada pelos tratamentos

com agua, hipoclorito de sodio e acido peracético.

A populacdo de L. monocytogenes inoculada (suspensao com 100 pL) na
superficie do coco verde foi de 8,62 e 8,54 log UFC, sendo calculada pelo
plagueamento do indculo em TSA-YE e OXA, respectivamente. Apds a secagem
do in6culo na superficie-teste foi recuperada uma populagao de L. monocytogenes
de 6,39 e 5,73 log UFC em TSA-YE e OXA, respectivamente. A diferenca entre a
concentracao de células inoculadas e o de recuperadas pode ser atribuida tanto a
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remocgdo incompleta de células que permaneceram aderidas a superficie-teste
quanto a morte ou estresse celular durante a secagem ou outras condi¢des
adversas (BEUCHAT et al., 2001b).
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® =
=0 44
‘é’_ % ; 3,07
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Nenhum Agua estéril  Hipoclorito de Acido
sédio peracético
Tratamento®

Figura 1 - Populacado de Listeria monocytogenes recuperada da superficie-teste
do coco verde sem tratamento e submetido a diferentes tratamentos quimicos,
sendo a quantificagdo em meio ndo-seletivo (TSA-YE) e seletivo (OXA). Os dois
meios utilizados na quantificacdo de células de cada tratamento diferem
significativamente (p<0,02).

& A superficie-teste do coco verde nao foi tratada ou foi imersa por 2 min em agua
destilada estéril, solugao de hipoclorito de sédio (200 mg/L e pH 6,5) ou solucao
de acido peracético (80 mg/L) ou foi tratada com vapor super aquecido (117 °C)
por 7 s ou flambada (1.150 °C) por 3 s.

A quantificacdo de L. monocytogenes no meio nao-seletivo TSA-YE foi
significantemente maior (p<0,02) do que no meio seletivo OXA,
independentemente da condi¢cao de secagem (Figura 1). Isso indica que algumas
células de L. monocytogenes estavam estressadas e nao foram capazes de
formar colbnias visiveis na presenca de substancias seletivas do OXA. A diferenca
entre as contagens do meio nao-seletivo para o meio seletivo, das amostras sem
tratamento e das imersas em agua foi de 0,66 log UFC e 0,46 log UFC,
respectivamente. Presume-se que as células estressadas nao foram removidas da
superficie do coco verde pelo tratamento de imersdao em agua. Além disso, os
tratamentos quimicos com solugédo de hipoclorito de sédio e acido peracético nao
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modificaram consideravelmente a populacdo de L. monocytogenes com

capacidade de se desenvolver somente no meio nao-seletivo.

A interacdo entre a condicdo de secagem do inéculo na superficie do coco
verde e o tratamento foi significativa (p<0,004). Em todas as repeticdes, os frutos
das prateleiras inferiores das estufas a 35,5 e 37 °C, quando tratados com
hipoclorito de sbédio, tiveram menor recuperacdo da populagdo de L.
monocytogenes que os frutos da prateleira superior da estufa a 35,5 °C (Tabela 1).
Apesar de a recuperacao de células dos frutos sem tratamento e imersos em agua
também ter sido maior nos frutos provenientes da prateleira superior, as médias
nao diferiram significativamente (a=0,05) daqueles das bandejas inferiores. Nao
houve diferenca significativa (a=0,05) entre as médias de células recuperadas dos
frutos provenientes das prateleiras inferiores das estufas a 35,5 e 37°C, em que 0s

tempos de secagem foram similares.

Tabela 1 - Populagdo de Listeria monocytogenes recuperada da superficie-teste
do coco verde submetida a diferentes condigcbes de secagem e tratamentos
quimicos

Tratamento?®
Prateleira
Nenhum Agua estéril Hipocloritode  Acido peracético
sédio

Inferior (35,5 °C) 6,06 +1,03° Aa 4,64+0,85Ab 1,87+129Ac 2,30+0,43 Ac
Superior (35,5°C) 6,98 +0,65Aa 5,41+0,40Ab 4,81+0,80Bb 1,55+0,78 Ac

Inferior (37 °C) 6,30+ 0,73Aa 457+0,24Ab 1,31+0,87Ac 1,74+0,06 Ac

2 A superficie-teste do coco verde nao foi tratada ou foi imersa por 2 min em agua
destilada estéril, solugdo de hipoclorito de sodio (200 mg/L e pH 6,5) ou solucao
de &cido peracético (80 mg/L).

® Média (Log UFC/superficie-teste do fruto) e desvio-padrdo da populacdo de L.
monocytogenes quantificada em TSA-YE. As médias da mesma coluna seguidas
por letras maiusculas diferentes e da mesma linha seguidas por letras mindsculas
diferentes diferem significativamente (a=0,05).
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O tempo de secagem ou evaporacado das goticulas do inéculo dos frutos
que estavam na prateleira superior da estufa a 35,5 °C (7 h) foi menor do que nas
prateleiras inferiores das estufas a 35,5 °C (2 h) e a 37 C (3 h). Isso pode ter
ocorrido devido a maior umidade relativa na parte superior da estufa. O
prolongamento do indéculo em uma condi¢cdo de alta atividade de agua pode ter
reduzido o estresse celular durante a secagem ou proporcionado maior adesao
celular na superficie do coco verde. A existéncia de células estressadas pode
diminuir a resisténcia microbiana, superestimando a letalidade dos tratamentos de
descontaminacao (BEUCHAT et al., 2001b). A adesao bacteriana é um processo
cuja intensidade das forcas de associacao com a superficie € aumentada com o
tempo. As células de L. monocytogenes no biofilme sdo mais resistentes aos
sanitizantes do que na forma séssil (FATEMI; FRANK, 1999; NORWOOD;
GILMOUR, 2000; REINA et al., 2002).

Efeito dos tratamentos quimicos na recuperacao de L. monocytogenes

Os resultados da populacdo de L. monocytogenes recuperada da
superficie-teste dos cocos verdes sem tratamento e daqueles frutos submetidos
aos tratamentos quimicos e fisicos, assim como as reducbes ocasionadas por
esses tratamentos sdo apresentadas na Tabela 2. A reducéo da populacao de L.
monocytogenes em 1,55 log UFC/superficie-teste do fruto pela imersdo do coco
verde em agua por 2 min pode ser atribuida ao desprendimento celular ocorrido
durante esse tratamento. Entretanto, a agua torna-se uma fonte potencial de
contaminacao cruzada ou recontaminacao das frutas (VENKITANARAYANAN et
al., 2002). Consequentemente, a fungdo primaria dos sanitizantes é manter a
qualidade microbiolégica da agua (BRACKETT, 1999). Uma concentracédo de cloro
residual de 50 mg/L em tampao de fosfato de potassio provocou mais de 5
reducdes decimais de L. monocytogenes em 20 s (BRACKETT, 1987). Mas, nas
aplicacbes comerciais, deve-se considerar a menor efetividade do cloro em
superficies, assim como o seu consumo e instabilidade em solugdo (DYCHDALA,
1991). Rodgers e outros (2004) determinaram o tempo de reducdo decimal de

uma populagédo de L. monocytogenes em solucao de fosfato de sodio clorada (200
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mg/L de cloro disponivel) e acido peracético (80 mg/L), encontrando valores de 27

e 70 s, respectivamente, ou seja, maior eficacia da solucao clorada.

Tabela 2 - Populagdo de Listeria monocytogenes recuperada da superficie-teste
do coco verde sem tratamento e submetido a tratamentos quimicos e fisicos

Populacao (Log UFC/mL)

Tratamento®
Recuperacio Redugao®

Nenhum 6,39 + 0,83° a

Agua estéril 4,84+0,66b 1,55
Hipoclorito de sédio 255+1,80c 3,84
Acido peracético 1,93+0,54 d 4,47
Flambagem < 0,70 > 5,69
Vapor superaquecido < 0,70 > 5,69

& A superficie-teste do coco verde nao foi tratada ou foi imersa por 2 min em agua
destilada estéril, solugdo de hipoclorito de sodio (200 mg/L e pH 6,5) ou solucao
de acido peracético (80 mg/L) ou foi tratada com vapor super aquecido (117 °C)
por 7 s ou flambada (1.150 °C) por 3 s.

® Reducdo comparada com a populacdo de L. monocytogenes recuperada da
superficie-teste de coco verde sem tratamento.

¢ Média e desvio-padrdao da populagdo de L. monocytogenes submetida a
diferentes condigbes de secagem do indculo e quantificada em TSA-YE. As
médias dos tratamentos seguidas por letras diferentes diferem significativamente
(a=0,05).

Os tratamentos dos cocos verdes com hipoclorito de soédio e acido
peracético aumentaram significativamente (0=0,05) a eficacia da imersdao em
agua, resultando numa reducédo da populacao inicial de L. monocytogenes em
3,84 e 4,47 log UFC/superficie-teste do fruto, respectivamente. A remocao fisica
de células microbianas também pode aumentar consideravelmente a eficacia da
imersao, como na esfregacao, que foi empregado para recuperacao de células da
superficie-teste do coco verde ou outro tipo de tratamento mecénico. Os

resultados dos tratamentos quimicos indicam que a redugédo da populagéao de L.
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monocytogenes da superficie lateral do coco verde, nas condicoes experimentais
estudadas, foi significativamente (a=0,05) maior pelo tratamento com acido
peracético (Tabela 2). Entretanto, na prateleira inferior das estufas a 35,5 e 37 °C
nao existiram diferencas significativas (a=0,05) entre os tratamentos com acido
peracético e hipoclorito. A maior eficacia do acido peracético na superficie do coco
verde pode estar relacionada as caracteristicas hidrofobicas de sua molécula. O
acido peracético € mais hidrofébico que o hipoclorito (FATEMI; FRANK, 1999),
possibilitando maior penetracdo nas multicamadas hidrofébicas de cuticula da
epiderme do coco verde. Entretanto, independentemente do sanitizante, a sua
eficacia é limitada por diversos fatores, incluindo a molhagem incompleta da
camada de cuticula (BRACKETT, 1987), a irregularidade superficial, a localizacao
de microrganismos em estruturas protetoras (BURNETT; BEUCHAT, 2000) e a

sensibilidade dos produtos frescos a tratamentos severos.

A comparacéao de resultados de tratamentos de descontaminagao de frutas
e hortalicas é limitada, devido as variacbes substanciais que existem nas
condicbes experimentais. Essas variagbes incluem o tipo de produto, o
microrganismo-teste, o preparo do inéculo, o método de inoculagcdo, o
armazenamento do produto antes do tratamento, as condi¢cdes do tratamento, os
procedimentos para recuperacdo e analise microbioldgicas (BEUCHAT et al.,
2001a). Wright e outros (2000) estudaram o efeito de diversos tratamentos
quimicos na descontaminacdo de macas inoculadas com Escherichia coli
0157:H7 por imersao. O tratamento de imersdo das magas em agua, solucao de
hipoclorito de sédio (200 mg/L e pH 6,5) e acido peracético (80 mg/L) por 2 min
resultou numa reducdo de 0,6; 2,1; e 2,8 log UFC/cm?. Rodgers e outros (2004)
reportaram a reducdo da populacdo de E. coli O157:H7 e L. monocytogenes
(populagéo inicial de 6 log UFC/g), em niveis ndo-detectaveis em magas, meldes,
morangos e folhas de alface apés 5 min de imersdo em solugdes de fosfato de

sodio clorada (200 mg/L de cloro disponivel) e &cido peracético (80 mg/L).
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Efeito dos tratamentos fisicos na recuperacao de L. monocytogenes

O tratamento da superficie-teste do coco verde com vapor superaquecido e
chama resultou numa reducao na populagcéo de L. monocytogenes maior que 5,69
log UFC/superficie-teste do fruto (Tabela 2), ou seja, em niveis nao-detectaveis (<
0,70 log UFC/superficie-teste do fruto). Os caldos de enriquecimento de amostras
submetidas ao tratamento com vapor superaquecido turvaram apds 24 h de
incubacdo. As colénias observadas, apds aliquotas dos caldos serem estriadas
em TSA-YE e OXA, apresentavam caracteristicas culturais distintas daquelas das
cepas de L. monocytogenes do inéculo, mas similares a da microbiota de frutos
nao inoculados. Nos caldos de enriquecimento de amostras submetidas ao
tratamento de flambagem, ndo foi observado nenhum tipo de turvagéo durante 48
h de incubacdo. Além disso, ndo foram observadas colénias nas placas de TSA-
YE e OXA estriadas com aliquotas do caldo. Assim, dentre os tratamentos
estudados, a flambagem foi o mais eficaz na descontaminacao da superficie do

coco verde.

As combinacdes de tempo-temperatura sugerida por Mazzota (2001) para a
inativagédo de 5 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes no ponto frio de algumas
hortalicas foram de 10 s a 75 °C ou um tratamento instantdneo (< 1 s) em
temperaturas superiores a 82 °C. A imersdo em agua aquecida foi relatada por
Pao e Davis (1999) para a descontaminacdo da superficie de laranjas, nao
alterando as caracteristicas sensoriais do seu suco. As laranjas foram inoculadas
com E. coli, e uma reducéo de 5 log UFC/cm? foi obtida pelo tratamento térmico a
80 °C por 1 min ou 70 °C por 2 min. Fleischman e outros (2001) verificaram que a
eficacia do tratamento de descontaminacdo depende do procedimento de
inoculagdo empregado. Em macas que receberam uma inoculagcado pontual de E.
coli O157:H7, o tratamento de imersdo em agua a 95 °C por 30 s promoveu uma
redugdo maior que 7 log UFC/g; ja, nas macas que foram inoculadas por imersao,
a reducao ocasionada pelo tratamento de imersao foi de apenas 2,4 log UFC/g.
Ukuku e outros (2004) reportaram que a imersao de melées por 1 min em agua
aquecida a 97 °C ou a combinagéo do tratamento térmico a 70 °C com solucéo de
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5% de perdxido de hidrogénio sao similares, ocasionando uma reducao de
Salmonella entre 3,6 e 3,8 log UFC/cm?.

A coloracao da superficie do coco verde, na regiao de aquecimento direto,
modificou-se durante os tratamentos fisicos. No tratamento com vapor, formou-se
um circulo escuro com 3,9 cm de didmetro e, no tratamento com chama, um
circulo claro, com diametro de 8,5 cm, concéntrico a um anel escuro com 1,4 cm

de diametro.

A descontaminagdo da superficie do coco verde pela flambagem pode
apresentar vantagens consideraveis sobre os tratamentos quimicos
convencionais, pois, além de ser mais rapido e eficaz, ndo utiliza agua nem
agentes quimicos. A flambagem pode ser utilizada na descontaminagao de varias
frutas e hortalicas, especialmente na producao de sucos e produtos minimamente
processados. As alteracOes sensoriais indesejaveis ocasionadas pela chama sao
minimizadas pelo curto periodo do tratamento. Entretanto, devem-se considerar a

resisténcia a combustéo e as caracteristicas isolantes do pericarpo.

Os tratamentos fisicos permitiram uma descontaminacdo pontual da
superficie do coco verde, adequada para maquinas extratoras que atuam por
perfuracdo. Na extracédo por corte transversal do fruto ou por corte paralelo ao seu
cdlice, geralmente se realiza uma descontaminacao de toda a superficie externa
do coco verde. Isso aumenta consideravelmente a area a ser tratada e,

consequentemente, o tempo, o trabalho e os custos da operagao.

A seguranca da agua de coco fresca fundamenta-se nas Boas Praticas
Agricolas e na lavagem do coco verde antes de sua sanitizagdo, o que reduz a
carga microbiana e as sujidades na superficie do fruto; nas Boas Praticas de
Fabricacdo, o que minimiza o potencial de contaminacao da bebida na extracao e
envase e, finalmente, na refrigeracdo da agua de coco, o que retarda o

desenvolvimento microbiano antes do consumo da bebida.
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Desenvolvimento de Listeria monocytogenes em Agua de Coco Fresca

Eduardo H. M. Walter, Arnaldo Y. Kuaye, Dirce Y. Kabuki, Luciana M. R.
Esper

RESUMO

O desenvolvimento de Listeria monocytogenes em amostras de agua de
coco fresca (pH 4,9) submetida a diferentes temperaturas de incubacao (4, 10 e
35 °C) foi analisado neste estudo. A populagdo média de L. monocytogenes na
agua de coco experimentalmente inoculada foi de 2,95 log UFC/mL, e as
populagdes maximas alcangadas na fase estacionaria das amostras incubadas a
4, 10 e 35 °C foram de até 7,08; 7,72; e 8,32 log UFC/mL, respectivamente. As
curvas de crescimento foram ajustadas utilizando-se a equacao de Gomperiz
modificada. O tempo de laténcia (fase lag) e o tempo de geragéao foram estimados
a partir dos parametros Gompertz. Em amostras de agua de coco incubadas a 4,
10 e 35 °C os menores tempos de laténcia foram de 12,7 dias, 4,2 dias e 3,8 h e
0s menores tempos de geragéo, de 2,7 dias, 10,7 h e 49,3 min, respectivamente.
Assim, a agua de coco € um substrato propicio a sobrevivéncia e desenvolvimento

de L. monocytogenes.
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1. INTRODUCAO

A agua de coco é o endosperma liquido que se encontra na cavidade do
fruto do coqueiro (Cocos nucifera L.). Nas regides litoraneas dos paises tropicais,
a agua de coco é uma bebida muito apreciada, sendo utilizada por desportistas ou
no tratamento de enfermidades diarréicas, como solucdo de hidratagdo oral
(COLLARES; SOUZA, 1985). O apelo natural da agua de coco, associado as suas
caracteristicas sensoriais e nutricionais, tem despertado o interesse global pela
bebida (HOLLINGSWORTH, 2000). Diante desses aspectos, a Organizacao das
Nacdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo depositaram uma patente de

processamento por microfiltracao da bebida (FAO, 2001).

A agua de coco € tradicionalmente consumida diretamente do fruto, mas,
devido as dificuldades no transporte e abertura da fruta, a bebida é
convenientemente envasada. O processamento industrial da bebida virtualmente
elimina todos o0s microrganismos que possam causar algum tipo de doenca.
Entretanto, as caracteristicas sensoriais da agua de coco fresca sdo consideradas
superiores a da bebida pasteurizada ou comercialmente estéril (ARAUJO et al.,
2000; FRASSETTI et al., 1998).

A composicao quimica da agua de coco, com altos teores de acucares e
sais minerais (JAYALEKSHMY et al., 1996), pode propiciar condi¢gdes favoraveis
ao desenvolvimento microbiano, principalmente de bactérias. Bacillus cereus e
Staphylococcus aureus foram encontrados em populacdes de até 1,6 x 10°
UFC/mL (LEITE et al., 1998) e 8,0 x 10* UFC/mL (HOFFMANN et al., 2002) em
agua de coco comercializada sob refrigeracao, respectivamente. Ja Melo e outros

(2003) detectaram Escherichia coli e Salmonella na bebida ndo-pasteurizada.

L. monocytogenes € potencialmente preocupante em produtos frescos e
armazenados sob refrigeracdo, devido a sua capacidade de se desenvolver
nessas condicdbes e a sua ampla distribuicio no ambiente agricola
(RENTERGHEM et al., 1991). Além disso, esse microrganismo possui a habilidade
de sobreviver por mais tempo em condicoes ambientais adversas, em comparacao

com muitas das bactérias patogénicas nao-esporogénicas de relevancia para a
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saude publica (FENLON, 1999). As listerioses estdo associadas a uma alta taxa
de mortalidade entre alguns grupos de risco, incluindo mulheres gravidas,
neonatos e pessoas com o sistema imunolégico comprometido (SLUTSKER,;
SCHUCHAT, 1999).

A influéncia do pH e da temperatura de armazenamento no comportamento
de L. monocytogenes foi analisada em alguns sucos de fruta. Abbey e outros
(1988) reportaram o desenvolvimento de L. monocytogenes em suco de melancia
incubado a 25 °C e a inativacdo a 5 °C. Parish e Higgins (1989) estudaram o
comportamento de L. monocytogenes em sucos de laranja microfiltrados, com pH
ajustado e temperaturas de incubagio de 4 e 30 °C. Nas amostras com pH na
faixa de 3,6 e 4,6 ocorreu uma redugcao da populacdo, mas em pH 5,0 houve
aumento. Comi e outros (2000) estudaram o comportamento de Bacillus sp.,
Campylobacter coli, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella Typhimurium,
S. aureus e Yersinia enterocolitica em sucos de uva (pH 4,4), maca (pH 3,7),
abacaxi (pH 4,1) e laranja (pH 3,8) incubados a 4, 20, 30 e 37 °C, com uma
populacao inicial de 10* UFC/mL. Células viaveis dos microrganismos estudados
nao foram detectadas entre 6 e 7 dias de incubagdo, nado ocorrendo
desenvolvimento durante esse periodo. Han e Linton (2004) reportaram que, em
suco de morango (pH 3,6) inoculado com L. monocytogenes e incubado por 3
dias, ocorreu uma reducgdo de menos de 1 ciclo logaritmico a 4 °C e de mais de 6
ciclos logaritmicos a 37 °C. Ja Penteado e Leitdo (2004) verificaram o
desenvolvimento de L. monocytogenes em polpas de meldao (pH 5,0), melancia
(pH 5,5) e mamao (pH 4,9) armazenados a 10, 20 e 30 °C.

Apesar de se reconhecer a habilidade de L. monocytogenes em se
desenvolver ou manter a sua viabilidade por longos periodos em sucos de fruta, o
comportamento desse microrganismo em agua de coco armazenada sob
refrigeragdo e em temperaturas mais elevadas necessita ser investigado. O
objetivo deste estudo foi analisar o comportamento de L. monocytones
experimentalmente inoculado em &gua de coco submetida a diferentes

temperaturas de incubacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Cocos verdes

Os ensaios experimentais foram conduzidos em cocos verdes (Cocos
nucifera L.) da variedade Ana, provenientes do Estado do Espirito Santo e
adquiridos na Central de Abastecimento de Campinas. Os cocos verdes (54
frutos), com cerca de sete meses de maturacéo, foram visualmente selecionados
nos cachos, escolhendo-se aqueles com poucas lesdes mecanicas. Esses frutos
foram mantidos a temperatura ambiente por um dia, quando, entao, procedeu-se

aos ensaios experimentais.

2.2. Descontaminacao dos frutos e extracao da agua de coco

Os cocos verdes (5 frutos) foram inicialmente lavados pela escovagao de
sua superficie externa com um detergente alcalino (Det Limp S32, Farquil
Comércio e Industria) e, em seguida, drenados. A descontaminacao do fruto foi
completada pela flambagem de sua superficie lateral ao redor do calice, de acordo
com Walter e Kuaye (2005). Os frutos foram transferidos para uma céamara
biossegura, do tipo fluxo laminar, e cortados paralelamente ao calice, com uma
faca estéril, de modo que o0 seu mesocarpo ficasse exposto. Em seguida, outra
fatia superficial do mesocarpo foi removida e o fruto, perfurado com um furador
cilindrico de ago inoxidavel. A dgua de coco foi extraida assepticamente com um
dispersador (Wheaton 844004) estéril e colocada num frasco também estéril. Uma
aliqguota de 5 mL de &gua de coco foi removida para verificagdo de sua
esterilidade. O restante da agua de coco foi transferido para dois frascos com
rosca e armazenado a -18 °C, por até 10 dias. Na noite anterior a cada repeticao
dos ensaios experimentais, um frasco com agua de coco foi retirado do
congelador. A agua de coco descongelada foi colocada em trés frascos estéreis
(99 mL/frasco) e mantida em banhos d agua nas temperaturas de incubacao (4,

10 e 35 °C) por 2 h, até a inoculagéo.

66



Capitulo Il

2.3. Teste de esterilidade da agua de coco

A esterilidade da agua de coco foi testada em triplicata pela transferéncia
de uma aliquota de 5 mL para um frasco com 45 mL de caldo tripticase de soja
(Difco) suplementado com extrato de levedura (Biobras), com incubagao dessa
mistura a 35 °C por 5 dias. Esse periodo de incubagao foi seguido de observagdes
procurando evidenciar qualquer turvacdo na mistura, indicadora de
desenvolvimento microbiano e auséncia de esterilidade.

2.4. Microrganismos-teste

O in6culo foi composto por 5 cepas de Listeria monocytogenes (ATCC
19111, sorovar 1/2a, isolada de frango; IOC 1359, sorovar 4b, isolada de queijo
artesanal; IOC 1527, sorovar 1/2a, isolada de carne cozida congelada; IOC 1898,
sorovar 1/2a, isolada de espinafre; Scott A, sorovar 4b, isolado humano). A
primeira e a segunda cepa IOC foram obtidas da coleg¢ao de culturas da Fundacao
Oswaldo Cruz e a amostra originaria de espinafre da Universidade de Sao Paulo.
As cepas de L. monocytogenes tiveram a sua identificacdo confirmada por meio
de testes bioquimicos (PAGOTTO et al., 2001) e foram examinadas por seu
antagonismo mutuo (BEUCHAT et al., 2001c). As culturas foram mantidas a 4 °C
em agar tripticase de soja (Difco) suplementado com extrato de levedura
(Biobras).

2.5. Preparo do indculo

As 5 cepas de L. monocytogenes foram cultivadas independentemente em
10 mL de caldo tripticase de soja (TSB) suplementado com extrato de levedura
(YE), com incubacgdo a 35 °C por 24 h. Aliquotas das culturas foram transferidas
mais duas vezes para o TSB-YE, com a mesma alca de inoculagdo, e em
intervalos sucessivos de 24 h. As culturas foram centrifugadas (2.000 x g por 15
min, a temperatura ambiente), sendo o sobrenadante descartado, e o
sedimentado, lavado com 10 mL de agua peptonada 0,1%. As massas celulares

foram coletadas ap6s uma nova centrifugacao e ressuspendidas em 10 mL de
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agua peptonada 0,1%. Aliquotas das 5 suspensdes, de mesmo volume, foram
combinadas e formaram uma mistura que teve a densidade medida em Densimat
(BioMerieux). O preparo do inéculo, com aproximadamente 10° UFC/mL, foi
finalizada pela diluicao seriada (1:10), em agua peptonada 0,1%, de uma aliquota
de 1 mL da mistura proveniente do Densimat.

As populacbes de L. monocytogenes na mistura € nas 5 suspensdes
individuais foram quantificadas de acordo com o procedimento descrito no tépico

subsequente.

2.6. Inoculacao e quantificacao de Listeria monocytogenes

As amostras de agua de coco (99 mL), mantidas a temperatura de 4, 10 e
35 °C, foram inoculadas com 1 mL da suspensao de L. monocytogenes (10° UFC).
Os frascos foram agitados por 10 s, sendo uma aliquota de agua de coco retirada
para determinacdo da populacao inicial de L. monocytogenes. As aliquotas de
agua de coco (0,1 mL em duplicata), ou de suas diluicoes seriadas (1:10) em agua
peptonada 0,1%, se necessario, foram inoculadas na superficie de agar tripticase
de soja (Difco) suplementado com extrato de levedura. As placas foram incubadas
a 35 °C por 24 h e as col6nias, contadas em seguida. A freqliéncia das demais
quantificacdes foi ajustada para se observarem as fases lag, logaritmica e
estacionaria da curva de crescimento. As amostras a 4, 10 e 35 °C foram
analisadas em intervalos sucessivos de pelo menos 6 dias, 24 h e 6 h,
respectivamente. Amostras de agua de coco ndo-inoculada foram mantidas nas
temperaturas-teste, para analise da sua esterilidade durante cada um dos
periodos de incubacao.

2.7. Analises quimicas e fisico-quimicas

A 4gua de coco foi submetida as seguintes andlises fisico-quimicas:
concentracao do ion hidrogénio (pH), em pHmetro Digimed modelo DM-20 e de
solidos soluveis (°Brix), em refratdmetro Carl Zeiss (Jena) modelo 32-G 110d. As

analises quimicas consistiram na determinacdo de acidez titulavel, glicidios
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redutores e glicidios totais, sendo realizadas de acordo com as normas analiticas
do Instituto Adolfo Lutz (1985).

2.8. Modelagem e analise estatistica

Os ensaios experimentais foram realizados em duplicata. As curvas de
crescimento foram geradas utilizando-se a equacdao de Gompertz modificada
(GIBSON et al., 1987) em conjunto com um programa de regressao nao-linear do
STATISTICA, versao 6.0. Os parametros calculados para a equagao de Gompertz
foram utilizados para estimar o tempo de laténcia (fase lag) e o tempo de geracao
de cada curva de crescimento.

A equacao de Gompertz é dada por:

—B(t-M)

L(t)=A+Ce

Nessa equacao, “L(r)” é a contagem, na base logaritmica, da populacdo de
bactérias no tempo “t’, “A” é a assintota da contagem logaritmica das bactérias
quando o tempo decresce indefinidamente, “C” é a assintota da quantidade de
crescimento quando o tempo aumenta indefinidamente, “M” € o tempo quando a
taxa de crescimento absolta € maxima e “B” é a taxa de crescimento relativo em

M. As equacoes cinéticas derivadas da equacao de Gompertz foram as seguintes:
tempo de laténcia = M - 1/B;

tempo de geracao = Log(2)e/BC.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas condi¢coes experimentais estudadas, o teste de esterilidade de 3
amostras de 5 mL de agua de coco e as andlises das amostras nao-inoculadas,
que foram incubadas nas diferentes temperaturas estudadas, indicaram a
auséncia de L. monocytogenes ou outros contaminantes na bebida. Isso indica
que os procedimentos utilizados para a descontaminagdo da superficie do coco
verde, abertura do fruto e extracdo da agua de coco foram eficazes e
possibilitaram a obtencdo asséptica da bebida. Apesar de tecidos internos de
frutas e hortalicas sadias serem tipicamente considerados in6cuos, existem relatos
da presenca de bactérias, geralmente em baixas concentragdes, dentro de
vegetais aparentemente sadios (SAMISH et al., 1963; MENELEY;
STANGHELLINI, 1974).

Tabela 1 - Caracteristicas quimicas e fisico-quimicas da agua de coco

pH 4,87 +0,012

Sdlidos soluveis [*Brix] 547 + 0,06
Acidez titulavel [%] 1,12+ 0,08
Glicidios totais [%] 3,98 £ 0,02

Glicidios redutores [%] 3,97 + 0,04

@ Resultados expressam a média e o desvio-padrédo obtidos na andlise da 4gua de
coco.

A composicao fisico-quimica e quimica da agua de coco (Tabela 1) sédo
propicias a sobrevivéncia e desenvolvimento de L. monocytogenes (Figuras 1 a 3).
Os carboidratos sdo essenciais para o desenvolvimento de L. monocytogenes,
sendo os glicidios redutores da agua de coco, particularmente a glicose,
prontamente fermentaveis. O principal acido presente na &agua de coco
(variedades Gigante e Hibrida PB-121) € o acido mélico (SREBERNICH, 1998).

Buchanan e Golden (1998) reportaram que o &acido malico estimula o
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desenvolvimento de L. monocytogenes em certas combinagbes de pH e

concentracao.

A &gua de coco passa por mudancas substanciais em sua composicao
durante o desenvolvimento do fruto (JAYALEKSHMY et al., 1996; SREBERNICH,
1998). Além do grau de maturagao, outros fatores, incluindo a regido produtora, a
época do ano (ARAGAO et al., 2002) e até a localizagdo do fruto no cacho
(MEDINA et al., 1980), influenciam a composicao da bebida, podendo alterar o
comportamento de L. monocytogenes e outros microrganismos na agua de coco.
Em suco de laranja microfiltrado e incubado a 30 °C, o incremento do pH de 4,8
para 5,0 diminuiram o tempo de geracdo e aumentou a populagdo maxima de L.
monocytogenes na fase estacionaria (PARISH e HIGGINS, 1989).
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Figura 1 - Desenvolvimento de L. monocytogenes em agua de coco incubada a 4
°C, estimado pela equagéo de Gompertz modificada.
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Populacéo [Log UFC/mL]

R? = 99,85%

L(1) = 2,94+5,35exp{-exp[-0,34(s-7,12)]}
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Figura 2 - Desenvolvimento de L. monocytogenes em agua de coco incubada a 10
°C, estimado pela equacdo de Gompertz modificada.
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R? = 99,79%

L(r) = 3,01+5,30exp{-exp[-0,19(#-9,07)]}

0 12 24 36 48
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Figura 3 - Desenvolvimento de L. monocytogenes em agua de coco incubada a 35
°C, estimado pela equagao de Gompertz modificada.

A correlagdo entre os dados experimentais e as curvas de crescimento
(Figuras 1 a 3) indica que as equacdes de Gompertz que foram estimadas para
cada temperatura de incubacao estavam em concordancia com as observacdes
experimentais. Os coeficiente de determinacdo (R?) para o ajuste do modelo sdo
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apresentados nas Figuras 1, 2 e 3. As curvas de crescimento das Figuras 1,2 e 3
sdo das repeticdes experimentais que apresentaram o menor tempo de laténcia,
em cada temperatura de incubagao estudada. O tempo de laténcia e o tempo de
geragao diminuiram com o aumento da temperatura de incubacao (Tabela 2). Os
tempos de geracdo nas diferentes temperaturas de incubacdo de L.
monocytogenes em agua de coco (pH 4,8) foram prdéximos aos encontrados em
caldo tripticase de soja (pH 7,0) (PETRAN; ZOTTOLA, 1989). A temperatura de
incubacao também influenciou a populacdo maxima de L. monocytogenes. A
populacdo na fase estaciondria tendeu a ser menor com a diminuicdo da
temperatura. Rosenow e Marth (1987) também verificaram que a aproximacao da
faixa 6tima (30 a 37 °C) de desenvolvimento de L. monocytogenes aumentou a
populacdo maxima em creme de leite e no leite desnatado, integral e

achocolatado.

Tabela 2 - Parametros biolégicos de L. monocytogenes em agua de coco
submetida a diferentes temperaturas de incubacao

Temperatura de Incubacao

Parametros Biologicos
4°C 10 °C 35°C

Tempo de laténcia® (fase lag) 12,7°e 14,9%dias 4,2 e 5,5 dias 3,8e4,4h

Tempo de geragao® 2,7 e 4,0 dias 10,7e 13,3 h 49,3 e 64,5 min

Populacéo maxima® [Log UFC/mL] 7,08 € 6,66 7,72 7,62 8,32€8,15

@ Parametros estimados pela equagdo de Gompertz.

® Parametro obtido pela quantificacdo de L. monocytogenes em &gua de coco.
¢ Parametros estimados na primeira repetigéo.

4 Parametros estimados na segunda repeticao.

A alteracao da coloracado da agua de coco € um dos principais problemas
tecnoldgicos da bebida processada termicamente. Esse fenémeno é caracterizado
por uma coloragdo rosada que se apresenta durante o armazenamento da agua

de coco, estando associada a atividade de enzimas naturalmente presentes na
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bebida (CAMPQOS et al., 1996). Nas amostras de agua de coco incubadas a 35 e
10 °C néao foi observado o aparecimento da coloracdo rosada durante 48 h e 15
dias, respectivamente, mas a 4 °C essa alteragdo ocorreu apés 70 dias de
incubacdo. Isso indica que a atividade endoenzimatica ndo pode ser

correlacionada com a atividade microbiana na agua de coco fresca.

Os produtores de agua de coco estimam um periodo de comercializacao da
agua de coco fresca mantida sob refrigeracdo de cerca de 5 dias. As curvas de
crescimento (Figuras 1 a 3) indicam que a refrigeragao retarda, mas nao inibe o
desenvolvimento de L. monocytogenes nas condigbes experimentais. A
refrigeracdo pode prolongar a fase lag, porém o curto tempo de laténcia e o rapido
tempo de geracgéao relativo de L. monocytogenes em agua de coco incubada a 35
°C indicam que o abuso de temperatura pode aumentar consideravelmente o nivel

desse perigo potencial.

Numa situagdo comercial, deve-se considerar o efeito da microbiota
contaminante oriunda da epiderme do fruto, equipamentos e outras superficies. L.
monocytogenes e outros microrganismos patogénicos podem ser inibidos ou até
mesmo eliminados pela agdo da microbiota competidora ou antagonista, que é
naturalmente encontrada nas frutas e hortalicas (SCHUENZEL; HARRISON,
2002). Além disso, a atividade de uma microbiota diversificada pode fornecer
indicacdes de condigbes inadequadas de obtencado da agua de coco, abuso de
temperatura ou tempo prolongado de armazenamento, por meio de deterioracdes.
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CONCLUSAO GERAL

Diante dos resultados encontrados, pode-se concluir o seguinte:

e Aimersdao em agua, solucao de hipoclorito de sédio (200 mg/L, pH 6,5) e
solucao de acido peracético (80 mg/L) por 2 min reduzem a populacéo inicial de
Listeria monocytogenes em 1,55; 3,84; e 4,47 log UFC/superficie-teste do fruto,
respectivamente. Apesar do enxague do coco verde reduzir a sua contaminacao
superficial, a 4gua pode se tornar uma fonte potencial de contaminagao cruzada
ou recontaminagao do fruto. Consequientemente, a fungao primaria dos
sanitizantes € manter a qualidade microbiologica da agua. Além disso, os
sanitizantes aumentam consideravelmente a eficacia da imerséo, sendo o acido
peracético aquele que promoveu a maior reducao de L. monocytogenes. Essa
descontaminacgao pode ser ampliada pela combinagcdo com procedimentos de

remogao fisica de células microbianas, como a escovagao.

e Os tratamentos de flambagem (1.150°C) por 3 s e com vapor superaquecido
(117 °C) por 7 s causaram uma redugédo maior que 5,69 log UFC de L.
monocytogenes/superficie-teste do fruto. A flambagem, além de reduzir a
populagado de L. monocytogenes em niveis nao-detectaveis, “virtualmente” pode
destruir a microbiota superficial do coco verde, possibilitando a obtencao asséptica
de agua de coco. Ja o tratamento com vapor superaquecido, nas condi¢des
experimentais estudadas, nao foi capaz de eliminar a microbiota superficial do
fruto. Assim, a flambagem foi considerada o tratamento mais eficaz na

descontaminagao da superficie do coco verde.

e A flambagem pode apresentar vantagens consideraveis sobre os tratamentos
quimicos convencionais, pois, além de ser mais rapida e eficaz, nao utiliza agua
nem agentes quimicos. Este tratamento pode ser adaptado para a
descontaminacéao de varios produtos, especialmente na producéo de sucos e
produtos minimamente processados, em que se descarta o pericarpo do fruto ou a
casca da hortalica. As alteragdes sensoriais indesejaveis ocasionadas pela chama

sao minimizadas pelo curto periodo do tratamento. Entretanto, devem-se
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considerar a resisténcia a combustao e as caracteristicas isolantes do pericarpo

do fruto ou casca da hortaliga.

e A agua de coco é um substrato propicio a sobrevivéncia e desenvolvimento de
L. monocytogenes. Em amostras de agua de coco incubadas a 4, 10 e 35 °C os
menores tempos de laténcia (fase lag) foram de 12,7 dias, 4,2 dias € 3,8 h e 0s
menores tempos de geracao, de 2,7 dias, 10,7 h e 49,3 min, respectivamente. A
refrigeracao retarda, mas ndo inibe o desenvolvimento de L. monocytogenes na
bebida. O curto tempo de laténcia e o rapido tempo de geracéo de L.
monocytogenes em agua de coco incubada a 35 °C indicam que o abuso de

temperatura pode aumentar consideravelmente o nivel desse perigo potencial.
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