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RESUMO

A alface é um alimento geralmente consumido in natura, cuja a sanitizacdo inadequada,
pode ser meio de transmissédo de varias doencas. Assim, a higienizacdo, que consiste
nas etapas de lavagem e desinfeccdo, através da aplicagdo de um agente sanitizante,
torna-se fundamental para garantir o alimento seguro. Este estudo teve como objetivo
caracterizar e identificar a microbiota de alface (Lactuca sativa var. crispa) minimamente
processada resistentes aos sanitizantes clorados utilizando o SNG. Para isto, alfaces
foram submetidas aos sanitizantes clorados, diéxido de cloro 80 ppm, a mistura de
dicloroisocianurato de sodio e cloreto de sddio 148 ppm e hipoclorito de sédio 200ppm
durante 0,5, 1,0 e 5,0min. Foram realizadas contagens dos grupos de micro-organismos
aerobios mesofilos, psicrotréficos, enterobactérias e bactérias acido laticas (BAL). O
hipoclorito de sddio (NaClO) 200ppm apresentou melhor eficiéncia na reducao dos micro-
organismos mesofilos e enterobactérias. Desta forma, para avaliar o comportamento da
microbiota durante a vida util, realizou-se as contagens de micro-organismos mesofilos,
psicrotréficos, enterobactérias e bactérias acido laticas em alfaces sanitizadas com
200ppm (NaClO) e armazenadas a 2 e 8°C, por 15 e 6 dias, respectivamente. Utilizou-
se 0 SNG para identificar a microbiota da alface in natura (suja), alface sanitizada com
200ppm (NaClO), como também nas alfaces sanitizadas 200ppm (NaClO) e
armazenadas a 2 e 8°C, por 15 e 6 dias respectivamente. A alface sanitizada durante a
vida atil mantém a maioria da microbiota in natura, inclusive os patégenos. No entanto,
as espécies prevalentes na estrutura folicular ap6s a sanitizacdo foram o Lactococcus
lactis e Enterobacter cloacae, e durante a vida util, predominaram as espécies Bacillus
cereus, Pseudomonas fulva e Pseudomonas monteiili. Este estudo demonstrou que, 0s
cuidados no cultivo, manipulacdo, transporte e armazenamento sob refrigeracéo
adequada sdo fundamentais para garantir a seguranca deste vegetal.

Palavras-chave: Vegetais. Micro-organismo. Contaminag¢ao. Sequenciamento de Nova
Geracéo.






ABSTRACT

Lettuce is a food usually consumed in natura, whose inadequate sanitation, can be means
of transmission of several diseases. Thus, sanitizing, which consists in the steps of
washing and disinfecting, through the application of a sanitizing agent, become essential
to ensure safe food. The objective of this study was to characterize and identify the
microbiota of lettuce (Lactuca sativa var. Crispa) minimally processed resistant to
chlorinated sanitizers using SNG. For this, lettuces were subjected to chlorinated
sanitizers, chlorine dioxide 80 ppm, the mixture of sodium dichloroisocyanurate and
sodium chloride 148 ppm and sodium hypochlorite 200ppm for 0.5, 1.0 and 5.0min. The
groups of mesophilic aerobic, psychrotrophic, enterobacteria and lactic acid bacteria
(BAL) groups were counted. Sodium hypochlorite (NaClO) 200ppm showed better
efficiency in the reduction of mesophilic microorganisms and enterobacteria. In order to
evaluate the behavior of the microbiota during the shelf life, counts of mesophilic
microorganisms, psychrotrophic, enterobacteria and lactic acid bacteria were carried out
in 200ppm (NaClO) sanitized lettuces and stored at 2 and 8 ° C, for 15 and 6 days,
respectively. The SNG was used to identify the microbiota of fresh lettuce (dirty), lettuce
sanitized with 200ppm (NaClO), as well as 200ppm (NaClO) sanitized lettuce and stored
at 2 and 8 ° C for 15 and 6 days, respectively. Sanitized lettuce during shelf life keeps
most of the microbiota in natura, including pathogens. However, the species prevalent in
the follicular structure after sanitization were Lactococcus lactis and Enterobacter cloacae,
and during the life span, the species Bacillus cereus, Pseudomonas fulva and
Pseudomonas monteiili predominated. This study demonstrated that careful cultivation,
handling, transport and storage under adequate refrigeration are fundamental to
guarantee the safety of this plant.

Key-words: Vegetables. Microorganism. Contamination. Next Generation Sequencing.
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1. INTRODUCAO

O consumo de vegetais vem aumentando gradualmente em todo o mundo, devido
a preocupacao da populacdo por habitos mais saudaveis. Dentre os vegetais, a alface
(Lactuca sativa L.) variedade crispa, tem sido reconhecida como a hortalica folhosa mais
consumida no Brasil (FERNANDES et al., 2002; SANTANA et al., 2006; ABCSEM, 2017).

Tradicionalmente, os produtos frescos como a alface eram lavados e rapidamente
consumidos no proprio local de preparo, no entanto com a a globalizagcdo da economia
incentivou o0 consumo de vegetais minimamente processados, o0 qual proporciona
praticidade e conveniéncia aos consumidores.

Com isto, houve a preocupacdo quanto ao risco de contaminagdo microbiana
(MARIANO et al., 2005), haja visto que, estes produtos a maioria das vezes ndo passam
por tratamentos térmicos antes do consumo. Para garantir ao consumidor a seguranca
dos vegetais minimamente processados é necessario que o processo de higienizacao
seja eficente.

A vida util dos alimentos € o periodo decorrido entre sua producdo e aquele em
gue o produto, mantém as suas carateristicas de qualidade préprias para consumo. Este
tempo varia dependendo do tipo de alimento, temperatura de estocagem e embalagem
utilizada (MELLO et al., 2003). Dentre os principais interferentes na vida util esta a
contamina¢do microbiana. A microbiota natural dos vegetais provém do ambiente, sendo
influenciado pela técnica de cultivo, estrutura da planta, transporte e armazenamento. A
alface é cultivada através dos métodos convencional, hidropénico ou organico, sendo o
método convencional o mais utilizado (GOMES NETO et al.,, 2012). No sistema
convencional, e 0 que avaliamos neste estudo, o vegetal fica exposto a diferentes fontes
de contaminag¢des microbianas com o a agua de irrigacdo, o solo e o adubo utilizado no
cultivo (SILVEIRA et al., 2017).

Os vegetais, assim como a alface apresentam em sua anatomia folicular os
estdbmatos, que sao estruturas celulares que tém a funcéo de realizar trocas gasosas
entre a planta e o0 meio ambiente, que por consequéncia protegem e favorecem a

permanéncia de micro-organismos no interior das folhas (LOPEZ-GALVEZ et al., 2010).
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De acordo com o Centers for Disease Control end Prevention - CDC (2018), o
abrigo de patdgenos nos estdbmatos, pode estar relacionada a surtos de doencas
transmitidas por alimentos causando desde gastroenterites até a complicacdes mais
severas, podendo levar a morte.

A inocuidade dos vegetais é garantida utilizado o processo de higienizacéo, que
consiste nas etapas de limpeza e sanitizacdo, o qual tem como objetivo reduzir ou
eliminar a microbiota até niveis aceitaveis (MORETTI, 2007). O cloro, nas suas varias
formas, consiste no sanitizante mais utilizado em alimentos. Dentre eles, destaca-se o
uso de dioxido de cloro, dicloroisocianurato de sodio e o hipoclorito de sodio nas
concentracfes de 50 - 200 ppm (ANTONIOLLI et al., 2005).

Os compostos a base de cloro, apresentam acao germicida de amplo espectro,
reagem com as proteinas da membrana das células microbianas, interferindo no
transporte de nutrientes e promovendo a perda de componentes celulares,
comprometendo a sobrevivéncia do micro-organismo (BANACH et al., 2015). O uso de
sanitizantes clorados se deve ao seu baixo custo, boa eficacia na eliminagdo de micro-
organismos, impacto reduzido sobre a qualidade sensorial e nutricional dos alimentos
bem como apresenta 6tima solubilidade em agua e disponibilidade no mercado (GIL et
al., 2015; BANACH et al., 2015). O conhecimento da microbiota do alimento e sua
interacdo com o sanitizante € de fundamental importancia para garantir a seguranca e a
vida de util do produto.

Para a identificagdo da microbiota podem ser utilizados os métodos moleculares
como 0 sequenciamento genético de Sanger, ou a nova tecnologia conhecida como
Sequenciamento de Nova Geracdo - SNG. Todas essas tecnologias promovem o
sequenciamento de DNA em plataformas capazes de gerar informacao sobre milhdes de
pares de bases em uma unica corrida (CARVALHO; SILVA, 2010).

Neste estudo utilizou-se o SNG, o qual permite obter informagéo da genética de
micro-organismos presentes na amostra a nivel comunitario. Essas novas plataformas
possuem como caracteristicas comuns um poder de gerar informagéo muitas vezes maior
gue o sequenciamento de Sanger, com uma grande economia de tempo e custo por base
sequenciada. Essa maior eficiéncia advém do uso da clonagem in vitro e de sistemas de

suporte sélido para as unidades de sequenciamento, ndo precisando mais do intensivo
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trabalho laboratorial de producédo de clones bacterianos, da montagem das placas de
sequenciamento e da separacdo dos fragmentos em géis (CARVALHO; SILVA,
2010). Esta técnica € considerada a revolucdo da microbiologia, pois auxilia a
investigac&o de microbiota de varios habitats do solo, e alimentos, pela tecnologia de alto
rendimento (MAYO et al., 2014; SOLIERI et al., 2013).

1.2 OBJETIVOS

A seguir sdo apresentados 0s objetivos que norteiam a pesquisa.

1.1.1 Objetivo geral

Caracterizar e identificar a microbiota de alface (Lactuca sativa var. crispa)

minimamente processada resistentes aos sanitizantes clorados utilizando o SNG.

1.1.2 Objetivos especificos

e Quantificar 0os micro-organismos aerobios mesofilos,  psicrotroficos,
Enterobacteriaceaes e bactérias acido laticas (BAL) em alfaces in natura, alface
lavada com agua potavel e alface lavada e sanitizada com compostos clorados;

e Ultilizar analise estatistica para determinar o sanitizante clorado (diéxido de cloro
80 ppm, dicloroisocianurato de soédio com cloreto de sédio 148 ppm e hipoclorito
de sddio 200 ppm) e tempo de contato (0,5, 1,0 e 5,0 minutos) que apresentou
melhor eficiéncia sobre a microbiota;

e Identificar a microbiota nativa e a microbiota resistente ao sanitizante com melhor
eficiéncia em alface Lactuca sativa L. variedade crispa, através do SNG;

e Comparar 0 sequenciamento de Sanger de isolados de alface Lactuca sativa L
variedade crispa e 0 SNG;

e Avaliar a vida de util da alface submetida ao sanitizante com melhor eficiéncia,
mantidas a 2 e 8°C, durante 15 e 6 dias, respectivamente, através da contagem

de micro-organismos mesofilos, psicrotroficos, Enterobacteriaceae e BAL,;
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Identificar a microbiota da alface submetida ao sanitizante com melhor eficiéncia

e armazenadas a 2 e 8°C, por 15 e 6 dias, respectivamente, através do SNG.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo sera apresentado o levantamento bibliografico abordando os
aspectos que envolvem a matéria-prima, sanitizantes, micro-organismos associados e

estratégias de colonizacao.

2.1 ALFACE LACTUCA SATIVA L

A alface (Lactuca sativa L.), variedade crispa pertence a familia Asteraceae (ITIS,
2018), e vem se constituindo como uma cultura relevante para a agricultura. Destaca-se
como a folhosa mais consumidas no Brasil, por apresentar alto teor de vitaminas, sais
minerais e fibras bem como baixo valor calérico (FERNANDES et al., 2002; SANTOS et
al., 2012).

A producdao brasileira anual é de aproximadamente de 1,7 milh&do de toneladas de
alface, sendo a variedade de maior plantio e consumo (ABCSEM, 2017). O cultivo da
alface pode ser realizado através das técnicas: tradicional, hidroponia e organica.

O cultivo tradicional é caracterizado pela pratica da utilizacdo de fertilizantes
qguimicos, e algumas vezes por sistema mecanizado (SANTANA, et al., 2006). O vegetal
tem contato diretamente com o solo, o que contribui na diversidade da microbiota neste
produto. Ha exposicao a diferentes bactérias, protozoarios, fungos e virus presentes no
solo, representa risco a saude do consumidor.

O cultivo hidropbdnico caracteriza-se pelo plantio em sistemas de canalizacéo
(tubos plasticos), onde recebem nutrientes ou fertilizantes previamente dissolvidos em
agua, ou seja, ndo ocorre o cultivo em ambiente natural (terra) (SANTANA, et al., 2006).

O cultivo organico busca a maximizacdo dos recursos naturais e da preservacao
do meio ambiente, pois é um sistema de producdo, que exclui o uso de fertilizantes
quimicos, ou outros promotores de crescimento de uso sintético. Este sistema de
producdo se beneficia de biocontroles, também conhecidos como controles biolégicos
gue utilizam sistemas naturais como insetos, bactérias, fungos e até mesmo extratos

vegetais como controle de pragas agricolas (CHAGAS, et al., 2016).



22

A microbiota da alface esta diretamente relacionada com a técnica de plantio, solo,
agua e fertilizantes utilizados no cultivo bem como, com a contaminacéo cruzada apos
colheita e 0 armazenamento.

A anatomia da alface é muito peculiar, pois dispdem naturalmente de cuticulas que
contém ceras que reduzem a perda de umidade. Apresentam também os estbmatos, que
sd80 pequenas aberturas que permite as trocas gasosas, captacao de COz atmosférico e
liberacdo de O2 para o ambiente. Além de que, quando abertos, permitem o abrigo de
células bacterianas (BEATTIE; LINDOW, 1999) no seu interior, protegendo e favorecendo
a permanéncia de micro-organismos apos o processo de higienizacdo (LOPEZ-GALVEZ
et al., 2010).

A higienizacdo consiste nas etapas de remocdao das sujidades, através da lavagem
com &gua e posterior sanitizacdo, com emprego de agentes antimicrobianos, que
promovem a reducdo de micro-organismos até nivel de seguranca (KUAYE, 2017). A
eficiéncia da sanitizacdo confere um requisito importante em vegetais, como alface, por
este alimento ndo passar na maioria das vezes pelo processo térmico de cocgédo e ir
direto para a mesa do consumidor (NASCIMENTO et al., 2014).

Com a globalizacdo da economia, e a mudanca de hébitos alimentares da
populacdo mundial, fez com que os alimentos fossem comercializados de forma a
oferecer facilidade e praticidade para o dia-a-dia. Os vegetais minimamente processados
(ready-to-eat (RTE), conhecidos como prontos para 0 consumo, conquistam mercado e
consumidores (NASCIMENTO et al., 2014). Durante o processo de producéo, 0s passam
pela limpeza, corte ou retirada do centro que une as folhosas, sanitizacéo, centrifugacao
para retirada da agua, e o armazenamento em embalagem adequada para garantir uma
vida 0til de aproximada de 5 a 7 dias.

De acordo com Centers for Disease Control end Prevention (CDC) a Escherichia
coli O157:H7 foi responsavel por varios surtos no Canada e EUA, sendo o alimento
envolvivo a alface. Em dezembro de 2017, na Califérnia ocorreu um surto envolvendo a
Escherichia coli shigatoxigénica (STEC) em alface, causando a hospitalizacdo de nove
individuos, dos quais, dois desenvolveram a sindrome hemolitica urémica, levando uma
pessoa a 6bito (CDC, 2018). Os Orgéos de salde de varios paises, tém intensificado os

trabalhos de fiscalizacdo, para garantir a seguranca microbiologica dos vegetais
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minimamente processados (NASCIMENTO et al., 2014; VELDERRAIN-RODRIGUES et
al., 2015).

No Brasil, de acordo com o Sistema de Vigilancia da Saude (SVS), os registros
realizados até 2017, ndo especificam os vegetais em alimentos envolvidos em doencas
transmitidas por alimentos (DTASs). No entanto, podem estar sub representados no grupo
de alimentos mistos ou outros alimentos, com 8,6 e 6,3%, envolvidos em DTA,
respectivamente (BRASIL, 2017).

2.2 LEGISLACAO BRASILEIRA E INTERNACIONAL

No Brasil, os VMP ou RTE néo dispdem de legislacdo especifica, porém estes
produtos devem atender os parametros microbiologicos estabelecidos pela Resolucdo
RDC n° 12 de 02 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), na categoria de alimentos “frescas in natura, preparadas (descascadas,
selecionadas ou fracionadas), sanificadas, refrigeradas ou congeladas para consumo
direto”, o qual estabelece, auséncia de Salmonella spp e o0 maximo de 102 UFC/g de
coliformes termotolerantes (coliformes a 45°C).

Para a padronizacdo dos processos industriais, garantia das condi¢des higiénico
sanitarias e Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), o Ministério da Saude publicou a Portaria
n° 326 de 30 de julho de 1997, que estabelece diretrizes para estabelecimentos
produtores/industrializadores de alimentos.

Na Resolugdo RDC n° 275 de 21 de outubro de 2002, dispbe de regulamento
técnico de Procedimentos Operacionais Padronizados e Lista de Verificacdo de Boas
Praticas de Fabricacdo para estabelecimentos produtores/industrializadores de
alimentos.

O estado do Rio Grande do Sul, estabeleceu através da Portaria SES-RS N°
90/2017, regulamento dos Procedimentos Operacionais Padronizados e as Boas Praticas
de Fabricacéo para vegetais e frutas minimamente processadas. A portaria apresenta a
lista de verificacdo de Boas Préaticas de Fabricacdo para o0s segmentos
produtores/industrializadores de vegetais, com o proposito de fiscalizacdo sanitaria

estadual e municipal no cumprimento da norma (BRASIL, 2017). Nesta lista de avaliagéo
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dos estabelecimentos, item 5 — Processamento de Frutas e Vegetais Frescos (5.10),
estabelece o uso de substancias cloradas nas concentracfes entre 10 a 50 mg/L de cloro
livre, desde que o tempo de contato com as frutas e vegetais, possa reduzir a carga
microbiana a niveis seguros (BRASIL, 2017).

Internacionalmente os VMP sé&o regulados por organizacbes que padronizam o
controle sanitario dos alimentos e as BPFs. Estas organizacdes sdo o Codex
Alimentarius, Food and Drug Administration (FDA), World Health Organization (WHO),
International Commission on Microbiological Specifications for Foods (ICMSF) e Europen
Food Safety Authority (ESFA). Devido aos constantes surtos de patdgenos ocorridos com
vegetais, a organizacdo norte americana (FDA), publicou em 2008 um guia para
minimizar os perigos da seguranca de alimentos de frutas e legumes frescos. A agéncia
mantém orientacdes sobre as solu¢des sanitizantes para controlar os micro-organismos
em alimentos através do Cddigo de Regulamento Federal 21 CRF part 178 (FDA, 2018).

A Agéncia Canadense de Inspecédo de Alimentos (CFIA), recomenda através de
guia de praticas para frutas e legumes prontos para consumo de minimamente
processados, que o ideal é ndo exceder a 5 minutos de exposicao de vegetais em contato
com solucdo clorada, com posterior enxague com agua potavel. Os métodos de
verificacdo de seguranca do produto, devem incluir amostragem e analise do produto em
processo e produto acabado, identificando patégenos como Salmonella spp e Listeria

monocytogenes, entre outros (CFIA, 2018).

2.3 COLONIZACAO E MICROBIOTA

As bactérias desenvolvem Estratégias diferentes para a colonizacdo em vegetais.
Embora, exista semelhanca nas necessidades entre as espécies bacterianas, a
sobrevivéncia e o crescimento devem suportar a comunidade bacteriana associada a
filosfera, ou seja, parte superficial das plantas, principalmente as folhas, como também
os enddfitos, denominacao utilizado para caracterizar a colonizagdo de micro-organismos
no interior das folhas (JACKSON et al. 2013).

Para Beattie e Lindow (1999) existe um modelo que representa a colonizacao foliar

gue esta representado pela figura 1.
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Figura 1 - Colonizacao foliar de micro-organismos

Etapa 1.0corme Etapa 2: Algumas Etapa 3:0corre o Etapa 4:
a imigracdo de espécies modificam aumento do numero Formacao de uma
bactérias o ambients de células micro colonia

. - Etapa &: Entrada de Efapa 7: As Etapa 8:Ocorre a
Elapdlﬁ'rgﬁgg: 540 bactérias nos bactérias melhoram migracio de
Cgmﬂnidades espacos sua capacidade de bactérias para
intercelulares multiplicacio superficie foliar

Fonte: Adaptado de Beattie e Lindow (1999)

Inicialmente na etapa 1, a superficie foliar recebe aleatoriamente as células
bacterianas ou aglomerados celulares via 4gua, ar ou mesmo por vetores. Posterior a
esta etapa, muitas destas células acabam se alojando nos estématos da folha. Algumas
espécies através de mecanismos modificam seu ambiente local, com a producdo de
polissacarideos extracelulares. Na etapa 3, as espécies bacterianas que modificam seu
ambiente, aumentam também o numero de células. As que ndo apresentam esta
caracteristica, reduzem as chances de sobrevivéncia. Com a multiplicacdo celular, na
etapa 4, ha a formacdo de uma microcolénia, importante para o desenvolvimento
comunitério, que pode ser homogénea (incorporagdo de mesma espécie) ou heterogénea
(incorporacédo de espécies diferentes). Na etapa seguinte, ocorre o desenvolvimento de
grandes comunidades oriundas das micro colonias formadas, e posterior a esta etapa,
devido a alta densidade bacteriana, ocorre a inducdo da entrada de bactérias nos
espacos internos das folhas. Na etapa 7, as bactérias modificam seu espaco intercelular
e melhora a capacidade de multiplicacdo e termina o ciclo com uma migracao para a
superficie foliar, que pode ocorrer por lesdo ou fitopatologia.
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Muitos micro-organismos presentes na superficie foliar da alface, tem capacidade
de produzir biossurfactantes. Os biossurfactantes sdo conhecidos como “agente ativo de
superficie” (MARCHANT; BANAT, 2012), que contribuem para formacéo de biofilmes e
aderéncia de patégenos em superficies.

No estudo de ROSSI, et al. (2016), identificaram a producéo de biossurfactante
pela Salmonella Enteretidis SE86, o qual conferiu maior estabilidade e resisténcia frente
a concentracdo de sais, pH e temperatura para este patdégeno. Os testes in vitro
realizados pelos autores, identificaram que o biossurfactante foi responsavel pelo
aumento da sobrevivéncia de S. Enteretidis SE86 quando exposto ao hipoclorito de sddio
50 ppm por 30 minutos e sem o biossurfactante a exposicdo do patégeno foi inativada
em 15 minutos na mesma concentragdo. Estudos de Saravanakumari e Mani (2010),
identificaram também a producdo de biossurfactante pela bactéria lactica, Lactococcus
lactis.

Na colonizacdo microbiana das alfaces, ha o predominio de micro-organimos
mesofilos, os quais, destacam-se 0s patogénicos, sendo estes 0s principais géneros
envolvidos em contaminacdes de vegetais minimamente processadas: Salmonella spp,
Shigella spp, Clostridium spp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli O157 H:7,
Staphylococcus aureus, Bacillus spp, Vibrio spp e Campylobacter spp. Além de dos virus
da Hepatite A e o Norovirus. Os parasitas a Giardia lamblia, Cryptosporidium, entre outros
(VANDAMM et al., 2013; ABADIAS et al., 2008; GOMEZ-LOPEZ et al., 2013; POSSAMAI,
2014). Os principais sintomas causados pelo consumo de vegetais contaminacao por
patdgenos Estes patégenos acometem individuos provocando Doencas Transmitidas por
Alimentos — DTA, que provocam desde nauseas, vdmitos, gastroenterites, até diarreias
sanguinolentas, desnutricdo severa e podendo levar a morte.

A microbiota deteriorante € composta principalmente por bactérias dos géneros
Pseudomonas spp, Xanthomonas spp, Flavobacterium spp, Enterobacter spp e alguns
fungos. Dentre os géneros destaca-se a Erwinia que provoca a podriddo mole, causada
pela capacidade desta bactéria em produzir enzimas pectinoliticas (pectinametilesterase
e poligalacturonase), que digerem a lamela média das células acometidas e desorganiza

os tecidos vegetais (AMORIM et al., 2011). Destaca-se os fungos do género Botrytis que
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provoca a podriddo pré ou pos colheita em aproximadamente 26 espécies de vegetais.
Além dos géneros Colletotrichum spp., Gloesporium spp. entre outros.

A microbiota de vegetais minimamente processados é conhecida por conter as
bactérias acido laticas (BAL) (WATADA; NATHANEE; MINOTT, 1996). Zwielehner et al.,
(2008), identificaram BAL principalmente dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc, na
ordem de 10*a 10° UFC.g'/g em alface.’, o que, podemos interferir que a microbiota
destes vegetais acelerar a deterioragéo e interfere na vida de prateleira dos VMP.

Para o controle de micro-organismos patogénicos ou deteriorantes em vegetais
apos a colheita, utiliza-se baixas temperaturas durante seu processamento e estocagem
(SANT'ANA, et al., 2012; POSADA-IZQUIERDO et al., 2013; EFSA, 2014).

2.4 PROCESSO DE HIGIENIZACAO

A higienizagdo compreende nas etapas de lavagem e sanitizacdo (GERMANO,
2008). A lavagem com agua potavel tem como objetivo, retirar sujidades grossas, bem
como reduzir a matéria organica inicial (COSTA, et al., 2012). A sanitizacdo consiste na
aplicacdo de desinfectantes, a fim de reduzir a carga microbiana até niveis seguros
(NASCIMENTO, et al., 2002). Ao final do processo, se faz necessario 0 enxague para
remover o residual dos produtos quimicos (GERMANO, 2008; COSTA, et al., 2012).

A &gua utilizada no processo é considerada ponto critico, sendo necessario o
monitoramento do pH e a qualidade microbiolégica da mesma para evitar a contaminacao
cruzada entre os lotes de vegetais. Também outros aspectos como, temperatura da agua,
tempo de contato e concentracdo dos sanitizantes utilizados em relacdo ao volume de
vegetais no tanque sao importantes para atender a eficiéncia desejada (NASCIMENTO,
et al., 2014).

A definicdo de sanitizante relatada na RDC n° 14 de 28 de fevereiro de 2007,
preconiza um agente e/ou produto que possa reduzir o nUmero de bactérias a niveis
seguros conforme as normas da saude (BRASIL, 2007). Os sanitizantes podem reduzir
entre 1 e 2 log sobre a populagéo inicial de micro-organismos nos alimentos, visto que,
conforme a caracteristica destes alimentos, as concentragdes podem iniciar com
contagens entre 10°a 107 (OLIVER; GERMANO; VEIGA, 2012).


https://onlinelibrary.wiley.com/action/doSearch?ContribAuthorStored=Zwielehner%2C+Jutta
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As industrias utilizam frequentemente agentes clorados como sanitizante. Estes
séo utilizados devido ao seu baixo custo, 6tima solubilidade, além de néo interferirem na
qualidade sensorial e nutricional dos vegetais. Também apresentam eficiéncia contra
bactérias (forma vegetativa) e alguns virus (GIL et al., 2015; BANACH et al., 2015).

Como desvantagem na utilizacdo de compostos clorados na sanitizacdo de
vegetais podemos citar, em contato com altas cargas organicas, os agentes clorados
formam trihalometanos, que sdo compostos carcinogénicos (OLMEZ; KRETZSCHAMR,
2009). Dentre os principais trihalometanos formados, estdo o cloroférmio, o
bromodiclorometano, o dibromoclorometano e o bromoférmio.

A higienizacdo tem sua eficiéncia limitada pela resisténcia de alguns micro-
organismos presente na matriz alimentar aos sanitizantes utilizados, comprometendo o
nivel de seguranca destes vegetais (GIL, 2009).

Muitos estudos disponiveis na literatura relatam, que a lavagem com agua e
solucdes cloradas, podem reduzir de 2 a 3 unidades logaritmicas a popula¢éo microbiana
na superficie dos VMP. Porém, como as avalia¢des séo realizados em escala laboratorial,
estes podem néo representar os mesmos resultados, quando comparado com uma planta
de processamento (BEUCHAT et al, 2004; GONZALEZ et al., 2004; INATSU et al., 2005;
UKUKU et al., 2005; ALLENDE et al., 2007; GOMEZ-LOPEZ et al., 2007; SELMA et al.,
2008).

2.5 SANITIZANTES CLORADOS

Os sanitizantes clorados séo classificados, conforme sua origem, como organicos
e inorganicos (EVANGELISTA, 2000). Entre os compostos organicos clorados,
destacam-se o diclorocianurico, as cloraminas e o acido triclorocianurico. Os compostos
inorganicos clorados podemos citar o hipoclorito de sodio, diéxido de cloro, cloro gasoso

e hipoclorito de célcio.
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2.5.1 Di6xido de Cloro

O Dioxido de cloro apresenta em sua formulacdo, um atomo de cloro e dois de
oxigénio (ClO2) (CZARNESKI, 2007; RASTOGI et al., 2012; PRATAS, 2014), pode ser
encontrado na forma de liquido e gas (CZARNESKI, 2007; RASTOGI et al., 2012).
Embora diluido, tem uma molécula altamente energética, que pode reagir fortemente com
agentes redutores (PRATAS, 2014).

Este composto, apresenta boa estabilidade em pH < 7, temperatura < 25 °C e
baixa incidéncia de luz. Caso contrério, pode acelerar sua decomposi¢cao no meio em que
se encontra, reduzindo a sua acdo (PRATAS, 2014).

O diéxido de cloro possui a vantagem, de ndo produzir as cloraminas bem como
baixas concentragcfes de trihalometanos (THM). Como desvantagem, o diéxido de cloro
em agua forma o clorito (CIO2) e o clorato (ClOs3), que podem reagir com a hemoglobina
do sangue e afetar a coagulacéo, tornando fragil a saide humana. Além da utilizacdo na
forma de gas € necessario alto investimento na aquisicdo de equipamento.
(MASSAGUER, 2006).

O mecanismo de acao antimicrobiano do ClO2, se deve pela acdo oxidante do
composto, que causa a perda da permeabilidade da membrana celular dos micro-
organismos (AIETA; BERG, 1986; ANDRADE, 2010)

No estudo de SINGH et al., (2002), onde inocularam E. coli O157:H7 em alface e
submeteram a imersdo por 5 min em 10 mg. L't de CIO2, houve a reducao de 1,20 log
UFC.g! nas contagens do micro-organismo. No estudo de Zhang e Farber (1996),
inocularam L. monocytogenes em alface e repolho, e submeteram a imersdo em 5 mg. L
L de ClO2 por 10 min, relatam a reducédo de 0,8 log UFC.g* nas contagens dos micro-
organismos.

PAO et al., (2007), verificaram em seus experimentos, que o diéxido de cloro 20
mg. L* aplicado em tomate por 1 min, reduziu 5 log UFC.g* de Salmonella Enterica.

O dioxido de cloro também se mostrou eficaz na inativacdo de enterovirus,
amebas, cistos de Giardia e oocistos de Cryptosporidium (FINCH; BELOSEVIC, 2002;
ANDRADE, 2010).


https://www-sciencedirect-com.ez74.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224408002410?via%3Dihub#bib77
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2.5.2 Dicloroisocianurato de sédio

O dicloroisocianurato de sédio apresenta férmula quimica C3CL2N3NaOs, e sua
acao inicial é baixar o pH da agua, diferente de outros agentes clorados (TOLEDO, 2013).
Quando comparados com 0s sanitizantes inorganicos a base de cloro, apresenta uma
eficAcia mais duradoura, por ser mais estavel em solu¢do aquosa, devido a liberacdo de
forma mais lenta do &cido hipocloroso. Nao apresenta niveis importantes de
trihalomentos, pois € menos reativo a matéria organica (ANDRADE, et al.,1996;
SALOMAO, et al., 2011).

Este biocida é muito utilizado na forma de p6 ou granulo, € solivel em agua, e sua
melhor acdo é na faixa de pH entre 6 e 10. Atua reduzindo o pH da &gua, desta forma,
grande parte do cloro fica disponivel, ou seja, livre para a¢do sobre o micro-organismos.

Aacéo do cloro, se deve a formacéo do acido hipocloroso, que destroe o sistema
enziméatico dos micro-organismos (TOLEDO, 2013).

Estudo de Maffei e seus colaboradores (2016), mostrou que 0 composto organico
dicloroisocianurato de sddio, na concentracdo acima de 10 mg/L foi capaz de eliminar o
patdogeno Salmonella Typhimurium em alface. Saloméao, et al., (2011), avaliaram o
dicloroisocianurato de soédio contra esporos de Penicillium expansum em maca, e
verificaram que a concentracao de 50 ppm do composto submetido por dois minutos, e a
concentragéo de 25 ppm por 3 minutos, foram significativamente iguais na redugéo de
guatro log decimais. Estes autores também demonstraram que houve reducéo de 3,8 log
decimais de esporos de Penicillium expansum quando submetido 0s esporos por um
minuto em dicloroisocianurato de sédio na concentracdo de 25 ppm. O Penicillium
expansum € responsavel pela producdo da micotoxina Patulina, sendo que o
dicloroisocianurato de sédio € eficaz contra este micro-organismo, reduzindo o risco no
produto final (SALOMAO, et al., 2011).
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2.5.3 Hipoclorito de sodio

O hipoclorito de sédio (NaClO), é conhecido como “agua sanitaria”, comercializado
na concentragao entre 2,0 e 2,5% p/v de cloro. Quando adicionado a agua reage e produz
acido hipocloroso (NaClO + H20— HCIO + NaOH) (LARGURA, 2007).

O hipoclorito de sb6dio é altamente ativo contra bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas, esporos bacterianos, virus, fungos e micobactérias (LARGURA, 2007). A acéo
antimicrobiana do cloro se deve ao &acido hipocloroso, que reage com o0s sitios
enzimaticos bacterianos, levando a inativacao irreversivel (referéncia). Ha formacéo de
cloraminas que ocorre, quando o cloro reage com grupo amino (NH), que também
interfere no metabolismo celular (ESTRELA, et al., 2002). O hipoclorito de sédio
apresenta um pH que pode variar de 11 a 12,5 (TOLEDO, 2013).

O hipoclorito de sédio apresenta uma série de vantagens entre elas, facil manuseio
e diluicdo, baixo custo, rapido efeito contra micro-organismos, inclusive endosporos
(BOTH, et al., 2009). No entanto, alta temperatura e a luz, podem causar a volatilizacao
do cloro, diminuindo a sua eficiéncia. De acordo com SILVA JR (2002), recomenda-se a
concentracéo de 50 a 250 ppm para sanitizagdo de vegetais.

No estudo realizado por LEE, et al., (2009), a alface submetida a concentracao de
50 ppm de hipoclorito de sodio por 1 minuto, foi capaz de reduzir 0,63, 1,53 e 1,63 log
UFC.gt, de micro-organismos mesoéfilos, Escherichia coli e Staphylococcus aureus,
respectivamente. Quando os mesmos autores, avaliaram as concentracfes de 100, 250
e 300 ppm de hipoclorito de sodio em alface, ndo foram quantificados os micro-
organismos mesdfilos, E. coli e S. aureus.

Na sanitizacao de frutas, legumes e vegetais, o hipoclorito de sédio € amplamente
empregado para reducdo da contaminacdo bacteriana, porém se faz necesséria a pré-
lavagem das matérias-primas antes do tratamento com cloro para apresentar eficacia
(PARK, et al., 2013).
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2.6 SEQUENCIAMENTO DE DNA POR METODO DE SANGER

O sequenciamento € uma técnica que permite identificar, na ordem correta, a
sequéncia de nucleotideos de uma molécula de DNA ou RNA, visando conhecer a
informacdo genética contida nesta estrutura (MOREIRA, 2015). O sequenciamento,
seguido de uma correta montagem das sequencias obtidas, permite obter informacdes
referentes a: expressédo génica diferencial, estrutura e funcdo dos genes, diversidade
genética, presenca de elementos moveis no genoma, presenca de genes adquiridos por
transferéncia lateral, relacdes evolutivas, além de permitir a construcdo de mapas
metabdlicos dentre outras (NIERMAN, et al., 2000).

O método de Sanger, também conhecido como método de “primeira geragao de
sequenciamento”, foi desenvolvido pelo britanico Frederick Sanger e seus colaboradores
em 1977 (KAUR; MALIK, 2013). Este método foi responséavel pelo sequenciamento
completo do genoma da bactéria Haemophilus influenzae em 1995 (FLEISCHMANN et
al., 1995).
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Figura 2 - Sequenciamento pelo método de Sanger
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Na figura 2, podemos visualizar as etapas do sequenciamento de Sanger. No
primeiro passo do sequenciamento, o DNA de fita dupla é desnaturado para que as
reacbes de adicdo de didesoxinucleotideos possa ser realizada. Apos determinado
tempo, a reacdo produz um conjunto de fragmentos de DNA molde. O tamanho de cada
fragmento dependeréd da posi¢cdo onde o didesoxinucleotideo foi adicionado, ou seja,
teremos amplicons (produtos de PCR) terminando em diferentes posi¢coes para o DNA
molde. A aplicacdo deste produto heterogéneo nas canaletas diferentes de gel de
poliacrilamida, faz a separacéo por fragmentos. No final da corrida as bandas podem ser
visualizadas em um equipamento radiografico. Ap6s, o sequenciamento das regides

codificadas € necessério a utilizacdo de uma plataforma para a leitura das regides, o qual
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fara a comparacao entre os fragmentos obtidos e similaridade de genomas presente no
banco de dados, permitindo a identificacdo de micro-organismos. Dentre os software
utilizados, destaca-se o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que esté disponivel
no endereco eletrbnico:
https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PROGRAM=Dblastn&PAGE _TYPE=BlastSearch&
LINK LOC=blasthome (ALTSCHUL, 1990; NCBI, 2018).

2.7 SEQUENCIAMENTO DA NOVA GERACAO (SNG) — NGS (NEXT GENERATION
SEQUENCING)

Com a evolucdo em diversas areas, principalmente a informatica, a partir dos anos
2000, iniciou-se pesquisas com intuito de consolidar, o uso de técnicas de
sequenciamento em larga escala do gene de RNA ribossbmico 16S (rRNA), com
marcador molecular para caracterizar os grupos bacterianos.

Novas técnicas conhecidas como Next Generation Sequencing (NGS), ou seja,
sequenciamento da nova geracao (SNG), revolucionaram a cobertura genémica, sao
responsaveis por leituras de DNA, com uma maior precisdo e com reducao de tempo de
analise (METZKER, 2010; LOMAN et al., 2012).

A “Era da Metagendmica” como também €& conhecida, proporcionou uma melhor
obtencao de sequéncias de DNA, e a possibilidade de caracterizar qualquer comunidade
bacteriana que esteja presente em uma amostra ambiental, como por exemplo agua e
alimento. Esta metodologia ndo tem necessidade de isolamento e cultivo pelos métodos
da microbiologia tradicional, haja visto, que o objetivo é, fornecer informacdes
consideraveis sobre o papel que estas comunidades desempenham no alimento
(RAPPE; GIOVANNONI,2003; TRINGE; HUGENHOLTZ, 2008).

As plataformas utilizadas para o SNG estdo disponiveis nas versées segunda e
terceira geracdes. Destaca-se as plataformas de segunda geracao: lllumina GA lIx
(llumina), 454 GS FLX system (Roche), SOLID 5500 XL system (ABI) e HeliScope

(Helicos). As de terceira geracdo contam com as plataformas: lon Personal Genome


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Machine — lon P M ™ (Life Technologies), ainda em transicdo entre a 2° e a 3° geragao
e a PacBio RS system (Pacific Biosciences) (KAUR; MALIK, 2013).

As plataformas de segunda geracédo, tem por principio inicial, preparar as bibliotecas
com o DNA que sera sequenciado, onde o mesmo é clivado e os fragmentos de tamanho
especifico sdo entdo selecionados para ligar-se a adaptadores nas duas extremidades
(MOREIRA, 2015).

As tecnologias de sequenciamento de terceira geracdo, vem com a promessa de
reducdo de custos e novamente prometem revolucionar a ciéncia gendmica. Ainda em
fase de desenvolvimento e muito discutida, ha divergéncias por considerar 0s
sequenciadores de terceira geracao, tecnologias sem o uso de luz ou fluorescéncia, como
também alguns defendem o conceito de sequenciar fragmentos maiores do que 0s
atualmente sequenciados (MOREIRA, 2015). As novas tecnologias de alto rendimento,
como genbmica, metagendmica, transcriptbmica e metatranscriptdbmica foram
promovidas pelas técnicas SNG. Sdo duas as formas diferentes de como estas
tecnologias podem ser usadas:

a) Sequenciamento shotgun: sequenciamento total dos acidos nucléicos;

b) Sequenciamento direcionado: quando o sequenciamento € especifico do gene

(MAYO, et al., 2014).

A tecnologia da plataforma Illumina, de segunda geracao, utilizada neste trabalho,
utiliza primers com adaptadores especificos que complementam o DNA. O DNA é
amplificado por PCR, permitindo que o DNA clonal permaneca ligado aos iniciadores.
Através da sintese, 0 sequenciamento prossegue com iniciadores complementares e
quatro nucleotideos terminadores (RT), reversivelmente bloqueados. O corante, junto
com o bloqueador terminal 3', é entdo quimicamente removido do DNA, permitindo sua
incorporacdo e deteccédo, e para o proximo ciclo de sequenciamento. Além disso, a
aquisicdo de imagens pode ser retardada a partir da incorporagdo de nucleotideos,
permitindo que matrizes muito grandes de clusters de DNA, sejam capturadas por
imagens sequenciais tomadas por uma unica camera. Atualmente, a plataforma Illumina
gera leituras tipicas de 150-300 pb, que podem ser aumentadas para 300-600 pb via

sequenciamento “emparelhado” (ou seja, sequenciamento de ambas as extremidades do
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mesmo cluster de DNA). O preco reduzido para a alta produ¢éo de sequéncias por corrida
(até 3000 Mb para o HiSeq) é a maior vantagem dessa tecnologia.

Neste equipamento € necessario preparar as bibliotecas contendo o DNA a ser
sequenciado, e podem ocorrer de duas formas: paired-end que disponibiliza o
sequenciamento nas duas extremidades de reads de tamanhos entre 200 e 500
nucleotideos. Aa mate-pair, € a outre forma, que necessita de um passo extra para
sequenciar também as duas extremidades de reads entre 2000 a 5000 nucleotideos. Este
passo extra aumenta a eficiéncia da ligacao das extremidades dos fragmentos maiores
na placa de vidro. O desenvolvimento do kit pela lllumina, direciona a montagem de
regides repetidas, como também proporcionar a ligacdo e ordenacdo dos contings
(MOREIRA, 2015).

Para determinar uma base de sequenciamento de forma suficiente, € necessario
produzir intensamente um numero elevado de fragmentos no clusters (maior que um
milhdo). Ha uma captura de imagem com fluorescéncia para cada posicado dos clusters
na placa de vidro, onde na sequéncia ocorre o desbloqueio da extremidade 3’ e a
remocao dos reagentes e do fluoroforo incorporados no ciclo anterior ao nucleotideo,
permitindo entdo que um novo ciclo se inicie. O esquema de sequenciamento de DNA

pela a técnica lllumina pode ser visualizado na figura 3.
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Figura 3 - Esquema do principio da técnica lllumina.
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Em (A) ocorre a fragmentacdo do DNA a ser sequenciado, com posterior selegcdo dos fragmentos de
tamanho apropriado e ligacdo de adaptadores em ambas as extremidades. Em (B), estes fragmentos sédo
colocados em uma placa de vidro (flowcell) com concentracdo alta de adaptadores complementares
(primers), aos adaptadores contidos nas extremidades dos fragmentos, de maneira que os fragmentos
possam entdo se ligarem a placa. Em (C), ocorre a incorporagdo de nucleotideos ndao marcados com
fluorescéncia até que toda a extensao do fragmento seja amplificada. Em (D) ocorre a formacdo da
estrutura em ponte, evidenciando dois adaptadores presos a placa e outros dois livres. Em (E) ocorre a
desnaturacéo do duplex. Em (F) os adaptadores livres se ligam a adaptadores complementares na placa,
iniciando um novo ciclo. Em (G), temos o cluster sendo formado, o qual provavelmente contera mais de um
milhdo de copias do mesmo fragmento. Em (H) adiciona-se o0s quatro tipos de didesoxinucleotideos
terminadores reversiveis contendo fluoréforos, junto com a enzima DNA polimerase, que fard a
incorporagdo do didesoxinucleotideo apropriado. A incidéncia de um feixe de raios laser excita os
fluoréforos proporcionando emisséo de luz que difere em funcdo da base incorporada. Em seguida, efetua-
se uma etapa de lavagem para remogdo do grupo bloqueador presente na extremidade 3’ junto com o
fluoréforo; fato este que permitird a incorporacdo do segundo nucleotideo. Estes ciclos se repetem até que
toda a extensdo do DNA seja polimerizada. Em “I” ocorre o registro da imagem correspondendo a
incorporacgao do primeiro didesoxinucleotideo. “J” e “K” representam sucessivos ciclos de incorporacgao de
didesoxinucleotideos marcados, incidéncia de raios laser, emisséo de luz e registro da imagem. Por fim,
em “L”, as imagens registradas em cada ciclo sao decodificagcdo para determinar a sequencia de bases de
cada cluster na placa.

Fonte: (MOREIRA, 2015).
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3. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido nos laboratorios de Microbiologia e Biologia
Molecular do Departamento de Engenharia de Alimentos e Engenharia Quimica da
UDESC/Pinhalzinho — SC, no SENAI/Chapec6 e na Neoprospecta Microbiome
Technologies/Brasil.

A alface (Lactuca sativa L.) variedade crispa, proveniente de cultivo tradicional, foi
gentilmente doada pela Scussel Verduras, agroindustria de minimamente processados
de Chapecd/SC.

No estudo foram utilizados os sanitizantes a base de dioxido de cloro 80 ppm
(Veromax) (v/v), a mistura de dicloroisocianurato de sédio com cloreto de so6dio 148 ppm
(Clean Veg) (p/v) e hipoclorito de sédio 200 ppm (Q-boa) (v/v). Todos adquiridos no

comeércio local de Chapecdé/SC.

3.1 PREPARO DA AMOSTRA

Para cada etapa do experimento, foram utilizados, aproximadamente 2,5 kg de
alface, o qual as folhas foram separadas do talo, homogeneizadas e submetidas aos
tratamentos.

Os sanitizantes foram preparados nas concentracbes recomendadas pelos
fabricantes. A determinacéo dos tempos de contato de 0,5, 1,0 e 5,0 minutos entre alface
e 0s sanitizantes, deu-se em func¢éo da instabilidade do acido hipocloroso bem como os
tempos utilizados na agroindustria. Utilizou-se para cada tratamento, aproximadamente

200 g de alface. Todo o experimento foi realizado em triplicata.



Tabela 1 - Descricdo dos tratamentos.
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Tratamentos Descricao dos tratamentos
A alface in natura (suja)
AA alface lavada com agua potéavel

AS (ClO20,5 min)
AS (Cl0O21,0 min)
AS (ClO25,0 min)
AS (C3CL2N3NaO3 0,5 min)
AS (C3CL2N3NaOs3 0,1 min)
AS (C3CL2N3NaO3 5,0 min)
AS (NaClO 0,5 min)
AS (NaClO 1,0 min)

AS (NaClO 5,0 min)

alface imersa em diéxido de cloro (80 ppm)

alface imersa em diéxido de cloro (80 ppm)

alface imersa em diéxido de cloro (80 ppm)

alface imersa em dicloroisocianurato de sédio (148 ppm)
alface imersa em dicloroisocianurato de sédio (148 ppm)
alface imersa em dicloroisocianurato de sédio (148 ppm)
alface imersa em hipoclorito de sddio (200 ppm)

alface imersa em hipoclorito de sédio (200 ppm)

alface imersa em hipoclorito de sédio (200 ppm)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Apébs os tratamentos das alfaces com os sanitizantes clorados submetidos a 5 min de
contatos, foram coletadas amostras dos sanitizantes para avaliar o pH e cloro residual
livre mg/L Cl2.

Alfaces de todos os tratamentos foram submetidas a contagens de micro-

organismos mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias e bactérias acido laticas (BAL).

3.2 CONTAGEM MICROBIANA

Pesou-se assepticamente 25g de alface de cada tratamento em sacos estéreis
tipo stomacher, e adicionou-se 225 mL de agua peptonada a 0,1% (p/v), perfazendo a
diluicdo 10, A partir desta diluicdo, preparou-se as demais diluicdes seriadas.

Para as contagens de micro-organismos mesofilos aerdbios e psicrotroficos,
utilizou-se método descrito pela ISO 4833:2013 e APHA: 2015, respetivamente. Aliquotas
de 1 mL e 0,1 mL foram plaqueadas em Agar Plate Count Agar - PCA (Merck), e
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incubadas a 30°C +/-1°C e 7°C +/-1°C por 72 horas e 10 dias, respectivamente. As
col6nias foram contadas e o resultado expresso em log UFC.g™.

As contagens de enterobactérias (EB) e de Bactérias Acido Laticas (BAL) foram
realizadas de acordo com AOAC 2003.01 e AOAC RI 41701, respectivamente. Inoculou-
se 1mL das diluicGes selecionadas em placas de Petrifiilm™ de EB e BAL. Incubou-se a
37°C £ 1°C por 24 h + 2 h para EB e 48 h + 3 h para andlise de BAL. As col6nias foram
contadas e o resultado expresso em log UFC.g.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

As contagens obtidas para mesofilos, psicrotréficos, enterobactérias e BAL foram
submetidas analise de variancia seguida do teste de Tukey (p<0,05), utilizando-se o

software Statistica versdo 10.0.

3.4 CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS MESOFILOS, PSICROTROFICOS,
ENTEROBACTERIAS E BAL EM ALFACE APOS A SANITIZACAO E
ARMAZENAMENTO EM REFRIGERACAO

Identificou-se através da andlise estatistica, que o melhor tratamento na reducéo
da microbiota em alface foi hipoclorito de sédio 200 ppm por 0,5 minutos (Tratamento AS
(NaClO 0,5 min).

Para avaliar o efeito do sanitizante, temperatura e tempo de armazenamento sobre
a microbiota, alface foi preparada conforme descrito em 3.1 e submetida ao tratamento
AS (NaCIO 0,5 min) com melhor desempenho. Apds, realizou-se 0 enxague em agua
potavel, centrifugou-se e acondicionou-se 100 g de alface em cada saco de polietileno
de baixa densidade (PEBD). Armazenou-se em 2 e 8°C, por 15 e 6 dias, respectivamente.

Nos tempos, logo apds o preparo das amostras (zero), cinco, dez e quinze dias de
armazenamento a 2°C, bem como nos tempos zero, trés e seis dias de armazenamento
a 8°C, as alfaces foram submetidas a contagem de micro-organismos mesaofilos,

psicrotréficos, enterobactérias e BAL conforme descrito anteriormente no item 3.2 Os
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experimentos foram realizados em triplicata. As contagens dos micro-organismos foram

submetidas a analise estatistica conforme descrito no item 3.3.

3.5 IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA DA ALFACE RESISTENTE AO PROCESSO
DE SANITIZACAO BEM COMO DURANTE O ARMAZENAMENTO ATRAVES SNG

Amostras de alface in natura e alface sanitizada, bem como das alfaces
armazenadas durante 15 e 6 dias, a 2 e 8 °C, respectivamente, foram encaminhadas para
o laboratério Neoprospecta Microbiome Technologies, Floriandpolis — SC, Brasil.

Os DNAs das amostras foram extraidos e submetido ao sequenciamento (single-
end) em equipamento MiqSeq Sequencing System (lllumina Inc., USA) com o kit V2, 300
ciclos. Para a amplificacdo foram utilizados os primers para regidao V3/V4 do gene rRNA
16S, 341F (CCTACGGGRSGCAGCAG, WANG & QIAN, 2009) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT, CAPORASO et al, 2012). As sequéncias obtidas foram

comparadas com o banco de dados Silva ( https://www.arb-silva.de/).

3.6 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE BAL PELO SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Para isto, utilizou-se isolados de BAL do agar MRS, estes foram recuperados em
caldo BHI e incubados a 35°C por 24h. A extracdo de DNA gendmico foi realizada
utilizando o kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System (Promega). A qualidade do
DNA foi verificada gel de agarose 1% utilizando GelRed 20 X (Biotium Inc., Hayward,
USA) e visualizada sob luz UV em transiluminador pelo programa LPix Image (LOCCUS
Biotecnologia, BRL®).

A PCR foi realizada para amplificacdo parcial do gene 16S das regides variaveis
V1 e V2, utilizando os oligonucleotideos plb16 (5’AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3)
/mlb16-R (5 GGCTGCTGGCACGTAGTTAG 3’), descritos por Kullen et al. (2000). Cada
reacao de 50uL de PCR foi constituida de 25uL de Kit para PCR “Go Taq Green Master
Mix 2x” (Promega Corp.), 10 pMol de cada oligonucleotideo, aproximadamente 200 ng

de DNA e agua ultra-pura (Integrated DNA Technologies, Inc., lowa, USA) até completar
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o volume final. A reacdo foi conduzida em termociclador (ESCO Peltier Technology
Aeris™ USA) sob as seguintes condi¢des: 5 min a 94°C; 35 ciclos de 15seg a 94°C + 15
seg a 55°C + 1 min a 72°C; extenséao final 10 min a 72°C. Os produtos da PCR foram
adicionados ao corante GelRed 20 X (Biotium Inc.) na propor¢ao 5:1, submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% em TBE 0,5X, e visualizados sob luz UV em
transiluminador L. Pix Image HE (Loccus Biotecnologia, SP, Brasil). Os produtos de PCR
gue apresentaram 500 pb, esperado foram submetidos a purificacdo utilizando o kit
“Wizard® SV Gel & PCR Clean-Up” (Promega).

O sequenciamento das amostras foi realizado na Unidade de Andlises Moleculares
e de Proteinas (Centro de Pesquisa Experimental, HCPA) utilizando o equipamento ABI
3500 Genetic Analyzer com capilares de 50 cm e polimero POP7 (Applied Biosystems).
Os produtos de PCR foram marcados utilizando-se 5,0 pmol do primer mib16 5’-
GGCTGCTGGCACGTAGTTAG -3’ e 1 uL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) em um volume final de 10 uL. As reacbes de
marcacgao foram realizadas em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) com uma etapa de desnaturacéo inicial a 96°C por 1min seguida de 35 ciclos
de 96°C por 15 seg, 50°C por 15 seg e 60°C por 4 min. Apdés marcadas, as amostras
foram purificadas pela precipitacdo com BigDye XTerminator Purification Kit (Applied
Biosystems) e eletro injetadas no sequenciador automatico. As sequéncias obtidas foram
comparadas com o banco de dados depositado no “National Center for Biotechnology
Information” (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) por meio do software “Basic

Alignment Search Tool” (BLAST) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast.cqi).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir sdo apresentados os resultados e discussfes desta pesquisa.

4.1 CONTAGEM DE MICRO-ORGANISMOS MESOFILOS, PSICROTROFICOS,
ENTEROBACTERIAS E BAL EM ALFACE

Na Tabela 2 estdo apresentadas as contagens de micro-organismos mesofilos,
psicrotroficos, enterobactérias e BAL em alface in natura e alface submetidos as etapas
de lavagem e sanitizacdo com sanitizantes clorados.

Dos grupos de micro-organismos avaliados, obteve-se maior concentracdo de
mesofilos, seguido de psicrotréficos, enterobactérias e BAL na alface (Tabela 2). A
presenca destes grupos de micro-organismos € comum em alface, haja visto que, estes
sdo expostos ao ambiente de cultivo como o solo, irrigagcdo e manuseio comumente
reservatorios destes micro-organismos (BERGER et al., 2010; MAFFEI, et al. 2016).
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Tabela 2 - Média das contagens de micro-organismos mesofilos, psicrotroficos,
enterobactérias e BAL em alface Lactuca sativa L. variedade crispa in natura e submetida
aos tratamentos com sanitizantes clorados, didxido de cloro(CIlOz2), dicloroisocianurato de
sédio (C3CL2N3NaO3) e hipoclorito de sédio (NaClO) nos tempos 0,5, 1,0 e 5,0 minutos

Tratamentos Contagem (Log UFC.g?)
Mesofilos  Psicrotréficos  Enterobactérias BAL
A 6,81+0,12 @ 6,64+0,50 @ 4,78+1,69 2 2,72+0,78 @
AA 6,13+0,56 2>  4,75+1,48 ab 3,70+0,62 ab 1,82+0,75 @b
AS (ClO20,5 min) 5,69+0,1123  4,73+1,12 3 3,13+0,71 @ 1,00+0,00 ®
AS (ClO21,0 min) 5,630,543  4,63+0,73 2 3,34+0,48 ab 1,00+0,00°
AS (ClO25,0 min) 5,81+0,19 3  4,43+0,43 ab 2,84+1,09 2 1,00+0,00°
AS (C3CL2N3NaOz0,5 min) 5,00+0,47 3¢ 3,92+0,09 b 2,97+0,43 ab 1,00+0,00°
AS (C3CL2N3sNaOz1,0 min) 4,76+1,00 3¢  3,88+0,44 b 2,37+0,71 2 1,00+0,00 ®
AS (C3CL2N3NaOs35,0 min)  4,47+0,88b¢  3,70+0,59° 1,10+0,17 ® 1,00+0,00°
AS (NaClO 0,5 min) 3,83+1,01 ¢ 4,14+0,72b 2,49+1,45 ab 1,00+0,10°
AS (NaClO 1,0 min) 3,45+1,30 ¢ 3,71+0,21 b 1,91+1,33°b 1,00+0,00 ®
AS (NaClO 5,0 min) 3,28+0,54 ¢ 2,98+0,94 b 1,49+0,84 b 1,00+0,00 ®

*Médias e desvio padrdo seguidas da mesma letra na coluna n&o diferiram estatisticamente dos
tratamentos. A: alface in natura; AA: alface lavada com agua potavel; AS: alface lavada com agua potavel
e imersa no sanitizante clorado em determinado tempo.

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Observa-se na Tabela 2, que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre a
média das contagens de micro-organismos mesdfilos, psicrotréficos, enterobactérias e
BAL em alface in natura e alface submetida a lavagem com &agua potavel (tratamento
AA). Este resultado demonstra que a agua potavel utilizada na lavagem da alface nao
reduziu os grupos de micro-organismos avaliados, no entanto pode interferir na redugéo
da matéria organica e consequentemente favorecer o processo de sanitizacdo. De
acordo com Van Haute et al., (2013), o cloro residual livre presente na agua potavel
(minimo de 0,2 mg. L), pode reagir com a matéria organica presente nas folhas do
vegetal e ser consumido, desta forma, ndo esta disponivel para agir contra os micro-

organismos.
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Silveira et al., 2017, verificaram reducédo de 0,97 log UFC.g? de Salmonella
Enteretidis SE86 em alface apds a lavagem com agua potavel. Esta diferenca de
resultado entre nosso estudo e Silveira et.al 2017, pode ser explicado, devido a alface ter
sido inoculada com 5 log UFC.g* de S. Enteretidis e, ap6és 30 minutos foi submetida a
lavagem com agua potavel. O tempo de 30 min pode néo ter sido suficiente para que o
micro-organismo se aderisse a superficie das folhas, desta forma, houve a reducéo de S.
Enteretidis quando submetido a lavagem.

Conforme CDC, (2018), os vegetais minimamente processados sao responsaveis
pela transmisséo de doencas. A maioria dos micro-organismos patogénicos, causadores
de doenca sdo mesofilos, ou seja, multiplicam em temperaturas préximas a 36°C (ICMSF,
2015).

A maior reducdo nas contagens de micro-organismos mesofilos foi de 3,53
logUFC.g ! em alface submetida as etapas de lavagem com agua potavel, e submetita ao
hipoclorito de s6dio 200 ppm por 5,0 minutos. Nao houve diferenca significativa (p>0,05)
entre as contagens de mesdfilos em alfaces lavadas com 4gua potavel e submetidas a
imersao em hipoclorito de sédio 200 ppm entre os tempos 0,5, 1,0 e 5,0 min (Tabela 2).
Com este resultado, podemos inferir que, o tempo de contato da alface com o hipoclorito
de sddio néo influencia na contagem de micro-organismo mesofilos. Outro fato
importante, e que pode explicar este resultado, é que o hipoclorito de sddio se dissocia
em agua e forma o acido hipocloroso, este Ultimo que atua como germicida e sua acéo
ocorre instantaneamente (WHO, 2011). O &acido hipocloroso possui alta capacidade
oxidativa, quando em contato com as proteinas da membrana das células microbianas,
pode interferir no transporte de nutriente, levando a morte celular. (VANETTI, 2004;
POSSAMAI, 2014).

Resultados diferentes foram descritos por Gomes Neto et al., (2012), onde
avaliaram alface cultivadas em sistema organico, tradicional e hidropénico e submetida
aos tratamentos de lavagem com agua destilada e imersao em hipoclorito de sodio 150
mg. L1 por 15 min, e obtiveram redugcdo média de 5,38 logUFCg™* nas contagens de
micro-organismos mesofilos. Esta diferenca de resultado pode ser explicada, devido no
estudo de Gomes Neto et al., (2012) utilizaram o hipoclorito de s6dio em tempo de contato

superiores do que avaliado neste estudo.
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Observa-se na Tabela 2, que o diéxido de cloro a 80 ppm, nao reduziu
significativamente (p> 0,05) as contagens de mesofilos, psicrotréficos e enterobactérias,
independentemente do tempo de contato que a alface foi submetida (tratamentos AS
(ClO20,5, 1,0 e 5,0 min.), quando comparadas as contagens obtidas na alface in natura
e na alface lavada com &agua potavel (Tabela 2). No entanto, obtivemos reducéo
significativamente (p<0,05) nas contagens de BAL entre alface submetida ao dioxido de
cloro, independentemente do tempo de contato, e a alface in natura.

Tomés-Callejas et al., (2012) descrevem este comportamento, onde o didxido de
cloro impediu o desenvolvimento de E. coli 0157:H7 previamente inoculado em alface,
porém ndo se mostrou eficaz na eliminacdo do patdgeno Salmonella spp., também
simulado por adigéo nestes vegetais.

Segundo Andrade, (2010), a acédo do diéxido de cloro esté relacionada a oxidacao
dos componentes da parede celular dos micro-organismos, em especial lipidios e
proteinas, proporcionando a ruptura desta, com consequente desintegracdo da mesma.
A eficiéncia do sanitizante depende da microbiota, principalmente da composicao da
parede celular dos micro-organismo presente na matriz alimentar, como também pelos
fatores intrinsecos e extrinsecos inerentes ao processo, como por exemplo, atividade de
agua, pH e constituintes (USEPA, 1999; FINCH; BELOSEVIC, 2002).

Observa-se na tabela 2, que os sanitizantes clorados independente dos tempos
de imersdo da alface, ndo influenciaram significativamente (p>0,05) na reducédo das
contagens de micro-organismos psicrotréficos entre alface apds a lavagem com agua
potavel (Tratamento AA). No entanto, percebe-se uma reducédo significativa entre as
contagens de psicrotréficos em alface in natura e alface lavada e sanitizada com
dicloroisocianurato de sédio e hipoclorito de sédio, nos tempos de contatos de 0,5, 1,0 e
5,0 min. Este resultado demonstra que a lavagem da alface € uma etapa importante para
gue a sanitizacao seja eficiente.

As enterobactérias pertence a familia de Enterobactereacea, o qual é composta
por um grande grupo heterogéneo de bactérias Gram negativas, anaerobias facultativas,
entre eles, destaca-se 0os géneros Escherichia spp., Salmonella spp., e Shigella spp. de
importancia a saude publica (RUSTAM et. al., 2006).
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Os sanitizantes dicloroisocianurato de sodio (148 ppm) e hipoclorito de sodio (200
ppm) reduziram significativamente (p<0,05) as contagens de enterobactérias entre alface
in natura e submetidas aos sanitizantes por tempo de 0,5, 1,0 e 5,0 minutos,
respetivamente. Houve reducdo de 3,68 e 2,87log nas contagens de enterobactérias
utilizando os sanitizantes dicloroisocianurato de sodio (148 ppm) e hipoclorito de sédio
(200 ppm), respectivamente.

Considerando que a legislagdo brasileira ndo estabelece padrao para
enterobactérias em vegetais minimamente processados, mas, no entanto, estabelece
limites de 2 log UFC g para coliformes termotolerantes (BRASIL, 2001). Considerando
este limite, as alfaces sumetidas ao dicloroisocianurato de sodio (148 ppm) por 5,0 min e
ao hipoclorito de sodio (200 ppm) por 1,0 e 5,0 min, estariam dentro do padrao.

As BALs fazem parte da microbiota natural de frutas e vegetais, a maioria dos
micro-organismos pertencente a este grupo, ndo apresentam riscos a saude humana, por
isso muitos sdo reconhecidas como seguras GRAS (Generally Recognized As Safe),
(GAISER et al.,, 2011; ZHAN et al.,, 2012). As BAL contribuem com caracteristicas
probiéticas, sensoriais em ampla variedade de produtos curados e fermentados, além de
representar a capacidade de produzir substancias com propriedades antimicrobianas. No
entanto, as podem causar a deterioracdo em vegetais, provocando a desorganizacdo da
estrutura vegetal durante sua vida util.

Na tabela 2, observa-se que este grupo bacteriano apresentou maior sensibilidade
aos sanitizantes clorados testados em alface, ndo sendo possivel quantificar pela
metodologia tradicional de contagem em placas. Os autores Marin, et al., (2010) também
estudaram a quantificacdo de BAL em alface em 2, 6 e 9 dias de vida util, armazenadas
a 4°C, e devido a sanitizacdo adequada com cloro ativo de 100 ppm por 15 minutos nao
apresentaram contagens microbioldgicas para este grupo bacteriano.

Os micro-organismos psicrotréficos apresentam importancia quanto ao risco de
contaminacdo por patdgenos, haja visto que, pode estar associado a presenca de L.
monocytogenes. Outro aspecto importante, € que 0s micro-organismos psicrotroficos séo
resonsaveis pela deterioracdo de vegetais, contagens elevadas destes grupos podem
contribuir para reducao da vida de prateleira de VMP (BRUNO, et al., 2005).
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Dentre os grupos de micro-organismos avaliados, os mesofilos e as
enterobactérias sdo de maior importancia em saude publica, devido estes micro-
organismosestarem vinculados as DTAs. Dos compostos clorados avaliados o hipoclorito
de sédio na concentracdo 200 ppm apresentou melhor desempenho na reducédo de

micro-organismos mesofilos e enterobactérias em alface.

4.2 EFEITO DO SANITIZANTE, TEMPERATURA E TEMPO DE ARMAZENAMENTO
SOBRE A MICROBIOTA DE MESOFILOS, PSICROTROFICOS, ENTEROBACTERIAS
E BAL

Na Tabela 3 estdo apresentados a média das contagens de micro-organismos
mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias e BAL em alface sanitizada com hipoclorito de

s6dio 200 ppm, e armazenadas por 15 e 6 dias a 2°C e 8°C, respectivamente.

Tabela 3 - Contagens de micro-organismos mesoéfilos aerdbios, psicrotroficos,
enterobactérias e BAL (log UFC-1) em alface armazenada a 2°C e 8°C por 15 e 6 dias,
respectivamente.

Tempo (dias) Contagem (log UFC.g™)
Mesofilos Psicrotroficos  Enterobactérias
- 0 2,65 £+ 0,048 2,74 £ 0,039 2,38+ 0,265
% O 5 3,04 £ 0,04Qb2 3,02 + 0,020¢b¢c 1,74+ 0,040
Gg- N 10 3,06 £ 0,057¢b 3,13 £ 0,048¢ 1,00 £ 0,001¢
2 15 3,47 + 0,029 3,59 + 0,044 1,00 £ 0,001¢
S O 2,74 £ 0,040 2,39 £ 00,0882 1,65 = 0,0482
‘éi E 3 314+0,063  3,37£0118  239+0,177
= 6 3,57 + 0,035¢ 3,83 +0,112¢ 2,85 + 0,146¢

*Médias e desvio padrdo com letras iguais na coluna nao diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a
5% de significancia. **Para BAL os resultados foram <1,0 x 10 UFC.g.
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Verifica-se na tabela 3, que mesmo utilizando temperaturas baixas no
armazenamento de alface, como de 2 e 8°C, ha a multiplicacdo de micro-organismos

mesofilos e psicrotréficos. No entanto, ha aumento na média das contagens deste micro-
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organismos, quando as alfaces foram armazenadas a 8°C. Este resultado demonstra, que
a temperatura de armazenamento da alface influencia diretamente na multiplicacdo de
micro-organismos, principalmente dos psicrotréficos. Ressalta-se que os psicrotréficos
s&0 0s principais micro-organismos responsaveis pela reducédo da vida Gtil de alimentos
refrigerados (ANTONIOLLI et al., 2005).

Autores como Waghmare e Annapure (2015) e Bachelli (2013), relatam o mesmo
comportamento, 0 aumento de micro-organismos mesoéfilos e psicrotréficos, em vegetais
sanitizados e armazenamos em temperatura de refrigeracao.

Quanto as enterobactérias, pode-se observar na tabela 3, que houve reducédo de
1,38 log UFC.g* na média das contagens em alface sanitizada com hipoclorito de sédio
200 ppm e armazenada a 2°C por 15 dias. No entanto, quando a alface foi armazenada
a 8°C por seis dias, houve aumento de 1,20 log UFC.g* nas contagens deste micro-
organismos. Evidencia-se que ap0s 0 processo de sanitizacdo da alface, o
armazenamento a 2°C € uma alternativa no controle da multiplicacdo de enterobactérias.

De acordo com Vanetti, et al., (2004), o armazenamento refrigerado de vegetais,
sob controle de temperatura, reduz as condi¢cdes metabdlicas e enzimatica fazendo com
gue, a taxa de crescimento bacteriano seja reduzida, prolongando assim a vida Util destes
produtos.

A média das contagens de BAL em alface se mantiveram constantes, apés a
sanitizacdo com hipoclorito de sédio 200 ppm, durante 15 e 6 dias, a 2°C e 8°C,
respectivamente. Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as médias das
contagens de BAL em alface sanitizada entre os tempos de armazenamento.

Resultados semelhantes foram relatados por Lépez-Galvez, et al., (2013) e
GOmez-Lopez, et al., (2007), onde ndo houve crescimento de BAL em alface
minimamente processada e armazenada em temperatura de refrigeracéo de 5°C e 7°C,

respectivamente.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521413001476#bib0045
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4.3 IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA DA ALFACE ATRAVES DO SNG

Na figura 4, pode-se visualizar a diversidade das microbiotas da alface in natura

(suja) e da alface lavada e submetida ao hipoclorito de sddio (200 ppm) por 0,5 min.
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Figura 4 - Identificacdo do Filo, Classe, Ordem, Familia, Género e espécie (%) na
microbiota da alface in natura ( zzz# ) e na alface sanitizada com hipoclorito de sddio

(200 ppm) por 0,5 min. ( s ).

Filo
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Ordem
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Proteobacterias

Gammaproteobacteria

Enterobacteriales
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[
Ww 50,27%

38,09%

0,00% 20,00% 40,00% 60,00%

Fonte: Elaborada pela autora, 2018.

B 54,79%

80,00%

Na alface in natura (suja) e na alface sanitizada com hipoclorito de sédio (200 ppm)

foram identificadas 454059 e 346004 sequéncias ou reads,

respectivamente. Este
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resultado revela que, a microbiota da alface in natura € maior do que da alface sanitizada
com hipoclorito de sodio.

Os principais filos identificados nas microbiotas da alface in natura (suja) e da
alface sanitizada foram Firmicutes e Proteobacteria, com frequéncia de 54,68% e 58,35%
e 45,21%, e 41,64%, respectivamente. Resultados semelhantes foram descritos por
Rastogi, et al.,, (2012) e Williams, (2013), onde identificaram como os filos mais
expressivos as Proteobacteria e Firmicutes.

Na microbiota da alface in natura e da alface sanitizada foram identificados 12 e
11 classes, respectivamente, com a predominancia de Bacilli e Gammaproteobacteria.

Em relacao classificacdo da microbiota da alface in natura e da alface sanitizada
guanto a ordem, foram identificadas em 27 e 20, respectivamente, 0s quais,
predominaram  Enterobacteriales, Lactobacillales, Aeromonadales, Bacillales,
Clostridiales e Pseudomonadales.

Quanto aos resultados taxondmicos de familias identificadas na alface in natura e
alface sanitizada, houve o predominio de Streptococcaceae com 37,69% e 53,60% e
Enterobacteriaceae com 34,53% e 30,72%, respectivamente.

A familia Streptococcaceae € constituida por bactérias acido lacticas que fazem
parte da microbiota natural de vegetais. A familia da Enterobacteriaceae nao faz parte da
microbiota natural da alface, porém estdo presentes em adubo orgéanico, solo e agua
utilizada no cultivo desta hortalica (ICMSF, 2015).

Na microbiota da alface in natura e da alface sanitizada foram identificados 145
diferentes géneros e 751 espécies. Os géneros Lactococcus spp e Enterobacter spp
predominaram nas microbiotas da alface in natura e da alface sanitizada (Figura 3).
Estava também presente os géneros Peptoclostridium spp., Pantoea spp., Acinetobacter
spp., Pseudomonas spp. Lysibibacillus spp. e Citrobacter spp.

Resultados diferentes foram relatados por Rastogi, et al., (2012) onde identificaram
como 0S géneros mais expressivos na microbiota da alface Pseudomonas spp., Bacillus
spp., Massilia spp., Arthrobacter spp. Esta diferenca de resultado quanto a presenca de
géneros na microbiota da alface pode ser explicada pela origem da matriz alimentar.

As bactérias lacticas do género Lactococcus, e a espécie Lactococcus lactis

predominaram nas alfaces in natura (suja) e sanitizada. No entanto, identificou-se menor
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concentracdo da espécie na microbiota da alface in natura do que na alface sanitizada
com hipoclorito de sodio 200 ppm (Figura 4). Este resultado demonstra que o L. lactis é
resistente as condi¢bes ambientais bem como a a¢ao do hipoclorito de sédio a 200 ppm.
O L. lactis sdao BAL que quando presente em abundancia nos tecidos vegetais
podem prevalecer ou mesmo alterar a microbiota natural devido a capacidade de produzir
bacteriocinas e outras substancias antimicrobianas (BROMBERG et al., 2006).
Observou-se neste trabalho, que as BAL estavam presentes em baixas
concentracbes apis o processo de sanitizacdo da alface com hipoclorito de sédio, ndo
sendo possivel quantificar pelo método tradicional de contagem em placas (Tabela 3).
No entanto, quando a alface foi submetida a extracdo do DNA total e a identificacdo da
microbiota por SNG, as BAL foram identificadas em maior concentracdo do que os

demais micro-organismos.

4.4 IDENTIFICACAO DA MICROBIOTA DA ALFACE SANITIZADA E ARMAZENADA A
2E8°C

Na figura 5 estdo apresentados os filos, as classes, as ordens, as familias, os
géneros e as espécies identificadas na microbiota da alface sanitizada e armazenadas a
2 e 8°C, por 15 e 6 dias, respectivamente.

Observa-se na figura 5, que a temperatura bem como o tempo de armazenamento
das alfaces sanitizadas com hipoclorito de sddio, ndo interferiram na diversidade da
microbiota em relacéo a filo, classe, ordem, familia e género.

Na alface armazenada a 8°C por 6 dias, foram identificadas quantidades menores
de OTUs do que na alface armazenada a 2°C por 15 dias, 99488 e 358168,
respectivamente. Esta diferenca de resultado, pode ser explicado pela interacao
sinérgica dos nichos ecoldgicos, o qual em um periodo mais longo de tempo,

estabelecem suas comunicagdes, interferindo nas concentragdes microbianas.
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Figura 5 - Identificacdo dos Filos, Classes, Ordens, Familias, Géneros e espécies (%) na
microbiota da alface sanitizada com hipoclorito de sédio (200 ppm), armazenada a 2°C
por 15 dias (»#~ ) e da alface sanitizada com hipoclorito de sodio (200 ppm),

armazenada a 8°C por 6 dias (s
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os filos e classes bacterianas predominantes nas microbiotas das alfaces

armazenada a 2 e 8°C, durante 15 e 6 dias, foram Firmicutes e Proteobacteria, e Bacilli

e Grammaproteobacteria, respectivamente. Estes filos e classes foram identificados na

microbiota da alface in natura e alface submetida ao hipoclorito de sédio por 0,5 min.
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Com estes resultados, percebemos que a diversidade da microbiota da alface inicial
permanece apos a etapa de sanitizacdo e de armazenamento em temperaturas de
refrigeracao.

Quanto a identificacdo das ordens e das familias, prevaleceram na microbiota da
alface Bacillales e Pesudomonadales, Bacillaceae e Pseudomonadaceae,
respectivamente (Figura 5). Consequentemente, prevaleceram os géneros Bacillus spp.
e Pseudomonas spp. Conforme a literatura, estes géneros séo 0s principais causadores
da deterioracdo em alimentos de origem vegetal refrigerados (JAY et al, 2005).

As espécies microbianas em maior concentracdo identificadas na alface
armazenada a 2°C por 15 dias, foram Bacillus cereus e Pseudomonas monteilli (Figura
5). Na alface armazenada a 8°C por 6 dias, foram identificadas as espécies Bacillus
cereus e Pseudomonas fulva.

O Bacillus cereus € uma bactéria patogénica, anaerobio facultativo, Gram-positivo,
formador de enddsporos e produtor de toxinas responsaveis por intoxicacées alimentares
(GRIFFITHS; SCHRAFT, 2017). Os endoOsporos de B. cereus sdo resistentes as
condi¢cdes ambientais, tais como altas temperaturas e desidratacdo. Além disso, os
endosporos sdo hidrofobos, ou seja, aderem a adversas superficies, resistindo aos
procedimentos de limpeza (ABEE et al., 2011). O que explica, a sua permanéncia na
estrutura folicular da alface, ap6s o processo de sanitizacao.

O género Pseudomonas spp. estd associado a contaminacdo pela agua de
irrigacdes das plantacfes de vegetais, mas também vem sendo constatado que faz parte
da microbiota natural de alfaces (HEATON; JONES, 2007). Estes mesmos autores
relataram que o género Pseudomonas spp. por serem psicrotroficas, estas bactérias sao
responsaveis pela producdo de enzimas pectinoliticas que destroem os tecidos foliares e
consequentemente a deterioracéo destas hortalicas.

Com estes resultados, percebe-se a necessidade de estudos e desenvolvimento
de sanitizanitizantes com acao contra micro-organismos esporulados e deteriorantes

como Bacillus cereus e Pseudomonas spp.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123850072000206#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123850072000206#!
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4.5 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE BAL PELO SEQUENCIAMENTO DE SANGER

Dos 15 isolados de BAL submetidos ao sequenciamento de Sanger, foram
identificados como doze Enterococcus mundtii (80%), dois E. galinarum (13,33%) e um
Lactococcus lactis com 6,66%. Comparando os resultados obtidos na identificagdo de
género e espécies de BAL isoladas de alface pelo sequenciamento de Sanger e pelo
SNG, observa-se analogia. No entanto, no SNG os percentuais das espécies presentes
foram diferentes, Lactococcus lactis representou 82,73%, Enterococcus gallinarum,
Enterococcus mundtii com 0,003% da microbiota da alface in natura e sanitizada.

Os resultados de BAL puderam ser identificados com melhor expressividade, nos
resultados por SNG, pois 0 método permite deteccéo ilimitada de micro-organismos sem
cultura prévia, fornecendo assim microbioma completo (HASMAN, et al., 2014;
JUNEMANN et al., 2013; LOMAN, et al., 2012).



57

5. CONCLUSOES

O sanitizante clorado que apresentou melhor eficiéncia sobre a microbiota da
alface Lactuca sativa variedade crispa foi o hipoclorito de sodio 200 ppm.

A microbiota da alface é constituida pelos micro-organimos aerobios mésofilos,
em maior concentracao, seguidos pelos psicrotréficos, enterobactérias e BAL.

O SNG é uma alternativa poderosa para estudos de gendmica estrutural e
funcional, permitindo a identificacdo da microbiota em nivel comunitério, com menor custo
e rapidez.

Em nivel comunitario, predominam na alface in natura e na alface apds a
sanitizacdo com hipoclorito de sodio 200 ppm as espécies: Lactocuccus lactis e o
Enterobacter cloacae. Com o SNG permitiu, verificar que a microbiota incial permanece
na matriz alimentar apdés o processo de sanitizagcdo, no entanto em menores
concentracfes na alface sanitizada.

A temperatura de armazenamento da alface minimamente processada influencia
diretamente na multiplicdo dos micro-organismos. Houve aumento na microbiota de
aerobios mesdfilos, psicrotroficos e enterobactérias em alface minimamente processada
e armazenada em temperatura de 8°C em relacdo a temperatura de 2°C.

Durante quinze e seis dias de armazenamento das alfaces minimamente processadas a
2 e 8°C, respectivamente, houve o predominio da espécie patogénica Bacillus cereus, no
entanto em maior concentracdo na alface (MP) em temperatura de 2°C.

A mudanca de espécies predominates entre alfaces in natura e alface (MP) e
armazenadas em temperatura de refrigeracdo esta diretamente relacionado com a
interacdo sinérgica dos nichos ecoldgicos, o qual em periodo mais longo de
armazenamento, estabelecem suas comunicacfes, interferindo na diversidade e nas
concentragcdes microbianas.

Com os resultados obtidos neste estudo, evidencia-se a importancia da
identificacdo da microbiota da alface in natura bem como apds o processo de
higienizagdo e armazenamento, o qual permite avaliar a eficiéncia do sanitizante. Além

disso, permite entender as interacbes entre 0s nichos microbianos com a matriz
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alimentar, consequentemente fomenta o estudo e o desenvolvimento de novas

tecnologias para prolongar a vida util dos vegetais minimamente processados.
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