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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do tempo de permanéncia em solugéo de
perdxido de hidrogénio 8% no controle de micro-organismos patogénicos, deteriorantes e na
vida de prateleira em morangos frescos. Para isto, os frutos foram tratados com a solucdo nos
diferentes tempos de imersdo (0 a 60 minutos) e avaliados quanto a contagem total de aerdébios
mesofilos e contagem de enterobactérias e sobrevivéncia de Cladosporium spp e Botrytis
cinerea (inoculados artificialmente nos frutos). A partir dos resultados verificou-se que a
imersdo de morangos em solug&o sanitizante por 10 minutos é considerada suficiente para uma
reducdo de 4 logs UFC/mL na contagem de Botrytis cinerea e de 4 logs UFC/mL logs na
contagem total de aerobios mesofilos. Conclui-se que a imersdao de morangos em solugédo
sanitizante de perdxido de hidrogénio 8% por 10 minutos é suficiente para uma reducéo
desejavel de Botrytis cinerea, no entanto, para o controle de enterobactérias e do fungo
Cladosporium ainda necessita de ajustes para aumentar o poder de eliminagdo. A sanitizacao
prolongou a vida de prateleira dos frutos, passando de 6 para 10 dias sob refrigeracdo e de 2

para 5 dias, em temperatura ambiente.

Palavras chave: Botrytis cinerea, sanitizagdo, minimamente processados, pequenas frutas.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effect of residence time on hydrogen
peroxide solution 8% in the control of pathogenic, deteriorating and shelf-life microorganisms
in fresh strawberries. For this, the fruits were treated with the solution at the different immersion
times (0 to 60 minutes) and evaluated for the total counts of mesophyll aerobes and counts of
enterobacteria and survival of Cladosporium spp and Botrytis cinerea (artificially inoculated
on fruits). From the results it was verified that immersion of strawberries in sanitizing solution
for 10 minutes is considered sufficient for a reduction of 4 logs CFU / mL in the Botrytis cinerea
count and 4 logs CFU / mL logs in the total counts of mesophilic aerobes. This study evidenced
that the immersion of strawberries in a sanitizing solution of hydrogen peroxide 8% for 10
minutes is sufficient for a desirable reduction of Botrytis cinerea, however, for the control of
enterobacteria and the fungus Cladosporium still needs adjustments to increase the power of
disposal. The sanitization extended the shelf life of the fruits, from 6 to 10 days under

refrigeration and from 2 to 5 days, at room temperature.

Keywords: Botrytis cinerea, sanitization, minimally processed, small fruits.



Este trabalho é apresentado na forma de manuscrito a ser submetido para publicacdo na
revista cientifica “Ciéncia ¢ Tecnologia de Alimentos’” sendo que a formatagédo corresponde as

normas constantes no Anexo |I.
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Relevancia do Trabalho

Este trabalho contribui para o desenvolvimento de técnicas de sanitizacdo que ao mesmo
tempo que atuam de forma efetiva no controle dos principais micro-organismos responsaveis
pela deterioragdo do morango, também se destaca por ser uma alternativa ecoldgica ao uso do
cloro, reduzindo custos com tratamento de residuos, e problemas de descarte de cloro no meio

ambiente.

Effect of hydrogen peroxide in control of pathogenic, deteriorating micro-organisms and
shelf live in fresh strawberries (Fragaria x Ananassa Duch)

Efeito do peroxido de hidrogénio no controle de micro-organismos patogénicos,
deteriorantes e na vida de prateleira em morangos frescos (Fragaria x Ananassa Duch)



25
26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

Resumo

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do tempo de permanéncia em solugéo de
perdxido de hidrogénio 8% no controle de micro-organismos patogénicos, deteriorantes e na
vida de prateleira em morangos frescos. Para isto, os frutos foram tratados com a solucéo nos
diferentes tempos de imerséo (0 a 60 minutos) e avaliados quanto a contagem total de aerdébios
mesofilos e contagem de enterobactérias e sobrevivéncia de Cladosporium spp e Botrytis
cinerea (inoculados artificialmente nos frutos). A partir dos resultados verificou-se que a
imersdo de morangos em solucdo sanitizante por 10 minutos € considerada suficiente para uma
reducdo de 4 logs UFC/mL na contagem de Botrytis cinerea e de 4 logs UFC/mL logs na
contagem total de aerobios mesofilos. Conclui-se que a imersdo de morangos em solugédo
sanitizante de perdxido de hidrogénio 8% por 10 minutos é suficiente para uma reducédo
desejavel de Botrytis cinerea, no entanto, para o controle de enterobactérias e do fungo
Cladosporium ainda necessita de ajustes para aumentar o poder de eliminacdo. A sanitizacéo
prolongou a vida de prateleira dos frutos, passando de 6 para 10 dias sob refrigeracdo e de 2

para 5 dias, em temperatura ambiente.

Palavras chave: Botrytis cinerea, sanitizacdo, minimamente processados, pequenas frutas.
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of residence time on hydrogen
peroxide solution 8% in the control of pathogenic, deteriorating and shelf-life microorganisms
in fresh strawberries. For this, the fruits were treated with the solution at the different immersion
times (0 to 60 minutes) and evaluated for the total counts of mesophyll aerobes and counts of
enterobacteria and survival of Cladosporium spp and Botrytis cinerea (artificially inoculated
on fruits). From the results it was verified that immersion of strawberries in sanitizing solution
for 10 minutes is considered sufficient for a reduction of 4 logs CFU / mL in the Botrytis cinerea
count and 4 logs CFU / mL logs in the total counts of mesophilic aerobes. This study evidenced
that the immersion of strawberries in a sanitizing solution of hydrogen peroxide 8% for 10
minutes is sufficient for a desirable reduction of Botrytis cinerea, however, for the control of
enterobacteria and the fungus Cladosporium still needs adjustments to increase the power of
disposal. The sanitization extended the shelf life of the fruits, from 6 to 10 days under

refrigeration and from 2 to 5 days, at room temperature.

Key words: Botrytis cinerea, sanitization, minimally processed, small fruits.
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1. Introducéo

O morango (Fragaria x Ananassa Duch) é um fruto consumido em muitos paises por
apresentar caracteristicas sensoriais atrativas e nutricionais bem definidas, além de conter
substancias bioativas, como bioflavonoides, substancias que auxiliam na prevencdo de alguns
tipos de cancer (ROCHA et al., 2008).

Com uma producao mundial de 9,223,815 toneladas, sendo a China o principal produtor,
seguida dos Estados Unidos (FAO, 2017). J& no Brasil sdo produzidos anualmente 72 mil
toneladas, sendo os principais estados produtores Minas Gerais e Sdo Paulo com 66% do total
(BRASIL, 2010, HF BRASIL, 2017).

No entanto, apesar de ser um fruto muito aceito, apresenta problemas de conservacao,
tendo a sua vida 0til reduzida pela acdo de micro-organismos causadores de problemas
fitossanitarios e também devido a sua sensibilidade ao dano mecénico e perda de agua nos
tecidos (REIS et al., 2008; MALGARIM et al., 2006; MIRAHMADI et al., 2011).

Desta forma, a vida util de morangos mesmo quando armazenados sob refrigeracéo é
normalmente menor que 5 dias, com isso, a comercializacdo da fruta se torna um desafio
(GARCIA, 2009).

Silva (2004), avaliando o armazenamento sob refrigeracédo relataram que os frutos podem
ser armazenados por até 12 dias, ja para Junior et al., (2016) avaliando 0 armazenamento em
temperatura ambiente, a partir do sexto dia, reportaram que 0s morangos se tornam impréprios
para consumo.

Outro entrave ao seu consumo Sao 0S micro-organismos que podem ser veiculados pela
sua ingestdo, acarretando doencas transmitidas por alimentos (DTA’S). As DTA’S sdo um
problema de saide publica, pois sdo transmitidas através de alimentos e podem ser causadas
por bactérias, virus, parasitas, toxinas, prions, agrotoxicos, produtos quimicos e metais pesados

(MINISTERIO DA SAUDE, 2016).
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Diversos surtos de DTA’S foram reportados tendo o morango como veiculo, como por
exemplo sua associacdo a surtos de hepatite A, Escherichia Coli, Salmonella, Norovirus,
Cyclospora cayatanensis e Staphylococcus aureus (FDA, 2011; JAY, 2005; LAIDLER et al.,
2013; NOTERMANS et al., 2004; SIVAPALASINGAM et al., 2004).

Os registros de surtos que envolvem o consumo de alimentos frescos contaminados por
micro-organismos patogénicos ressaltam a relevancia de um aprimoramento na sanitizacao pés-
colheita para evitar a ocorréncia de DTA’S (GIL et al., 2009).

Para isso, € necessario garantir a seguranca microbioldgica que pode ser alcangada por
meio da lavagem, seguida da aplicacdo de sanitizantes, com agentes quimicos ou fisicos, de
forma a reduzir a populagdo de micro-organismos deterioradores e eliminar os patogénicos. E
importante que esses procedimentos ampliem a vida atil dos produtos sem prejudicar as
caracteristicas sensoriais e nutritivas dos alimentos (JOSHI et al., 2013; JUNG et al., 2017;
SAO JOSE et al., 2014).

O principal agente utilizado é o cloro, no entanto, apesar de sua efetividade, diversos
trabalhos apontam entraves devido a polui¢cdo, contaminacdo de agua, custo de tratamento de
residuos, consequentemente, sofrendo restricdes devido a formacéo de subprodutos altamente
toxicos e cancerigenos como 0s compostos organoclorados, trihalometanos (THM) e acidos
haloacéticos (SILVA etal., 2011).

Neste sentido, diversas pesquisas tém buscado alternativas ao seu uso, dentre as opgdes
estdo as tecnologias que ndo deixam residuos, como o 0zdnio e o perdxido de hidrogénio. O
Perdxido de Hidrogénio (H20-), objeto deste estudo, é popularmente conhecido como agua
oxigenada, € um agente oxidante ecologico e versatil que tem muitas aplicagdes praticas. Dentre
0s oxidantes quimicos disponiveis, o0 H2O2 é considerado um dos mais ecologicos, pois 0
subproduto de suas oxidacOes é a agua. O que alem de diminuir custos com eliminacéo de

residuos, respeita as regulamentagdes ambientais vigentes. Também € um dos oxidantes mais


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160514003961#bb0105
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160514003961#bb0205
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168160514003961#bb0205
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eficientes, em virtude do seu elevado teor de oxigénio (VOLOSHIN, HALDER, LAWAL,
2007; NTAINJUA et al., 2011; SAMANTA, 2008).

Por ser um desinfetante oxidativo instavel, sua acdo antimicrobiana se da pela formacéo
de radicais hidroxila livres, o que é extremamente desfavoravel para o crescimento de varios
micro-organismos, pois ataca a membrana citoplasmatica, DNA e outros componentes celulares
essenciais (MATOS et al., 2009).

Em alimentos, sdo varias as possiveis aplicacées de H.O, como agente antimicrobiano,
podendo ser destacados a preservacéo e o controle do apodrecimento pos-colheita de inimeras
frutas e hortalicas frescas, e a preservacdo de produtos minimamente processados (SAPERS,
MILLER, MATTRAZZO, 1999).

A efetividade do H20- esta relacionada ao tipo, ao nimero e ao estado fisiologico dos
micro-organismos, a concentracdo usada, a temperatura do tratamento, ao pH e a composicao
do produto, além da atividade natural da catalase (SOUZA, 2005).

De acordo com SILVA (2017), pode-se comprovar a eficacia do uso da solugédo
perdxido de hidrogénio em uma concentracao de 8% em imersdo por quinze minutos na reducao
da microbiota total do morango. Dessa forma, verifica-se que apesar de sua atividade, ainda
carece de pesquisas para estabelecer as doses, bem como o tempo de permanéncia adequando
a cada uso.

Objetivou-se com este estudo avaliar o efeito do tempo de permanéncia em solucéo de
Perdxido de hidrogénio (8%) no controle de micro-organismos patogénicos, deteriorantes e na

vida de prateleira em morangos frescos.
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2. Material e métodos
2.1. Material

Foram utilizados morangos em ponto de maturacao, adquiridos no comércio de Itaqui-
RS. Os frutos foram selecionados de acordo com a uniformidade de cor, tamanho e auséncia de
injarias mecanicas, fisiologicas e lavados em agua corrente para posterior utilizacdo nos testes
de sanitizacdo. Os experimentos foram realizados no periodo de fevereiro a junho de 2019.

Este estudo foi dividido em 8 partes (conforme figura 1), iniciando pelo levantamento
dos principais micro-organismos deteriorantes do morango, seguido pelo isolamento dos seus
esporos. Apds o isolamento, foi a realizada a selecdo dos micro-organismos para serem
utilizados na inoculacdo dos frutos (etapa 3).

A partir dos frutos inoculados, os mesmos foram submetidos a sanitiza¢do com perdxido
de hidrogénio 8%, variando-se o tempo de imersdo de 0 a 60 minutos, sendo realizado um
experimento para cada micro-organismo testado. Apos os ensaios de tempo de imersao os frutos
foram avaliados quanto a contagem total de bolores e leveduras, contagem total de aerdbios

mesofilos e contagem total de enterobactérias.



152  Figura 1 - Fluxograma representando as etapas da pesquisa para isolamento dos esporos,

153  aplicacdo dos tratamentos de sanitizacao e avaliagdes realizadas.
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2.2.  Isolamento dos patdgenos e identificacdo dos micro-organismos

Com a assisténcia de um microscopio esteroscopio foram observados morangos in
natura, sem pré-lavagem, que apresentavam sinais fitopatoldgicos e, com o auxilio de uma lupa
microscopica e alga bacteriologica, os bolores foram coletados e adicionados em placas
contendo &gar Potato Dextrose (PDA) (HiMedia®) para posterior incubacdo em estufa durante
5 diasa 23°C.

A identificacdo foi realizada através da observacdo de caracteristicas morfoldgicas,
como tamanho da coldnia, cor do micélio, cor dos conidios e caracteristica das estruturas de
reproducdo, utilizando a chave descrita em Pitt e Hocking (2009).

Os esporos obtidos do isolamento foram armazenados em tubos de 3 mL com &gua destilada
estéril. A definicdo da concentracdo de esporos na solucao foi realizada através da contagem
com o auxilio do Hemacitémetro e por inoculacdo em meio PDA com posterior contagem de
coldnias.

2.3.  Inoculacdo dos patdgenos

Os frutos utilizados no estudo foram inoculados com os principais patdgenos
responsaveis pela deterioracdo do morango (um experimento para cada patdégeno), previamente
isolados (conforme item 2.2).

Para avaliacdo dos micro-organismos deteriorantes foram utilizados os bolores Botrytis
cinerea (obtidos da micoteca do laboratério de uvas Rubi) e Cladosporium sp (isolados dos

frutos na primeira etapa deste estudo).

2.3.1. Inoculacéo dos bolores

Foram realizados estudos para avaliar o efeito do tempo de permanéncia em solucéo
sanitizante sobre o controle dos bolores.

Para a realizacdo da inoculacdo dos patogenos os frutos previamente lavados em agua

foram divididos assepticamente em porgdes de 25 g (em torno de 2 a 3 morangos por porgao)
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e inoculados por imersdo em uma solucdo de 5 mL contendo 3,2.10* esporos/mL de Botrytis
cinerea onde permaneceram durante 1 hora, em seguida foram escorridos e secos naturalmente
por 18 horas. Também foi realizado um segundo experimento da mesma forma para avaliacéo

sobre o fungo Cladosporium sp, imersos em solugio de 5 mL contendo 5,0.10* esporos/mL.

2.4.  Sanitizacao dos frutos inoculados

Os morangos previamente inoculados foram submetidos ao tratamento de sanitizacao
utilizando solugéo de perdxido de hidrogénio 8% durante diferentes tempos de permanéncia de
a 60 minutos (Quadro 01). Para isto, foram separados 25 g de morangos para cada tratamento
imersos em 100 mL de solucdo sanitizante. A solucdo sanitizante de peroxido de hidrogénio
8% foi preparada a partir de uma solugdo 30% (Vetec).

Apdbs a sanitizacdo os frutos foram submetidos a analises microbiologicas quanto a

contagem de bolores e leveduras, contagem total e contagem de enterobactérias.

2.5.  Avaliacdes microbiologicas

Foram realizadas diluicdes seriadas até 1000 vezes a concentracgdo inicial. Para isto, 0s
frutos (25 g) foram homogeneizados com 225 mL de agua peptonada 0,1% (HiMedia®)
esterilizada. A partir da homogeneizacdo, foram realizadas trés dilui¢cbes decimais em agua
peptonada 0,1% (10 a 1000) com posterior inoculacdo em placas contendo meios de cultura

especificos para determinacdo de cada grupo de micro-organismo (SILVA et al., 2010).

2.5.1. Contagem de bolores e leveduras
A contagem total de bolores e leveduras foi realizada por espalhamento em superficie
inoculando 0,1 mL das diluicdes em Agar Potato Dextrose (PDA) incubados durante 5 dias a

25 °C (SILVA et al., 2010).
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2.5.2. Contagem total de aerobios mesofilos
A contagem padrdo de aerobios mesofilos foi realizada pela técnica de espalhamento
em superficie, inoculando-se uma aliquota de 0,1 mL das diluicbes em &gar para contagem

padrdo PCA (TM Media®) com incubacéo a 36°C por 48 horas (SILVA et al., 2010).

2.5.3. Contagem de enterobactérias

A contagem de enterobactérias foi realizada pela técnica de espalhamento em
profundidade, inoculando-se uma aliquota de 0,1 mL das diluicbes em agar Macconkey
(HiMedia®) onde foram feitos movimentos suaves em forma de ¢’8”’ com incubagio a 36°C

durante 24 horas (SILVA et al., 2010).

2.6. Vidade prateleira

Foram colocados 25 g da amostra (aproximadamente 3 frutos) em embalagens plasticas
de Polietileno tereftalato e armazenadas em temperatura ambiente e sob refrigeracdo, sendo
realizado um acompanhamento por observacéao visual diariamente, para avaliar o processo de
deterioracdo ao longo dos dias de armazenamento.

O tempo total de armazenamento foi definido como o dia anterior ao aparecimento dos
primeiros sinais de deterioracdo (amolecimento, alteracdo da coloracdo, aparecimento de

micélio).

2.7.  Andlise estatistica dos dados

O processamento dos dados foi realizado com auxilio do programa computacional

Microsoft Excel 2010 e expressos a partir de analise descritiva.
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3. Resultados e discussao

No quadro 02 estdo elencados os principais bolores isolados das amostras adquiridas no
comércio. Os principais microrganismos observados em todos os lotes foram o Colletotrichum
e Trichoderma. Apesar do bolor Botrytis cinérea ser considerado um dos principais agentes de
deterioracdo do morango, neste estudo ndo houve a sua deteccgéo. Este fato provavelmente pode
estar associado as altas temperaturas dos meses em que 0 experimento ocorreu, Visto que este
fungo apresenta 6timo crescimento na faixa de 20°C (PITT; HOCKING, 2009; UENO, 2014).
E também pelos frutos serem originados de cultivo hidropénico, evitando o contato com a fonte
do in6culo, por se tratar de um fungo saprofitico que vive em restos culturais (UENO, 2014).

No estudo realizado por Tournas e Katsoudas (2005), além do género Botrytis, foram
isolados de morangos fungos dos géneros Rhizopus, Penicillium, Fusarium, Alternaria,
Cladosporium e Trichoderma. O alto nivel de contaminacédo deste fruto, quando comparado a
outros, é devido ao conteudo de aclcares e outros nutrientes, atividade de agua ideal para o
crescimento fangico e baixo pH (VU et al., 2011).

Os fungos Trichoderma spp. sdo bolores antagonistas do solo, eficazes contra fungos
que afetam a parte aérea das plantas, que sdo uma das alternativas recomendadas de forma
preventiva para o controle de doencas do solo (MARTINS, 2010; OLIVEIRA; VALDEBENITO-
SANHUEZA, 2005). Djonovic et al. (2006) reportaram que este fungo € muito utilizado como
um agente de biocontrole contra patdégenos produzindo um peptideo que induz a produgéo de
peroxido de hidrogénio no tecido vegetal.

Colletotrichum é o bolor responsavel pela antracnose do morangueiro, este sobrevive
durante o inverno nos tecidos da planta, surge no inicio da primavera, com o aumento das
temperaturas e uma umidade relativa elevada que sdo condic¢des Otimas para a disseminagéo

deste patogeno (MADEIRAS, 2016).
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O género Aspergillus spp, é conhecido por causar podriddo em pos-colheita de morango,
encontrado atraves de lesdes secas de desenvolvimento lento, na coloracdo amarela e seca
(LOPES, 2011). E envolvido na producdo de micotoxinas que contamina alimentos com
compostos toxicos de aflatoxina como agente carcinogénico devido a alta hepatoxicidade
(PRADO et al., 2008; FERREIRA et al., 2006).

Sclerotinia sclerotiorum é o fungo associado a podriddo dos frutos que ocorre em
condicdes de campo e em pds-colheita, onde se observa inicialmente um micélio de cor branca
e, com o desenvolvimento da doenca, ocorre a formacdo de estruturas denominadas de
escleradios, de cor negra e de tamanho varidvel (COSTA, VENTURA, 2011).

O Penicillium sp. € um patégeno fungico que causa lesdes secas associadas a ferimentos,
apresentando progresso de forma lenta e que raramente tomam todo o fruto (LOPES, 2011).
Também é um problema de saude publica, porque produz metabolitos secundarios tdxicos
(micotoxinas), incluindo patulina que possui efeitos carcinogénicos (ANDERSEN,
SMEDSGAARD, FRISVAD, 2009).

Para a realizacdo do objetivo desse estudo, foram escolhidos para realizacdo do
tratamento o Cladosporium, que sdo fungos anamoficos que provocam varias doencgas sendo
uma delas a ‘Blossom bligth’ no morangueiro, causada por C. cladosporioides. Os principais
sintomas sdo as necroses nas flores, o aparecimento de micélio verde-acinzentado nas anteras
mortas e o aparecimento de frutos deformados (GUBLER et al., 1999; NAM et al., 2015). Os
autores PONCE et al. (2010), também verificaram a presenca deste fungo, relatado como
fitopatdgeno de flores de morangueiro.

O Botrytis cinerea, principal fungo deteriorador do morango, ndo sé
contamina folhas , flores , hastes e frutas, mas também produz um grande numero
de conidios que infectam morangos saudaveis e como resultado, podem apodrecer rapidamente

durante o armazenamento ou transporte sendo a doenca do mofo cinzento que causa danos tanto
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antes como depois da colheita (LAZAR et al., 2010 ). Este fungo chega a destruir até 70% dos
frutos manifestando-se sob condicdes de alta umidade e temperaturas amenas (FORTES,
OSORIO, 2003; TOFOLI, DOMINGUES, 2005; HERNANDEZ-MUNOZ et al. 2008).

Na Figura 2-A, estd apresentado o comportamento da microbiota naturalmente
encontrada nos morangos frente a sanitizacdo com peroxido de hidrogénio e apenas pela
imersdo em agua. De acordo com Jensen et al. (2013) avaliando a microbiota natural de
morangos cultivados em diferentes sistemas de producéo o fungo Cladosporium sp. é o fungo
filamentoso mais abundante no morango, permanecendo em sua superficie mesmo ap6s a
lavagem em agua.

Como esperado, a simples lavagem em agua néo foi suficiente para remover 0s micro-
organismos, pois apos 60 minutos de imersdo a populacdo passou de 5,9 log UFC/g para 5,0
log UFC/g, sendo considerada uma alta carga microbiana residual. Misra et
al. (2014) observaram que morangos tratados por 5 minutos com plasma frio reduziu em 2 log
a contagem total de mesdfilos e de bolores e leveduras. Entretanto, para controlar os parametros
fisicos deste tratamento ainda € bastante dificil.

No entanto, observou-se uma reducdo dos fungos de aproximadamente 4 logs UFC/g
através da imersdo em solucdo de perdxido de hidrogénio 8%, onde incialmente os frutos
apresentavam uma populacédo de 5,9 log UFC/g e aos 10 minutos foi reduzida para 4,1 log
UFC/g. Também se observou uma reducdo na velocidade de decréscimo da populacdo até
alcancar o valor final de 2,0 log UFC/g (Figura 2-A). Este comportamento pode ser comparado
aos resultados reportados por Lapefia et al. (2019), que demonstraram uma redugdo na
populacéo epifitica do morango para aproximadamente 2,4 logs UFC/g atraves da sanitizacéo
com acido peracetico ou cloro. Isto demonstra que o agente sanitizante objeto deste estudo,

possui efeito equivalente a outros sanitizantes convencionais.
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A resisténcia da populacdo remanescente pode estar associada a diversidade da
microbiota, onde as populacdes mais sensiveis sdo eliminadas inicialmente e outros micro-
organismos mais resistentes tendem a permanecer viaveis por mais tempo, em funcéo dos seus
mecanismos de defesa, relacionados a respostas enzimaticas que poderia neutralizar a acdo do
perdxido ou estruturais, como diferencas de permeabilidade, capacidade de produzir biofilmes
ou espessura associadas a parede celular ou parede de esporos (BROWN et al., 2008;
BAUGHER, JAYKUS, 2015, MACARISIN et al., 2010).

Neste estudo verificou-se que a microbiota observada nos tratamentos cujo tempo de
imersdo foi superior a trinta minutos, era principalmente formada por leveduras. Este fato
corrobora com a pesquisa de Macarisin et al. (2010) que observaram que algumas espécies de
leveduras induzem os tecidos vegetais a produzirem oxigénio reativo (ROS), sendo resistentes
a sua presenca devido a atividade de enzimas que o neutralizam.

De acordo com Baugher e Jaycus (2016) a microbiota do morango ¢€
predominantemente formada por Serratia, Pseudomonas, Enterobacter e Rahnella, leveduras
do género Candida, Cryptococcus e Rhodotorula e bolores como Cladosporium, Penicillium e
Botrytis cinerea.

Na Figura 2-B, esta apresentado o efeito da lavagem apenas em agua e também da
sanitizacdo com peroxido de hidrogénio sobre a contagem de enterobactérias. Observa-se que
inicialmente os morangos apresentavam 7,4 log UFC/g sendo a populagdo pouco influenciada
pela lavagem apenas em agua, onde ap6s sessenta minutos de imersao, ainda permanecia com
7,1 log UFC/g. Enquanto que a imersdo em solucdo de peréxido de hidrogénio reduziu a
populacéo para 5,6 log UFC/g apds sessenta minutos, porém a populacdo residual ainda pode
ser considerada alta, pois conforme padrdes internacionais contagens iguais ou maiores que 4

log UFC/g sdo consideradas inaceitaveis (HPA, 2009; NSWFA, 2009).
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Gurtler et al. (2014) comparando a efetividade de vinte e sete tratamentos sanitizantes
também reportaram uma reducéo entre 2 a 3 logs na contagem de enterobactérias, quando 0s
autores utilizaram solucédo de peroxido 3% alcancaram uma reducdo de 2,4 log UFC/g. Os
autores associaram a reducéo limitada de enterobactérias a superficie irregular dos frutos, pois
esta atua como um protetor, facilitando a adeséo das enterobactérias e dificultando a acao dos
agentes de sanitizacao.

A sobrevivéncia dos micro-organismos nos morangos € variavel conforme a espécie e
depende dos mecanismos intrinsecos de defesa relativos a cada cepa. Na Figura 3 estdo
apresentados os comportamentos dos bolores inoculados artificialmente nos morangos
Cladosporium sp (Figura 3-A) e Botrytis cinerea (Figura 3-B).

Observa-se que a sanitizacdo com perdxido de hidrogénio reduziu em torno de 2 logs a
populacdo de Cladosporium sp., passando de 6,4 para 4,3 log UFC/g em 30 minutos
evidenciando que a imersdao em perdxido ndo foi suficiente para o controle deste fungo mas ja
houve uma melhora quando comparados ao estudo de Alexandre, Brand&o e Silva (2012), que
entre todos os tratamentos, o peroxido de hidrogénio a 5% foi o0 mais eficiente na reducéo da
contaminacdo inicial de morangos, em termos de leveduras e bolores com, em média, uma
reducdo de 2,61 = 0,30 unidades log observadas.

Ja para o fungo Botrytis cinerea observa-se que o comportamento foi diferente e obteve-
se um efeito positivo no controle deste micro-organismo, dada a sua rapida reducéo em virtude
do tempo de exposi¢do onde se observa uma reducdo de aproximadamente 3 logs UFC/g nos
primeiros 10 minutos de imersédo na solucéo, passando de 6,0 logs UFC/g para 3,0 logs UFC/g.
No entanto, apos os primeiros 10 minutos a reducéo foi de forma lenta, chegando a 2,0 log

UFC/g ao final dos sessenta minutos de tratamento.
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Estas diferencas de eliminacdo entre espécies distintas estdo ligadas aos mecanismos de
defesa ou a sua auséncia que leva a sensibilidade ao peroxido e sua forma tdxica o radical ROS
(espécies reativas ao 0xigénio).

Alguns fungos como certas leveduras sdo capazes de induzir a formacdo de peroxido
nas plantas e sdo resistentes a sua acdo como por exemplo leveduras como a Metschnikowia
fructicola e Candida oleophila, sdo utilizadas como agentes de biocontrole de patégenos
vegetais, pois estimulam a defesa e apesar da presenca da forma toxica do oxigénio séo capazes
de crescer devido a sintese de enzimas que neutralizam a acdo intracelular do ROS
(MACARISIN et al., 2010).

Por outro lado, alguns fungos sdo sensiveis a acdo do ROS, isto esta ligado a acédo do
perdxido em suas células. A morte das células flngicas e perda da viabilidade de esporos esta
ligada a inibicdo da respiracdo e perda do potencial da membrana mitocondrial, como
demonstrado por Qin et al. (2011) avaliando a acdo do peroxido de hidrogénio sobre proteinas
mitocondriais e seu papel na morte do bolor Penicillium expansun e da levedura Candida
albicans. Os autores reportaram que a exposicao do patdgeno ao perdxido de hidrogénio causou
uma perda da viabilidade das mitocéndrias havendo o aumento no nivel de oxidacdo e
consequentemente induzindo a morte dos fungos (QIN et al., 2011).

Os resultados microbioldgicos obtidos neste estudo foram comparados com 0s
estabelecidos por 6rgéos oficiais. No entanto, a legislacdo brasileira ndo estabelece limites para
a contagem total de micro-organismos, estabelecendo limites para a contagem de coliformes
termotolerantes e para a presenca de salmonella sp (ANVISA, 2001). J4 em outros paises além
dos critérios acima mencionados a contagem total e a contagem de bolores e leveduras também
séo consideradas, como por exemplo, na Unido Europeia os limitem maximos para a contagem

total (EC 2073/2005) e de 5 logs UFC/g e para bolores e leveduras os limites sdo 2 a 3 log
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UFC/g e valores acima podem estar associados a deterioragdo e aumento do risco de
transmissdo de patégenos (SANTOS et al., 2014).

O efeito do sanitizante sobre a vida de prateleira do morango em temperatura ambiente
estd apresentado na Figura 4. Observou-se no quinto dia com tratamento nos tempos 50 e 60
minutos, ja houve apresentacao de alteracdo na cor sendo um dos indicadores de qualidade mais
importantes da aparéncia do morango fresco e o seu amolecimento, ndo sendo um efeito
positivo pois corrobora com Garcia (2009), que a vida atil de morangos mesmo quando
armazenados sob refrigeracdo é normalmente menor a 5 dias.

Enquanto que o efeito do peroxido sobre a vida de prateleira sob refrigeracdo, pode-se
observar um efeito positivo, aumentando a vida util para 10 dias, em que esse armazenamento
reduziu a deterioracdo do fruto e o crescimento microbiano (Figura 4). Em compara¢do com
Alexandre, Brandao e Silva (2012) observaram que durante 0 armazenamento sob temperatura
refrigerada, a lavagem com solugdes de perdxido de hidrogénio resultou em morangos com
menor carga microbiana, quando comparados aos demais tratamentos. No entanto, produziu

perdas significativas de atributos de qualidade, como cor e contetdo total de antocianinas.

4. Conclusdes

Este estudo evidenciou que a imersdo de morangos em solucdo sanitizante de perdxido
de hidrogénio 8% por 10 minutos é suficiente para uma reducdo desejavel de Botrytis
cinerea.Para o controle de enterobactérias e do fungo Cladosporium ainda necessita de ajustes
para aumentar o poder de eliminacao.

A sanitizacdo prolongou a vida de prateleira dos frutos, passando de 6 para 10 dias sob

refrigeracdo e de 2 para 5 dias, em temperatura ambiente.
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Quadro 01 — Descricao dos tratamentos realizados no estudo da avaliagdo do efeito do tempo

de permanéncia em solucdo de peroxido de hidrogénio sobre o controle de micro-organismos

deteriorantes e patogénicos do morango.

Tratamento Especificacéo

T0
T10

T20
T30
T40
T50
T60

antrole
Agua

Morangos inoculados com patégenos sem imersao
Morangos inoculados com patégenos em imersdo em solugdo peroxido de

hidrogénio por 10 min
Morangos inoculados com patdgenos imersos
hidrogénio por 20 min
Morangos inoculados com patdgenos imersos
hidrogénio por 30 min;
Morangos inoculados com patdgenos imersos
hidrogénio por 40 min
Morangos inoculados com patdgenos imersos
hidrogénio por 50 min
Morangos inoculados com patégenos imersos
hidrogénio por 60 min

em

em

em

em

em

solucdo perdxido
solucdo perdxido
solucdo perdxido
solucdo perdxido

solucdo perdxido

Somente enxaguados em agua corrente sem inoculacdo de patdgenos
Frutos imersos somente em agua destilada durante 60 minutos

de

de

de

de

de




Quadro 02 — Principais bolores identificados em lotes de morangos adquiridos no comércio.

38

Géneros

Especificacao

Trichoderma spp

Colletotrichum spp

Leveduras diversas

Sclerotina
sclerotiorum

Encontrado em todos os lotes avaliados

Aspergillus spp

Cladosporium spp

Penicillium spp

Encontrado em um lote avaliado
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{(UNICAMP).

Trabalhos em meio-eletronico

SAD PALLD (Estado). Secretaria do Meio Ambiente. Tratados e
organizagdes ambientais em materia de meio ambiente. In:
Entendendo o meio ambiente. 530 Faulo, 1999, v, 1. Dlspunwel em:

= hittp: 1 Ywwew. bdt. org brfsmafentendendo/atual.htmz» . Acesso em: 8
mar. 1999,

Legislacdo

BRASIL. Portaria n. 451, de 19 de setembro de 1997, Regulamento
tecnico principios gerais para o estabelecimento de criteérios e padries
microbioldgicos para alimentos. Diario Oficial da Repdablica

Federativa do Brasil, Brasilia, DF, 22 set. 1997, Secao 1, n. 1B2, p.
21005-21011.

Tabelas

As tabelas devemn ser citadas no texto com numerais arabicos e devem
ser enviadas em arquivos separados, nomeando-as de maneira cara
{ex. tabelal.doc etc). As tabelas devem ser elaboradas utilizando-se o
recursg de tabelas do programa Microsoft® Word, e devem:

« Ser auto-explicativa

» Ter o numero de algarismos significativos definidos com critério
estatistico gue leve em conta o algarismio significativo do desvio
padran;

= Ser em numero reduzido para criar um texto consistente, de
leitura facil e continua:
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» Apresentar dados que nao s2jam apresentados na forma de
grafico;

s LUtilizar o formato mais simples possivel, ndo sendo permitido uso
de sombreamento, cores ou linhas verticais e diagonais;

+ LUtilizar somente letras mindsculas sobrescritas para denotar
notas de rodapé que informem abreviagies, unidades atc.
Demarcar primeiramente as colunas e depois as linhas e seguir
esta mesma ordem no rodapé.

Figuras & quadros

Devern ser citados e numerados em ordem numeérica utilizando-se
numerais ardbicos. Enviar em arquivos separados, com a maxima
qualidade possivel. Enviar os arquivos preferencialmente no formato
ariginal em gue foram gerados (TIF, ¥LS, EPS, BMP, JPG ou DOC). Os
arquivos devem ser adequadamente identificados com o naomero citado
na legenda (ex.: figural.tf, figura2.eps, figural.doc etc). Ao enviar
figuras com fotos ou micrografias certifigue-se que estas sejam
escaneadas em alta resolucdo para que cada foto figue com no minimao
1.000 pixels de largura. Todas as fobos devem ser acompanhadas do
nome do autor, pessoa fisica. Para representar fichas, esqueamas ou
fluxogramas devem ser utilizados guadros.

INSTRUCGES GERAIS PARA SUBMISSAD OMN-LINE

Taxa de submissao

A Revista Ciéncia e Tecnologia de Alimentos cobra uma taxa de
submissdo de RS 160 por artigo. Para autores socios da sbCTA a taxa
& de R% 60 em funcio do nimero de socios na autoria do trabalho, da
seguinte forma:

» Até dois autores: pelo menos um deve ser socio guite com a
anuidade para ser considerado o valor com desconto;

+ De trés a cinco autores: pelo menos dois devemn ser s0cios quites
com a anuidade para ser considerado o vaklor com desconto;

» De cinco a sete autores: pelo menos quatro devemn ser socios
quites com a anuidade para ser considerado o valaor com
desconta;

A avaliacdo do artigo so tera inicio apds o pagamento da taxa de
submissao que se dara de duas formas e sempre para o e-mail do
autor que realizou a submissao:

» Autor no Brasil: através de boleto bancario enviado por e-mail.
» Autor no exterior: através do site de pagamentos PayPal enwviado
por e-mail.

Revisdo do inglés

s trabalhos cuja redacdo em inglés esteja ruim, dificultando o
entendimento e a revisdo dos mesmos, serdo devolvidos pelo Editor e a
sua ressubmissdo estara condicionada ao recebimento de um
certificado de revisao do inglés. Recomenda-se fortemente gque o
manuscrito seja submetido a revisao de inglés por especialista
na lingua antes da sua submissao.

Formatos de argquivo

Dwrante a submissao sao aceitos os arquivas do tipo DOC, TIF, X¥LS,
EFS, BMP ou JPG, independente da plataforma Windows® ou
Macintosh®, onde forem gerados. O texto principal do manuscrito deve
ser submetido da seguinte forma:

Manuscrito.doc: versao para producao

Formato Microsoft® Word {.doc);

Fonte Times Mew Roman, tamanho 12

Texto completo do manuscrito

Figuras e tabelas devem ser submetidas em arguivos separados;
Linhas & paginas devem ser numeradas segiencialmente;

Deve ter a folha de rosto em arguivo separado

® & B B OB &
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» Deve ter 0s nomes dos autores e instituicdes na primeira pagina
+« Deve ser nomeado manuscntoproducaoc.doc

Manuscrito.pdf: versao para avaliacao

Formato pdf

Fonte Times Mew Roman, tamanho 12

Texto completo do manuscrito, sem fabelas e figuras:,

Figuras e tabelas devem ser submetidas em arguivos separados;
Linhas & paginas devemn ser numeradas seqguencialmente;

Deve ter a folha de rosto excuida;

Deve ter os nomes dos autores e instituictes removidos da
pagina de titulo;

« Deve ser nomeado manuscritbavaliacao. pdf

Antes de realizar a submiss3o on-line o Autor para Comrespondé&ncia
devera preencher e assinar o Termo de Concordancia e Cessdo de
Direitos de Reproducao Grafica. Esse formulario pode ser abaixado an-
line no enderego http: ffcta. submitcentral.com.br/terms sheta br.pdf.
Encaminhar o formulario por e=-mail ou FAX a Diretoria de Publicactes
da sbCTA para +55 19 32410527 ou revista@shota org.br. O processo
de avaliacdo nao serd iniciado até gue o Termo de Concordancia e
Cessao de Direitos de Reproducdo Grafica seja recebido.

O programa Submitcentral para submissao dos artigos esta otimizado

para os seguintes navegadores e versges: Internat Explorer 6,
Internet Explorer 7, Firefox 1.5+, Opera 9.2+, Safari 3+

0= Aubtores devem acessar o programa Submitcentral no endereco
http -/ cta.submitcentral.com. br & no "Painal do Autor™ dicar em
"Iniciar uma nova submissao ==".

Passo 1: Titulo, Resumo e Palavras-chave

Preencha o campo Titulo'.

Cole oy digite o Resumao no campo “Resumo’.

Adicione no minimo trés palavras-chave preenchendo o coampo
‘Palavras-chave’ e dicando no botao “adicionar’.

Cligue no botao "continuar’.

Passo 2: Autores e Instituicoes .

Preencha as informactes de cada Autor do trabalho. E necessario
preencher todos os campos & clicar em “adicionar’, antes de passar ao
proximo Autor. Para acertar a ordem utilize as setas na coluna "Ordem’.
Margque o Autor para Correspondéncia dicando no botdo *Auwtor para
Cormrespondéncia (troca)’.

Informe pelo menos uma (01) instituicdo para cada Autor. Se
necessario clique no botdo "Editar Instituictes’.

Cligue no botdo "continuar’.

Passo 3: Referees

Informe Rewvisores "preferidos’ e "nac-preferidos” para avaliar seu
trabalho. Esta etapa pode ajudar muito a agilizar o inido do processo
de avaliacao.

Cligue no botdo "Mudar Preferéncia’ para alternar entre 'preferido” e
‘naoc-preferida’.

Cligue no botao "continuar’.

Passo 4: Envio de Arguivos

Envie todos os arguivos do seu trabalho utilizando o botao "procurar’ ou
‘browse’.

Escodha o tipo de arguivo: Manuscrito em DOC sem os autores (para
revisores), Manuscrito em DOC< completo (para producao), Faolha de
Rosto, Figura, Tabela ou Arguivoe Suplementar.

Cligue no botdo "enviar’. Repita a operacao ateé ter enviado todos os
arquivos.

Cligue no botdo "continuar’.

wwna soielo brimgdhpeicta’pinstnuc him



45

17082018 Citnc. Tecnol. Akment. - Instrugfes acs autores

Passo 5: Informacgoes Gerais

Informe se o manuscrito € convidado e caso afirmativo quem fez o
convite.

Escolha o Tipo de Contribuicdo da caixa de sele¢ao.

Escolha a Area do Trabalho da caixa de selegao.

Confirme que assinou e enviou o Termo de Concordancia e respondas
as outras perguntas.

Escreva sua Carta ao Editor.

Cligue no botao 'continuar’.

Passo 6: Checar e Submeter

Verifique todas as informacdes e corrija se necessario clicando no botao
‘editar”.

Abaixe todos os arquivo e abra-os para certificar-se de que nao
estejam corrompidos.

Margue a caixa informando que abaixou e abriu todos os arquivos.
Cligue no botao 'Finalizar Submissao’ para conduir o processo de
submissao.

Uma confirmacao serd exibida para ser impressa, e vocé
também recebera uma confirmacao por e-mail.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

Todo o conteddo do pericdico, exceto onde ests identificado, esta licenciado sob uma Licenga Creative Commons

Av. Brasil, 2880
Caixa Postal 271
13001-970 - Campinas SP - Brasil
Tel.: +55 19 3241-5793
Fax: +55 19 3241-0527

Mail

revista@sbcta.org.br

www.scielo brimg¥bpe/cta/pinstruc. htm
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