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RESUMO

A maioria dos protocolos de sanificagdo de hortalicas utiliza cloro, que apresenta
vérios efeitos adversos, como liberacdo de compostos cancerigenos e contaminagao
do meio ambiente. Uma alternativa para substituir o cloro seria o uso do acido
acético, devido a facil disponibilidade na forma de vinagre e por ndo apresentar
riscos a saude humana. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo do
fermentado acético de alcool com 13% (m/v) de acidez total, expressa em &cido
acético (vinagre triplo), para uso na sanificacdo de alfaces. A escolha do fermentado
acético de alcool é justificada por este ser um produto de baixo preco e facilmente
disponivel no mercado brasileiro. A concentracdo inibitéria minima (CIM) e a
concentracdo bactericida minima (CBM) para Escherichia coli do fermentado acético
triplo 13% (m/v) foi de 0,25 e 1,5% de acidez total, respectivamente. Amostras de
alface artificialmente contaminadas com suspensdes de 1,0 x 10 UFC/mL (6 log
UFC/mL) de E. coli e amostras de alface com contaminagdo de origem foram
lavadas com agua e imersas em solucdo com 1,5% (m/v) de acido acético a partir do
fermentado acético triplo, por 15 minutos. Esse tempo foi eficiente para a reducéo
significativa da contagem de E. coli nas amostras artificialmente contaminadas e na
contagem de coliformes totais e de E. coli nas amostras com contaminagdo de
origem. Nenhuma alteracéo visual das folhas de alface foi observada, indicando que
a concentracao de 1,5% (m/v) de acidez total pode ser utilizada na sanificacdo da

hortalica sem prejuizo a sua aparéncia.

Palavras-chave: Vinagre triplo. Vinagre de alcool. Vinagre de cereal. Acido acético. [
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ABSTRACT

Most vegetable sanitization protocols using chlorine, which has various adverse
effects such as release of carcinogenic compounds and environmental
contamination. An alternative to replace the chlorine would be the use of acetic acid,
due to easy availability in the form of vinegar and pose no risk to human health. This
study aimed to evaluate the action of vinegar alcohol with 13% (w/v) total acidity,
expressed as acetic acid (vinegar triple), for use in sanitizing lettuces. The choice of
vinegar alcohol is justified because it is a low-priced product and easily available in
the Brazilian market. The minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum
bactericidal concentration (MBC) for Escherichia coli triple vinegars 13% (w/v) was
0.25 and 1.5% total acidity, respectively. Lettuce samples spiked with suspensions of
1.0 x 106 CFU / ml (6 log CFU / mL) of E. coli and lettuce samples origin of
contamination were washed with water and immersed in a solution containing 1.5%
(w/v) acetic acid from acetic triple fermented for 15 minutes. This time was efficient
for the significant reduction of E. coli counts in spiked samples and total coliforms
and E. coli in samples with contamination source. No visual change of the lettuce
leaves was observed, indicating that the concentration of 1.5% (w/v) total acidity can
be used in the sanitization of vegetables without prejudice to their appearance.

Key words: Triple vinegar. Alcohol vinegar. Cereal vinegar. Acetic Acid. Sanitization.

0o Sanitation. Lactuca sativa.
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1 INTRODUCAO

Toxinfeccbes de origem alimentar, causadas por bactérias
patogénicas, continua a ser um problema de saude publica. O controle dessas
doencas e a oferta de produtos alimenticios in6cuos tém sido uma preocupacao
constante, tanto dos 6rgéos de vigilancia sanitaria e epidemioldgica governamentais,
guanto da industria de alimentos.

Surtos recentes em todo o mundo foram associados ao consumo de
hortalicas cruas contaminadas (SEOW et al., 2012). Segundo a Secretaria de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude, as frutas e hortalicas foram
responsaveis por aproximadamente 12,5% dos surtos de origem alimentar que
ocorreram no Brasil entre 2000 e 2011. Os principais microrganismos patogénicos
associados aos surtos que ocorreram no Brasil nesse periodo, foram Salmonella
spp, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Bacillus cereus (BRASIL, 2011).

A contaminacdo das hortalicas pode acontecer durante toda a
cadeia de producdo, ou seja, desde o cultivo até a manipulacdo anterior ao
consumo. As etapas de lavagem e de desinfeccdo podem auxiliar na remocéo ou
eliminagdo de parte da carga microbiana presente nestes alimentos e s&o utilizados
com o intuito de prevenir a transmissao de microrganismos patogénicos.

O numero de surtos associados a frutas e hortalicas levantaram
davidas sobre a eficacia dos procedimentos de desinfeccdo desses alimentos e
alguns trabalhos foram realizados com a finalidade de avaliar a resisténcia de
bactérias patogénicas aos principios ativos mais comuns presentes nos
desinfetantes, como o hipoclorito de sddio (SILVA et al., 2003; SANTOS et al., 2004,
FERREIRA, 2009).

Os compostos clorados, por questdes econdmicas, geralmente sao
0s mais utilizados para a desinfeccédo, embora a formacéo de trihalometanos, a partir
desse sanitizante, € um inconveniente por serem cancerigenos. Alternativas de
desinfeccdo, que possam substituir o cloro proporcionando beneficios de ordem
econdmica e de seguranca do alimento, tem despertado interesse (KHORDAGUI,
MANCY, 1983; SANTOS, 1989).

Uma alternativa para substituir o cloro na desinfec¢éo de alimentos

by

pode ser o uso do &cido acético devido a sua eficacia a frio e baixo risco de



13

toxicidade, além de ndo alterar o sabor e o odor dos alimentos (NASCIMENTO et al.,
2003a). Acido acético vem do latim “acetum”, que significa vinagre. E um liquido
transparente, com cheiro forte e paladar azedo, que quando muito diluido em agua
tem sabor acido. O vinagre pode ser obtido pela fermentacdo de mosto de frutas, de
mel, de cereais ou de outros vegetais por Acetobacter aceti, devendo apresentar
acidez volatil minima 4% v/v (KRASIL'NIKOV et al., 1991; AMINIFARSHIDMEHR,
1996; ANDREWS et al., 2003; MAZZOLA et al. , 2003).

O acido acético ndo apresenta 0s potenciais riscos do cloro em
relagdo ao meio ambiente e a saude humana. Além disso, apresenta vantagens por
ser barato e poder ser utilizado como um simples desinfetante doméstico (AKBAS;
OLMEZ, 2007). Além disso, varios beneficios do &cido acético podem ser
destacados, tais como, o0 baixo valor caldrico e o fato de que pessoas hipertensas
podem utiliza-lo como substituto do sal (SCHMOELLER; BALBI, 2010).

A alface (Lactuca sativa) é a hortalica mais consumida no Brasil. E a
sexta hortalica de maior importancia econémica e a oitava em termos de volume,
sendo produzida em quase todo o territorio nacional (BIASI et al., 1991; OLIVEIRA et
al., 2006). Vérios tipos de alface sdo comercializados no Brasil dentre elas estdo a
alface lisa, americana, romana crespa e a roxa (CONTI, 1994).

A alface é consumida crua o que aumenta o risco da transmissao de
doencas (MADDEN, 1992). Sua contaminacdo pode ocorrer antes e apos a colheita,
através do contato com o solo, irrigacdo com agua contaminada, transporte e maos
dos manipuladores (NASCIMENTO et al., 2005).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do vinagre triplo
ou fermentado acético triplo na desinfecdo de alfaces artificialmente contaminadas
com Escherichia coli e de alfaces contaminadas naturalmente com coliformes totais

e E. coli.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

2.1.1 Testar um fermentado acético para ser usado na desinfeccao de alfaces.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.2 Determinar a concentracdo bacteriostatica minima para Escherichia coli de
fermentado acético triplo, vinagre de alcool comercial e vinagre de cereal comercial
(arroz).

2.2.3 Testar a eficiéncia do fermentado acético triplo na desinfeccdo de alfaces
artificialmente contaminadas com Escherichia coli.

2.2.4 Testar a eficiéncia do fermentado acético triplo na desinfeccdo de alfaces

naturalmente contaminadas com coliformes totais e Escherichia coli.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 IMPORTANCIA DA DESINFECGAO DE HORTALIGAS FOLHOSAS

A sanidade das hortalicas consumidas cruas € fator relevante a
saude porque podem veicular doencas quando as condi¢cdes de cultivo ndo séo
adequadas (COSTA et al.,, 2012). Hortalicas folhosas, como alface, racula e
almeirdo, séo cultivadas proximo ao solo e estdo mais sujeitas a contaminacéo. As
hortalicas folhosas apresentam uma quantidade consideravel de estruturas, com
arranjos densos de estdbmatos, nervuras, tricomas e outras microestruturas
cuticulares, que nao sé tornam a lavagem dificil, mas proporcionam locais de
ancoragem e abrigos para microrganismos (KEERATIPIBUL; PHEWPAN,;
LURSINSAP, 2011).

Estima-se que a ingestdo de vegetais folhosos crus € responsavel
por 17% dos surtos de doencgas transmitidas por alimentos (DTA) por ano nos
Estados Unidos (AYERS et al.,, 2009). No Brasil, entre 2010 e 2011, foram
notificados 2094 surtos de origem alimentar causados principalmente por derivados
de leite, carne, ovos, cereais e hortalicas. Nesse periodo, as hortalicas ficaram em
12° lugar como veiculo de transmissdo de doenca, E. coli em 4° lugar em relagéo
aos agentes etiolégicos e as residéncias em primeiro lugar entre os locais de
ocorréncia dos surtos (BRASIL, 2011).

A lavagem em agua corrente potavel das hortalicas pode reduzir em
até 90% a carga microbiana dos vegetais, porém ndo é suficiente para manter a
contaminacdo em niveis seguros, sendo essencial a aplicacdo de uma etapa de
sanitizacdo. Para tanto, devem ser utilizados sanitizantes que, além de eficazes,
sejam também seguros do ponto de vista toxicolégico, uma vez que para evitar
riscos de contaminacdo, € recomendavel que os alimentos sejam mantidos e
consumidos sem enxague subsequente (FRANK; TAKEUSHI, 1999).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define
desinfeccdo como uma operagdo de reducgdo, por método fisico e ou agente
quimico, do numero de microrganismos a um nivel que ndo comprometa a
seguranca do alimento (BRASIL, 2004; BRASIL, 2003). O Codex Alimentarius utiliza

a mesma definicdo, porém acrescenta que o processo de desinfec¢cdo além de nao
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comprometer a seguranga, também ndo deve comprometer as caracteristicas
proprias do alimento (BRASIL, 2003; CODEX, 2006).

A definicdo para desinfeccdo de alimentos, como frutas e hortalicas
frescas do “Food and Drug Administration” (FDA) € o tratamento do produto por um
processo eficaz de destruicdo ou reducdo do numero dos microrganismos
patogénicos, sem afetar a qualidade ou seguranga do produto para o consumidor
(Food and Drug Administration, 1998).

O uso da agua potavel para lavar as frutas e hortalicas € apenas a
primeira operagdo que deve ser feita antes do consumo desses produtos. Uma
segunda etapa, como o uso do cloro livre, é normalmente utilizado para reduzir a
contaminacdo microbiana, tornando o produto mais seguro (BRACKETT, 1992,
CHERRY, 1999; BURNETT; BEUCHAT, 2002). A adequada higienizacdo das
hortalicas depende da solubilidade, concentracdo e tempo de exposicdo do
sanificante, além da quantidade de microrganismos presente na matéria prima e da
disponibilidade e treinamento do manipulador (MUNHOZ; PINTO; BIONDI, 2008).

Um agente desinfetante deve ter acdo antimicrobiana para tornar o
alimento seguro, porém nenhum efeito que prejudique a qualidade sensorial do
alimento na concentragdo a ser utilizada. Efeitos como amolecimento de tecidos,
alteracdo na cor ou sabor residual podem fazer a diferenca quando avaliada a
melhor técnica de higienizacdo (ALLENDE, 2008).

O regulamento de substancias que sao usadas para reduzir a carga
microbiana de frutas e vegetais frescas é complexo e em algumas areas incerto. Em
cada pais, a legislacdo que regulamenta as solucdes sanitizante € diferente (GIL et
al., 2009; IFPA;PMA, 2001).

No Brasil, o hipoclorito de sédio € o Unico agente sanitizante que a
ANVISA aprova para uso em servi¢os de alimentacdo (BRASIL, 2004) e também é o
sanitizante mais utilizado no mundo por ser mais barato, de facil manipulacdo e
razoavelmente eficaz (BRASIL, 2014; OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009). O cloro
apresenta, entretanto alguns problemas, tais como, quando em contato com matéria
organica, ha formacéo de cloraminas organicas, as quais sdo prejudiciais a saude
devido ao seu potencial carcinogénico (McNEAL et al., 1995).

Acido peracético é utilizado em varios paises com sucesso em

relacdo a agdo sanitizante (BLOCK, 1991). Alguns outros sanitizantes como 0zonio,
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diéxido de cloro, e acidos organicos como o acido acético, estdo sendo estudados
como alternativa para o cloro (NASCIMENTO; SILVA; CATANOZI, 2003a; OLMEZ,;
KRETZSCHMAR, 2009).

A padronizacdo de métodos para determinar a eficiéncia dos
desinfetantes em relacdo aos microrganismos patogénicos em frutas e hortalicas €
essencial. Um monitoramento perioddico da qualidade desses desinfetantes deve ser
realizado porque marcas diferentes, embora possam ter 0 mesmo principio ativo,

podem apresentar eficiéncia diferente (SILVA et al., 2003).

3.2 DESINFECCAO DE HORTALICAS PELO CLORO E DERIVADOS

Ao longo de 30 anos o cloro e os derivados do cloro sao
comprovadamente eficientes e utilizados como desinfetantes para agua e também
para alimentos (SAPERS, 2001; GOMEZ-LOPEZ et al., 2008). No comércio, pode
ser encontrado o cloro liquido, os hipocloritos de sédio e de célcio e as pastilhas de
cloro efervescentes (dicloroisocianurato de sodio). Os sais de hipoclorito sdo os mais
utilizados por serem eficientes na atividade antimicrobiana, terem completa
dissolucdo em &agua e apresentarem baixo custo (BERBARI; PASCHOALINO;
SILVEIRA, 2001; NASCIMENTO et al., 2003b).

O hipoclorito de sodio é eficaz em reduzir o nimero de bactérias,
fungos, virus e nematéides e, em agua, origina hidroxido de sédio (NaOH) e acido
hipocloroso (HCIO). O agente germicida € o acido hipocloroso, que se dissocia em
H* e no ion OCI- (BACHELI, 2013). O mecanismo de acdo do cloro sobre os
microrganismos ndo é totalmente conhecido. A hipdtese mais aceita € de que a
morte da célula bacteriana é resultado da rea¢do quimica do acido hipocloroso com
a enzima triosefosfato dihidrogenase, essencial na oxidagcéo da glicose e, portanto,
no metabolismo celular (fungdes respiratérias) (GREEN; STUMPF, 1946).

As concentracbes recomendadas de cloro residual livre para a
desinfeccdo de frutas e hortalicas varia de 50 a 200mg/L. Os tempos de contato
preconizados também variam de um a até 30 minutos (PARISH et al., 2003; RUIZ et
al., 2007; HUANG; CHEN, 2011).

No Brasil, diferentes Portarias e Resolu¢cdes foram publicadas com
recomendacdes do uso do cloro na desinfeccao de frutas e hortalicas. A Portaria
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n°5/2013 do Centro de Vigilancia Sanitaria de S&o Paulo, recomenda para
desinfeccdo de hortifruticolas utilizar 10 ml (1 colher de sopa) de agua sanitaria de
uso geral a 2% - 2,5% em 1(um) litro de agua. Ou ainda utilizar hipoclorito de sédio a
1% na diluicdo de 20 ml (2 colheres de sopa) para 1(um) litro de agua, devendo o
alimento permanecer imerso por quinze a trinta minutos, seguidos de enxague final
com agua potavel (SAO PAULO, 1999).

A ANVISA em sua cartiiha para Boas Praticas de Servigcos de
Alimentacdo recomenda a imersdo por 10 minutos em solucdo preparada com 1
(uma) colher de sopa de um produto a base de cloro em 1 (um) litro de &gua
(BRASIL, 2014).

A atividade antimicrobiana do cloro e derivados é diminuida com a
presenca de matéria organica na agua de lavagem e também com o aumento do pH.
Além de reduzir a atividade antimicrobiana, a matéria organica pode reagir com o
cloro e formar subprodutos altamente toxicos, chamados de trihalometanos (TAM).
Esses subprodutos podem afetar a salude e esse fato foi verificado no inicio da
década de setenta durante o processo de cloracdo da agua (RUIZ et al., 2007;
KOMULAINEN, 2004). Outro fator negativo € que o cloro é uma substancia
corrosiva, que pode provocar irritacdes na pele e no trato respiratério (ALVARO et
al., 2009).

No Brasil, o teor maximo permitido em agua potavel é de 100 pg L*
de trihalometanos, a partir da promulgacdo da Portaria n°® 518, de 25/03/2004
(MEYER, 1994). A formacédo de trihalometanos se da pela reagcdo que inicia com o
contato do cloro ou seus derivados com materiais organicos e essa formacao de
subprodutos continua enquanto 0s reagentes estiverem presentes. Os
trihalometanos mais encontrados sdo triclorometano, bromodiclorometano,
dibromoclorometano e tribromometano e o mais facilmente detectavel é o
cloroférmio sendo que esse induz ao cancer de figado, tireoide e rins em ratos e
camundongos (MEYER, 1994). Alternativas para o controle dos trihalometanos
seriam, a reducéo das concentragdes dos precursores como o cloro, podendo utilizar
novos meétodos de desinfeccdo, e controlar a retirada dos trihalometanos ja
formados (BAZZOLI, 1993; KHORDAGUI, MANCY, 1983).

A industria que produz cloro, mesmo apés o alerta sobre a formacéo

dos trihalometanos, tem ainda grande importancia econémica devido a varios
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fatores, dentre eles a grande quantidade de cloreto de sédio na natureza, o baixo
custo de producéo, o alto uso na industria de defensivos agricolas e farmacéutica e
a sua utilizacdo nos tratamentos de agua como agente bactericida (ANDRADE;
ZAPORSKI, 1994).

O uso de cloro também est4 associado a produgcdo de grandes
quantidades de efluentes, com elevados niveis de demanda biol6gica de oxigénio
(DBO). Devido aos riscos ambientais e a saude, o uso do cloro em producao
organica, esta proibido na Europa. Em alguns paises, o uso do cloro tem sido
vedado, mesmo para produtos convencionais, e existe uma tendéncia para eliminar
o cloro dos processos de desinfeccdo (OLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009).

3.3 AcIDO ACETICO

Os acidos organicos constituem a classe de conservante mais
utilizada em alimentos. S8o compostos que inibem o crescimento tanto de bactérias
quanto de fungos, além de existirem relatos sobre a inibicdo da germinacédo e da
multiplicacdo de esporos bacterianos. Em solucdo, os acidos ocorrem em equilibrio
entre os estados dissociado e nao dissociado, em funcdo do pH. Com a reducao do
pH, a concentracdo de acidos néo dissociados aumenta (BROW; BOOTH, 1991)

O pK é definido como o valor de pH no qual as concentracbes das
formas dissociada e ndo dissociada de um acido séo iguais. Assim, abaixo do pK,
predomina a forma nao dissociada, enquanto acima do pK, a forma dissociada é
predominante. Os acidos organicos sdo geralmente fracos, ou seja, tem baixo pK.
Sua atividade antimicrobiana depende ndo apenas da concentracdo de ions H*,
mas, também, do efeito inibitério do &cido ndo dissociado, que geralmente é
hidrofébico, o que favorece sua penetracdo através das membranas plasmaticas.
Dentro da célula, em pH mais alto, a molécula se dissocia, liberando anions e
prétons que nao podem atravessar de volta a membrana plasmatica, ficando
acumuladas na célula. Assim, o efeito antimicrobiano de &cidos fracos é,
geralmente, favorecido por baixo pH, que favorece o estado ndo dissociado da
molécula (BROW; BOOTH, 1991).

O uso de acidos fracos para a inibicdo do crescimento microbiano se

deve a propriedade lipofilica que esses acidos possuem. Essa propriedade causa o
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rompimento ou a penetragdo na membrana inibindo reacdes metabdlicas,
acidificando o interior da célula microbiana, causando sua morte (BOOTH; KROLL,
1989; THERON; LUES, 2009).

O uso de acidos organicos para a desinfeccao de vegetais pode vir a
ser uma alternativa para a substituicdo do cloro devido aos potenciais perigos desse
produto para 0 meio ambiente e a saude humana.

O &cido acético ou acido etanoico, € um acido organico, que por
apresentar o grupo funcional COOH é classificado como um acido carboxilico. A sua
formula empirica € C2H4O2, e sua estrutura quimica é CH3COOH (FIORUCCI;
SOARES; CAVALHEIRO, 2002). Dentre os acidos organicos, o acido acético tem
sido o mais utilizado como agente desinfetante de alimentos, principalmente os
vegetais. Damodaran et al. (2010) reforcam a ideia de que a atividade
antimicrobiana do &cido acético aumenta a medida que o pH diminui. O &cido
acético apresenta pK no valor de 4,76 (LEHNINGER et al., 1995). Na forma pura, €
um liquido com odor pungente, altamente corrosivo para metais. E usado na
producdo de outras substancias quimicas utilizadas em plasticos, corantes,
inseticidas, produtos quimicos para fotografias, borracha, vitaminas, antibiéticos,
hormdénios e como aditivo para alimentos (CETESB, 2010).

Acido acético é o principal ingrediente do vinagre cuja formulagéo
consiste de aproximadamente 4% de &cido acético e 96% de agua. O seu nome
deriva do latim acetum, que significa azedo, e € utilizado ha muito tempo como
condimento, dando sabores especiais aos pratos e também como conservante,
prolongando a vida de prateleira dos alimentos. E produzido pela oxidacio aerobica
de &lcoois por espécies do género Acetobacter que transformam o &lcool em acido
acético (SHREVE; BRINK, 1980).

Florentino et al. (2001) destacam que no Brasil o vinagre (acido
acético) ndo tem o reconhecimento que deveria quanto as suas propriedades
sensoriais, nutritivas, sanitizantes e medicinais. O vinagre deveria ser mais indicado
como sanitizante por ser barato e de uso simples em domicilios (PARISH et al.
2003). Outra caracteristica favoravel do acido acético € o de ser naturalmente
encontrado numa variedade de frutas e produtos fermentados e reconhecido como
seguro (GRAS) (DICKSON, 1992; IZAT et al., 1989).

Propriedades antimicrobianas de acido acético foram mostradas na
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inativacdo de bactérias patogénicas transmitidas por alimentos (BELL et al., 1997).
Uma reducdo de mais de 7 ciclos logaritmicos na contagem de Yersinia
enterocolitica foi observada em salsinha apés a lavagem com 2 % de acido acético
por 15 min. A atividade antimicrobiana do acido acético e do vinagre em relacéo a Y.
enterocolitica depende do indculo e do tempo de tratamento (KARAPINAR; GONUL,
1992).

Chang e Fang (2007) relataram que o acido acético a 5 % reduziu 3
log a contagem de E. coli O157:H7 em alface, no entanto essa concentracao de
acido acético prejudicou as caracteristicas sensoriais do produto devido ao
aparecimento de um sabor azedo inaceitavel. Wu et al. (2000) relataram a reducéo
de 6 log na contagem de Shigella sonnei ap6s o tratamento de salsinha com &cido
acético 5%. Esse tratamento, no entanto, levou a uma descoloracéo visivel e a um
forte odor de vinagre.

Huang e Chen (2011) constaram que a contagem de E. coli O157:
H7 em espinafre artificialmente contaminado diminuiu significativamente (p<0,05)
apos a lavagem com acidos organicos e peroxido de hidrogénio em comparagéo a
lavagem com &gua clorada a 200 ppm. Esses autores observaram que a atividade
antimicrobiana de solucdes de acidos organicos ocorre, principalmente, durante os
dois primeiros minutos de exposi¢cao e que concentracdes superiores a 1% de acido

acético pode influenciar a qualidade sensorial das amostras.

3.4 CONTAGEM DE ESCHERICHIA COLI UTILIZADA COMO PADRAO HIGIENICO-SANITARIO

Os coliformes totais constituem um grupo de bactérias Gram-
negativas, anaerodbias facultativas, capazes de fermentar a lactose com producéo de
gas em 24 a 48 horas a 35 °C. O grupo inclui cerca de 20 espécies, algumas
originarias do trato gastrintestinal e outras ndo entéricas, como Serratia e
Aeromonas. O grupo de coliformes termotolerantes tem a mesma definicdo dos
coliformes totais, porém séo capazes de fermentar a lactose com producao de gas
em 24 a 48 horas a 45 °C. Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter
cloacae, Enterobacter aerogenes e Citrobacter freundii, apresentam esta
caracteristica de termotolerancia. A presenca de coliformes termotolerantes nos

alimentos néo indica necessariamente contaminacao fecal, sendo a enumeracédo da
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E. coli o melhor indicador conhecido, porque somente E. coli tem como habitat
primario o intestino humano e de animais. Diversos métodos disponiveis
comercialmente permitem a enumeracao especifica e rapida de E. coli nos alimentos
(SILVA et al., 2001b; FRANCO; LANDGRAF, 2003; SILVA et al., 2006).

Alguns isolados de E. coli ttm a capacidade de causar doencas
intestinais e sdo chamadas de E. coli diarreiogénicas. Atualmente, existem seis
grupos enteropatogénicos: E. coli Enteropatogénica classica (EPEC); E. coli
Enterotoxigénica (ETEC); E. coli Enterohemorragica (EHEC); E. coli Enteroinvasiva
(EIEC); E. coli Enteroagregativa (EAEC) e E. coli de Aderéncia Difusa (DAEC)
(KAPER et al., 2004; XIA et al., 2010).

No Brasil, a Resolu¢cdo RDC n°. 12/2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude (BRASIL, 2001), estabelece os padrbes
microbiologicos sanitérios para alimentos destinados ao consumo humano e
determina 102 NMP/g como maxima contagem de coliformes a 45 °C para hortalicas,

legumes e similares inteiros, selecionados ou néo.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 ALFACE CRESPA (LACTUCA SATIVA)

Trinta e sete pés de alface crespa (Lactuca sativa) foram adquiridos
no comércio de Londrina, em diferentes semanas dos meses de outubro a dezembro
de 2014. As mesmas foram coletadas aleatoriamente na gondola de venda. As
hortalicas eram comercializadas com a classificacdo de produto cultivado pelo

meétodo agricola convencional.
4.2 FERMENTADO ACETICO

O fermentado acético triplo de &lcool utlizado foi cedido pela
empresa Tecnologia em Saude, Industria e Comércio de Alimentos Ltda., localizada
em Assis, Sdo Paulo. O vinagre foi produzido por via biologica, através da
fermentacao de alcool. A acidez total em acido acético era de 13 % (m/v) e pH 2,50.

O vinagre de alcool e o vinagre de cereal foram adquiridos no
comércio da cidade de Londrina, Parana. A acidez total em &cido acético dos
produtos era de 4 % (m/v) e pH de 2,3 para vinagre de alcool e 2,6 para vinagre de

cereal.
4.3 PREPARO DAS SUSPENSOES DE E. coLl

Cepas de E. coli ATCC 25922 foram inoculadas em BHI (Brain Heart
Infusion) (BD) e incubadas por 24 horas a 35 + 2 °C. Diluicdes seriadas foram
realizadas em agua peptonada 0,1% (Himedia) e plaqueadas em agar MacConkey

(Himedia) para a determinacao da contagem bacteriana (log UFC/mL).

4.4 DETERMINAGCAO DA CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA DE FERMENTADO ACETICO EM

RELACAO A E. coLl

A determinacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) do
fermentado acético triplo, fermentado acético de alcool e fermentado acético de
cereal, para a E. coli, foi realizada utilizando a técnica de macrodiluicdo em tubos.
Aliguotas de 100 yL de uma suspenséao de E. coli, preparada conforme disposto no
item 2.3, contendo aproximadamente 10® UFC/mL, foram adicionadas aos tubos
contendo caldo BHI e fermentado acético com concentracdes finais totalizando O;
0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0% de acidez total, para um volume final de 5 mL. Apos 15
minutos, adicionaram-se 5 mL de caldo BHI (BD) em todos os tubos. Os tubos foram
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incubados a 35 °C por 24 horas. A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada pelo tubo com menor porcentagem de acido acético, que nao

apresentou turbidez.

4.5 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO BACTERICIDA MINIMA DE FERMENTADO ACETICO EM
RELACAO A E. coLl

A determinacdo da concentragdo bactericida minima (CBM) do
fermentado acético para a E. coli foi realizada através da contagem em placas
utilizando o meio sélido MacConkey. Apds a determinacédo da CIM, aliquotas de 10
pL de cada tubo com diferentes concentracBes de acido acético foram inoculadas
em placas contendo agar MacConkey ApGs 24 horas de incubacao, foi considerada
como CBM a menor concentracdo de acido acético que inibiu completamente o

crescimento de E. coli.

4.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DO PROCEDIMENTO DE SANIFICAGAO COM O FERMENTADO

ACETICO TRIPLO DE FOLHAS DE ALFACE ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS COM E. coLlI

Seis pés de alface foram analisados individualmente, o que
constituiu seis repeticbes do procedimento de sanificacdo. De cada pé de alface, as
folhas externas e as internas (miolo) foram descartadas e duas porc¢oes distintas de
25 g de folhas foram pesadas. As duas porgoes, identificadas como A e B, foram
contaminadas com 4 mL de uma suspensdo de E. coli com aproximadamente 10°
UFC/mL. A suspensao foi distribuida de forma aleatéria, com o uso de pipeta, por
toda a superficie das folhas. Apés secagem das folhas, de trés a quatro horas, a
temperatura ambiente, da porcéo A foi realizada a contagem de E. coli. As folhas da
porcdo B foram imersas, por 15 minutos, em agua contendo a solucdo com 1,5%
(m/v) de &cido acético a partir do fermentado acético triplo, considerada a CBM. Em
seguida, as folhas foram lavadas em agua destilada estéril, centrifugadas em uma
centrifuga propria para hortalicas folhosas e realizada a contagem de E. coli.

A contagem de E. coli foi realizada ap6s a homogeneizacdo das
porcdes A e B (apos sanificacdo) em 50 mL de 4gua peptonada tamponada 0,1%.
Diluices seriadas de 102 a 10 foram realizadas em agua peptonada tamponada
0,1% e 100 pL de cada diluicdo foram semeados em agar MacConkey, em
duplicada. Apos 24 horas de incubacdo a 35+ 2 °C, foi realizada a contagem de

colonias.
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4.7 AVALIAGAO DA EFICIENCIA DO PROCEDIMENTO DE SANIFICAGAO COM FERMENTADO

ACETICO TRIPLO DE AMOSTRAS DE ALFACES NATURALMENTE CONTAMINADAS

Trinta e um pés de alface adquiridos no comércio de Londrina foram
analisados individualmente nesta etapa do trabalho. Trés porcdes distintas de 25
gramas de folhas de cada pé de alface foram pesadas e identificadas como A, B e
C. As porgdes B e C foram lavadas em agua corrente clorada. A porcao C foi imersa
por 15 minutos em fermentado acético, com a concentracdo de 1,5 % (m/v) de
acidez total. Em seguida, as folhas foram lavadas em agua destilada estéril e
centrifugadas em uma centrifuga propria para hortalicas folhosas. As contagens de
coliformes totais e de E. coli foram realizadas das porcdes A, B e C, através da

técnica de tubos multiplos (NMP)®.
4.8 DETERMINAGAO DA ACIDEZ TOTAL DO FERMENTADO ACETICO

Em Erlenmeyer de 100 mL, foram colocados 1 mL do fermentado
acético a ser analisado e 2 gotas da solugdo alcodlica de fenolftaleina a 1%. Titulou-
se com solucdo de hidroxido de sédio a 0,1 M, até a viragem para vermelho. Cada
mililitro da solucéo de hidroxido de sddio consumida corresponde a 0,6% de acidez,

expressa em gramas de acido acético (HsC-COOH), por 100 mL de solucao®.
4.9 ANALISE ESTATISTICA

As contagens de coliformes totais e de E. coli das amostras de
alface artificialmente e naturalmente contaminadas foram convertidas em logaritmos
decimais. A analise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram utilizados para

determinar se havia diferenca significativa entre os tratamentos no nivel de 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontram-se na forma de artigo, que sera

submetido a publicacéo na Revista de Nutricao.
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5.1 ARTIGO: ACAO SANITIZANTE DE FERMENTADO ACETICO TRIPLO (VINAGRE
TRIPLO) SOBRE E.COLI EM ALFACE COM CONTAMINACAO DE ORIGEM E COM
CONTAMINACAO ARTIFICIAL.

Giovanna Cavagnari de Souza', Wilma Aparecida Spinosa!, Tereza Cristina Rocha

Moreira de Oliveira',

| — Universidade Estadual de Londrina, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos.
Rodovia Celso Garcia Cid, PR 445, km 380, Campus Universitario, Cx. Postal 10011, CEP
86057-970, Londrina — PR. Correspondéncia para MOREIRA TC. Telefone (43) 33715968,

e-mail: terezaoliveira@yahoo.com.

RESUMO

A maioria dos protocolos de sanificagdo de hortalicas utiliza cloro, que apresenta varios
efeitos adversos, como liberacdo de compostos cancerigenos e contaminacdo do meio
ambiente. Uma alternativa para substituir o cloro seria o uso do acido acético, devido a facil
disponibilidade na forma de vinagre e por nao apresentar riscos a saude humana. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar a acdo do fermentado acético de alcool com
13% (m/v) de acidez total, expressa em acido acético (vinagre triplo), para uso na
sanificacdo de alfaces. A escolha do fermentado acético de alcool é justificada por este ser
um produto de baixo prego e facilmente disponivel no mercado brasileiro. A concentracao
inibitéria minima (CIM) e a concentragdo bactericida minima (CBM) para Escherichia coli do
fermentado acético triplo 13% (m/v) foi de 0,25 e 1,5% de acidez total, respectivamente.
Amostras de alface artificialmente contaminadas com suspensées de 1,0 x 10° UFC/mL (6
log UFC/mL) de E. coli e amostras de alface com contaminacdo de origem foram lavadas
com agua e imersas em solugdo com 1,5% (m/v) de acido acético a partir do fermentado
acético triplo, por 15 minutos. Esse tempo foi eficiente para a reducdo significativa da
contagem de E. coli nas amostras artificialmente contaminadas e na contagem de coliformes
totais e de E. coli nas amostras com contaminacdo de origem. Nenhuma alteragcéo visual
das folhas de alface foi observada, indicando que a concentracdo de 1,5% (m/v) de acidez
total pode ser utilizada na sanificacdo da hortalica sem prejuizo a sua aparéncia.
Palavras-chave: Vinagre triplo. Vinagre de &lcool. Vinagre de cereal. Acido acético.

Sanitizagéo. Higienizagdo. Lactuca sativa.
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ABSTRACT

Most vegetable sanitization protocols using chlorine, which has various adverse effects such
as release of carcinogenic compounds and environmental contamination. An alternative to
replace the chlorine would be the use of acetic acid, due to easy availability in the form of
vinegar and pose no risk to human health. This study aimed to evaluate the action of vinegar
alcohol with 13% (w/v) total acidity, expressed as acetic acid (vinegar triple), for use in
sanitizing lettuces. The choice of vinegar alcohol is justified because it is a low-priced
product and easily available in the Brazilian market. The minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) for Escherichia coli triple vinegars 13%
(w/v) was 0.25 and 1.5% total acidity, respectively. Lettuce samples spiked with suspensions
of 1.0 x 106 CFU / ml (6 log CFU / mL) of E. coli and lettuce samples origin of contamination
were washed with water and immersed in a solution containing 1.5% (w/v) acetic acid from
acetic triple fermented for 15 minutes. This time was efficient for the significant reduction of
E. coli counts in spiked samples and total coliforms and E. coli in samples with contamination
source. No visual change of the lettuce leaves was observed, indicating that the
concentration of 1.5% (w/v) total acidity can be used in the sanitization of vegetables without

prejudice to their appearance.

Key words: Triple vinegar. Alcohol vinegar. Cereal vinegar. Acetic Acid. Sanitization.

Sanitation. Lactuca sativa.

1. INTRODUCAO

Doencgas de origem alimentar continuam a ser um problema de saude
publica e a oferta de produtos alimenticios in6cuos tém sido uma preocupacao constante,
tanto dos orgdos de vigilancia sanitaria e epidemiol6gica governamentais, quanto da
industria de alimentos.

A alface (Lactuca sativa) € uma das hortalicas mais consumidas em
saladas no Brasil. Os compostos clorados sdo os mais utilizados para a sanificacdo dessa
hortalica por questfes econdmicas e talvez por estarem inseridos em publicagdo editada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A formacado de trihalometanos, a
partir de sanitizantes clorados, no entanto, € um inconveniente por serem cancerigenos.
Alternativas de sanificacdo que possam substituir o cloro despertam interesse, devido aos
beneficios de ordem econdmica e de seguranca®.

Uma alternativa para substituicdo do cloro na sanificagdo de alimentos
pode ser o composto conhecido como fermentado acético obtido de fermentado alcodlico. O

acido acético é o principal componente do vinagre ou fermentado acético’ e pode ser
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produzido pela fermentacdo por Acetobacter spp de mosto de frutas, de mel, de cereais, de
mistura hidroalcodlica ou de outros vegetais. Este produto apresenta como caracteristica
positiva o baixo risco de toxicidade, além de nao alterar o sabor e o odor dos alimentos®.

O produto obtido da fermentacdo acética do fermentado alcodlico de
mistura hidroalcodlica, originaria do alcool etilico potavel de origem agricola, é classificado e
denominado como fermentado acético de alcool ou vinagre de alcool. O fermentado acético
de fermentado alcodlico que apresentar acidez volatil superior a doze gramas de &cido
acético por cem mililitros do produto é classificado como triplo e denominado fermentado
acético triplo ou vinagre triplo. Ja o fermentado acético de fermentado alcodlico de um ou
mais cereais é chamado de fermentado acético de cereal ou vinagre de cereal®.

O Brasil tem um parque industrial com capacidade instalada suficiente para
atender a demanda de produtos diversificados a base de fermentado acético. O fermentado
acético triplo € comercializado no mercado brasileiro por $ 0.15 /L (FOB - Free On Boar)
Além destes fatores € oportuno lembrar que o impacto ambiental de unidade produtora de
vinagre é baixo. O fermentado acético de alcool de cana de aglcar € um produto de baixo
custo e facilmente disponivel no mercado brasileiro®.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia do vinagre triplo ou
fermentado acético triplo na sanificacdo de alfaces artificialmente contaminadas com
Escherichia coli e de alfaces com contaminacédo desde a origem por coliformes totais e E.
coli, aplicando a técnica de macrodiluicdo para dosagem da CIM e CBM.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 ALFACE CRESPA (LACTUCA SATIVA)

Trinta e sete pés de alface crespa (Lactuca sativa) foram adquiridos no
comércio de Londrina, em diferentes semanas dos meses de outubro a dezembro de 2014.
As mesmas foram coletadas aleatoriamente na gondola de venda. As hortalicas eram
comercializadas com a classificagdo de produto -cultivado pelo método agricola

convencional.
2.2 FERMENTADO ACETICO

O fermentado acético triplo de alcool utilizado foi cedido pela empresa
Tecnologia em Saulde, Industria e Comércio de Alimentos Ltda., localizada em Assis, Séo
Paulo. O vinagre foi produzido por via biolégica, através da fermentacéo de alcool. A acidez

total em acido acético era de 13 % (m/v) e pH 2,50.
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O vinagre de alcool e o vinagre de cereal foram adquiridos no comércio da
cidade de Londrina, Parand. A acidez total em &cido acético dos produtos era de 4 % (m/v) e
pH de 2,3 para vinagre de alcool e 2,6 para vinagre de cereal.

2.3 PREPARO DAS SUSPENSOES DE E. coLl

Cepas de E. coli ATCC 25922 foram inoculadas em BHI (Brain Heart
Infusion) (BD) e incubadas por 24 horas a 35 + 2 °C. Dilui¢Bes seriadas foram realizadas em
agua peptonada 0,1% (Himedia) e plagueadas em agar MacConkey (Himedia) para a

determinacgdo da contagem bacteriana (log UFC/mL).

2.4 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DE FERMENTADO ACETICO EM
RELACAO A E. coLI

A determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) do fermentado
acético triplo, fermentado acético de alcool e fermentado acético de cereal, para a E. coli, foi
realizada utilizando a técnica de macrodiluicio em tubos. Aliquotas de 100 pL de uma
suspensédo de E. coli, preparada conforme disposto no item 2.3, contendo aproximadamente
10°% UFC/mL, foram adicionadas aos tubos contendo caldo BHI e fermentado acético com
concentracdes finais totalizando 0O; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0% de acidez total, para um
volume final de 5 mL. Ap6s 15 minutos, adicionaram-se 5 mL de caldo BHI (BD) em todos os
tubos. Os tubos foram incubados a 35 °C por 24 horas. A concentragdo inibitéria minima
(CIM) foi determinada pelo tubo com menor porcentagem de acido acético, que néo

apresentou turbidez.

2.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA DE FERMENTADO ACETICO EM
RELACAO A E. coLl

A determinacgdo da concentracdo bactericida minima (CBM) do fermentado
acético para a E. coli foi realizada através da contagem em placas utilizando o meio sélido
MacConkey. Apos a determinacgéo da CIM, aliquotas de 10 pL de cada tubo com diferentes
concentracdes de acido acético foram inoculadas em placas contendo 4gar MacConkey
ApOGs 24 horas de incubacéo, foi considerada como CBM a menor concentracdo de acido

acético que inibiu completamente o crescimento de E. coli.

2.6 AVALIACAO DA EFICIENCIA DO PROCEDIMENTO DE SANIFICACAO COM O FERMENTADO ACETICO
TRIPLO DE FOLHAS DE ALFACE ARTIFICIALMENTE CONTAMINADAS COM E. COLI

Seis pés de alface foram analisados individualmente, o que constituiu seis
repeticdes do procedimento de sanificagdo. De cada pé de alface, as folhas externas e as
internas (miolo) foram descartadas e duas porcbes distintas de 25 g de folhas foram

pesadas. As duas porc¢les, identificadas como A e B, foram contaminadas com 4 mL de
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uma suspensdo de E. coli com aproximadamente 10 UFC/mL. A suspenséo foi distribuida
de forma aleatdria, com o uso de pipeta, por toda a superficie das folhas. Apés secagem das
folhas, de trés a quatro horas, a temperatura ambiente, da porcdo A foi realizada a
contagem de E. coli. As folhas da por¢cdo B foram imersas, por 15 minutos, em &gua
contendo a solugdo com 1,5% (m/v) de acido acético a partir do fermentado acético triplo,
considerada a CBM. Em seguida, as folhas foram lavadas em &agua destilada estéril,
centrifugadas em uma centrifuga propria para hortalicas folhosas e realizada a contagem de
E. coli.

A contagem de E. coli foi realizada apds a homogeneizacao das por¢cdes A
e B (apds sanificagdo) em 50 mL de 4gua peptonada tamponada 0,1%. Diluicbes seriadas
de 102 a 10* foram realizadas em agua peptonada tamponada 0,1% e 100 pL de cada
diluicdo foram semeados em agar MacConkey, em duplicada. Apos 24 horas de incubagéo a

35+ 2 °C, foi realizada a contagem de colbnias.

2.7 AVALIACAO DA EFICIENCIA DO PROCEDIMENTO DE SANIFICACAO COM FERMENTADO ACETICO
TRIPLO DE AMOSTRAS DE ALFACES NATURALMENTE CONTAMINADAS

Trinta e um pés de alface adquiridos no comércio de Londrina foram
analisados individualmente nesta etapa do trabalho. Trés por¢des distintas de 25 gramas de
folhas de cada pé de alface foram pesadas e identificadas como A, B e C. As por¢cbes Be C
foram lavadas em &gua corrente clorada. A por¢cdo C foi imersa por 15 minutos em
fermentado acético, com a concentracdo de 1,5 % (m/v) de acidez total. Em seguida, as
folhas foram lavadas em agua destilada estéril e centrifugadas em uma centrifuga propria
para hortalicas folhosas. As contagens de coliformes totais e de E. coli foram realizadas das

porgdes A, B e C, através da técnica de tubos multiplos (NMP)>.
2.8 DETERMINAGAO DA ACIDEZ TOTAL DO FERMENTADO ACETICO

Em Erlenmeyer de 100 mL, foram colocados 1 mL do fermentado acético a
ser analisado e 2 gotas da solucéo alcodlica de fenolftaleina a 1%. Titulou-se com solugéo
de hidroxido de sédio a 0,1 M, até a viragem para vermelho. Cada mililitro da solugéo de
hidroxido de sodio consumida corresponde a 0,6% de acidez, expressa em gramas de acido
acético (HsC-COOH), por 100 mL de solugéo®.

2.9 ANALISE ESTATISTICA

As contagens de coliformes totais e de E. coli das amostras de alface
artificialmente e naturalmente contaminadas foram convertidas em logaritmos decimais. A
andlise de variancia (ANOVA) e o teste de Tukey foram utilizados para determinar se havia

diferenca significativa entre os tratamentos no nivel de 5%.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracfes de fermentado acético triplo, vinagre de alcool e vinagre
de cereal testadas para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da
concentracdo bactericida minima (CBM) foram de 0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0 % (m/v) de
acidez total expressa em acido acético. A adicdo de 5 mL de caldo BHI, apds 15 minutos de
exposicao do indculo de E. coli as diferentes concentrages dos fermentados acéticos, foi
essencial para a determinagdo adequada da CIM e da CBM. Sem a adicdo de caldo BHI,
ndo foi possivel recuperar as células de E. coli, independente da concentragdo dos
fermentados acéticos testada. Esse procedimento, possivelmente por diluir o 4cido acético,
possibilitou a recuperacéo das células de E. coli vivas, porém injuriadas pela exposi¢éo por
15 minutos ao acido acético. A CIM e CBM de todos os fermentados testados para
Escherichia coli foram de 0,25% e 1,5% de acidez total, expressa em &cido acético,
respectivamente.

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados da avaliagdo da eficiéncia
da sanificagdo com a solugéo de 1,5% (m/v) de &cido acético a partir do fermentado acético
triplo por 15 minutos a temperatura ambiente de folhas de alface artificialmente
contaminadas com E. coli. A concentragdo de acidez acética no fermentado acético usado
na sanificacdo foi de 1,5% (v/v) de acido acético, equivalente a CBM. As reducgdes das
contagens de E. coli variaram de 0,88 a 3,58 log UFC/g e foram estatisticamente

significativas (p<0,05).

Tabela 1 - Resultados das analises microbioldgicas das alfaces contaminadas artificialmente
com E. coli e sanificadas com a solucédo de 1,5% de acido acético a partir do fermentado

acético triplo.

Contagem de E. coli na Contagem de E. coli Reducéo da
Amostra alface antes da na alface apos contagem de E. coli
sanificacao* sanificacéo * apoés sanitizagcao*
1 2,99 2,11 0,88
2 3,00 0,60 2,40
3 3,04 0,78 2,26
4 3,36 0,00 3,36
5 3,36 0,78 2,58
6 3,88 0,30 3,58

*log de UFC/g
Dados reportados por Nascimento et al. (2003)® foram préximos aos

encontrados neste estudo. Os autores compararam a eficicia do acido acético, cloro e 4cido
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peracético e recomendaram o uso do acido acético a 2%, por 15 minutos de contato por
imersdo, para sanificagéo de alface.

Outros trabalhos também avaliaram a acdo bactericida do &cido acético
sobre E. coli em alface artificialmente contaminadas porém empregaram concentracfes
diferentes. Park et al. (2011)’ testaram a eficiéncia antimicrobiana de diferentes acidos
organicos e obtiveram reducao de 1,57 log UFC/ g de E. coli com solu¢do de 2% de &cido
acético apés 5 minutos de exposicdo, resultado préximo ao obtido por Akbas & Olmez
(2007)8, que reduziram em 1,5 log UFC/g, ap6s 2 minutos de exposi¢do com solucdo de 1%
de Acido acético. Vijayakumar & Wolf-Hall (2002)° avaliaram vinagre de maca, vinagre
branco, 4gua sanitaria e suco de limdo para a redugédo de E. coli em alface. O resultado
mais eficaz foi o uso de vinagre branco com concentragéo de 1,9% de acidez total em acido
acético. A redugéo foi de 5 log apos 5 minutos de imerséo com agitacao e de 10 minutos de
imersé@o sem agitagéao.

Bjornsdottir et al. (2006)° afirmaram que muitos fatores afetam a atividade
antimicrobiana dos acidos orgéanicos, tais como pH, concentragdo de acido, espécies
bacterianas e meio ambiente. Varios estudos foram realizados sobre a agéo bactericida do
acido acético sobre outras bactérias patogénicas, outros tipos de hortalicas e concentracdes
diferentes de &cido acético utilizados neste trabalho. Reducbes de até 1,4 log UFC/g de
Listeria monocytogenes foram encontradas em alfaces ou saladas verdes artificialmente
contaminadas sanificadas com solucdes de acido acético variando de 0,5% a 1%!1121314,
Reducdo de 1,74 log de Salmonella foi obtida apés sanificacdo de alfafa e alface com
solucéo de 5% e 2% de acido acético por 10 minutos, respectivamente”!®. Eiroa e Porto
(1996)*¢ observaram reducdo de 1 log na contagem de Vibrio cholerae apés exposicdo em
solucdo de acido acético de 0,25%. Por outro lado, redu¢cdes de 7 log nas contagens de
Yersinia enterocolitica foram encontradas por Karapinar e Gonul (1992)!" com &cido acético
a 2%.

Autores que testaram concentracdes de 5% de acido acético para a
sanificagdo de hortalicas tiveram problemas com as caracteristicas sensoriais do
produto®!®. Os resultados satisfatérios obtidos no presente estudo com fermentado acético
triplo 1,5% (m/v) sdo positivos do ponto de vista de aplicagdo do produto, porque quanto
maior a concentracdo de acido aceético na solugdo sanitizante maior a probabilidade de
alteragfes sensoriais nas hortalicas.

A maioria dos estudos sobre a eficicia de agentes sanitizantes para frutas
e verduras foi realizada com produtos artificialmente contaminados. No presente trabalho,
além da analise de amostras de alfaces artificialmente contaminadas com E. coli, alfaces

naturalmente contaminadas adquiridas no comércio foram analisadas. Na tabela 2 estdo os
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resultados em log do NMP/g de coliformes totais obtidos nas amostras de alface analisadas.
A legislacdo brasileira ndo estabelece limites para coliformes totais e a sua presenca é
natural nas hortalicas frescas devido ao tipo de cultivo. Berbari, Paschoalino e Silveira
(2001)% afirmaram, no entanto, que contagem de coliformes totais nos alimentos acima de
105 UFC/g é considerada elevada, podendo ser utilizada como indicador de higiene. Todas
as amostras analisadas neste trabalho estavam contaminadas com coliformes totais, porém
nenhuma apresentou contagens superiores a 105 UFC/g, diferente de outros autores, que
relataram altas contagens deste grupo de bactérias nas amostras?'?2,

Na tabela 2 estdo os resultados da avaliagdo da eficiéncia do
procedimento de sanificacdo das amostras de alface com a solucdo contendo 1,5% em
acido acético a partir do fementado acético triplo. A média de reducéo foi de 2,15 log NMP/g
de coliformes totais apds sanitizacdo das amostras com acido acético a 1,5%. Essa reducgéo
foi mais eficiente (p<0,05) do que a redugdo com a lavagem das alfaces apenas com agua
corrente clorada.

Outros autores também avaliaram solu¢cdes de acido acético para
sanitizacdo de hortalicas naturalmente contaminadas. Oliveira et al. (2012)% encontraram
uma reducao de 2,09 log UFC/g de coliformes totais em alfaces com 0,8% de &cido acético.
Nascimento (2003)® utilizou 2% de &cido acético e obtive redugdo nas amostras de alface de
3,57 log UFC/g de aerbébios mesofilos. Fantuzzi et al. (2004)%4, apds a sanitizacdo de
amostras de repolho por 10 minutos com &cido acético 1% a temperatura ambiente,
obtiveram reduc¢édo de aerdbios mesdfilos de 1,8 log UFC/g.

Um total de 23 (74,2%) das 31 amostras de alface naturalmente
contaminadas analisadas neste trabalho estava contaminado com E. coli antes da lavagem
com agua. Todas as contagens estavam abaixo do limite estabelecido pela legislacdo
brasileira e variaram de 0,4 a 46 NMP/qg. E. coli foi isolada apds a higienizacdo com agua
corrente clorada de nove das 23 amostras contaminadas, e em uma amostra, ap0s
higienizagdo com a solugdo contendo 1,5% em acido acético a partir do fementado acético
triplo.

Caracteristicas inerentes ao vegetal devem ser levadas em consideracdo em
estudos que objetivam o desempenho da sanificagdo com fermentado acético para a
eliminac@o de patdgenos. Extrapolar os resultados aqui apresentados para outros vegetais
deve ser realizado com cautela. Isto porque se deve levar em consideracdo o microambiente
em que as bactérias se encontram nas diferentes superficies dos diferentes vegetais. Os
processos de lavagem podem ndo ser tdo eficientes quando existe a presenca de fendas,

fissuras e intersticios nas superficies®?.
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Tabela 2 — Contagem de coliformes totais em alfaces naturalmente contaminadas e
reducbes na contagem de coliformes totais ap6s lavagem com agua corrente clorada e
lavagem com &gua clorada e sanificacdo com solucao de 1,5% de &cido acético a partir do
fermentado acético triplo.

C , Reducéo da Reducéo da contagem de

ontagem de coliformes . . . .

Amostra totais na alface (log c?ntagem apos coliformes totais apos
NMP/g)* avagem (log lavagem e sanificacdo (log

NMP/g)** NMP/g)***

1 2,38 0,00 2,38

2 2,38 1,75 2,43

3 2,38 1,41 2,02

4 2,38 1,93 2,02

5 1,66 1,49 1,66

6 2,38 1,41 2,38

7 2,38 1,41 1,75

8 2,38 0,34 2,02

9 2,38 0,72 1,20

10 2,38 2,20 2,54

11 2,38 1,20 1,41

12 1,66 1,03 2,06

13 2,04 1,07 2,44

14 2,38 1,41 1,75

15 2,38 1,06 2,38

16 1,63 0,79 1,03

17 1,97 1,37 1,97

18 2,66 1,34 2,66

19 3,38 2,54 2,78

20 3,04 2,44 3,04

21 2,32 0,69 1,72

22 3,04 2,09 3,04

23 3,04 0,87 2,44

24 3,38 1,41 3,38

25 2,32 1,00 1,72

26 3,04 0,00 2,09

27 3,38 0,73 2,02

28 3,04 0,39 1,41

29 3,38 0,73 3,38

30 3,04 1,68 3,04

31 3,38 1,00 2,78

*Contagem de coliformes totais nas amostras de alface naturalmente contaminadas,
adquiridas no comércio de Londrina.

**Reducdo da contagem de coliformes totais, apés lavagem das folhas de alface com agua
corrente clorada.
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***Reducdo da contagem de coliformes totais apds lavagem das folhas de alface com agua
clorada e sanificacdo com fermentado acético triplo com concentracdo de 1,5% de acidez
total.

3. CONCLUSAO

As técnicas empregadas para a determinagédo da CIM e CBM de fermentado
acético de alcool ou de cereal em relacdo a E. coli pode ser considerada robusta para este
tipo de avalicéo.

Fermentado acético de &lcool ou de cereal com concentracdo de 0,25% e
1,5% de acido acético tem acado bacteriostatica (CIM) e bactericida CBM em relacdo a E.coli
apos periodo de contato de 15 minutos, na temperatura ambiente.

A lavagem das folhas de alface com agua e a imersdo em solugdo com 1,5%
a partir do fermentado acético triplo, em temperatura ambiente, por 15 minutos, foram
eficientes para a reducgdo significativa da contagem de E. coli em amostras artificialmente
contaminadas e da contagem de coliformes totais e de E. coli nas amostras com
contaminacao de origem.

A concentracdo de 1,5% de &cido acético empregado na sanificacdo

parece nao ter causado perigo a qualidade da alface.
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3. CONCLUSAO

A CIM e CBM foi de 0,25% e 15% de &cido acético,
respectivamente, tanto para o fermentado acético como para o0s vinagres comerciais
testados.

A lavagem das folhas de alface com agua e a imersdo em solucao
de acido acético 1,5%, por 15 minutos, foram eficientes para a reducéo significativa
da contagem de E. coli nas amostras artificialmente contaminadas e da contagem de
coliformes totais e de E. coli nas amostras naturalmente contaminadas.

Nenhuma alteracdo visual das folhas de alface foi observada,
indicando que a concentracdo de 1,5% de &cido acético pode ser utilizada na
desinfeccdo dessa hortalica.
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