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RESUMO

O presente trabalho visou comparar dois tratamentos de
sanitizacdo e identificar alguns microorganismos associados ao
processamento minimo da raiz de rabanete. Foram avaliados dois
métodos de sanitizagdo: 1) sanitizagdo convencional: raizes de ra-
banete minimamente processadas em retalhos receberam uma tinica
sanitizagdo, por 3 minutos em uma solugdo de 200 mg L' de cloro
ativo; 2) sanitizagdo adicional: raizes de rabanete minimamente pro-
cessadas foram inicialmente sanitizadas na “area suja”, numa solu-
¢ao0 de 200 mg L' de cloro ativo por 10 minutos, para posteriormen-
te ingressar na “area limpa”, e receber uma segunda sanitiza¢do nas
mesmas condi¢des do tratamento 1. As analises microbiologicas fo-
ram realizadas em duas fases: a) apds o corte; e b) no 10° dia de
armazenamento a 5°C (£1°C) e 90% (+5%) UR. Para cada dia de
analise foram utilizadas 4 repeticdes de 130 g de raiz de rabanete
minimamente processada. As contagens de bactérias psicrotroficas
no tratamento 2 mantiveram-se dentro dos limites aceitaveis. No
tratamento 1 obteve-se, no 10° dia de armazenamento, 5,8 x 10°UFC
g, equivalente ao limite maximo recomendado. Nao foi detectada
presenca de coliformes e Sa/monella em ambos os tratamentos. Con-
clui-se que uma primeira sanitizagdo, com 200 mg L' de cloro ativo
por 10 minutos, ¢ recomendavel para a obtengao de raizes de raba-
nete minimamente processadas de qualidade até o 10° dia de
armazenamento a 5°C, permitindo a comercializa¢do do produto
dentro do estabelecido pela legislacdo vigente de alimentos frescos.

Palavras-chave: Raphanus sativus L., processamento minimo,
sanitiza¢do, microbiologia.

ABSTRACT

Determination of microorganisms in fresh-cut radishes

The present work was carried out to compare two sanitation
treatments and to identify some microorganisms associated with fresh
cut radishes. Two sanitation methods were evaluated: 1) conventional
sanitation: fresh cut radishes received a single sanitation, for 3
minutes in a solution of 200 mg L' of active chlorine; 2) additional
sanitation: fresh cut radishes were sanitated initially in a solution of
200 mg L' of active chlorine for 10 minutes and later submitted to a
second sanitation in the same conditions of conventional sanitation.
The microbiological analysis was accomplished in two stages: a)
just after the cut; and b) in the 10™ day of storage at 5°C (x1°C) and
90% (+5%) RH. Four replicates of 130 g of fresh cut radishes were
used for each day of analysis. The count of psychotropic bacteria in
the additional sanitation stayed within the acceptable limits. However
in the conventional sanitation at the 10" day of storage, psychotropic
bacteria reached 5.8 x 10° CFU g equivalent to the maximum
recommended limit. Coliforms and Salmonella were not detected in
both treatments. A first sanitation, with 200 mg L' of active chlorine
for 10 minutes, is adequate to obtain desirable fresh cut radishes
until the 10" day of storage at 5°C, allowing the commercialization
of the product during the period established by the actual legislation
for fresh cut products.

Keywords: Raphanus sativus L., fresh cut, sanitation, microbiology.
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esde a tltima década, grandes mu-

dancgas no habito de consumo de
frutas e hortalicas vém ocorrendo. Os
consumidores desejam cada vez mais
produtos de elevada qualidade ¢ que
apresentem facilidades de preparo ou
consumo. Para atender a essa demanda,
as industrias de processamento de ali-
mentos langaram no mercado frutas e
hortali¢as manipuladas de tal forma que
seus tecidos vivos mantenham as carac-
teristicas do produto fresco (Oliveira &
Valle, 2000).

A qualidade e a seguranga de produ-
tos minimamente processados dependem
da contaminagdo inicial e serdo influen-
ciadas pelas etapas de produg@o. A ob-

tencdo de um produto de qualidade e se-
guro para a saude do consumidor requer
o desenvolvimento de tecnologias avan-
cadas que considerem os aspectos micro-
biologicos, fisiologicos, tecnologicos e
sensoriais de todo o processo.

As frutas e hortali¢as sdo hospedei-
ras de uma diversificada microflora, que
normalmente ndo incluem os tipos
patogénicos ao homem. Frutas e horta-
licas intactas sdo quase sempre seguras
para o consumo, pois sua casca superfi-
cial ¢ uma barreira fisica e quimica efi-
caz a maioria dos microorganismos. Em
hortaligas de raizes, a microflora pre-
dominante ¢ composta por organismos
do solo. Ja a microbiota ¢ composta por

! Parte da dissertagdo de mestrado do primeiro autor, apresentada a USP/ESALQ
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bactérias do género Erwinia e
Pseudomonas, que tém geralmente a
vantagem de serem competidoras sobre
outros organismos que potencialmente
poderiam ser prejudiciais aos seres hu-
manos (Cantwell, 2004).

Reconhecendo a importancia cres-
cente da seguranga de alimentos,
Sant’Ana et al. (2002) realizaram levan-
tamento dos perigos biologicos associa-
dos ao processamento de hortaligas mi-
nimamente processadas, tendo por base
a legislacao vigente (Brasil-Resolucao
ANVISA/MS de 12/01/2001). Os auto-
res obtiveram uma contagem elevada de
coliformes (62%) e presenga regular de
Escherichia coli (26%) nas amostras; sen-
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do que 33,3% das amostras, encontravam-
se em desacordo com os padrdes micro-
biologicos legais vigentes (especialmen-
te no que se refere a Escherichia coli). Os
resultados obtidos evidenciam uma pro-
babilidade elevada de ocorréncia de
toxinfecgdes alimentares.

Nos produtos minimamente proces-
sados, os cortes da casca e a disponibi-
lidade de nutrientes proveniente do suco
celular das células danificadas pelo
processamento causam um aumento no
namero e nos tipos de microorganismos.
Além disso, a manipulagdo dos produ-
tos aumenta a possibilidade de conta-
minagdo com organismos patogeénicos.

O crescimento microbiano nos pro-
dutos minimamente processados é con-
trolado, principalmente, com a utiliza-
¢do de hortalicas de otima qualidade,
sanitizacdo e baixas temperaturas. A
sanitizagdo dos equipamentos € 0 uso
de agua tratada com cloro sdo procedi-
mentos padrdes. A temperatura baixa
durante e apds o processamento geral-
mente retarda o crescimento
microbiano, podendo selecionar o meio
para o crescimento de organismos
psicrotroficos, como Pseudomonas.
Além disso, o excesso de umidade au-
menta o crescimento microbiano, con-
seqiientemente, a remogdo da agua de
lavagem e de sanitizagdo pela
centrifugagdo ¢ critica (Cantwell, 2004).

A sanitizagdo dos produtos
horticolas minimamente processados
desempenha importante papel na manu-
tenc¢do da qualidade do produto, dimi-
nuindo o nimero de microrganismos
contaminantes presentes ¢ aumentando
seu periodo de vida de prateleira (Oli-
veira & Valle, 2000), necessitando de
um maior controle de tempo de exposi-
¢do e concentrag¢ao do sanitizante ado-
tado (Sant’Ana et al., 2002).

Este trabalho visou identificar
microorganismos do género Salmonella
associados ao processamento minimo de
raizes de rabanete, por meio da conta-
gem total de bactérias psicrotroficas e
numero mais provavel (NMP) de
coliformes totais em fungdo de duas
metodologias de sanitizagao.

MATERIAL E METODOS

Magos (folhas e raizes) de rabanete
da variedade ‘Crimson Gigante’, colhi-
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dos naregido de Piracicaba, foram trans-
portados até o laboratorio da ESALQ,
onde foram selecionados quanto a fir-
meza, auséncia de danos mecanicos e
infecgoes visiveis. A temperatura do la-
boratorio foi regulada para 18°C. Pos-
teriormente, os magos foram armazena-
dos a 10°C (= 1°C) e 90% (£5%) UR
(umidade relativa), por um periodo de
12 h, até o processamento. Para nio ha-
ver problemas de contaminagdo cruza-
da entre os tratamentos, cada lote, ten-
do recebido a sanitizagdo, passou por
todas as etapas do processamento até a
embalagem e armazenamento na cima-
ra fria.

Processamento minimo

As etapas iniciais de processamento
minimo foram realizadas a temperatura de
18°C, tendo sido utilizados equipamentos
de protecao individual (EPI), como luvas,
gorros, mascaras, aventais ¢ botas, para
sua perfeita realizagdo. A seguir, sdo rela-
cionadas as etapas do processamento, na

(334

denominada “area suja’:

Selecéo 1: com a utilizagdo de uma
faca bem afiada, as raizes de rabanete
foram separadas das folhas, descarta-
ram-se aquelas com problemas indese-
javeis ao processamento.

Lavagem: utilizando-se agua cor-
rente, as raizes sclecionadas foram la-
vadas a fim de que a matéria organica ¢
demais impurezas aderidas ao produto
fossem retiradas do mesmo.

Sanitizacdo adicional: rabanetes
minimamente processados em retalhos
foram inicialmente sanitizados na “area
suja”, numa solucdo de 200 mg L' de
cloro ativo por 10 min, para posterior-
mente ingressar na “area limpa”, e re-
ceber uma segunda sanitizagdo por 3
min em uma soluc¢do de 200 mg L' de
cloro ativo. O sanitizante utilizado foi o
SUMAVEG, produto que tem como
principio ativo o Dicloro-S-
Triazinatriona Sédica Diidratada e € fa-
bricado pela Diversey Lever-Industrias
Gessy Lever Ltda.

Preparo do material: as raizes fo-
ram cortadas numa processadora indus-
trial (Robot Coupe®, CL50 version D),
a qual realizou o corte do material em
retalhos, com uma espessura de 2 mm.

Enxagiie 1: apds o corte em reta-
lhos, o material foi acondicionado em

saco de nylon, e submerso em dgua des-
tilada a 5°C, para resfriamento e retira-
da do suco celular resultante do corte.

Sanitizacio Convencional: rabane-
tes minimamente processados em reta-
lhos receberam uma tnica sanitizagao
(na “area limpa”), por 3 min em uma
solugdo de 200 mg L' de cloro ativo.

Enxagiie 2: depois de sanitizadas,
as raizes de rabanete foram submersas
em agua destilada, contendo 3 mg L
de cloro ativo, por 1 minuto, retirando-
se o excesso de cloro. Para minimizar
os efeitos indesejaveis do corte sobre o
metabolismo do produto utilizou-se
agua em baixa temperatura.

Centrifuga¢io: o saco de nylon
contendo as raizes de rabanete proces-
sadas foi introduzido em uma centrifu-
ga por 1 minuto, na rotagdo média de
2.000 rpm, eliminando-se o excesso de
agua presente no produto em decorrén-
cia dos enxagiies ¢ da sanitizagao.

Selecdo 2: foram descartadas as
raizes de rabanete ndo padronizadas para
a comercializag@o.

Embalagem: o produto foi embala-
do em bandejas de poliestireno expan-
dido, com dimensdes de 14 x 20 cm de
largura e comprimento, respectivamen-
te, envoltas com filmes de PVC
(policloreto de vinila) com 14 mm de
espessura, onde foram colocadas 130 g
de raiz de rabanete minimamente pro-
cessado. No total, foram preparadas
quatro bandejas para cada tratamento.

Armazenamento: as bandejas fo-
ram armazenadas na camara fria, a tem-
peratura de 5°C (£ 1°C) e 90% (£5%)
UR, por um periodo de 10 dias.

Analise microbiologica

As analises microbioldgicas foram
realizadas no dia do processamento ¢ no
10° dia de armazenamento, uma vez que
mantidos os limites permitidos na legis-
lac@o nesse periodo, o produto ndo apre-
sentara risco microbioldgico ao consu-
midor. Normalmente os produtos mini-
mamente processados ficam em exposi-
¢do nos balcdes refrigerados dos super-
mercados por 3 a 6 dias. A microbiota
contaminante do rabanete minimamente
processado foi avaliada pela presenca ou
auséncia de Salmonella, contagem total
de bactérias psicrotroficas e nlimero mais
provavel (NMP) de coliformes totais.
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Deteccio de Salmonella

Para deteccao de Salmonella utili-
zou-se o Kit “1-2 test”, fabricado pela
BioControl/USA. Trata-se de um méto-
do oficial aprovado pela AOAC
(Association of Official Analytical
Chemists International). Foi feito um
pré-enriquecimento de cada amostra
analisada, inoculando-se 25 g de raiz de
rabanete minimamente processada em
um erlenmeyer contendo 225 ml de cal-
do lactosado, estes foram incubados em
estufa a 35°C por 24 h. Com o pré-enri-
quecimento, a multiplicagdo da bacté-
ria é favorecida. Fez-se o preparo dos
kits, compostos, cada um, por dois com-
partimentos. Uma amostra pré-
enriquecida (0,1 ml) foi inoculada na
camara de inoculagdo, onde primaria-
mente foi adicionada uma gota de solu-
¢do de iodo-ioduro e removendo-se de-
pois, com auxilio de uma pinga estéril,
o tampao desta camara. A camara de
motilidade contém um meio nao seleti-
vo. Esta cdmara ¢ fechada por uma pe-
quena ponteira (que foi retirada) para
formar um vao no gel, e adicionou-se
uma gota da solucdo de anticorpos
polivalentes anti-Salmonella. Incuba-
ram-se os kits a 35°C por 24 a 48 h. A
possivel presenga de Salmonella é ca-
racterizada pela formagdo de uma
imuno-banda na metade superior do gel
na camara de motilidade. Trata-se de
uma banda branca que apresenta forma
de U, formada pela aglutinagdo das cé-
lulas da bactéria com a solugdo de
anticorpos.

Contagem total de bactérias
psicrotroficas

Para a contagem de bactérias
psicrotroficas (qualquer bactéria cujo
otimo de temperatura para crescimento
situa-se acima de 20°C, porém, toleram
e crescem sob refrigeracdo) utilizou-se
o meio Agar Padrio para Contagem
(PCA). A partir da diluicdo de 10" até
1073, as raizes de rabanetes foram
plaqueadas em profundidade, com 1 ml
de cada diluigdo em duplicata, acrescen-
tando-se = 20 ml do meio PCA; fazen-
do movimentos das placas em forma de
“8” para homogeneizar o meio. Apds o
plaqueamento, as placas permaneceram
em repouso até completa solidificagdo
do meio, sendo, entdo invertidas e incu-
badas a 7°C por 10 dias (Vanderzant &
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Tabela 1. Contagem total de bactérias psicrotroficas, em rabanetes minimamente processa-
dos, utilizando-se a metodologia convencional (PCA). Piracicaba, ESALQ, 2005.

Contagem total bactérias psicrotréficas*

Tratamentos i 10 dias apés
0,
Dia do tratamento/5°C tratamento/5°C
Sanitizagdo convencional 64,0 x 102 58,0 x 10°
Sanitizagéo adicional 5,0 x 102 2,2x10°

*Os resultados obtidos representam a média aritmética das UFC (unidades formadoras de

colonias/g de produto).

Splittstoesser, 1992). Decorrido o tem-
po de incubagdo, foram selecionadas as
placas e fez-se a contagem das mesmas,
com auxilio do contador de coldnias tipo
Quebec.

Nimero mais provavel (NMP) de
coliformes totais

Coliformes totais foram determina-
dos pelo método do NMP, pela técnica
dos Tubos Multiplos, que consta de duas
fases distintas: a fase do teste presuntivo,
onde se busca detectar a presenga de
microrganismos fermentadores de
lactose e onde ¢ possivel recuperar cé-
lulas injuriadas; e a fase do teste
confirmativo, pelo qual se determina a
populacdo real de coliformes totais ¢
fecais. Para o teste presuntivo foram
utilizadas séries de cinco tubos de en-
saio, cada um contendo um tubo de
Durham e caldo Lauril. O caldo ¢ fer-
mentado pelas bactérias do grupo
coliforme, com producao de acido e gas.
Uma amostra contendo 50 g foi batida
no liquidificador com 450 ml de agua
peptonada, equivalente a diluigdo 10
Foram pipetados 10ml da diluigdo an-
terior, a qual foi completada com 90 ml
de agua peptonada, perfazendo a dilui-
¢do de 10, e, para finalizar as dilui¢oes,
foram pipetados 10 ml da diluigdo de
102, completando-se a mesma com
90ml de agua peptonada, perfazendo a
dilui¢ao de 1073. De cada diluigdo foi
retirado 1 ml que foi colocado em tubos
de ensaio, que em seguida foram incu-
bados em estufa a 35°C por 24 a 48 h.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A contagem inicial de bactérias
psicrotroficas foi de 64 x 102 UFC g
para o tratamento com sanitizagao con-
vencional e de 5 x 10* UFC g para o
tratamento com uma sanitizagdo adi-
cional (Tabela 1). No 10° dia de

armazenamento as contagens obtidas
aumentaram para valores proximos de
58 x 10° UFC g' e 2,2 x 10°UFC g,
para o tratamento convencional € o com
sanitizagdo adicional, respectivamente.
Vitti (2003) encontrou aumento na po-
pulacdo de  microorganismos
psicrotroficos em beterraba minima-
mente processada, de 2,62 x 10* para
2,04 x 10* UFC g, apds 10 dias de
armazenamento do produto a 5°C. Pilon
(2003) observou aumento de 10* para
10° UFC g' na contagem de
microorganismos psicrotréficos em
amostras de cenoura minimamente pro-
cessadas, armazenadas a 1°C.

Nao foram detectados coliformes em
nenhum dos tratamentos, durante 10
dias de armazenamento refrigerado, o
que sugere auséncia de tais
microorganismos na matéria-prima e
indica que o processamento foi condu-
zido sob condi¢des higiénico-sanitarias
adequadas. Resultados similares foram
obtidos por Vitti (2003), trabalhando
com beterraba minimamente processa-
da em retalhos e armazenada a 5°C.

Embora ndo existam, na legislagio
brasileira vigente, padrdes para bacté-
rias psicrotroficas totais e coliformes to-
tais, tem sido preconizado que alimen-
tos com contagens microbianas acima
de 10°UFC g! podem ser improprios
para o consumo humano, devido a per-
da de valor nutricional, alteragdes
organolépticas, riscos de deterioragdo e
toxinfecgdes (Caruso & Camargo,
1984). Nao foi observada presenca de
coliforme totais nos tratamentos aplica-
dos. Outrossim, para as bactérias
psicrotroficas, o tratamento com
sanitizagdo adicional apresentou limite
inferior ao descrito anteriormente, en-
quanto que para o tratamento convencio-
nal, observou-se no limite superior ao
maximo recomendado (Tabela 1).
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Nao foi detectada a presenca de
Salmonella em nenhum dos tratamen-
tos analisados. Tais resultados qualifi-
cam as amostras analisadas em acordo
com a Resolugdo RDC N°12 de 02 de
janeiro de 2001, da ANVISA do Minis-
tério da Saude, que estabelece para hor-
talicas in natura a auséncia de
Salmonella (em 25 g de produto), visan-
do a preservacado da satude publica. Vitti
(2003) também observou auséncia de
Salmonella em beterraba minimamente
processada armazenada a 5°C.

Como nao foi observada presencga de
bactérias coliformes totais e de
Salmonella nas amostras dos tratamen-
tos analisados, ficou evidenciada a im-
portancia de se utilizar matéria-prima de
qualidade, segura do ponto de vista
microbioldgico e dos cuidados higiéni-

JS del Aguila et al.

co-sanitarios realizados durante as eta-
pas de processamento do produto, en-
quadrando-o nos padrdes microbiologi-
cos vigentes no pais.

A utilizagdo de uma sanitiza¢o adicio-
nal com durag@o de 10 min na “area suja”,
com 200 mg L' de cloro ativo, antes da
entrada do produto na “area limpa”, adi-
cionado ao fluxograma convencional de
preparo da raiz de rabanete minimamente
processada é recomendado para assegu-
rar um produto de qualidade.
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