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RESUMO

‘REIRE JR., Murillo. Efeito da temperatura de armazenamento e¢ da
atmosfera modificada na qualidade do alface hidropénico cv. Regina
minimamente processado. Lavras: UFLA, 1999. 120p. (Tese - Doutorado
em Ciéncia dos Alimentos).

A produgdo de frutas e hortalicas minimamente processadas tem como
‘bjetivo entregar ao consumidor um produto fresco, com maior vida ttil,
jarantindo a0 mesmo tempo, a seguranga alimentar e a manutencéo da qualidade
lo produto. O objetivo do trabalho foi avaliar as alteragdes fisico-quimicas,
[uimicas, bioquimicas, sensoriais e microbiologicas em alface hidropdnico
ninimamente processado, cv. Regina, acondicionado em sacos plésticos
ermosoldados e armazenados & 2°C e 10°C. Para ambas temperaturas de
rmazenamento, nio houve nenhum comprometimento do produto com qualquer
um dos aspectos de qualidade analisados, até o terceiro dia. O alface hidropénico
ninimamente processado, armazenado & 2°C, apresentou uma vida dtil de 7 dias,
em comprometer suas principais caracteristicas fisicas, fisico-quimicas,
luimicas, bioquimicas e sensoriais, além de reduzir o crescimento de bactérias
atogénicas e/ou deteriorantes. Para o produto armazenado & 10°C, a vida util foi
le no maximo 3 dias. A temperatura de armazenamento de 10°C, permitiu apos
ete dias, o crescimento de bactérias psicotréficas patogénicas, as quais, em
iveis mais elevados, podem ser prejudiciais & saide humana. As praticas
tilizadas de higiene e sanificagdo reduziram, mas nio foram suficientes, para
liminar todas as bactérias deteriorantes/patogénicas presentes endégenas e/ou
xoOgenas ao produto.

~omité Orientador: Adimilson Bosco Chitarra - UFLA (Orientador), Charles
Frederick Robbs - Embrapa, José da Cruz Machado - UFLA, Luiz Ronaldo
de Abreu — UFLA e Rolf Puschmann - UFV.



ABSTRACT

FREIRE JR., Murillo. Effect of the storage temperature and modified

atmosphere on the quality of minimally processed hydreponic lettuce cv.
Regina. Lavras: UFLA, 1999. 120p. (Thesis — Doctor ‘s degree in Food
Science).

The production of minimally processed fruits and vegetables has as
objective to offer to the consumer a fresh product, with longer shelf life and
guaranteeing at the same time, the alimentary safety and the maintenance of the
juality of the product. The aim of this work was to evaluate some physical-
*hemical, chemical, biochemical, sensorial and microbiological alterations in
minimally processed hydroponic lettuce, cv. Regina, paked in thermically sealed
plastic bags stored at 2°C and 10°C. For both storage temperatures, there was not
my damage of the product with any of the quality aspects analyzed, until the
hird day. The minimally processed hydroponic lettuce stored at 2°C presented a
shelf life of 7 days without harming its main quality characteristics, besides
educing the deteriorating bacteria is growth. For the product stored at 10°C the
shelf life was up to 3 days. At the storage temperature of 10°C it allowed, after
seven days the pathogenic bacteria to grow, which at higher levels, can be
aarmful to the human health. The used practices of hygiene and sanitation
educed, although not sufficiently to eliminate, all the pathogenic endogenous
ind/or exogenous bacteria present in the product.

Guidance Committee: Adimilson Bosco Chitarra - UFLA (Major Professor),
Charles Frederick Robbs — Embrapa, José da Cruz Machado - UFLA, Luiz
Ronaldo de Abreu — UFLA and Rolf Puschmann - UFV.



1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos, os consumidores vém apresentando maior consciéncia
1 escolha de sua alimentagdo, porém com menor tempo disponivel para preparar
feicSes sauddveis. Como resultado, 0 mercado e a demanda por frutas e
sgetais levemente processados tém aumentado rapidamente, proporcionando o
irgimento de produtos convenientes, ou seja, produtos frescos que podem ser
reparados e consumidos em pouco tempo' (Burns, 1995).

Muitos sindnimos sdo usados para o termo levemente processado,
cluindo minimamente processado, parcialmente processado ou ligeiramente
rocessado. Produtos levemente processados também sido denominados pré-
rtados, pré-preparados, semi-elaborados, convenientes e produtos com valor
regado %(Cantwell, 1992).

O termo frutas e hortalicas minimamente processadas é geralmente
;finido como produtos que contém tecidos vivos ou aqueles que foram somente
vemente modificados em suas condigdes iniciais, aparentando frescor e
antendo sua qualidade. Estes tecidos nfio apresentam as mesmas respostas
siolégicas do que o produto ndo tratado € inteiro, com diferentes respostas ao
eio ambiente e as condi¢Ses de embalagem *(Wiley, 1994).

é O segmento do consumo institucional, representado por cozinhas
dustriais, hospitais, panificadoras, restaurantes, lanchonetes e companhias de
riagdo, constitui-se importante canal de vendas, tratando-se de um piblico alvo.

BURNS, J.K. Lightly processed fruits and vegetables: introduction to the
)lloquium. HortScience, v.30, n.1, p.14, 1995.

CANTWELL, M. Postharvest handling systems. Minimally processed fruits and
sgetables. p.277-281. In: A.A.Kader (ed). Postharvest technology of
srticultural crops. 2nd ed. Univ. of California, Division of Agriculture and
atural Resources, Davis. Publ. 3311. 1992.



Estes compradores industriais exigem uniformidade na qualidade do produto
rigorosos padroes de higiene, tempo de preparagio minimo e pequena
quantidades de residuos* (Hobson e Tucker, 1996).

‘;jl Seguindo uma tendéncia mundial, muitos consumidores brasileiro:
(recém-casados, descasados ou solteiros e até mesmo familias com pouco temp:
disponivel, além de um maior nimero de mulheres trabalhando fora de casa
pessoas morando sozinhas) resolveram utilizar pratos semiprontos e vegetais pré
cortados. Os supermercados estdo ampliando cada vez mais as segdes deste tipc
de produto. No Brasil, este nicho de mercado comegou a ser explorado em 199
€ em apenas um ano cresceu 68,9% em volume consumido no varejo do pais «
em 1996 movimentou cerca de R$ 400 milhGes em vendas, segundo dados d:
consultoria Nielsen *(Jornal do Brasil, 21/06/97).

O alface (Lactuca sativa, L.) é considerada uma das hortaligas folhosas
mais importante na alimentagdo do brasileiro, o que assegura 2 cultura expressiv:
importincia econdmica. A hidroponia permite seu cultivo durante o ano todo,
obtendo-se grande produtividade, com melhor qualidade e sem o risco de elevad:
contaminacdo de microrganismos veiculados pelo solo. O fornecimento dos
nutrientes s raizes é feito via dgua, sem o uso do solo. N

Para o alface cultivado no sistema de hidroponia, nio h informagdes
disponiveis sobre o seu comportamento apés o processamento, especialment
quanto aos seus aspectos fisiolégicos e microbiolégicos. Portanto, informagdes
devem ser geradas para este tipo de produto, visando desenvolver uma tecnologia
de processamento minimo mais adequada a ser utilizada pela indistria e pot
agricultores e empresarios em geral.

* WILEY, R.C. (Ed.) Minimally processed refrigerated fruits & vegetables.
Chapman & Hall, Inc. New York. p.1-15. 1994.

‘ HOBSON,G.E. & TUCKER,W.G. Lightly-processed horticultural products.
Postharvest Biology and Technology, v.9, p.113-114, 1996.

* JORNAL DO BRASIL, em 21/06/97- 1° Caderno - p.17
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Selegdo de variedades, monitoramento da temperatura, garantia da
Jualidade, sanificacdio, seguranca alimentar e aumento da sua vida util sdo
:aracteristicas ainda pouco conhecidas em produtos minimamente processados.

Este trabalho tem o objetivo de verificar o efeito da temperatura de
irmazenamento e da atmosfera modificada sobre algumas caracteristicas fisico-
juimicas, quimicas, bioquimicas, sensoriais e as microbiolégicas do alface
lidropnico minimamente processado para obter informagdes que permitam
reservar a qualidade e atender a seguranga alimentar do produto.



2 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo serio abordados os principais fatores envolvidos n:
producdo de frutas e hortalicas minimamente processadas, tais como: mercado,
aspectos fisiolégicos, aspectos microbiol6gicos, embalagem e hidroponia.

2.1 Aspectos de mercado

Com a mudanga do estilo de vida, o consumidor tornou-se mais exigente
de produtos de excelente qualidade, novas variedades de frutas e hortaligas, itens
especiais e produtos de conveniéncia prontos para uso, existindo uma crescente
tendéncia para a rapidez e simplificagdo na elaboragdo dos alimentos por parte
dos consumidores (Resurreccion e Prussia, 1986; Ronk, Carson e Thompson,
1989; King, Jr. e Bolin, 1989). O crescimento da popularidade de produtos
prontos para consumo nos supermercados € o resultado direto do desejo dc
consumidor em conveniéncia ¢ sua percepgdo em frescor nestes produtos
(Gaynor, 1989). Segundo Crothers (1992), o negécio com pré-cortados ests
crescendo. No inicio, 0 maior interesse era institucional, entretanto, atualmente
hé tendéncia real para itens de conveniéncia nos supermercados.

Em 1981, existiam, nos Estados Unidos, 133 opgdes distintas de frutas e
hortalicas nos supermercados, 282 opgdes em 1993 e 340 em 1995 (Cook,
1997). Na atualidade, o segmento de minimamente processados representa 10%
do total das frutas e hortaligas comercializadas (Gorny, 1997), e as vendas de
pré-cortados foram projetadas para um aumento de 5,8 bilhdes de dblares em
1994 para 19 bilhdes em 1999 (Hodge, 1995). Outro aspecto que tem
contribuido fortemente para este crescimento ¢ a expansio dos servicos de



omida répida, restaurantes e servigos de companhias de aviagdo que requerem
rodutos pré-preparados, mas de qualidade uniforme para simplificar suas
peragdes junto ao consumidor.

Alguns economistas tém estimado que nos Estados Unidos, mais de
0% do volume de délares gerados pelo departamento de produgdo dos
upermercados podem ser, até o final do século proveniente de frutas e
ortalicas pré-cortadas (Graziano, 1993). Para o ano 2000, a sua produgio
oderd chegar a 8 bilhdes de déblares (Zind, 1990). O niimero de fabricantes de
egetais pré-cortados ‘estd crescendo bem como a variedade de produtos. O
wior indicador para a projegdo deste crescimento estd no aumento da drea
isponivel nos supermercados para saladas de frutas e hortaligas embalados que
wcilitam o consumo doméstico. As projegdes serdo alcangadas, dependendo
iretamente da aplicagdo da higiene na fabricagio, do desenvolvimento da
cnologia de embalagem e da manutengdio correta de baixas temperaturas na
adeia de frio desde a distribuicdo, armazenagem, manuseio e uso pelo
onsumidor. O sucesso dependerd da obtengdo de alimentos seguros, com
ualidade semelhante a de produtos frescos disponiveis na mesa do consumidor
schlimme, 1995). Para atender a este consumidor e satisfazer esta demanda,
ovas técnicas t€ém sido desenvolvidas pelas indistrias de processamento de
limentos (Hobson e Tucker, 1996).

A obtengdo dos produtos horticolas minimamente processados ou pré-
rtados envolve operagGes de lavagem, descascamento, aparamento, corte,
mbalagem € armazenamento dos produtos frescos, visando conferir higiene,
»nveniéncia, rapidez no preparo e, mais freqiientemente, produtos prontos para
rvir (Hobson e Tucker, 1996).

Nos Estados Unidos, a elaboragdo de produtos pré-cortados ¢ realizada
or empresas localizadas proximas a drea de producdo, que utilizam matérias

rimas de melhor qualidade e sdo distribuidas nacionalmente a mais de 4 mil



=] quilometros de distincia, possibilitando uma vida util de 14 dias. Os fabricantes
regionais, que atendem a uma demanda especifica, recebem a matéria prima 4 a
7 dias apds a colheita, na hora da preparago, e dispdem de apenas 7 dias para
comercializagdo (Watada, Ko e Minott, 1996).

Em paises como Estados Unidos e Inglaterra, estima-se que mais de
70% dos alimentos que entram nas cozinhas domésticas passaram por algum
processamento. As pesquisas demonstram que o tempo destinado 4 preparagic
de refeicbes domésticas estd caindo, enquanto restaurantes e lanchonetes
continuam a crescer em popularidadé (Hobson e Tucker, 1996).

A grande aceitagio dos produtos minimamente processados em
restaurantes e instituicGes deve-se a4 auséncia da necessidade de lavagem, aparo
ou corte das frutas e hortalicas. Além disso, os custos de transporte sdo
reduzidos pois o material de descarte, muitas vezes maior do que 40-50%, &
removido antes (Bolin et al.,, 1977; McDonald, Risse ¢ Barmore, 1990). Um
outro aspecto importante no desenvolvimento da indiistria de pré-cortados estd
relacionado com o seu potencial para criar um grande niimero de empregos para
trabalhadores horistas (Zagory, 1997).

A chave do sucesso nas vendas de produtos frescos minimamente
processados poderd ser a oferta constante de produtos uniformes de alta
qualidade (How, 1990). A baixa qualidade dos produtos poderd afetar a
confianga dos consumidores e diminuir o crescimento do mercado (Zagory,
1997).

Segundo Schlimme (1995), os pardmetros usados para a
comercializagdo de frutas e hortalicas minimamente processadas sdo: o controle
de temperatura, o retardamento na perda de umidade, a alteragdio da composi¢io
da atmosfera ao redor do produto, a embalagem e o controle microbiolégico do
produto. O alto nivel na qualidade sensorial é um requisito importante para o
sucesso na comercializacdo de frutas e hortalicas minimamente processadas.



Assim, a manutengéo do produto na temperatura adequada imediatamente apés a
olheita, durante a sua distribuicio e até o seu comsumo, é o fator mais
mportante na obtengdo de frutas e hortalicas minimamente processadas
Schlimme, 1995).

.2 Fatores relacionados a qualidade, vida itil e processamento

..2.1 Cultivares e maturaciio

:> Todos as frutas e hortalicas minimamente processadas sdo pereciveis e
lemonstram répida deterioragio na qualidade pés-colheita sob armazenamento
mbiente. Estes produtos sdo mais pereciveis do que os produtos frescos nio
rocessados devido aos danos nos tecidos resultantes das operagdes do
rocessamento. Estes danos fisicos aumentam a respiragdo e a produgdo de
tileno em minutos, que associados, aumentam as taxas de outras reagdes
ioquimicas responsdveis por mudangas na cor, odor, textura e qualidade
wutricional (Cantwell, 1992).

Muitos fatores influenciam a qualidade de frutas e hortaligas
ninimamente processadas, incluindo as condigdes de cultivo e praticas culturais,
ultivar ¢ maturidade na colheita, métodos de colheita ¢ manuseio, padrdes de
nspe¢do e duragdo e condi¢Ges de armazenamento. Um sistema de manuseio
ntegrado confere maior controle nos fatores de qualidade (Shewfelt, 1987;
\llen e Pierson, 1988).

Sinais de murchamento sdo o defeito principal na qualidade de vegetais
olhosos (Yano, Kojima e Torikata, 1981). A natureza da demanda por produtos

ninimamente processados requer que eles sejam visualmente aceitiveis, com



aparéncia de frescos, tenham qualidade uniforme fora da embalagem e sejar
razoavelmente livres de defeitos (Cantwell, 1992).

Um fator importante na obtengdio de frutas e hortalicas minimament
processadas esté relacionado a cultivar ou variedade. A selegiio de variedade
que apresentem um maior tempo de vida til pode ser importante. Tal selegd
pode incluir mutantes ou vegetais geneticamente modificados cor
amadurecimento mais lento, melhor retengio da textura ou melhore
caracteristicas de sabor e odor (Romig, 1995).

Segundo Lépez-Gélvez, Satveit e Cantwell, (1996a), embora o alfac
tipo Iceberg seja predominantemente usado na preparagio de saladas, outro
tipos estio agora sendo usados em saladas mistas. InformagGes sobre «
comportamento pés-colheita destes outros tipos de alface nfo existem e s
necessdrias especialmente visando a sua qualidade em embalagens de salada:
prontas.

A qualidade ¢ a vida util do alface minimamente processado varis
dependendo da cultivar, condigSes culturais ou fatores pré-colheita, maturidade
procedimentos no processamento e condigdes de armazenamento comc
temperatura, concentragdes de O, e de CO, e concentragio de etileno (Bolin ¢
Huxsoll, 1991 e Bolin et al.,1977).

O modo de preparo do alface minimamente processado pode ter um
grande efeito na qualidade e na vida de armazenamento, devido as diferencas ns
quantidade de danos causados. A estabilidade do alface é afetada pela maneira

"~ como é cortado. O uso de lAminas afiadas duplica o seu tempo de vida atil se
chomparado com o corte usando facas cegas (Bolin et al., 1977; Bolin e Huxsoll,
1991 e Cantwell, 1995). A reducdo do tamanho do corte também reduz a vida de
armazenamento do alface. O fatiamento do tecido que resulte em menor
exsudagio da seiva celular aumenta a vida de armazenamento quando
comparado ao corte em pedagos (Bolin et al., 1977). Ndo somente a quantidade



le cortes, mas também a diregio do corte afeta a deterioracdo de frutas e
ortalicas minimamente processadas (Zhou, Abe e Zwata, 1992).

=)A lavagem ¢ importante para a remogio do fluido celular que cobre o
roduto apés o fatiamento. Este fluido celular contém sistemas enziméticos
wito ativos. Quando catecol foi adicionado & superficie do alface picado,
correu um rdpido escurecimento, indicando a presenga de polifenoloxidase.
stes sistemas enziméticos ativos podem explicar a ripida deterioragdo do
iface, se este material, que ¢ liberado durante o corte, ndo for removido da
uperficie através de lavagem (Bolin et al., 1977).

A maturidade na colheita das frutas e hortaligas é um fator que afeta o
rocessamento e a qualidade do produto (Shewfelt, 1993). O alface cortado para
iladas frescas apresentard o nivel de qualidade desejado somente se o
rocessamento for realizado em local préximo ao ponto de consumo (Huxsoll e
olin, 1989).

Virios tratamentos quimicos para imersdo de vegetais sdo descritos na
teratura. Foram testadas misturas de fosfato de célcio, fosfato de sédio, fosfato
ibasico de sodio, pirofosfato tribisico de sédio e bissulfito, mas ndo
presentaram vantagem alguma para o produto. A vida til do alface cortado ndo
yi aumentada pela aplicagio de diferentes tratamentos incluindo sulfito, cloro e
Jlugdes de fosfato de calcio (Bolin et al., 1977). Estes resultados estio de
sordo com as observagdes de Priepke, Wer e Nelson (1976), que concluiram
ne tratamentos quimicos ndo apresentam, em geral, valor algum.{A lavagem
ara remover o contetdo celular livre que ¢ liberado pelo corte é um importante
specto para prolongar a vida 1til do alface cortado, mas a lavagem pode ser
:alizada com 4gua pura, sem necessidade de adi¢do de preservativos. S

Bolin e Huxsoll (1991) utilizaram solu¢des de 4cido citrico, cloreto de
ilcio e cloreto de zinco em banhos de imersdo para prolongar a vida Gtil do

face cortado e néio obtiveram resultado efetivo.



O tempo maximo de vida atil do alface cortado em plantas
processadoras para saladas ou uso em sanduiches e vendidos em sacos plésticos
¢ de 2 a 3 semanas, dependendo do processamento, embalagem e condigdes de
armazepamento. A vida itil estd relacionada com a fisiologia do alface e 2
microbiota presente (King e Bolin, 1989).

A taxa de evaporagdo em tecidos de frutas e hortalicas minimamente
processadas € drasticamente aumentada pela exposigdo do interior dos tecidos
cortados “a atmosfera externa, devido a redugdo da pressdo de vapor da agua.
Impedir a dessecagdo na superficie do tecido cortado é um aspecto critico na
manutencdo da qualidade visual e aceitabilidade de alguns produtos (Brecht,
1995). Entretanto, para a maioria das frutas e hortalicas minimamente
processadas, a centrifugacio ou outros procedimentos sdo recomendados para a
completa remogdo da dgua e leve dessecagdo da superficie, com o objetivo de
reduzir o crescimento microbiano (Cantwell, 1992). Herner e Krahn (1973)
verificaram que se a superficie do alface for deixada imida, o seu tempo de
armazenamento € reduzido drasticamente.

% Em resumo, alguns fatores sio criticos para a manutengio da qualidade
e da vida util de frutas e hortalicas minimamente processadas. O uso de matéria
prima de excelente qualidade, a redugio do dano mecdnico antes do
processamento, o corte usando liminas afiadas, o enxigiie das superficies
cortadas para remover os nutrientes celulares liberados, a centrifugagdo para
remover completamente a igua e causar ligeiro ressecamento, a embalagem
mantida sob ligeiro vicuo e a manutencdo da temperatura do produto a 1 ou 2°C
durante o0 armazenamento e manuseio sdo os aspectos principais para a obtengdo
de produtos com qualidade.
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.2.2 Temperatura

Temperatura e umidade sdo necessarios para manter a integridade da
1aioria das hortalicas. Quando altas temperaturas e baixa umidade prevalecem,
corre répida transpiracio e os vegetais murcham. Sob estas condigSes a perda
e vitamina C e caroteno em vegetais folhosos foi maior que 50% (Ezell e
Vilcox, 1959; 1962).

.//? O controle da témperahna ¢ a técnica disponivel mais usual e importante

a minimizagdo dos efeitos do ferimento em frutas e hortalicas minimamente
rocessadas. As reagGes metabélicas nos produtos integros sdo reduzidas de
nas a trés vezes para cada 10°C de redugdo na temperatura. O aumento nas
1xas de respiragdo e produgdo de etileno, bem como outras reagdes associadas
o ferimento, sdo minimizadas quando os produtos frescos sdo processados em
'mperaturas baixas. O enxigiie com 4gua fria seguido do processamento pode
:r benéfico para diminuir e ajudar a manter a temperatura baixa. A temperatura
a 4gua de enxdgiie deve estar o mais proxima possivel de 0°C para que se
lcance os melhores beneficios. Baixas temperaturas durante o transporte,
rmazenamento e nos pontos de venda diminuem o amadurecimento e outros
rocessos metabolicos, reduzem a deterioragédo e podem minimizar os efeitos do
ileno (Brecht, 1995). A manutengio da temperatura a 1 ou 2°C acima do ponto
e congelamento ou acima do ponto em que a injiria pelo frio ocorre, pode
amentar a vida Wtil em pelo menos 3 a 5 vezes ou mais, quando comparado ao
rmazenamento a 10°C (Wills et al.,1989). .

Baixas temperaturas retardam a respiracio e a transpiragdo de frutas e
ortalicas frescas. Portanto, o pré-resfriamento dos tecidos da planta que esta
'spirando rapidamente ou alcangando a senescéncia, como os vegetais folhosos,
necessirio para diminuir as mudangas metabélicas. Convém salientar que a

:dugdio no teor de nutrientes é inevitivel mesmo durante o armazenamento
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refrigerado (Klein, 1987). Mais da metade do acido ascérbico presente em folha:
de alface foi perdido durante 6 dias de armazenamento refrigerado (Zepplin ¢
Elvehjen, 1944). Friedman (1951) observou que o resfriamento sob vicuo er:
benéfico para a manutengéo da qualidade de saladas de alface.

Muitos fatores afetam a estabilidade do alface cortado durante o sex
armazenamento, sendo a temperatura o mais importante. Porgdes armazenadas &
2°C mantiveram a sua aceitabilidade comercial por um periodo 2,5 vezes maioi
do que 0 mesmo produto mantido 4 temperatura de 10°C (Bolin et al., 1977).

O alface cortado e armazemado a 5°C tem uma vida uti
significativamente menor, determinada pela avaliagio da aparéncia e odor, dc
que o armazenado a 1°C (McDonald, Risse ¢ Barmore 1990).

Bolin et al. (1977) reportam que mantendo o alface cortado em
temperatura baixa, usando facas afiadas, minimizando o dano celular,
removendo o liquido da superficie e reduzindo a populagdo de bactérias, pode-se
conseguir um aumento da sua vida Gtil. A lavagem e a secagem do alface picado
também sdo etapas importantes para o aumento de sua vida atil.

2.2.3 Atmosfera modificada

Frutas e hortalicas minimamente processadas sio constituidas por
tecidos vivos, sujeitos a respiragio e ao metabolismo catabélico. Procedimentos
visando a reducéio da taxa de respiracdo diminuem a qualidade sensorial devido
a mudangas oxidativas de pigmentos e lipideos; contudo, podem também
diminuir as mudangas bioquimicas oxidativas que levam & senescéncia dos
tecidos. A embalagem de produtos minimamente processados em filmes
poliméricos impermedveis, contentores semi-rigidos ou ambos, pode reduzir a

concentragdo de O, e aumentar a concentragio de CO, na atmosfera da
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:mbalagem, diminuindo as mudangas na qualidade e aumentando a vida util do
iroduto (Schlimme, 1995).

A embalagem em atmosfera modificada é amplamente utilizada para
rutas e hortalicas minimamente processadas, embora nfo seja suficiente para
mpedir o comego da fermentagdo sob as condigées normais de comercializago
Cameron, Talasila e Joles, 1995). Filmes plasticos semi-permedveis sdo
scolhidos de tal maneira que a sua permeabilidade e a taxa de respiragdo do
roduto possam ser combinados para obtencdo de uma atmosfera de equilibrio
lentro da embalagem. Devido & taxa de respiragdo, a composigio gasosa no
nterior da embalagem varia com o tempo até alcancar uma atmosfera de
quilibrio, que € funcdo basicamente do tipo e quantidade de produto, das
aracteristicas do filme utilizado, da atmosfera inicial ¢ da temperatura de
rmazenamento.

A atmosfera modificada que melhor mantém a qualidade e a vida de
rmazenamento de produtos minimamente processados apresenta uma faixa de
xigénio de 2 a 8% e concentragdes de di6xido de carbono de 5 a 15%.
-oncentragSes de mondxido de carbono de 5 a 10% sob condigdes de baixa
oncentragdo de oxigénio (< 5%) retardam o escurecimento e reduzem o
rescimento microbiano, aumentando a vida itil de alface e outros produtos
Brecht, 1980; Kader, 1980; Mazollier, Bardet ¢ Bonnafoux, 1990; Cantwell,
992).

Os materiais co-extrusados que apresentam maior aplicabilidade para a
mbalagem de frutas e hortalicas tém sido fabricados através de misturas de
olietileno (PE), combinando polietileno linear de baixa e média densidade com
tileno acetato de vinila (EVA). As resinas de PE sio boas barreiras para a
midade ¢ o EVA apresenta uma difusividade para o O, maior que as resinas de
E. A espessura tipica destes materiais ¢ de aproximadamente 2 milipolegadas
neares para sacos e 0,6 milipolegadas lineares para filmes aplicados. Estes
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materiais co-extrusados tém uma taxa de difusdo de oxigénio de 3000 a 700(
cm’ e uma taxa de difuséo de vapor d’4gua de 0,5 a 1,2 gramas (Barmore, 1987).

Visando a comercializagio institucional, a embalagem de grandes
volumes de hortalicas pré-cortadas, particularmente para alface, utiliza um
sistema de atmosfera modificada para minimizar o escurecimento. Neste caso, ¢
material da embalagem € constituido de sacos de polietileno ou de materiais co-
extrusados que apresentem uma taxa de difosdo ao O, de 3000 a 4000 cm®. O
produto € embalado sob ligeiro vicuo para reduzir o volume vazio e para abaixar
o volume de O, (Barmore, 1987).

As taxas de difusdo do O, sdo comumente usadas para descrever os
filmes e sdo cerca de um ter¢o a um quinto das taxas de difusdo do CO,
(McDonald, Risse e Barmore 1990).

Na embalagem de produtos minimamente processados, filmes com
multicamadas, freqlientemente com acetato de vinil etileno, podem ser
fabricados com diferentes taxas de difusdo de gases. Para alface cortado, tém
sido usados, sacos de polietileno co-extrusado com 8% de acetato de vinil
etileno com espessura de 0,06 mm (Cantwell, 1992).

Frutas e hortalicas minimamente processadas apresentam niveis de
atividade metabélica maiores que as de produtos intactos, incluindo altas taxas
de respiragdo e de producdo de etileno. As propriedades de difusdo dos gases
também sdo completamente diferentes, apresentando um menor gradiente de
concentra¢do de gases dentro do tecido. (Kader, Zagory e Kerbel, 1989).

As difusividades do CO; e do O, no filme utilizado para a embalagem
sd0 essenciais para manter a atmosfera dentro do produto e nio causar o
desenvolvimento de odores desagraddveis ou danos fisiolégicos nas condigdes
ideais de armazenamento (Barmore, 1987).

Os resultados encontrados por McDonald, Risse e Barmore (1990)
indicam que a taxa de difusdo de gases no filme e a temperatura de
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irmazenamento sdo importantes no aumento da vida util do alface cortado, em
;oncordincia com outros autores (Bolin et al., 1977; Krahn, 1977). McDonald,
lisse ¢ Barmore (1990) observaram também que a descoloragio e o
iparecimento de odores estranhos podem ser detectados sensorialmente quando
s niveis de CO, estdo acima de 20%. Abaixo deste valor, nenhuma destas
mormalidades foi detectada. Todos os sacos mal selados apresentavam
scurecimento devido & elevagdo dos niveis de O,.

O diéxido de carbono, em niveis elevados, pode ser prejudicial para
Iguns tecidos de plantas. Em alface, alto nivel de CO, ( > 2%) pode causar
lesordens (manchas marrons). Neste caso, o alface cortado é mais tolerante que
' produto intacto (Ballantyne, Stark e Selman, 1988b e Mateos et al., 1993b). No
ntanto, segundo Siriphanic e Kader (1985), elevados niveis de CO, retardam o
scurecimento em alface. A qualidade do alface cortado foi mantida pelo
ontrole da atmosfera da embalagem utilizando uma concentragsio de 10% de
‘0, e de 3% de O, (Barriga et al., 1991).

Segundo Barriga et al. (1991), a qualidade visual do alface, diminuiu no
ecorrer do armazenamento e as mudancas foram semelhantes em atmosfera
mbiente, com 3% de O, e com 3% de O, + 5% de CO,. A qualidade visual foi
ignificativamente preservada sob atmosfera formada por 3% de O, e 10% de
‘0, prevenindo o escurecimento. O CO, é conhecido na prevengio do
scurecimento dos tecidos danificados pelo bloqueio na produgio de compostos
:nélicos, bem como na inibigo da atividade da polifenoloxidase (Siriphanich e
ader, 1985). Possivelmente, altos niveis de CO, podem exercer um grande
feito na vida itil do produto.

O alface cortado fermenta quando o nivel de O, dentro da embalagem
r menor ou igual a 1% (Ballantyne, Stark ¢ Selman, 1988b ¢ McDonald, Risse
Barmore 1990). Baixos niveis de O, porém sem anaerobiose, aparentemente
‘duzem o escurecimento e a senmescéncia de alface pré-cortado e floretes de
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brécolis (Ballantyne, Stark e Selman, 1988a, 1988b e McDonald, Risse
Barmore 1990).

King Jr. et al. (1991) reportaram que a avaliagio pela escala visua
demonstrou a influéncia da embalagem na qualidade visual do alface picado. A
nota inicial 9 indicava excelente qualidade visual. Apés a estocagem, a nota d:
avaliagdo visual caiu para 7 (bom) na embalagem selada, enquanto para :
embalagem n#o selada, a nota foi 3 (pobre).

Krahn (1977) reporta que a melhor qualidade do alface cortado fo
obtida embalando o produto em um filme de polipropileno, na qual :
modificagdo da atmosfera propria gerada encontrava-se com 9% de CO, e 11%
de O,, a 0°C, em 2 semanas. Ballantyne, Stark e Selman (1988b) reportam que (
menor escurecimento e a auséncia de odores estranhos para alface cortado foram
obtidos pelo uso de um filme de polietileno de baixa densidade e uma atmosfers
modificada equilibrada em 5 a 6% de CO, e 1 a 3% de O, a 5°C.

Varoquax, Mazollier ¢ Albagnac (1996) notaram que as concentragdes
de CO; nas embalagens de alfaces cultivadas no inverno foram muito maiores dc
que as daquelas encontradas em alfaces cultivados no outono, refletindo, talvez
uma maior taxa de respiraggo intrinseca do alface cultivado no inverno.

Segundo os mesmos autores (Varoquax, Mazollier ¢ Albagnac 1996), ¢
possivel aumentar o tempo de vida Wtil do alface cv. Manteiga minimamente
processado pela manutengdo de niveis baixos de O, e CO,, através da injegdo de
N, visando reduzir a concentragio inicial de O, para menos de 3%. Cultivares
com alta taxa de respiragio e baixo teor de aclicares nfio devem ser
minimamente processados, a exemplo da cultivar Ritmo. Com a concentragio de
O; abaixo.de 3%, e no caso de armazenamento em temperaturas altas ('maiom
que 10°C), a taxa de respiragdo aumenta ¢ o metabolismo do alface muda para o
modo anaerdbio, resultando em acimulo de CO, dentro das embalagens e uma
rapida deterioragdo. O CO, em concentragSes maiores que 10% ajuda a prevenir
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> escurecimento das superficies cortadas e da nervura central das folhas das
sultivares nio sensiveis a desordem denominada “mancha marrom”.

Ainda segundo Varoquax, Mazollier e Albagnac (1996), o
stabelecimento de atmosferas apropriadas, mesmo em caso de temperaturas
iltas, podera requerer filme com baixa permeabilidade ao O, (cerca de 900 ml
), /m’ dia atm) e muito alta permeabilidade ao CO, (cerca de 50000 ml CO, /m?
lia atm). Uma nova geragdo de filmes elastométricos compostos de blocos de
»oliéter amidas pode resolver parte do problema. Estes filmes sdo hidrofilicos e
ua permeabilidade ao CO, aumenta fortemente com o aumento da hidratacio,
nas a difusdo do O, permanece quase constante.

O escurecimento da alface cortada ocorre antes do estabelecimento de
ima atmosfera benéfica decorrente da respiragéio do produto (Cantwell, 1992).

Em alface, um alto teor de oxigénio resulta no escurecimento da
uperficie dos cortes devido & agdo de enzimas como as polifeniloxidases que
atalisam a oxidagdo dos compostos fenélicos presentes na célula. Segundo
lados da literatura, para o alface é necessirio um teor de O, de
proximadamente 3% dentro da embalagem para evitar o escurecimento
nzimatico e a anaerobiose. A literatura indica também que, para o alface, a
roporgéo Gtima de CO; oscila entre 5 a 10%. Concentragdo de CO, superior a
0% estimula a produ¢do de alcoois, com consegiiente desenvolvimento de
dores e sabores desagraddveis (Mazollier, Bardet ¢ Bonnafoux 1990). Quando a
oncentra¢do de CO, supera 15%, os tecidos sio danificados, evidenciados pelo
parecimento de manchas pardas e lignificagio (Lipton, 1987; Saltveit ¢ Ke,
989; Segall e Scanton, 1996; McDonald, Risse ¢ Barmore 1990; Mateos et al.,
993b). *

Sabe-se que o aumento na temperatura durante o transporte, manuseio e
enda de produtos embalados sob atmosfera modificada poderd causar uma

iminui¢do dos niveis de O, nas embalagens devido i tendéncia da respiragio

17



aumentar mais do que a permeabilidade através do filme polimérico (Kader
Zagory e Kerbel, 1989). A atmosfera desfavoravel gerada pelas altas
temperaturas pode causar disfungdes bioquimicas e fisiolégicas, muitas vezes
caracterizadas por odores estranhos e alterages no amadurecimento (Barmore,
1987).

Embora as embalagens sob atmosfera modificada de frutas e hortalicas
minimamente processadas possam aumentar a vida Gtil destes produtos, elas nic
conseguem superar os efeitos negativos causados pelo aumento da temperatura
(Kader, Zagory e Kerbel 1989). A variagdo na taxa de respiragiio dos produtos €
na difusividade dos gases, as limitagSes impostas pelos filmes poliméricos
disponiveis e a possibilidade de exposigdo a temperaturas elevadas durante o
manuseio e distribuicio nfio permitem que haja uma garantia sobre a
uniformidade da atmosfera contida nas embalagens. Se nio houver um controle
adequado do nivel de O,, este pode atingir um valor abaixo dos niveis de
segurangé nestas embalagens (Cameron et al. 1993). Os riscos incluem nio
somente a perda da qualidade do produto através do metabolismo fermentativo,
mas também pelo potencial de crescimento de patégenos humanos que se
desenvolvem em condigdes anaerdbicas (Hintlian e Hotchkiss, 1986).

Em embalagens fechadas de alface cortado, a concentragio de CO,
aumentou acima de 20% e a de O, diminuiu para 1-2% em dez dias, a 4,4°C
(Priepke, Wel e Nelson 1976).

Para o aumento da vida itil do alface cortado cv. Salinas, quando
mantido entre 1 e 5°C, o tipo de filme plastico a ser usado deve ter uma
permeabilidade difusiva ao oxigénio superior a 3000 ml.m? dia-.atm™, a 22°C
(McDonald, Risse e Barmore, 1990).

Bolin ¢ Huxsoll (1991) reportam que a condigio Otima de
armazenamento a frio foi obtida pela embalagem do alface cortado em sacos
mantidos sob ligeiro vicuo e baixa quantidade de CO.
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Na comercializacio de frutas e hortalicas em embalagens sob atmosfera
nodificada, pode ocorrer um sério problema associado & alta umidade dentro da
‘mbalagem, representado pela condensagiio sobre o filme plastico quando o
roduto € submetido a oscilagdes de temperatura. A quantidade de condensado
ormado ¢ fungdo da diferenca de temperatura dentro e fora da embalagem, do
olume vazio da embalagem e também da natureza do polimero (Cameron,
‘alasila e Joles 1995).

A atmosfera modificada por embalagens seladas diminuiu o crescimento
a microbiota bacteriana, aerébia e facultativa. Por outro lado, a contagem de
sveduras nfo foi inibida pela presenca de atmosfera modificada. As embalagens
omerciais seladas apresentam contagem microbiana significativamente menor
uando comparadas as embalagens nio seladas (King Jr. et al., 1991).

Lépez-Gélvez, Saltveit e Cantwell (1996a) concluem que a magnitude
os beneficios derivados do uso da atmosfera controlada necessita de maiores
ontribuigdes em relagio aos tipos e cultivares de alface, das combinagdes
tmosfera-temperatura e do tempo de vida 1til necessario comercialmente.

.3 Aspectos fisioldgicos e bioquimicos
3.1 Indugdio da respiracfo e do etileno pelo ferimento

'-?Mudangas fisiologicas indesejdveis sio um dos maiores problemas no
rocessamento minimo. Perda da integridade celular na superficie do corte da
ruta ou hortalica destréi a compartimentagio de enzimas e substratos,
rovocando reagdes de escurecimento e formagdio de metabdlitos secundarios
1desejdveis. A senescéncia do tecido pode ser acelerada com o aumento da
roducdo de etileno e da respiragdo préximo a superficie cortada, podendo

correr o desenvolvimento de odores estranhos. Além disso, o exsudado da
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Z> superficie cortada € um meio favorével para o crescimento de fungos e bactéria:
Como o produto € manuseado, a facilidade para a sua contaminagio e para
crescimento da microbiota aumenta, podendo ocorrer riscos para a saiide d
consumidor (Burns, 1995). A redugdo das conseqiiéncias negativas em frutas
hortalicas minimamente processadas podera resultar no aumento da vida wutil
na manuteng&o das caracteristicas nutricionais, da aparéncia e do aroma (Brech
1995).

A fisiologia de frutas e hortalicas minimamente processadas
essencialmente tipica dos tecidos de plantas que foram feridos ou submetidos
condigGes de stress.

-:> O ferimento dos tecidos das plantas pode causar a degradagdo da
membranas lipidicas (Rolle e Chism, 1987). Extensiva degradagio enzimatic:
ocorre nos sistemas de membranas danificados, causando perda de componente
lipidicos e de compartimentaciio de enzimas e substratos. O etileno produzid
por causa do ferimento pode aumentar a permeabilidade das membranas .
reduzir a biossintese de fosfolipideos (Watada, Abe e Yamauchi, 1990).

A desorganizagdo das membranas celulares e das organelas, comy
consequéncia da quebra da cadeia de lipideos, resulta em uma rapida deacilagi
dos glicolipideos nos tilac6ides do cloroplasto (Mazliak, 1983; Rolle e Chism
1987). A deacilagio dos glicolipideos das membranas, fosfolipideos «
galactolipideos resulta na liberagio e actimulo de icidos graxos livres, os quai
sdo toxicos para a maioria dos processos celulares, causando a quebra do
sistemas bioldgicos e inativando proteinas (Galliard, 1979). Os acidos graxos
polinsaturados livres também podem ser degradados por enzimas oxidativa
como as lipoxidases e lipoxigenases (Mazliak, 1983). |

— O aumento na respiragio em tecidos feridos de plantas é ums

Z consequéncia da elevagio na produgdo de etileno. A hidrélise do amido ¢
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mentada e o ciclo dos 4cidos tricarboxilicos, bem como a cadeia de transporte
le elétrons, s3o ativados (Laties,1978).

Com o aumento na drea da exposi¢do dos tecidos injuriados, o ritmo
espiratério aumenta varias vezes. Segundo Brecht (1995), em comparagio com
) produto inteiro, a atividade respiratéria aumenta 1,2 vezes em chicéria cortada,
1,0 vezes em alface cortada e até 7,0 vezes em cenoura ralada.

A taxa de respiragdo dos tecidos de plantas se reduz com baixos teores
\‘/\A/WV\A/W/_\/\/\/\/—\/

le Q, ¢ altos de CO,. Baixos teores de O, reduzem a produgdo de etileno nos
idos e ores de CO, inibem a sintese e a ag¢fo do etileno. Concentragdes
———T e N,

aixas de O, conduzem 2 anaerobiose, caracterizada pela producdo de alcoois,
dores e sabores desagradaveis. Altas concentragses de CO, causam toxicidade
través da dissolugdo dos liquidos celulares, com uma diminuigio do pH que
iode acarretar outras desordens fisiologicas. Segundo Jomes (1989) e Kader,
‘agory e Kerbel (1989), a pH 6,0 ou abaixo, o 4cido carbdnico se dissocia em
icarbonato e fons hidrogénio, causando uma ligeira queda do pH. A destruigio
a clorofila, que leva ao amarelecimento indesejivel em hortalicas folhosas,
ode ser uma consequéncia destas mudangas de pH.

Cantwell (1995) afirma que a taxa de respiragdo para alface cortada,
omparada com o produto inteiro, aumenta em 100%. Segundo adaptagio de
‘hitarra e Chitarra (1990), o quadro abaixo apresenta o efeito da temperatura
obre a taxa respiratéria da alface inteira e das folhas, expressa em mgCO»/Kg.h.

‘roduto Temperatura (C)

0 4-5 10 15-16 20-21 26-27
\Iface(cabega) 6-17 13-20 21-40 32-45 51-60 73-91
\Iface(folha) 19-27 24-35 32-46 51-74  82-119 120-173
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Brecht (1980) mostrou que taxa de respiragio de alfaces inteiras fc
reduzida durante a estocagem quando 1% de monéxido de carbono fc
incorporado no espago vazio da embalagem. O mecanismo de reagéio no qual
CO retarda o escurecimento em alface ocorre provavelmente pela inativagio d
enzima polifenoloxidase. Bolin e Huxsoll (1991), através de testes utilizand
absorvedores de etileno, demonstraram que a producio de etileno nio foi o fato
responsavel pelo escurecimento do produto.

2.3.2 Escurecimento enzimético

— ) O escurecimento oxidativo na superficie cortada é o fator limitante n(
armazenamento de muitas frutas e hortalias minimamente processadas (Brecht
1995). A descoloragéo na superficie do corte de frutas e hortalicas pode ocorre
devido a quebra da compartimentagio que ocorre quando as células si
rompidas, liberando e colocando em contato substratos e oxidases. O ferimentc
também induz a sintese de algumas enzimas envolvidas nas reagdes de
escurecimento ou biossintese de substratos (Rolle e Chism, 1987). A intensidade
do escurecimento em diversos tecidos pode ser afetada pela atividade relative
das oxidases e pela concentragéo dos substratos (Hansche e Boynton, 1986).

=_;_=> Segundo Whitaker e Lee (1995), polifenoloxidase ¢ um termo genéricc
para um grupo de enzimas que catalizam a oxidagio de compostos fenélicos,
produzindo uma coloragéo marrom na superficie cortada de frutas e hortaligas,
Na presenca de oxigénio, um répido escurecimento ocorre devido a oxidagéc
enzimitica dos fenéis para ortoquinonas, as quais rapidamente se polimerizam.
formando compostos escuros, como as melaninas. Os fatores mais importantes
que determinam a taxa de escurecimento enzimdtico de hortalicas e frutas sdo: a
concentragio ativa de polifenoloxidase e compostos fenélicos presentes, o pH,
temperatura ¢ a disponibilidade de oxigénio do tecido. O pH 6timo para a
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tividade da polifenoloxidase varia com a origem da enzima e com o substrato.
Na maioria dos casos, a faixa 6tima de pH esta entre pH 4 e 7. A temperatura de
stabilidade da polifenoloxidase varia com as espécies e com as cultivares
Laurila, Kervinem e Ahvenainen,1998).

Os compostos fendlicos originam-se da hidroxilagdo do acido cindmico,
» qual é formado pela desaminagdo da fenilalanina, catalizada pela fenilalanina
monia-liase (FAL), enzima chave que regula o metabolismo fenilpropantide
Ke e Saltveit, 1989a), levando a formagio de compostos secundarios, como o
cido clorogénio e o icido caféico (Peiser et al. 1998). A atividade da FAL
umenta em resposta a varios tipos de stress, incluindo ferimentos (Ke e
jaltveit, 1989d), exposi¢io ao etileno (Hyodo, Kuroda e Yang, 1978) e
nfecgdes por fungos (Jones, 1984).

Tanto o etileno quanto o ferimento induzem a atividade da FAL em
nuitos tecidos de plantas (Abeles, Morgan e Saltveit, 1992), mas aparentemente
ior mecanismos distintos. Pesquisas usando inibidores da sintese de etileno,
omo 0 AVG (aminoetoxivinilglicina) mostraram que o etileno sozinho nio
ontrola a indugio desta enzima em alfaces (Ke e Saltveit, 1989c). O
scurecimento ocorre quando os produtos do metabolismo dos fenilpropanéides,
3is como virios fenGlicos e possivelmente outros substratos como as
ntocianinas, sdo oxidados em reagSes catalisadas por fenmolases, como a
olifenoloxidase ou peroxidases (Hanson e Havir, 1979).

O maior defeito em alface minimamente processada é o escurecimento
os tecidos cortados. Técnicas que retardam o escurecimento da superficie e das
ontas das folhas incluem o armazepamento em baixas temperaturas (Bolin e
[uxsoll, 1991), atmosferas modificada ou controlada através de O, e/ou CO,
Ke e Saltveit, 1989c; Mateos et al., 1993a,b e Heimdal et al., 1995) e a
tilizacio de antioxidantes (McEvily, Iyengar e Otwell, 1992).
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O ferimento induz o aumento ) da. atmdade da fenilalanina amoma-llas
NN TN e, _/
(FAL) (Hyodo, Kuroda e Yang, 1978; Hanson e Hav1r, 1979; Ke e Saltvei
1989d), da polifenoloxidase (Kahn, 1977; Bower e Van Lelyveld, 1985) e d\_’
niimero_de Wue contribuem direta ou indiretamente para |
escurecimento. A atividade da FAL : aumentou no tecido das nervuras do alfac
~—————
com ferimentos e armazenadas na presenga e na auséncia de etileno. A atividad

desta enzima aumentou 2,5 e 3 vezes a 5 e 15°C, respectivamente, quando ¢

tamanho das nervuras foi reduzido de 2,5 x 15 para 0,5 x 1 cm. Fatores pré
pos-colheita afetaram a atividade da FAL induzida por ferimentos e a:
subsegqilentes variagSes na qualidade de alface minimamente processado. A tax:
de aumento desta enzima e o indice maximo alcangado foram influenciados pel:
dura¢do do armazenamento antes do processamento. (Lpez-Galvez, Saltveit ¢
Cantwell, 1996b).

O ferimento aumenta a atividade da fenilalanina aménia liase (F AL) e ¢
funcdo do grau de injiria. O ferimento induz altos niveis da atividade da FAIL
ndo somente nas células proximas ao ferimento, mas também nas célula
localizadas a 2,5 cm de distdncia, sendo que o sinal para indugio da FAL ¢
transmitido a uma velocidade média de cerca de 0,5 cm.h ! do local da injiria
As wmwm a concentraco de diversos s compostos fen6licos sohiveis
(catequinas, écido clorogénico e 4cido cafexccp dos tecidos adjacentes, que sic
facllmente ox1dados, em mmutos, a substanclas ‘marrons pela;p\d@g\/\c%xuiasi
ex1stente nos tecldos do alface (Keie Saltvert, 1989c¢).

Alguns p&sqmsadores (Couture, Cantwell e Saltveit, 1993 e Ldpez
Galvez, Saltveit ¢ Cantwell, 1996b) tém reportado que o aumento da atividade
da FAL correlaciona-se com a diminuigdo da vida atil e da qualidade visual dc
alface minimamente processado. Um aumento na atividade desta enzima foi
observado antes do aparecimento do escurecimento em alfaces minimamente
processados, e segundo esses autores este fato pode ser usado para predizer a
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ida 1til do produto devido & correlagdo existente entre a indugio da FAL pelo
tileno ou pelo ferimento e a avaliagdo da qualidade do produto.

Couture et al. (1993) concluem, em seu trabalho, que nenhum atributo
>stado no primeiro dia do experimento pode ser usado para predizer a vida iitil e
qualidade final do alface minimamente processado. A avaliagio dos sintomas
e “russet spotting”, teor de fenélicos e a qualidade visual medida no inicio do
xperimento nfio estdo significativamente correlacionados com a qualidade final
o produto. No entanto, a atividade da FAL induzida pelo etileno no terceiro e
uarto dias estd significativamente correlacionada com a qualidade final do
rmazenamento do alface minimamente processado, tratado com etileno, uma
ez que neste periodo a atividade elevou-se de 250% para 530%. Desta forma, a
tividade da FAL induzida pelo etileno possivelmente pode ser usada como um
idicador para a predigdo da vida de armazenamento e da qualidade final do
Iface minimamente processado.

“Russet spotting” (RS) € a maior desordem fisiolégica induzida pelo
lileno, em cultivares Iceberg, também chamado de alface crespo, caracterizada
elo aparecimento de numerosas € pequenas (1 a 2 mm de didmetro), pintas
1arrons a0 longo dos dois lados da nervura central, podendo se espalhar, em
asos severos, por toda a folha. AplicagGes de célcio ou auxinas inibem o
esenvolvimento de RS e também a atividade da FAL (Ke e Saltveit, 1986).
stes mesmos autores descobriram que a lignificagio e o espessamento da
arede celular nas lesGes dos tecidos afetados pelo RS foram acompanhadas pelo
cimulo e oxidagiio de flavoné6ides e derivados do acido clorogénico pela
olifenoloxidase. Estas reagdes podem produzir o escurecimento caracteristico
os tecidos afetados pelo RS (Ke e Saltveit, 1988).

Hyodo, Kuroda e Yang (1978), no entanto, ndo encontraram nenhuma
orrelagdo entre a atividade da polifenoloxidase e a desordem fisiolégica.
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A estreita correlagdo entre a atividade da FAL, teor de fenélicos totais ¢
o desenvolvimento de RS suporta a hipétese de que uma alta atividade da FAL ¢
necessaria para a continua produgio de compostos fendlicos usados como
substratos para o desenvolvimento do russet spotting (Ke e Saltveit, 1988).

Condiges pos-colheita que inibem o RS incluem o armazenamento dos
pés de alface a 0°C em atmosferas com baixas concentragSes de O, e altas
concentragdes de CO; ¢ a diminuig#o de injirias fisicas( Ke e Saltveit, 1989a).

Segundo Ritenour, Ahrens e Saltveit, (1995), tecidos de alface expostos
ao etileno e mantidos a 15-20°C mostram picos na atividade da FAL mais cedo,
porém, menores do que os de tecidos mantidos a 5°C. Isto sugere que pode ser
possivel reduzir a atividade da FAL e o subseqiiente desenvolvimento do RS
pela exposicdo dos tecidos a temperaturas elevadas, antes que os sintomas

visuais aparecerem.

2.3.3 Aciio da temperatura e da atmosfera modificada

Bown (1985) reporta que elevadas concentragdes de CO, podem
diminuir o pH intracelular em tecidos de plantas. Isto pode acarretar mudangas
na atividade de muitas enzimas e na distribuigdo de auxinas, giberelinas e de
alguns acidos orginicos. Na atmosfera com 20% de CO,, o teor de fendlicos
totais foi reduzido, provavelmente devido a uma diminuigio da atividade da
FAL. Quando os tecidos foram expostos ao ar a 20°C, o teor de fenélicos
rapidamente aumentou em resposta ao retorno, ao valor normal do pH
citoplasmético e do restabelecimento da atividade da FAL, a qual, conforme
Shaw, Bolwell e Smith, (1990), esté localizada no citoplasma e tem sua méxima
atividade em pH 8,5 (Siriphanich e Kader, 1985). A redugéo da atividade da
FAL pode ocorrer se o pH citoplasmitico se distanciar do seu valor 6timo.
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Heimdal et al. (1995) observaram que o escurecimento enzimético do
lface cortado foi inibido, a0 menos por 10 dias, através da embalagem sob
acuo moderado em sacos de polietileno com espessura de 80 pm. O tempo de
rmazenamento superior a 10 dias deve ser evitado devido ao aumento de odores
stranhos dentro das embalagens, apesar da boa qualidade visual.

Mateos et al. (1993a) afirmam que o escurecimento pode ser evitado ou
:duzido pelo uso de atmosferas ricas em CO,.

Respostas do alface a elevadas atmosferas de CO, incluem uma
iminuicdo na acidez tituldvel, indugéo da fenilalanina aménia liase, acimulo e
xidagdo de compostos fenodlicos soliveis e lignificagio da parede celular
singh, Wang e Salunkhe, 1972; Siriphanich e Kader, 1985, 1986; Ke e Saltveit,
989d).

Segundo Mateos et al. (1993b), a exposigdo do alface a concentragdes
2 CO, acima de 2% pode causar uma desordem fisiolégica denominada mancha
arrom. Os sintomas aparecem inicialmente, na superficie da nervura central da
ilha, como uma 4rea amarelada, tornando-se mais delineada. E caracterizada
2la ocorréncia de dreas necréticas superficiais ovaladas e irregulares com
argens que sdo freqiientemente mais escuras do que o centro afundado das
soes.

Segundo Lépez-Gélvez, Saltveit ¢ Cantwell (1996a), o escurecimento é
principal causa da perda de qualidade em alface minimamente processado. A
cidéncia da desordem denominada mancha marrom varia entre os tipos de
face, mas uma atmosfera com 3% de O, e 10% de CO, controla efetivamente
ta desordem. O beneficio obtido pelo uso desta atmosfera na manutengdo da
1alidade das saladas difere e depende do tipo de alface utilizado e da
)ymposicéo da salada.

O alface minimamente processado, ao contrério dos pés inteiros, sdo
enos sensiveis & injiria pelo CO, (McDonald, Risse e Barmore 1990). Isto
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também foi comprovado por Mateos et al.(1993a), que observaram que tant
para os pés inteiros como para os segmentos de tecidos cortados da mervur:
central da folha do alface, 0 armazenamento sob atmosfera a 5% e a 10% de CO
ndo influenciou significativamente as concentragdes de etanol e de acetaldeido
Ja o tratamento com 20% de CO, aumentou acentuadamente a concentragio d
etanol e moderadamente a concentragdo de acetaldeido em ambos os produtos
Entretanto, a concentragio de etanol e de acetaldeido nos segmentos cortados d:
nervura central foi somente a metade daquelas dos pés inteiros de alface.

Para o alface cortado, a mancha marrom tem geralmente um meno
efeito na qualidade visual, quando comparada ao escurecimento da superficie
cortada (Mateos et al., 1993b).

2.4 Aspectos microbiolégicos
2.4.1 Fatores de influéncia

No trabalho com frutas e hortalicas minimamente processadas,
consideragSes sobre microbiologia sdo sempre essenciais. Estes produtos sic
obtidos a partir de materiais frescos que podem estar contaminados por
agroquimicos e microrganismos deteriorantes, incluindo bactérias, leveduras e
bolores. Nos vegetais, a microbiota dominante é formada por microrganismos
provenientes do solo (Cantwell, 1992). As principais fontes de contaminag&o por
microrganismos estio no solo, na igua de irrigagio e na falta de condigdes
adequadas de higiene nos utensilios € nos manipuladores, que poderdo veicular
microrganismos deteriorantes e patogénicos. Algumas circunstincias existentes
na produgdo de frutas e hortalicas minimamente processadas aumentam os riscos
bacteriolégicos. A partir das operagdes de aparamento e corte, nutrientes do
interior dos tecidos sdo liberados favorecendo o crescimento ripido de
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microrganismos no produto, nos equipamentos e utensilios (Brackett et al.,
1993). O manuseio humano adicional durante as operages de lavagem, secagem
> embalagem aumenta o risco de contaminagio por patbgenos. Os
nanipuladores sdo vetores na transmissdo de doencas se eles forem portadores.
le patégenos e ndo apresentarem boas préticas de higiene pessoal. Bactérias
;omo Salmonella spp. (Pether e Gilbert, 1971), Shigella spp. (Davis et al., 1988)
 Listeria spp. (Kerr et al., 1993) sobrevivem nas méos dos trabalhadores, o que
lemonstra a importancia da higiene das mios para evitar a transmissdo destes
nicrorganismos.

Robbs (1997) reporta que as infecgdes hospitalares tinham, no periodo
le 1940 a 1965, os estafilococos como microrganismos predominantes. Desde
'ntdo, a microbiota intestinal e as bactérias gram negativas tém assumido lugar
lestacado por incitar doengas infecciosas nos doentes hospitalizados. Maiores
mpactos recaem nos pacientes em precario estado geral, particularmente nas
riangas e idosos com capacidade orginica e imunolégica rebaixadas,
)ermitindo a invasdo de germes oportunistas no hospedeiro combalido. Entre os
atores que podem contribuir, além do pessoal médico-hospitalar e instrumental,
ioderdo concorrer, com elevado potencial de inéculo, as frutas e verduras
nanipuladas ou consumidas “in natura”. Destacam-se como principais
ontaminantes de produtos vegetais, as bactérias oportunistas Pseudomonas
leruginosa € as enterobacterias Enterobacter cloacae e E. agglomerans (=
irwinia herbicola).

Davis et al. (1988) reportam que em 1986, um surto de shigelose
Shigella sonét) ocorreu nos Estados Unidos devido a uma contaminagio de
Iface cortado, distribuido comercialmente, e a origem da infecgdo pode ter sido
los manipuladores da industria processadora. Nunca havia sido relatado que este
ipo de produto poderia ser veiculo deste patogeno. A forma mais efetiva de

Tevenir a contaminagio do produto € a promogdo e a vigilancia na boa higiene
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dos trabalhadores em todos as etapas da cadeia de manuseio do alimento, desd
o0 campo, planta processadora, até ao consumidor.

Brackett (1987), citando diversos autores, relata que bactéria
psicrotréficas patogénicas, como Aeromonas hydrophila, isoladas de vegetai
frescos, podem causar doengas e até morte.

Do aumento da vida util de frutas e hortalicas minimamente processada
ndo € o principal objetivo das indistrias processadoras, que tem como grand
desafio a seguranga do produto (Hurst, 1995).

Segundo Romig (1995), o estado da matéria prima a ser processada e a:
caracteristicas da cultivar selecionada tém um grande impacto na populagio d
microrganismos devido ao seu grau de resisténcia, substrato disponivel «
resposta as condigdes de stress. Bactérias como Pseudomonas spp. e Erwinic
spp., bem como outros microrganismos oportunistas como Leuconostoc, poden
se tornar um grande problema para o aumento da vida 1itil dos produtos. Por isto
a selegéio da cultivar, as préticas culturais pré-colheita, 0 manuseio pés-colheit:
ea clag.siﬁcac;ﬁo da matéria prima sio fatores interativos, e sua otimizagdo ¢
fundamental para a produgdo rotineira de produtos com qualidade.

2.4.2 Microbiota

Nguyen-the e Carlin (1994) reportam que vérios microrganismos poder
ser encontrados em produtos pré-cortados, incluindo uma microbiota mesofilica,
bactérias 4cido-liticas, coliformes fecais, leveduras, bolores e uma microbiots
pectinolitica. Nos produtos processados, a maior populagio é de microbiota
mesofilica, seguida por bactérias 4cido-laticas. Entretanto, o tipo e a populagéic
diferem com o produto, préticas culturais e a sanificagdo (Watada, Ko e Minott,
1996).
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Muitas das bactérias isoladas nos vegetais sdo pectinoliticas e podem
‘ausar a quebra dos tecidos. As bactérias pectinoliticas predominantes sio
irwinia carotovora ¢ as fluorescentes Pseudomonas spp. (Brocklehurst et al.,
1987; Liao e Wells, 1987). Outras bactérias pectinoliticas como Bacillus spp.,
“ytophaga johnsonae, € Xanthomonas campestris também podem ocorrer (Liao
: Wells, 1987). Esses organismos podem crescer em ambientes sob baixa
emperatura, €m que muitos outros niio se desenvolvem.

Saladas de vegetais podem conter outras bactérias que ndo sdo
lecessariamente destrutivas para os tecidos das plantas, como Enterobacter spp.,
lactérias liticas e Pseudomonas spp. (Brocklehurst, Zaman-Wong e Lund,
987).

Garg, Churey e Splitistoesser, (1990) reportam que a microbiota
redominante em vegetais durante o processamento para o preparo de saladas
ortadas ¢ constituida de bastonetes gram-negativos, sendo Pseudomonas spp. as
nais numerosas, ¢ apenas um pequeno nimero de bactérias laticas e fungos foi
dentificado.

Manvell et al. (1986) observaram que bactérias liticas podem
redominar em saladas de vegetais quando estas sdo guardadas a uma
emperatura de 30°C.

Enquanto as bactérias psicotréficas gram-negativas sdo as
redominantes em frutas e hortalicas minimamente processadas (Neelima,
‘hivey e Splittstoesser, 1990), o principal microrganismo deteriorante em
aladas pré-embaladas parece ser uma bactéria pectinolitica, fluorescente da
spécie Pseudomonas marginalis (Nguyen-the e Prunier, 1989).

Segundo Brocklehurst, Zaman-Wong e Lund, (1987) e Saddik, El-
‘herbeeny e Bryam, (1985), salada mista de vegetais apresentaram contagens de
07 a 10° UFC/grama. Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Shigella spp.
oram isoladas de matérias primas vegetais e saladas (Saddik, El-Sherbeeny e
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Bryam, 1985). Ja Brocklehurst, Zaman-Wong e Lund, (1987) isolaram Yersinia
spp. e Escherichia coli em saladas mistas de vegetais.

King Jr. et al. (1991) reportam que a microbiota identificada no alface ¢
constituida principalmente por bactérias e leveduras. A populagdo bacteriana ¢
majoritariamente de bastonetes Gram-negativos (93% do total isolado). O
género mais frequente é de Pseudomonas (56,7%), Serratia (8,1%) e Erwinia
(8,1%). Outros géneros, que apareceram em menor freqiiéncia, incluem
Flavobacterium, Xanthomonas, Janthinobacterium e Alcaligenes. Quanto as
leveduras, os géneros Candida, Cryptococcus, Pichia, Torulaspora e
Trichosporon foram isolados das amostras de alface. Comparativamente, poucos
géneros de bolores foram isolados, sendo identificados os géneros Rhizopus,
Cladosporium, Phoma, Aspergillus e Penicillium.

O aumento na populagdo microbiana em alface pré-cortada podera ter
um impacto direto na vida 1til do produto. Uma maior carga microbiana inicial
diminui a vida de armazenamento (Bolin et al., 1977).

Segundo Robbs (1997), tem sido encontrado, com alguma freqiiéncia,
Pseudomonas aeruginosa hemolitica e produtora de piocianina em alfaces
mantidas em embalagens pldsticas, mesmo cultivadas em estufas, a temperaturas
que variam de 4° a 41°C. Maxcy (1978) reporta que onze diferentes espécies de
bactérias foram identificadas em alface com base na coloragdo de gram,
morfologia e atividade proteolitica e catalase. A contagem total em placas,
encontrada pelo autor, foi 10° UFC/grama para alface inteira. Folhas internas
tém contagens microbianas mais baixas do que as folhas externas.

Robbs et al. (1998) reportam a presenga de Pantoea agglomerans
causando podriddes amareladas em alfaces hidropénicos na regifio serrana do
Estado do Rio de Janeiro, afetando cerca de 80% das bancadas de cultivo. Esta
bactéria € um patégeno oportunista, causando problemas em culturas estressadas
por agentes abifticos e bidticos, possuindo intimeros relatos na literatura
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itopatolégica, ¢ também tem sido apontada como causadora de infecgGes
lospitalares.

Magnuson, King e Torok, (1990) reportam que com base na aparéncia
a colénia, Pseudomonas spp., Erwinia herbicola, Erwinia carotovora, o grupo
a Enterobacter agglomerans e Serratia spp. foram isoladas e estio comumente
resentes em amostras de alface. Andlises das bactérias isoladas mostraram que
‘evidente que o género Pseudomonas predomina na populagdo da microbiota do
lface fresco e armazenado tanto em embalagens seladas como em embalagens
do seladas. Nas amostras armazenadas em embalagens nio seladas de alface
ortado, uma ampla variedade de espécies de leveduras podem ser isoladas. Em
acos selados, somente poucas espécies facultativas anaerébias prevalecem,
endo isoladas com mais frequéncia a Pichia fermentans ¢ a Torulaspora
elbrueckii , tanto para o armazenamento a curto prazo quanto para longo prazo.

Magnuson, King e Torok, (1990) reportam, em seu trabalho, que a
ontagem de bactérias em alface fresco e processado estava na faixa de 10° a 107
JFC/ grama, enquanto a populagio de leveduras estava na faixa de 10° a 10°
JFC/grama. A presenca de fungos ndo foi freqiiente e parece que sua presenca é
evida a uma possivel contaminagio, ndo fazendo parte da microbiota normal do
lface. Bactérias isoladas e identificadas dos pés inteiros de alface foram
iferentes daquelas encontradas no alface processado. Ndo foi identificada
enhuma bactéria gram-positiva no alface cortado. O niimero dos géneros gram-
egativos e espécies identificadas no alface processado foi menor do que no
Iface inteiro, podendo significar que a lavagem durante o processamento pode
:r removido alguns microrganismos provenientes do solo.

Nos experimentos realizados por Magnuson, King e Torok, (1990),
witos isolados de bactérias foram proteoliticos, mas surpreendentemente
oucos isolados foram pectinoliticos. Estes resultados estdo em desacordo com
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aqueles encontrados por Liao e Wells (1987), que isolaram Erwinia carotovora ¢

Pseudomonas spp. fluorescentes do alface, todas pectinoliticas.

2.4.3 Aciio da temperatura e da atmosfera modificada

De acordo com Nguyen-the e Carlin (1994), o efeito da temperatura de
armazenamento pode ser explicado por sua acdo direta sobre a taxa de
crescimento dos microrganismos, determinando a taxa de respiragdo do produto.
0 que causa mudancas na atmosfera gasosa dentro da embalagem, influenciandc
0 comportamento dos microrganismos, e também pode influenciar a taxa de
senescéncia do produto processado, modificando o meio ambiente para os
Microrganismos.

King Jr. e Bolin (1989) reportam que existem bactérias que podem
sobreviver por longos periodos a 5°C, tais como Campylobacter jejuni e
Brucella spp. Outro grupo de bactérias patogénicas que conseguem sobreviver
em temperaturas acima de 5°C, podendo causar risco para a saide, inclui
Bacillus  cereus, Salmonella spp., Staphylococcus aureus e Vibrio
parahaemolyticus.

Segundo Corlett (1989), quando o produto minimamente processado ¢
mantido a uma temperatura igual ou maior que 7°C durante o armazenamento ou
distribuicdo, o crescimento de outras bactérias patogénicas como Clostridium
botulinum, Bacillus spp., Salmonella spp. e Sthaphylococcus aureus pode
ocorrer. Além disto, ao contrario de frutas e hortalicas enlatadas ou congeladas,
este tipo de produto € consumido cru, o que aumenta oOs riscos para o
consumidor.

-7 Hurst (1995) reporta que os maiores riscos bacterioldgicos em frutas e

hortalicas minimamente processadas envolve alguns aspectos como a
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efrigeracéo, todavia nfio confere uma protegdo adequada contra microrganismos
ratogénicos, ja que diversas bactérias patogénicas podem sobreviver e até
nesmo se reproduzir sob condigdes refrigeradas.

Alguns pesquisadores observaram que em produtos embalados sob
itmosfera modificada, existe o efeito metabiético, consistindo no
lesenvolvimento de um determinado microrganismo, tornando as condi¢Ses do
neio mais favordveis para o crescimento de outros, que inicialmente nio
resceriam neste meio. Por exemplo, bactérias e fungos podem crescer em
limentos com pH 4&cido, permitindo posteriormente o crescimento de
Clostridium botulinum (Anderson, 1984; Mundt e Norman, 1982).

Segundo Hintlian e Hotchkiss (1986), sob atmosfera modificada a
nibicdo de microrganismos deteriorantes gram-negativos, tal como as
>seudomonas spp., coincide com o crescimento de bactérias produtoras de cido
atico gram-positivas, como os Lactobacillus.

Berrang, Brackett ¢ Beuchat, (1989) reportam que enquanto o
irmazenamento sob atmosfera modificada inibe a taxa de crescimento de muitos
nicrorganismos deteriorantes, certos patégenos podem se desenvolver sob
ondicoes de baixas concentragdes de O, em niveis perigosos, durante o
rmazenamento. Segundo Wiley (1994), os microrganismos diferem em sua
ensibilidade aos gases usados em atmosferas modificadas. O CO, tem efeitos
liretos e indiretos sobre os microrganismos. Segundo Clark e Takacs (1980), o
mpacto do CO. sobre os microrganismos varia dependendo do microrganismo
'm questdo, da concentragio do gis e da temperatura.

Tratamentos quimicos tém sido de pouco valor no aumento da vida til
lo alface cortado (Priepke, Wei e Nelson, 1976; Bolin et al.,1977). Entretanto,
feitos benéficos da atmosfera modificada tém sido reportados por Priepke, Wel
' Nelson (1976) e Ballantyne, Stark e Selman (1988b), entre outros. Embora a
tmosfera modificada possa mudar o perfil microbiano geral do alimento
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(Brackett, 1987), estes efeitos tém sido pouco estudados (Barriga et al., 1991). A
mudanca verificada com maior frequéncia é a proliferagdo de bactérias gram-
positivas e, mais especificamente, das bactérias 4cido-laticas (Sinell, 1980)

Bennik et al.(1996) relatam a evidéncia de que a microbiota epifitica
tem um potencial de crescimento maior que os microrganismos patogénicos em
produtos embalados sob atmosfera modificada. Contudo, segundo Gorris e
Bennik (1995), fatores de seguranca adicionais devem ser desenvolvidos para o
uso em sistemas de embalagem sob atmosfera modificada, tais como o uso da
biopreservagio que utiliza bactérias 4cido-liticas, que ocorrem naturalmente no
produto, para evitar o crescimento de microrganismos patogénicos.

Beuchat e Brackett (1990) demonstraram que L. monocytogenes pode
crescer em saladas de vegetais frescas embaladas sob atmosfera modificada em
temperaturas rotineiramente utilizadas durante o transporte, comercializagdo e
armazenamento.

Bennik et al. (1996), estudando chicéria minimamente processada,
demonstraram que as condigdes de atmosfera modificada que foram favoraveis
para a qualidade do produto retardaram o crescimento de microrganismos
deteriorantes durante o armazenamento a baixas temperaturas. Contudo,
patogenos psicotréficos inoculados ndo foram inibidos e os autores afirmaram
que a microbiota epifitica tem um maior potencial de crescimento do que os
patogénicos nos produtos armazenados sob atmosfera modificada.

Gibbs, Davis e Fletcher, (1994) afirmam que para o alface cortado
mantido sob severas condi¢des de hipoxia, uma aten¢#io deve ser dada para se
evitar o risco de desenvolvimento de Clostridium botulinum.

Priepke, Wel e Nelson (1976) mediram a taxa de respiracio em fungio
do tempo de armazenamento do alface embalado sob atmosfera constituida
somente por ar ¢ observaram que ap6s dois dias de armazenamento a 4°C, o
acimulo de CO, (respiragdo total) da alface cortada era o dobro do produto
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ntacto. Os mesmos autores mediram a contagem total em placas do alface
nteiro e cortado ¢ observaram que o alface inteiro apresentou uma fase lag de
rescimento correspondente a 2 dias, o mesmo ndo ocorrendo para o alface
ortado; e que a contagem total de microrganismos no cortado aumentou 1000
ezes apés 8 dias quando comparada & contagem do alface inteiro apés 10 dias.
)s autores reportam que a taxa de aumento de microrganismos entre alface
atacto e cortado ¢ aproximadamente igual, apés a fase lag inicial.

Magnuson, King e Torok, (1990) afirmam que existe uma mudanga na
ricrobiota durante o armazenamento a longo prazo, presumidamente devido a
ma menor competi¢do entre leveduras e espécies de bactérias sob condigdes de
wdangas na atmosfera e no metabolismo do alface. Em sacos plésticos néio
elados que apresentam mais oxigénio, maiores variedades de bactérias e de
sveduras sdo encontradas. Existe uma menor diversidade na microbiota
acteriana em sacos plisticos selados pela presenga de uma maior quantidade de
‘02, 0 qual seleciona os microrganismos sobreviventes.

Barriga et al. (1991), utilizando alface cortado cv. Great Lakes,
bservaram a populagdo inicial de microrganismos e as suas mudangas sob
iferentes atmosferas controladas. Os autores nfo encontraram microrganismos
atogénicos aos humanos e concluiram que o controle da atmosfera tem um
equeno ou nenhum efeito sobre a populagdo estudada. Uma atmosfera de 3%
e O; + 10% de CO, manteve uma aceitivel qualidade visual do alface, sem
fetar apreciavelmente o desenvolvimento microbiano.

Segundo Barriga et al. (1991), em alface, tanto a populagio de
licrorganismos mesofilicos aerébios quanto a de microrganismos psicotréficos
umentou de um nivel inicial de 10* para 10’ UFC/g. A populagdo inicial de
actérias dcido-laticas, a qual é influenciada pela estagdo do ano na colheita,
rea geogrifica e cultivar, entre outros fatores, foi maior quando encontrada uma
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alta populagdo inicial. As bactérias acido-liticas nfio sio necessariament
destrutivas para os tecidos da planta (Brocklehurst, Zaman-Wong e Lund, 1987)

2.4.4 Sanificagiio

- .~ Bactérias patogénicas podem freqiientemente contaminar o produte
quando baixas condigSes de sanificagio no campo, nas casas de embalagem e n¢
transporte sdo empregadas (Brackett, 1992, Hurst, 1992). Segundo O’Beim¢
(1990), algumas bactérias que podem estar presentes incluem o Clostridiun
botulinum e a Listeria monocytogenes, que séo patogénicos aos consumidores, ¢
também outros patégenos, como Staphylococcus aureus e Streptococcus spp.
que podem contaminar o produto através dos manipuladores.

O uso de solugdo de cloro com concentragio de .50-200 ppm, comg
agente sanificante, ¢ pritica padrio na lavagem de frutas e hortaligas
minimamente processadas. Torriani e Massa (1994) afirmam que a lavagem nic
elimina todos os microrganismos e que eles podem sobreviver quando estiic
localizados no interior das células ou em areas n#o atingidas pelo agente
sanificante. Tratamentos inadequados com solugdes de cloro podem nic
eliminar patégenos como Listeria monocytogenes (Brackett, 1987) ou reduzis
efetivamente a carga de microrganismos deteriorantes (Beuchat e Brackett,
1990) em frutas e hortalicas minimamente processadas. O pH das solugdes de
cloro deve ser mantido préximo a 7.0 para manter o cloro na sua forma ativa de
4cido hipocloroso (Brecht, 1995).

Segundo Bennik et al. (1996), a redugio da microbiota inicial pela
desinfestagio poderd minimizar a deterioragio microbiana e aumentar a
seguranca do produto, entretanto, a bactéria patogénica Listeria monocytogenes
cresce melhor no produto desinfestado do que sobre o produto nfo desinfestado
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u lavado com 4dgua devido & redugfio da microbiota residente competitiva, e
ndica a importdncia pritica da prevengdo da recontaminagio apés a
lesinfestagdo.

Adams, Hartley e Cox (1989) relataram que as folhas externas de alface
jpresentam confagens maiores em 1 ciclo logaritmico quando comparadas com
s folhas internas, que estdo mais protegidas da contaminagio ambiental. Uma
avagem padrdo em dgua remove muitas bactérias das superficies das folhas,
mbora um némero consideravel de microrganismos permanega nas cavidades,
a juncdo das células epidérmicas e nas dobras da epiderme, resultando na
emogdo, em média, de 92,4% da microbiota do alface. A inclusdo de 100 ppm
e cloro livre na igua de lavagem (pH 9,0) reduz a contagem em 97,8%.
\justando o pH da solugio de hipoclorito de 9,0 para 4,5 a 5,0 com acidos
rginicos, causa-se um aumento de 1,5 a 4,0 vezes no efeito microbiolégico,
evido & presenca de cloro livre. A adigdo de um surfactante, Tween 80, ao
ipoclorito reduz o nimero de microrganismos em 99,6%, mas resulta em
iferencas sensoriais. Ainda segundo Adams, Hartley e Cox (1989), na lavagem
om hipoclorito, as contagens de microrganismos das suspensdes obtidas pela
omogeneiza¢do das folhas de alface diminuiram por mais de 5 ciclos
)garitmicos em 5 minutos. O hipoclorito residual que permanece apés a
\vagem n3o mostra nenbuma efetiva atividade antimicrobiana no alface
tmazenado a altas temperaturas.

Beuchat e Brackett (1990), demonstraram que, em alface, o tratamento
om cloro ndo foi tio efetivo na redugdio da populagio inicial de psicotréficos
>mo foi na redugfio da populagio aerébica mesofilica.

—_;> Segundo Cantwell (1992), as Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) sio
;senciais para o sucesso na comercializagdo de frutas e hortalicas minimamente
rocessadas. A remogdo da terra e contaminantes, através da lavagem com agua
lorada, s50 necessdrias para a redugéo da carga microbiana antes da embalagem

39



do produto. Como a umidade livre aumenta o potencial para o crescimentc
microbiano, torna-se fundamental a remogdo desta 4gua de lavagem por
centrifugacdo ou outros métodos. A implantagio das Boas Préiticas de
Fabricagdo (BPF) e da Anilise de Riscos e Controle dos Pontos Criticos
(HACCP) na inspegio das fabricas que produzem frutas e hortaligas
minimamente processadas sdo necessirias para prevenir e controlar riscos
bacteriol6gicos (Scott, 1993).

Sob a ética do programa HACCP, a preocupagdo maior € a seguranga
alimentar e ndo a qualidade do produto. O uso de HACCP deve ser direcionadc
para prevenir a pr&senga\ie bactérias patogénicas ao homem em alface cortado,
ndo garantindo a auséncia de folhas marrons (Hurst, 1995).

2.5 Hidroponia

O cultivo de alface por hidroponia possibilita sua produgdo durante ¢
ano todo, obtendo-se elevada produtividade, com produtos de boa qualidade ¢
sem o risco de contaminagio de microrganismos veiculados pelo solo.

Segundo Faquin, Furtini Neto e Vilela, (1996), a aplicagdo comercial da
hidroponia se deu a partir de 1930 pelo professor William F. Gerick da
Universidade da Califérnia, que aplicou os conhecimentos da técnica usada em
laboratérios ao cultivo pratico de hortaligas, flores e tubérculos. A partir destes
resultados, o emprego da hidroponia espalhou-se rapidamente pelos Estados
Unidos ¢ Europa. Na segunda guerra mundial, o exército norte-americanc
instalou, com sucesso, unidades de hidroponia em suas bases militares em ilbas
do pacifico para a produgiio de alimentos frescos aos seus soldados, devido as
condigdes adversas ao cultivo tradicional.

Atualmente, o cultivo hidropénico de hortalicas, flores e frutas ¢
encontrado em todos os continentes do mundo. Castellane e Araijo (1994) citam
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[ue a drea de producdo horticola em cultivo sem solo na Europa Ocidental, em
989, superava 6650 hectares.

No Brasil, o cultivo comercial em hidroponia é bastante recente,
oncentrando-se ao redor dos grandes centros urbanos, sendo utilizado
rincipalmente no cultivo da alface (Faquin, Furtini Neto e Vilela, 1996). S6 no
istado de Sdo Paulo, Bernardes (1996) afirma que a produgdo de alface pelo
istema de cultivo sem solo atingiu cerca de 400 mil unidades/més em 1996.

Como em hidroponia o cultivo ¢ feito na auséncia do solo, a ocorréncia
¢ doencas ¢ minimizada, mas nfo eliminada. As principais doencas que
correm em hidroponia atingem, principalmente, as raizes. Quando introduzidos
o sistema, os patogenos se disseminam rapidamente através da solugdo
utritiva que circula por todas as bancadas de cultivo, sendo que a melhor
1aneira de se evitar problemas é a prevengdo. Segundo Tanaka (1995), a 4gua
eve ser sempre de boa qualidade e os reservatdrios livres de contaminagio; os
ubstratos devem ser livres de patogenos e as sementes certificadas e de firmas
loneas; os equipamentos, bancadas e camais devem ser sanificados
eriodicamente com hipoclorito de sédio e deve-se evitar a entrada de insetos € a
resenga de pessoas estranhas e de animais que poderdo atuar como veiculos de
ontaminagdo e dissemina¢do de patégenos no sistema.

Como citado anteriormente, os dados da literatura existentes referem-se
o alface cultivado no solo. Os resultados sdo variados e obtidos a partir de
ondi¢des muito especificas. A cultivar Iceberg é a mais usada em saladas
rontas, mas outras variedades estdio sendo utilizadas em saladas mistas.
‘ontudo, o conhecimento sobre o comportamento pds-colheita destas variedades
inda ¢ limitado (Lopez-Galvez, Saltveit e Cantwell 1996a).

Dificilmente, os dados da literatura podem ser aplicados para as
iferentes cultivares e, ainda mais, para sistemas de plantio diferentes, ja que hd
ma forte influéncia dos fatores pré-colheita e praticas pés-colheita. Para o
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alface hidropénico, niio ha informagdes disponiveis sobre o seu comportament

fisiolégico e microbioldgico durante o processamento minimo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedéncia e sele¢fio da amostra

As plantas inteiras de alface, cultivadas em sistema de hidroponia, foram
procedentes da regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, municipio de Miguel
Pereira, localizado a 113 Km da cidade do Rio de Janeiro, com uma altitude de
518 metros acima do nivel do mar. Segundo o escritério local da EMATER/RJ,
> municipio apresenta um clima ameno, com temperaturas médias didrias
>scilando na amplitude de 9 a 25°C e com temperaturas maximas de 30°C no
verdo e minimas de 2°C no inverno.

A cultivar utilizada foi a Regina, variedade lisa, colhida com maturidade
somercial (35 dias), cultivada em estufas de hidroponia, com excelente condigio
le sanidade e uniformidade. Esta cultivar ¢ resistente a viroses e a condigGes
limiticas adversas. As amostras foram colhidas, ao acaso, pela manhi, no més
le novembro de 1998, e selecionadas por sua uniformidade, pesando, em média,
150 gramas cada uma.

3.2 Metodologia
3.2.1 Processamento

Para remog¢do do calor de campo e do calor vital, foi realizado no
réprio local, um pré-resfriamento das amostras por imersdo em agua fria, a
serca de 5-8°C. O produto foi imediatamente acondicionado em caixas de isopor
som agua fria e transportado para o local de processamento, na planta piloto da
“MBRAPA-Agroindistria de Alimentos.

Utilizando higiene adequada dos manipuladores (asseio corporal, uso de
wventais e luvas) e utensilios (sanificados com 200 ppm de cloro livre), as folhas
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externas, as raizes e o colo das plantas foram cortados com facas afiadas de ag
inoxidavel, e as folhas foram lavadas individualmente em 4gua corrente potave)
sendo as folhas centrais descartadas. As folhas restantes foram cortadas cor
facas afiadas de ago inoxidével, com um tinico movimento e sentido transversa
ao longo da nervura central, de maneira a obter tiras com 20+2mm de largura
Seguindo a metodologia proposta por Hurst (1995), as folhas cortadas foran
entfio lavadas, novamente, por imersdo em 4gua fria (5-8°C) com 100 ppm d
cloro livre, ajustada a pH 7,0, por 15 minutos, e centrifugadas em centrifug;
marca Fanen, modelo 204-NR, a 1500 rpm, por 1 minuto ( 2,3 g). Pré-testes d
centrifugacdo foram realizados utilizando 2800 rpm por 2 min (segundo Bolin ¢
Huxsoll,1991), porém causando danos fisicos aparentes no produto.

O produto foi acondicionado manualmente em sacos plasticos
especificos para folhosas, fabricados pela ITAP Flexiveis S.A., do tip(
BOPP/PEBD (Polipropileno bi orientado/Polietileno de baixa densidade), con
as dimensdes 29,7 cm de comprimento por 26,5 cm de largura interna e com a:
seguintes especificagSes: permeabilidade ao vapor d’4dgua de 3 a 4,5 gramas d«
dgua/m’/dia; permeabilidade ao oxigénio de 1500 cm*m?dia; permeabilidade ac
diéxido de carbono de cerca de 4500 cm*/m?dia; gramatura de 60 gramas/m’ ¢
espessura de 64um. Os sacos contendo 100 gramas de alface cortado foranm
termosoldados e armazenados em cdmaras BOD, marca Fanen, modelo 347
CDG, em temperaturas de 2°C (2+1°C) e 10°C (10£1°C), que representam a
condigdes Gtimas recomendadas e as encontradas a venda no mercado.



O fluxograma a seguir ilustra as fases do preparo da matéria prima:

| Colheita |
J
[ Selegio |
y
| Pré-resfriamento |
{
Remogio das raizes e
folhas externas
J
| Lavagem das folhas |
4
[ Corte |
4
|__Lavagem/Sanificagio |
4

| Centrifugacio |
{
Acondicionamento em
sacos plasticos
4
[ Armazenamento |

As anilises fisico-quimicas, quimicas, bioquimicas, microbiolégicas e
ensoriais foram realizadas aos 0, 3, 7, 10 e 14 dias, para as duas temperaturas
e armazenamento.

2.2 Avaliagbes fisico-quimicas, quimicas e bioquimicas
) Acidez titulivel

Para a determinagdo da acidez tituldvel, pesaram-se 10 gramas da
mostra em becher de 100mL, transferindo para um triturador com cerca de
Omi de dgua sem CO,, em que foram trituradas por 2 minutos e transferidas
uantitativamente pasa um baldo volumétrico de 100mL. O baldo foi levado a
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um aparetho de ultra-som marca Branson, modelo 2210, para a retirada de CO.
por 15 minutos, ¢ a amostra foi filtrada em seguida. A acidez titulivel fi
determinada através de um aparelho titulador marca Schott Gerate, model
Titroline 96, tomando-se uma aliquota de 20mL da solugio da amostrs
titulando-se com uma solugio de NaOH O,0IN até pH 8,0. O resultado fc
expresso em gramas de acido citrico por 100 gramas de amostra.

b) pH

Para a determinacéo do pH, o procedimento no preparo da amostra foi «
mesmo usado para a determinag8o da acidez titulivel, sendo a medida realizad:
através do mesmo aparelho Titroline 96, com o eletrodo imerso na solugfio d:
amostra filtrada, ap6s a devida calibragdo do aparelho.

¢) Diéxido de carbono (CO,)

O CO, presente no interior das embalagens plasticas, foi retirado atravé:
de seringas de vidro, com agulhas de ago inoxidivel e capacidade de 1 mL
especificas para cromatografia gasosa, e determinado durante o armazenamento
através de cromatégrafo a gis, modelo Finigam 9001, equipado com detector di
condutividade térmica e coluna Poropag, utilizando-se como gis de arraste «
hidrogénio, com um fluxo de 25mL/min.. A temperatura do forno foi de 60°C ¢
a temperatura do vaporizador de 100°C. A amostra de CO, foi retirada de dentrc
da embalagem com o auxilio de seringa de vidro, especifica para cromatografi:
gasosa, perfurando a embalagem diretamente, seguida de fechamento do orificic
formado com fita durex. O volume injetado no cromatégrafo foi de 1mL e «
resultado, expresso em porcentagem, obtido através de integrador
computadorizado (Datajet Integrator Thermoseparation, modelo SP  4600),
acoplado ao cromatdgrafo.
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i) Clorofila total

A clorofila total foi determinada apés desintegragsio das folhas em um
1omogeneizador de tecidos, conforme recomendagio de Bruinsma (1963),
itilizando-se 1 grama do material contendo 10mL de 4gua destilada. Ao volume
lo extrato, apés a homogeneizagfo, adicionou-se acetona p.a. até a completa
lescoloracéio, seguida de filtragdio. O volume final do extrato foi de 50mL. A
eitura da absorbancia foi efetuada a 652nm. Os niveis de clorofila total foram
leterminados em miligramas por 100 gramas de folhas, segundo a equagdo
\dotada por Engel e Poggiani (1991):

:lorofila total = [(Ags2 x 1000 x v/1000w)/34,5] x 100 ¢}

nde:

' = volume final do extrato clorofila-acetona

v=peso das folhas em gramas.

)s resultados foram expressos em miligramas por 100 gramas de folha fresca.

) Polifenoloxidase (PFO)

A extragdo foi feita de acordo com o método proposto por Matsuno e
Jritane (1972) e a atividade expressa em unidade por minuto por grama de
ecido fresco, segundo método proposto por Teisson (1979), pelos seguintes
rrocedimentos:

Para a extragio, 100 gramas do tecido vegetal fresco foram
lomogeneizados por 3 minutos em 100 mL de tampdo fosfato 0,05M, pH 7,0,
m um homogeneizador do tipo politron. O produto resultante foi filtrado em
apel Whatman n° 1 a vicuo e centrifugado, logo em seguida, a 10.000 rpm por
0 minutos (100 g). O sobrenadante constituiu a fonte enzimitica. Todo este
rocedimento foi realizado a 4°C. Para a determinagdo da atividade enzimatica,
dicionou-se 0,5mL do extrato enzimético a 1,8mL de tampio fosfato 0,1M (pH
,0) e 2 0,050mL de catecol 10mM (recém preparado). Incubou-se o preparo por
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30 minutos, a 30°C. A reagdo foi interrompida pela adiggo de 0,8mL de 4cid
perclérico 2N. Foram utilizados dois tubos branco, substituindo-se o extrat
enzimitico por dgua destilada. A leitura foi realizada em espectrofotémetro
395nm.

f) Fenilalanina amonia-liase (FAL)

A extracdo foi feita baseada na técnica preconizada por Rhodes
Wooltorton (1971), a qual homogeneizam-se 10 gramas da amostra fresca em 6|
mL de meio de extragéo (Tris/EDTA/sacarose/polivinilpirolidona em 1 litro d
4gua bidestilada, com ajuste a pH 8.0 com HCl 2N) por 3 minutos, pH 8.0, :
4°C. Em seguida, procede-se a centrifugagio por 10 minutos, a 9500 rpm (90 g)
Filtra-se e ajusta-se o pH do extrato sobrenadante a 8.9, com KOH 2N. Para :
determinagdo da atividade enzimitica, adicionou-se 1,SmL da soluga
enzimitica, 1,0mL de Tampao Tris e 0,5 mL de solugdo stock de fenilalanina
Incuba-se em banho maria por 60 minutos, a 40 °C. Para interromper a reagéio
resfria-se em banho de gelo. O branco enzimitico foi waiizado utilizando-s
1,5mL da solugdo enzimitica, 1,0mL de Tampdo Tris e 0,5 mL de agua. Incuba:
se em banho maria por 60 minutos, a 40 °C e resfria-se em banho de gelo. En
seguida, faz-se a leitura. A atividade enzimética é determinada pela diference
entre as leituras utilizando a fenilalanina e o branco enzimatico.

A atividade enzimitica foi expressa em unidade por hora por grama de
tecido fresco, definida como teor de enzima que produz um aumento ns
absor¢d@o a 290 nm de 0,01, por hora (Zucker, 1965).

3.2.3 Avaliacdo sensorial

A avaliagio da aparéncia do alface foi realizada através de uma equipe
de 7 provadores selecionados por sua aptiddo superior em relagdo a cor. Os
provadores participaram, no inicio do estudo, de 3 sessdes abertas a fim de
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dentificar os atributos do alface que seriam avaliados. Amostras do produto em
liferentes estddios de conservagdo, os quais variaram de fresco até bastante
enescente, foram apresentadas as equipes. Os atributos levantados e seus
ignificados sdo mostrados na Tabela 1.

[ABELA 1: Atributos sensoriais da aparéncia e suas definigdes pelos

provadores.
Atributos Defini¢des
0T Tonalidades de verde-claro caracteristica do alface, tom
homogéneo, uniforme, sem manchas ou 4reas descoloradas
ou amarelecidas;
rescor aspecto vigoso, vivo e brilhante;

scurecimento da  areas avermelhadas, escuras e/ou marrons, localizadas nas
lervura central  margens laterais da nervura central;
scurecimento das dreas avermelhadas, escuras e/ou marrons, localizadas nas

ordas margens laterais do tecido cortado e do limbo foliar;

ozido aspecto ressecado, quebradico, murcho, amolecido, sem
rigidez; sem turgor celular

odre aspecto deteriorado, enegrecido, melado, com exsudagio e
odor desagradivel acentuados;

mpressdo global aspecto geral, incluindo todos os atributos juntos,

a aparéncia conferindo qualidade ao produto.

Na realizagdio dos testes propriamente ditos, as amostras foram
odificadas com niimeros de trés digitos e cada provador recebeu, junto com as
uas amostras testadas, duas amostras “dummy” com o objetivo de nio viciar os
rovadores. Os testes foram conduzidos em duas sessGes (manhi e tarde). As
mostras foram apresentadas monadicamente e avaliadas utilizando escala ndo
struturada de nove pontos, variando de acordo com o atributo a ser observado.
\ aparéncia do alface foi avaliada conforme a ficha abaixo:
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Avaliag#o de alface

Nome: Data: Amostra:

Por favor avalie esta amostra de alface quanto i aparéncia marcando nas
escalas abaixo.

Cor nio c?racten'stica caracten’stjca
| I
Frescor pouco muito
|
| I
Escurecimento da .
n tral ninhum mulxto
| ' {
Escurecimento das .
bordas (queimado) nelnhum mu=rto
Cozido as ente m u,nto
i 1
Podre aulsente muito
| |
Impresido global . . .
da aparéncia m!.uto ruim muito lioa
Comentarios:

Os testes foram realizados em cabines individuais de prova nc
laboratério de anilise sensorial da EMBRAPA-CTAA, sob iluminag3o branca
(luz do dia), a fim de possibilitar a avaliagdo dos atributos de aparéncia. As
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imostras foram preparadas no mesmo dia da avaliagio e mantidas sob
efrigeragdo. Cada amostra foi composta utilizando-se trés sacos com 100
wamas de alface cortado. A ordem de apresentagio das amostras seguiu um
lelineamento de blocos completos balanceados, segundo MacFie et al. (1989),
'm duplicata.

As notas conferidas pelos provadores foram tabuladas e as médias
malisadas estatisticamente através da anilise de varidncia e teste de Tukey, para
leterminar a comparagdo miltipla entre médias, através do programa estatistico
sanest (Machado e Zonta, 1991).

2.4 Avaliagcfio microbiolégica

As anilises microbioldgicas realizadas foram: a contagem total em
lacas, contagem de enterobactérias (coliformes totais ¢ coliformes fecais) e
actérias do género Pseudomonas, segundo Speck (1984), visando caracterizar o
stado inicial da flora microbiana e o seu comportamento em resposta as
ondicdes do experimento. A identificagio das colonias puras isoladas foi
ealizada por meio de provas bioquimicas e utilizando-se kits BBL Crystal
dentification Systems Enteric/Non Fermenters, fabricado pela Becton
dickinson e kits API 20E da Analytical Products (enterobacteriaceae e outras
actérias gram negativas), fabricado pela bioMérieux.

) Contagem total

Para cada determinagdio, 25 gramas do alface foram asseticamente
ransferidos para uma jarra de triturador previamente esterilizada do tipo Waring
llendor ¢ homogeneizados por 3 minutos, com 225mL de dgua peptonada
stéril, a 0,1% para obtengdo de uma fina e homogénea pasta. DiluigSes

ecimais em série foram preparadas subseqiientemente, usando 1mL desta
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primeira diluicdo, em 9mL de 4gua peptonada a 0,1%. As placas com meio ¢
cultura préprio para contagem total (Plate Count Agar /Difco) foram incubads
por 48 horas a 35°C e a leitura foi feita em aparelho contador de colénis
Quebec, modelo 3327, fabricado pela American Optical. Os resultados fora:
expressos em UFC/grama de produto fresco.

b) Contagem de Pseudomonadaceae e Enterobacteriaceae

Para a contagem das bactérias do género Psendomonas e da
enterobactérias, o preparo da amostra foi similar ao realizado para a contager
total, utilizando-se as dilui¢Ses, em tubos com tampa rosqueada contendo 9ml
de meio de cultura apropriado para cada caso. Para a contagem de Pseudomonas
foi utilizado o caldo King B ¢ para as enterobactérias foi utilizado o mei
Fluorocult caldo LMX, modificado segundo Manafi e Ossmer, par
identificagdio simultinea de coliformes totais e coliformes fecais, incubados er
estufa a 35-37°C, durante 24-48 horas. O aparecimento de coloragdo azu
esverdeada apés 48 horas nos tubos contendo caldo LMX indicou a presenga d
coliformes totais, ¢ a presenga de fluorescéncia em luz ultravioleta indicou :
presenca de coliformes fecais. A contagem foi realizada segundo Speck (1984)
através da técnica do niimero mais provavel (NMP). Os resultados foran
expressos em NMP/grama de produto fresco.

¢) Isolamento e identificacdo das bactérias

Apbs a contagem, foram retiradas algadas (cerca de 0,1ml) dos meios d
crescimento, Caldo King B ¢ LMX, e foram realizadas riscagens em placas di
Petri contendo 4gar King B (King, Ward e Raney, 1954). As colénias foran
purificadas por repicagens em meio 4gar King B, até a obtengdo de colénia:
puras e, entdo, transferidas para tubos de 4gar King B para posterio
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dentificacdo e conservagdo. As colénias obtidas foram novamente repicadas
)ara tubo inclinado contendo agar King B, observadas em microscépio quanto a
ua motilidade e, através de fitas reativas Bactident (Merck), foram analisadas
|uanto a sua agdo oxidase. A verificagiio de seu metabolismo (fermentativo e/ou
xidativo) foi realizada em égar Hugh e Leifson (1953), usando-se D-glicose
omo fonte de carbono. O procedimento para identificagdo das bactérias foi feito
través de provas bioquimicas e em kits de identificacgio BBL Crystal
dentification Systems Enteric/Non Fermenters, fabricado pela Becton
dickinson e kits API 20E da Analytical Products (enterobacteriaceae e outras
actérias gram negativas), fabricados pela bioMérieux.

2.5 Delineamento experimental e anilise estatistica

O experimento realizado foi um delineamento fatorial com 2
ratamentos, cinco datas de avaliagdo, 3 repetigSes, em duplicata. As anilises de
aridncia das caracteristicas fisico-quimicas e quimicas avaliadas foram
fetuadas através de programa estatistico SANEST (Machado e Zonta, 1991). A
nilise de regressio, a comparagio multipla das médias € a correlagio de
'earson entre as caracteristicas avaliadas, foram realizadas através de teste de
'ukey ao nivel de 1 e 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Acidez

O comportamento da acidez foi semelhante para as duas temperaturas
observando-se uma elevagio até o 10° dia de armazenamento e depois um ligeir«

declinio (Figura 1).
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z
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: 01100 ™ )
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0,090 |- — ~ 10°C: y = 0,09 + 0,00662x - 0,000379x®
4 RI=0,61**
QL [] 1 (] ]
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Tempo de armazenamento (dias)

FIGURA 1. Acidez em alface hidropdnico, cv. Regina, minimamente
processado, embalado em saco plistico termosoldado, durante
armazenamento a 2°C e 10°C.
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Pela anilise estatistica, nio se observou efeito significativo da
temperatura sobre a acidez, quando aplicado o teste de Tukey a 5%. Entretanto,
o efeito do tempo de armazenamento na acidez do produto foi significativo para
as duas temperaturas, mas nfio houve efeito significativo na interagio tempo e
temperatura de armazenamento.

Na tabela Al, apresenta-se o resumo da anilise de varidncia das
caracteristicas fisico-quimicas, quimicas e bioquimicas analisadas.

Bolin e Huxsoll (1991), estudando alface cv. Iceberg minimamente
processada e armazenada em sacos plésticos a 2° C, relatam que a acidez e os
aglicares, nas saladas de alface cortadas, nio variaram durante o armazenamento
por 21 dias. Os valores da acidez encontrados pelos autores, expressos em % de
icido citrico, foram de 0,50.

Os resultados deste experimento so diferentes daqueles obtidos por
3olin e Huxsoll (1991). Para a cultivar hidroponica Regina, estes valores
>stiveram entre 0,09 e 0,13%, bem menores que aqueles encontrados para a cv.
ceberg. Esta diferenca encontrada deve estar relacionada, provavelmente, com o
iistema de cultivo e as condi¢Ses pré-colheita.

1.2 pH

Observa-se que na temperatura de 2°C, n#io houve alteragio nos valores
le pH. Apés leve diminuigdo até o terceiro dia, os valores permaneceram
'onstantes e proximos a 5,90. J4 na temperatura de 10°C, os valores
ipresentaram uma leve diminuicéo até o sétimo dia de armazenamento, quando
iveram um aumento acentuado, aps o décimo dia, atingindo 6,54 (Figura 2).
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FIGURA 2. pH em alface hidropdnico, cv. Regina, minimamente processadc
embalado em saco pléstico termosoldado, durante armazenamento :
2°Ce10°C.

Pela anilise estatistica, houve efeito significativo do tempo d
armazenamento a 10°C bem como na interagdo dos efeitos de tempo
temperatura. Ndo houve efeito significativo do tempo de armazenamento n:
temperatura de 2°C.

Os valores de pH encontrados por Bolin e Huxsoll (1991) para a cultiva
Iceberg minimamente processada e armazenada em sacos plasticos a 2°C, foran
de 6.03, e nfio variavam durante o armazenamento. Para este experimento
realizado com a cv. Regina, os resultados encontrados apresentaran
comportamento semelhante, com valores proximos a 5.91, e niio apresentaran
variagio na mesma temperatura de armazenamento. Na temperatura de
armazenamento de 10°C, ap6s o décimo dia, as diferencas dos valores de pF
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foram acentuadas, tendo em vista que a temperatura mais elevada pode ter
favorecido todas as reagbes metabdlicas, como uma possivel formagdo de
compostos secundirios durante o processo de deterioragio do produto.

Os resultados encontrados na temperatura de 2°C também estdio de
acordo com os experimentos executados por Singh, Wang e Salunkhe (1972),
jue utilizaram a cv. Great Lakes, sob atmosfera controlada (2,5% de O, e 2,5%
e CO,) e temperatura de armazenamento de 3°C, e relatam que nio houve
aumento significativo no pH do alface armazenado.

Tais resultados reforcam o efeito da baixa temperatura na manutencio
las principais caracteristicas e na qualidade final do alface pré-cortado.

1.3 Dioxido de carbono (CO;)

Observou-se tendéncia normal a um aciimulo na concentragio deste gis
levido & respiragdo do produto e & baixa permeabilidade da embalagem ao CO,.

A taxa de variagdo da concentragdio de CO, foi menor a temperatura de
2°C. Nesta temperatura, observou-se uma tendéncia de estabilizagio apés o
iétimo dia de armazenamento, sugerindo um possivel estado de equilibrio. Para
\ temperatura de 10°C, observou-s¢ um aumento mais acentuado na
;oncentracdo de CO,, atingindo, no final do armazenamento, valores préximos a
10.3%. Os resultados encontrados estdo de acordo com o previsto, pois quanto
nenor a temperatura, menor a taxa de respiragio de um produto vegetal,
ustificando, assim a inclinagdo das curvas de evolugio do CO, (Figura 3).
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FIGURA 3. Teor de CO, na atmosfera da embalagem contendo alface
hidropdnico, cv, Regina, minimamente processado, embalado em
saco plastico termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.

Pela anilise estatistica, verificou-se efeito significativo da temperatura e
do tempo de armazenamento, bem como na interagdo dos efeitos de tempo e
temperatura, na variagéo do CO,.

Singh, Wang e Salunkhe (1972), estudando a cv. Great Lakes, sob
atmosfera controlada (2,5% de O, e 2,5% de CO,) e temperatura de
armazenamento de 3°C, observaram que o alface armazenado nestas condigdes
manteve uma melhor qualidade se comparado ao armazenado no ar ambiente,
sob a mesma temperatura. Os autores mostraram o efeito benéfico do CO, na
qualidade do produto.

Neste experimento, para a temperatura de 2°C, houve uma tendéncia ao
equilibrio, quando o teor de CO; esteve préximo a 6%. Este valor estd préximo
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10s encontrados e sugeridos por Ballantyne, Stark e Selman, (1988b) e por
Teimdal et al. (1995) para a obten¢do da melhor qualidade do produto. Este teor
le CO,, junto com a temperatura de armazenamento, provavelmente retardaram
) aparecimento das caracteristicas indesejaveis, como o escurecimento de
nargens ¢ das bordas, afetando a atividade das enzimas envolvidas com a
'volugdo do CO, na respiragdo, tais como a enzima piruvato descarboxilase e a
nalica (Littlefield, 1968). O aumento na concentragio de CO, inibe diretamente
| atividade de diversas enzimas envolvidas na respiragio (Siriphanic e Kader
1985).

Wiley (1994), estudando alface minimamente processado, verificou que
levido aos valores do pH intracelular serem normalmente regulados dentro de
imites estreitos, somente concentragdes elevadas de CO, (maiores que 5%)
ioderdo diminuir o pH intracelular.

Se elevadas concentragbes de CO, podem diminuir o pH intracelular em
:cidos de plantas, isto poderd mudar as atividades de varias enzimas e a
istribuicdo de auxinas, giberelinas, etileno e alguns 4cidos orgénicos. Neste
xperimento, néio foi observada influéncia da quantidade de CO, na diminuicdo
o pH (Figura 2). No armazenamento a 10°C, apés dez dias, apesar da elevada
oncentragdo de CO,, observou-se uma elevaggo dos valores do pH, coincidindo
om a formagdo de alguns compostos secundirios escuros, provavelmente
cofitinas (Figura 2).

.4 Clorofila total

Verificou-se um decréscimo na quantidade de clorofila total durante o
rmazenamento, para as duas temperaturas, sendo mais intenso nos trés
rimeiros dias. Os valores iniciais encontram-se proximos a 213 mg de clorofila

or 100 gramas de amostra. Para a temperatura de 2°C, observou-se um
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decréscimo menos acentuado, com menor degradagio da clorofila, atingind
valores préximos a 150 mg. Nesta temperatura, a menor degradagéo da clorofil
total pode ser atribuida & menor atividade metabélica em temperaturas ma;
baixas. Para a temperatura de 10°C, observou-se, além do decréscimo maj
acentuado, um ponto minimo no sétimo dia, préximo a 130 mg. Apés o sétim
dia, verificou-se um aumento bem acentuado até atingir 180 mg, ao final d
tempo de armazenamento (Figura 4). Este aumento pode estar associado .
possivel formacdo de feofitinas ou outros compostos secundsrios escuros, qu
seriam detectados na leitura Gtica sob 0 mesmo comprimento de onda.

Na anilise estatistica, verificou-se efeito significativo da temperatura
do tempo de armazenamento, bem como na interagio dos efeitos de tempo
temperatura na degradacéo da clorofila.

Os resultados reportados por Watada, Abe e Yamauchi, (1990) indican
que as vias da degradagdo da clorofila diferem entre espécies de plantas e aind:
¢ desconhecido o papel do etileno na ativagiio de outras vias de degradagéio
Altas concentragdes de CO, causam toxicidade através da dissolugio do:
liquidos celulares, com uma diminuigio do pH que pode acarretar outra:
desordens fisiolégicas e degradacio de membranas. A destruigio da clorofila
que leva ao amarelecimento indesejivel em hortalicas folhosas, pode ser um:
consequéncia destas mudangas de pH.

Segundo Yamauchi ¢ Watada (1991), a degradagéio da clorofila constitu
um bom indicador da condiggo fisiol6gica de tecidos de 6rgios verdes.
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‘IGURA 4. Teor de clorofila em alface hidropénico, cv. Regina, minimamente
processado, embalado em saco plistico termosoldado, durante
armazenamento a 2°C e 10°C.

1.5 Polifenoloxidase (PFO)

Observou-se pequeno aumento linear da atividade da enzima a 2°C, com
2l o1

alores iniciais de 15,6 U.min™.g", atingindo 58,3 U.min™.g’ no final do
rmazenamento. A 10°C, apés o décimo dia, verificou-se elevado aumento na
tividade da enzima, atingindo valores préximos a 215 U.min’.g”, bem

uperiores aos valores encontrados a temperatura de 2°C (Figura 5).
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FIGURA 5. Atividade da enzima polifenoloxidase em alface hidropénico, cv
Regina, minimamente processado, embalado em saco plasticc
termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.

Observou-se que na temperatura mais baixa, a atividade enzimitica ¢
menor, ja que as reagdes bioquimicas catalizadas por enzimas apresentam-se
conforme a lei de Arrhenius.

Pela anilise estatistica, verificou-se efeito significativo da temperatura ¢
do tempo de armazenamento, bem como na interago dos efeitos de tempo ¢
temperatura na atividade desta enzima.

Segundo Ke ¢ Saltveit (1989a), o aumento do teor de CO, induz a
atividade de enzima fenilalanina amonia-liase que, por suva vez, aumenta a
produgio de icido cindmico e seus derivados, que serio metabolizados a
compostos fenélicos sohiveis e utilizados como substrato pela PFO, causando o

escurecimento.
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No armazenamento a 10°C, o comportamento da PFO foi diretamente
orrelacionado com o escurecimento do alface, que apés o décimo dia, foi mais
centuado (Figuras 9 e 10) devido, provavelmente, segundo Ke e Saltveit
1989a), ao teor de fendlicos soliveis, como a catequina, epicatequina, icido
lorogénio e seus derivados e a oxidagio destes compostos, pela
olifenoloxidase.

Segundo Nicolas et al. (1994), nenhuma relagio simples entre
scurecimento, teor de fenélicos e/ou polifenoloxidase foi encontrada para frutas

hortalicas. Uma razo para tal, segundo o autor, pode ser o uso de métodos

1adequados para avaliagdo do escurecimento. Outra razio pode ser a maior
omplexidade ¢ o ndo completo entendimento das interagSes entre substratos
2nélicos, co-substratos, antioxidantes, atividades enzim4ticas e a polimerizagdo
uimica que resulta nas reagdes de escurecimento. Diferentes cultivares de
iface nfio apresentam idénticas atividades de escurecimento quando cortados e
rmazenados sob atmosfera controlada (Ke e Saltveit, 1989c; Couture, Cantwell
Saltveit, 1993).

Neste experimento, realizado com alface hidropdnica, o comportamento
2 PFO foi diferente daqueles relatados por Murr e Morris (1974) que,
studando o escurecimento de cogumelos, reportam uma possivel inibigio
dmpetitiva da atividade desta enzima pelo CO,. Segundo Siriphanich e Kader
.985), 0 CO, nio tem efeito muito claro sobre a atividade da polifenoloxidase.
m alface hidropdnica, a inibicdo direta desta enzima pelo CO, ndo foi
>monstrada.

6 Fenilalanina aménia-liase (FAL)

Verificou-se aumento na atividade desta enzima durante o

mazenamento, para ambas a temperaturas. Os valores iniciais estavam
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proximos de 0,4 U.h™.g”, atingindo valores finais de 1,4 Uh™.g" e 1,9 Uk'.g
respectivamente a 2°C e 10°C (Figura 6).

Na anilise estatistica, verificou-se efeito significativo da temperatura
do tempo de armazenamento, bem como na interagdo dos efeitos de tempo
temperatura na atividade desta enzima.

Mateos et al. (1993b) observaram que a exposicio de pedagos d
nervura central da cv. Salinas, 4 2,5°C e uma atmosfera acima de 20% de CO.
aumentam a quantidade de FAL extraida quando realizada em seu pl
6timo(8.5). Em pH mais baixo, como 6.3, a extragdo desta enzima foi menor. O
autores reportaram que o teor total de fendlicos das nervuras cortadas
armazenadas sob atmosfera de 20%de CO,, foi reduzido, bem como foi menor :
atividade da FAL, devido a uma diminui¢go do pH citoplasmatico.

No experimento realizado, & temperatura de armazenamento de 2°C
observou-se nenhuma variagio do pH, com valores proximos a 5.9, e umi
concentragdo de CO, em torno de 6%, nio favorecendo uma maior atividade d;
FAL. Na temperatura de 10°C, isto nfo ocorreu; a variagio do pH pode esta
induzindo maior atividade desta enzima, bem como da polifenoloxidase
Portanto, a reducdo da atividade da FAL pode ter ocorrido quando o pE
citoplasmatico se distanciou do seu étimo.
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IGURA 6. Atividade da enzima Fenilalanina aménia-liase em alface
hidropénico, cv. Regina, minimamente processado, embalado em
saco plastico termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.

Lépez-Gélvez, Saltveit e Cantwell, (1996b) estudaram o comportamento
la FAL em duas temperaturas de armazenamento (5°C e a 15°C) e verificaram
ue a atividade aumenta quando o tamanho dos pedagos das nervuras picadas de
Iface diminui. Segundo os autores, dependendo do tamanho dos pedagos do
Uface cortado, a atividade da FAL atinge um nivel méximo entre 6 a 16 horas, a
5°C. Na temperatura de 5°C, sdo necessérios periodos mais longos para que o
ivel maximo seja atingido. A atividade da FAL induzida pelo ferimento aparece
pOs 4 horas, alcanga a méxima atividade em cerca de 24 horas, e entfio diminui
sntamente, até atingir os niveis normais em uma semana.

Segundo Ritenour, Harens e Saltveit (1995), o processo que leva a um
umento na atividade da FAL, como transcrigio, tradugdo e qualquer
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modificagdo protéica ou ativagdo, ocorre mais rapidamente em temperatura
mais elevadas, justificando, assim, as diferengas encontradas neste experimentc
para os valores da atividade desta enzima nos produtos armazenados a 2 e 10°C.

Parece claro que algumas reagdes bioquimicas comuns, como a indugé
da FAL e o acimulo e oxidagdo de compostos fenélicos soliveis pel:
polifenoloxidase, estdo envolvidos no desenvolvimento de manchas marrons ¢
outras desordens fisiol6gicas.

4.7 Correlacio entre as varifveis fisico-quimicas, quimicas e bioquimicas

Através do programa estatistico SANEST, foi determinada a correlagéic
linear (correlagbes de Pearson) entre as varidveis fisico-quimicas, quimicas ¢
bioquimicas dentro de cada temperatura de armazenamento (Tabelas A2 e A3).

Em relagio a acidez do produto, para ambas as temperaturas de
armazenamento, houve uma correlag3o significativa entre o comportamento da
acidez sobre o efeito do CO; e na quantidade de clorofila. O efeito da acidez nc
pH e na atividade da enzima PFO foi niio significativo. Na temperatura de 2°C,
houve um efeito significativo sobre a atividade da enzima FAL, o que ndo
ocorreu no produto armazenado a 10°C.

Nao houve associagdo ou correlagdio significativa na variagio do pH e os
efeitos de todas as outras varidveis nos produtos armazenados a 2°C. Isto sugere
que, nesta temperatura, nfio ha variagdo significativa nos valores de pH,
independente do comportamento das outras varidveis. Nos produtos
armazenados a 10°C, houve efeito significativo do pH nas atividades das
enzimas PFO e da FAL e da quantidade de CO, presente no interior das
embalagens. Nesta temperatura, os efeitos da acidez e da clorofila foram nio
significativos.
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Observou-se que na evolugfio do CO,, para ambas as temperaturas de
\rmazenamento, houve uma alta correlagdo entre a quantidade de CO, e o efeito
'm todas as outras varidveis, exceto para a variagio do pH, na temperatura de
1°C, que foi ndo significativo.

Em relagdo a clorofila total, para a temperatura de armazenamento de
1°C, houve uma alta correlagéo negativa entre a quantidade total de clorofila e
s efeitos das atividades das enzimas PFO, FAL, da quantidade de CO, e da
ariag@o da acidez. O efeito da quantidade de clorofila sobre o pH, foi nio
ignificativo. Para a temperatura de armazenamento de 10°C, também se
bservou um efeito significativo para o CO, e para acidez, ¢ um efeito nio
ignificativo para o pH. N&o houve efeito significativo para a atividade das
nzimas PFO e FAL. Este resultado, provavelmente, pode ser devido ao
omportamento da quantidade de clorofila total, lida em espectrofotometro, que
ntre 7 e 10 dias de armazenamento apresentou valores mais elevados.

Na atividade da enzima PFO, observou-se que tanto no armazenamento
.2°C como no armazenamento a 10°C, houve uma alta associagio positiva entre
.atividade da PFO e o efeito da atividade da enzima FAL, da evolugéio do CO,,

uma alta associagio negativa sobre a quantidade de clorofila total, no
rmazenamento a 2°C. A 2°C, ndo houve variagdo significativa do efeito da
cidez ¢ do pH. No armazenamento do produto a 10°C, o efeito da clorofila e da
cidez nio foi significativo e o efeito do pH foi significativo. Nesta temperatura,
bservou-se que a partir do décimo dia, a quantidade de clorofila e o
omportamento do pH apresentaram um aumento acentuado, coincidindo
imbém com um aumento acentuado na atividade da enzima PFO, o que
rovavelmente podera ter causado influéncia na sua correlagdo.

Em relacdo a atividade da FAL, observou-se que na temperatura de
rmazenamento de 2°C, houve uma alta associagdo dos efeitos das outras

aridveis, com excegio do pH. No produto armazenado a 10°C, houve uma
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correlagdo significativa no efeitos de pH, do CO, e da atividade da enzima PF(
Nao houve correlaggo significativa nos efeitos da acidez e da clorofila.
Observando-se, de uma forma geral, verifica-se que a 2°C ¢
armazenamento, ndo houve influéncia da acidez, a variagio do pH ndo fi
significativa, e existe uma alta associagio no comportamento da clorofila, d
CO: e das enzimas PFO e FAL. No armazenamento a 10°C, também niio houv
influéncia da acidez, a variagdo da clorofila nfio foi significativa, pela formaga
de compostos secundarios, no processo de deterioragio do produto, e existe um
alta associagio no comportamento do pH, do CO,, e das enzimas PFO e FAL
Verificou-se, portanto, que para a temperatura de armazenamento de 10°C, o pl
teve uma variagdo significativa e poderd estar influenciando ou send

influenciado, pelo comportamento das outras varidveis, principalmente o CO,
as enzimas FAL e PFO.

4.8 Avaliagio sensorial

A anilise estatistica mostrou que a temperatura, o tempo di
armazenamento € a interagdo tempo-temperatura afetaram significativament:
todos os atributos sensoriais estudados relacionados com a aparéncia.

O resumo da anélise de varidncia para os atributos sensoriais estudado:
estdo na Tabela A4.

4.8.1 Cor

Pela média das notas atribuidas pelos provadores, observou-se que até ¢
terceiro dia ndo houve alteragdo perceptivel da cor do alface minimamente
processado, nas duas temperaturas de armazenamento (Figura 7). Apds o sétima
dia, as diferengas na cor em ambas as temperaturas foram perceptiveis, sendo
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auito menos acentuada 4 temperatura de 2°C. Nesta temperatura, até o décimo
lia de armazenamento, nfio houve diferenca significativa na cor do produto.
\lguma alteragéio somente ocorreu no décimo quarto dia, porém de forma pouco
centuada. A temperatura de 10°C, apés o sétimo dia, houve uma queda na cor
aracteristica do alface, evidenciando uma perda na qualidade. Nesta
*mperatura, apos o décimo dia, a cor do alface ficou descaracterizada (F igura
). A alteragdo da cor pode ser atribuida a degradagiio da clorofila e a formagdo
€ compostos secundrios, o que reduz sensivelmente a qualidade do produto.

2
3
-4
]
a8
g
E
© \
— 2°C: y =898 -0,05387x \
R= 0,84+
2 —— 10°C: y = 8,63 +0,33861x - 0,06174x° \
R*=0,97** \
| |
o 1 1 1 i
0 3 7 10 14

Tempo de armazenamento (dias)

[GURA 7. Alteragdo da cor em alface hidropénico, cv. Regina, minimamente
processado, embalado em saco plastico termosoldado, durante
armazenamento a 2°C e 10°C.
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Os padrdes respiratérios para hortalicas em resposta as temperaturas
nais baixas sdo varidveis. No caso especifico do alface, como existe tolerncia
ls temperaturas préximas a 2°C, verificou-se que o frescor nesta temperatura foi
raticamente mantido até o sétimo dia. Verifica-se que o frescor a partir do
€étimo dia de armazenamento manteve-se constante para o alface a 2°C, o que
130 ocorreu quando armazenado a 10°C (Figura 8). A temperatura mais baixa
ropiciou um taxa respiratéria adequada para propiciar equilibrio com a
licélise, mantendo um metabolismo normal, conforme constatado por Lyons
1973) em hortaligas tolerantes ao chilling. Este fato niio ocorreu a temperatura
le 10°C, pois no sétimo dia de armazenamento a nota 6 atribuida pelos
rovadores foi tida como perda de frescor e, conseqiientemente, do valor

omercial.

.8.3 Escurecimento da nervura central

Até o terceiro dia, observou-se que também ndio houve diferenga no
scurecimento da mervura central do produto, para as duas temperaturas de
rmazenamento. Apds o sétimo dia, verificou-se um aumento no escurecimento,
:ndo mais acentuado a 10°C. No armazenamento do produto a 2°C, o
scurecimento da nervura central sé foi acentuado apos o décimo dia, enquanto
ue a 10°C, isto ja ocorreu apés o sétimo dia (Figura 9).

Mateos et al. (1993b) relatam que a exposicdo do alface a teores
levados de CO, pode causar desordem denominada mancha marrom,
parecendo primeiramente na superficie da nervura central da folha como uma
rea amarelada e umedecida, com tamanho varidvel, tornando-se mais definida e
iarrom. Ainda segundo Mateos et al. (1993a), para o alface minimamente

rocessado, o escurecimento € mais severo quando o tecido é armazenado ao ar,
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mas, sob atmosfera com 5% e 10% de CO,, esta desordem ¢ inibida ou reduzids
sendo que, nestas condigSes, nenhuma mancha marrom foi observada no
tecidos das folhas verdes. Entretanto, o tratamento com 20% de CO, causo
escurecimento nos tecidos das folhas verdes processadas.

Apesar dos ferimentos ou cortes induzirem o escurecimento, e serer
fatores limitantes para a conservago de hortalicas minimamente processadas, :
temperatura de 2°C foi eficiente para evitar, até o décimo dia, o escureciment
indesejdvel da nervura central, 0 que ndo ocorreu 4 temperatura de 10°C.

10 2°C: y = 0,03 - 0,00327x + 0,01427x?
R3=097%
— — 10°C: y = 0,10 - 0,04843x + 0,04838x*
s R*=0,97%* /

Escurecimento da nervura central (nota aplicada)

0 3 7 10 14
Tempo de armazenamento (dias)

FIGURA 9. Escurecimento da mervura central em alface hidropdnico, cv
Regina, minimamente processado, embalado em saco plasticc
termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.
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4.8.4 Escurecimento das bordas

Também nio foram observados diferencas no escurecimento das bordas
do produto, até o terceiro dia, para as duas temperaturas de armazenamento
(Figura 10). No produto armazenado a 2°C, observou-se escurecimento mais
lento e gradual, sendo que, até o décimo dia, o produto nio apresentou
liferencas significativas no grau de escurecimento, mantendo-se com boa
jualidade. No produto armazenado a 10°C, ocorreu um aumento constante €
mais acentuado no escurecimento, sendo que, apds o terceiro dia, este atributo
ficou bem evidenciado, comprometendo a qualidade do produto (Figura 10).

Segundo Lopez-Gélvez, Saltveit e Cantwell (1996a), dentre os
liferentes componentes que interferem na aparéncia do alface pré-cortado, o
>scurecimento da superficie da folha e o das bordas sdo os maiores defeitos que
evam a diminuicdo da qualidade das saladas produzidas com alface pré-cortado,
1a auséncia da desordem denominada russet spotting. Se a cultivar usada na
sreparagdo da salada for susceptivel ao russet spotting, esta desordem pode
ifetar seriamente a qualidade visual do produto. No experimento realizado com
1 cultivar hidroponica Regina, em ambas as temperaturas de armazenamento,
130 se observou nenhum sintoma de russet spotting.

Segundo Heimdal et al. (1995), os melhores resultados encontrados para
1m menor grau de escurecimento e uma melhor qualidade visual ocorreram
juando a atmosfera de equilibrio da embalagem alcangou 1-3% de O, e 5-6% de
0,, em concordincia com Ballantyne, Stark e Selman, (1988b).
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[ —— 2°C: y = 0,08 - 0,08642x + 0,01716x*
R*= 0,98+
——10°C: y = -0,06 + 0,57350x
R2=0,96**

Escurecimento das bordas (nota aplicada)

0 3 7 10 14
Tempo de armazenamento (dias)

FIGURA 10. Escurecimento das bordas em alface hidropdnico, cv. Regina
minimamente  processado, embalado em saco plstic
termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.

Varoquax, Mazollier ¢ Albagnac (1996) analisaram a correlagéo entre ¢
aparecimento de manchas marrons no alface cortado e a concentragio de CO, «
verificaram que as mesmas somente ocorreram em concentragdes superiores ¢
7,5% de CO,, independente da cultivar estudada. Os autores citaram que «
coeficiente de regressio encontrado (r = 0,93) ilustra a estreita relago entre ¢
concentra¢do de CO; e a avaliagdo visual das folhas.

Relacionando o escurecimento das folhas com os teores de CO-
existentes no interior das embalagens, os resultados encontrados estio de acordc
com Heimdal et al. (1995) e Varoquax, Mazollier ¢ Albagnac (1996). N¢
armazenamento a 10°C, apés o sétimo dia, a diferenga no escurecimento foi
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ignificativa quando comparada ao produto armazenado a 2°C e os seus
espectivos teores de CO, (Figura 3).
.8.5 Cozido

Observou-se que até o sétimo dia, nio houve diferenca significativa,
este atributo, entre as duas temperaturas de armazenamento (Figura 11).

10 = —— 29C: y = 0,75 - 0,09435x + 0,01696x>
R*=0,93**
—— 10°C: y =082 - 0,14801x + 0,04825x"
=0 *
sl R?=0,99* J )
//
g /
S 6t .
3 /
8 /
& L/ i
S 4} /
3 /
/
7/
2 -
e
//
0 ]
0 3 7 10 14

Tempo de armazenamento (dias)

[GURA 11. Altera¢do do atributo cozido em alface hidropdnico, cv. Regina,
minimamente  processado, embalado em saco pléstico
termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.
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No produto armazenado a 2°C, niio ocorren diferenca significativa até
décimo dia, enquanto que, para o armazenamento a 10°C, esta diferenca foi mai
acentuada apos sete dias.

Lopez-Gélvez, Saltveit e Cantwell (1996a) e Siriphanic e Kader (1985
estudando diferentes cultivares de alface, verificaram que o amolecimento e .
descoloragéo generalizada constituiram-se as principais injiirias causadas pela
elevadas concentragdes de CO,.

Os resultados enconmtrados neste trabalho mostram que, quand
armazenados a 10°C, os niveis de CO, aumentaram em proporgie
consideraveis. Observou-se, também, que o material de embalagem utilizad
evitou a perda de umidade, via evaporagio, retardando o murchamento ou perd;
do turgor do produto, ajudando a manter a sua qualidade. E possivel que «
principal fator de alteragdo do atributo cozido tenha sido a elevagdo do teor d
CO,, a temperatura de 10°C, conforme constatado por Lopez-Gélvez, Saltveit
Cantwell (1996a) e por Siriphanic e Kader (1985).

4.8.6 Podre

No produto armazenado a 2°C, nfio ocorreu diferenga significativa até ¢
décimo quarto dia, mantendo o produto praticamente isento desta caracteristica
enquanto, para o armazenamento a 10°C, houve diferenca acentuada apés c
terceiro dia (Figura 12).

76



10 ~

2°C:y=0,05
—_— lo‘C:y=-],22+0’68124l ]
R1=0,92‘*
8- T /
/s
g //
3 6t
.§ 4
g /
H /
e g
-
/
/
2| %
/
/
0 3 7 10 14

Tempo de armazenamento (dias)

[GURA 12. Alteragdo do atributo podre em alface hidropdnico, cv. Regina,
minimamente processado, embalado em saco plistico
termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.

Observa-se que o teor de clorofila, ja no terceiro dia do armazenamento,
yresentou concentragbes bem reduzidas, indicando possivelmente uma atuagio
tensiva da clorofilase. Associado & perda da cor verde (Figura 7), verifica-se
le o escurecimento foi ainda mais acentuado, ji4 em decorréncia da formacdo
>s produtos do metabolismo dos fenilpropandides, como os fenélicos e outros
ibstratos, como as antocianinas, que sdo oxidadas em reagdes catalizadas por

1zimas como polifenoloxidases ou peroxidases.
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4.8.7 Impressdo global da aparéncia

Até o terceiro dia, ndo houve diferenga significativa neste atributo, par
as duas temperaturas de armazenamento (Figura 13). A partir do terceiro dis
observou-se diferenga na impressdo global da aparéncia do produto armazenad
nas diferentes temperaturas. No armazenamento a 2°C, o produto permanece
em boas condigSes até por 10 dias, com uma queda gradual e mais lenta na su
qualidade. Para o produto armazenado a 10°C, apds o sétimo dia, notou-se um:
grande e acentuada diminuigdo na sua qualidade (Figura 13).

Tais resultados estio em concordincia com Bolin et al. (1977), qu
reportam que o armazenamento & baixa temperatura ¢ um importante método d
preservacdo para produtos minimamente processados, como o alface cortado d:
cultivar Iceberg. Segundo os autores, a temperatura influencia fortemente a vid:
util do alface cortado. Alfaces armazenados a 5 ou 10°C apresentaram
estatisticamente, um tempo de armazenamento menor que aqueles mantidos :
2°C. Segundo o autor, o alface mantido a 2°C permaneceu com qualidade
comercial por 20 dias, comparivel aos 10 dias do mesmo produto mantido :
10°C, representando um aumento de mais de 100%. Para a alface hidropdnica.
como foi citado, este tempo de armazenamento foi menor, atingindo 10 dias nc
armazenamento a 2°C, e no maximo, trés dias no armazenamento a 10°C.

McDonald, Risse ¢ Barmore, (1990) estudaram a alface crespa cortada
cv. Salinas utilizando diferentes filmes plasticos, armazenadas 3 1 e 5°C, por 14
dias, e reportaram que a aparéncia e o flavor foram mais afetados pela
temperatura do que pelo tempo do armazenamento, em trés dos quatro tipos de
filme utilizados.
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[GURA 13. Impressdo geral da aparéncia em alface hidropdnico, cv. Regina,
minimamente  processado, embalado em saco plastico
termosoldado, durante armazenamento a 2°C e 10°C.

Os resultados encontrados neste experimento também estdo de acordo
im McDonald, Risse e Barmore, (1990), que reportam que alface cortado
antido a 5°C tem uma vida util significativamente menor, determinado pela
aréncia e avaliagdo do flavor, do que o alface mantido a 1°C.

9 Correlagiio entre as varidveis sensoriais
Através do programa estatistico SANEST, foi determinada a correlagdio

iear (correlagdes de Pearson) entre os atributos semsoriais, para cada
mperatura de armazenamento (Anexos A 5 e A 6).
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Observou-se que para ambas temperaturas de armazenamento, houv
correlagio significativa entre todos os atributos. A cor apresentou uma alt
associagdo positiva com frescor e a impressido geral da aparéncia e uma alt
associacdo negativa com escurecimento da nervura central, escurecimento da
bordas e com os atributos cozido e podre. Da mesma maneira, o frescor d
produto apresentou uma alta associagio positiva com a cor e a impressdo gera
da aparéncia ¢ uma alta associagdo negativa com todos os demais atributo
avaliados. O escurecimento da nervura central, o escurecimento das bordas, «
aspecto cozido e podre apresentaram altas correlagdes positivas entre si «
negativas em relagio a cor, frescor e  impressdo global da aparéncia.

As médias das notas atribuidas pelos provadores mostraram que ne
armazenamento a 2°C, os primeiros sinais de deterioragio na qualidade d¢
produto iniciam-se pelo atributo cozido, seguido pelo escurecimento da nervur:
central, escurecimento de bordas e do aspecto podre, enquanto que a 10°C, «
atributo cozido foi o sinal mais evidente somente até o terceiro dia. Apés et
periodo, o escurecimento da nervura central, o escurecimento de bordas e ¢

aspecto podre aparecem praticamente juntos.

4.10 Correlagiio entre as varidveis sensoriais e as varidveis fisico-quimicas
quimicas e bicquimicas

Através do mesmo programa estatistico, foi determinada a correlagfic
linear entre as varidveis sensoriais, fisico-quimicas e quimicas dentro de cad:
temperatura de armazenamento (Anexos A 7, A8, A9 e A 10).

Em ambas as temperaturas de armazenamento, nio houve correlagic
significativa da acidez sobre todos os atributos sensoriais. A clorofila apresentou
correlagdo significativa com a cor e frescor somente no produto armazenado a
2°C, sendo ndo significativa a 10°C, provavelmente devido ao comportamentc
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la clorofila durante o periodo de armazenamento. Observou-se uma alta
sorrelagdo entre a concentragio de CO, e todos os atributos sensoriais, na
emperatura de armazenamento de 10°C. No produto armazenado a 2°C, somente
\ cor apresentou correlagdo significativa com a concentragéio de CO,, ¢ nenhum
utro atributo sensorial apresentou correlagdo significativa, sugerindo que na
emperatura mais elevada, o efeito do CO, ficou mais evidente. A atividade da
nzima FAL estd correlacionada significativamente com todos os atributos
ensoriais nas duas temperaturas de armazenamento, sendo que, na temperatura
le 10°C, os coeficientes de correlagio sio bem maiores. Na temperatura de 2°C,
130 houve correlagdo significativa entre o pH e os atributos sensoriais. Para o
rmazenamento a 10°C, houve uma correlagdo significativa do pH e os atributos
ensoriais, exceto o frescor ¢ a impressdo geral da aparéncia. Em relagdo a
nzima PFO, nas duas temperaturas de armazenamento, observou-se, como na
AL, uma alta associagdo positiva entre sua atividade e todos os atributos
ensoriais. Tanto a FAL quanto a PFO apresentaram associagdo negativa em
elagdo 4 cor, ao frescor e & impressdo geral da aparéncia.

As médias das notas atribuidas pelos provadores mostraram que o
scurecimento da nervura central foi mais intenso que o escurecimento das
ordas, alcancando valores superiores, nos mesmos periodos de tempo, em
mbas as temperaturas. Estas médias também mostraram que a 10°C, apés o
étimo dia, quando a concentragdo de CO, atingiu valores proximos de 6%, o
scurecimento da nervura central ¢ o escurecimento das bordas cresceu
centuadamente. Contudo, a 2°C, somente apés o décimo dia, observou-se
umento no escurecimento da nervura central e do escurecimento de bordas,

endo bem menor que o do produto armazenado a 10°C.
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4.11 AvaliagGes bacteriolégicas

4.11.1 Contagem ‘total, contagem de enterobacteriaceae e
pseudomonadaceae

A contagem de bactérias no produto pode variar significativamente d
acordo com os métodos utilizados, incluindo desde o manuseio na fase pre
colheita, tais como, os substratos utilizados nos bergarios, qualidade da dguaea
operacdes pds-colheita, bem como a remogdo das folhas externas, higienizagac
manuseio dos operadores, das 4guas utilizadas e das instalagdes.

Para ambas as temperaturas de armazenamento (Tabelas 2 e 3), |
contagem total inicial foi semelhante, na ordem de 10° UFCl/g, e até o terceir
dia, o niimero de bactérias aumentou de forma pouco acentuada, atingindo 10
UFC/g. Apés este periodo, a 2°C este crescimento foi menos acentuadg
atingindo, no final do tempo de armazenamento, valores préximos a 10° UFC/g
A 10°C este crescimento foi mais acentuado, atingindo niveis de 10° UFC/g
apos o 14° dia.

TABELA 2. Contagem total, contagem de enterobacteriaceas e di
pseudomonadaceas em alface hidropénico, cv. Regina
minimamente processado, embalado em sacos plistico:
termosoldado, durante armazenamento a 2°C.

Total Enterobacteriaceae Pseudomonadaceae

(UFClg) (NMP/g) (NMP/g)

Coliformes Coliformes
___totais _fecais

0 dias 7,6 x 10° 240 <3 7
3 dias 1,4x10* 460 <3 11
7 dias 4,8 x 10° 2100 <3 150
10dias  <1,0x 10° 4000 <3 1500
l4dias 8,8x10° >11000 <3 7500
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Os resultados obtidos estdio préximos aos encontrados por outros
wtores, como Nguyen-the e Prunier (1989), que reportam a contagem de
yactérias totais em alface fresco e processado, em 8 a 10 dias de armazenamento
1 10°C, na faixa de 10° a 10" UFC/g, e por Priepke, Wer e Nelson (1976), que
lpontam a contagem total de microrganismos em produtos vegetais cortados,
nclusive o alface, acima de 108 UFC/g, em 8 a 10 dias de armazenamento a 4°C.

Pode-se observar uma menor contagem na microbiota do produto,
efletindo o efeito da temperatura em um menor crescimento de microrganismos
atogénicos e/ou deteriorantes (Tabelas 2 e 3). Os resultados obtidos estio em
oncordancia com King e Bolin (1989), que demonstram o tempo maximo de
ida Wtil do alface cortado em plantas processadoras, para saladas ou uso em
anduiches ¢ vendidos em sacos plasticos, como sendo de 2 a 3 semanas,

ependendo do processamento, embalagem e condigdes de armazenamento.

'ABELA 3. Contagem total, contagem de enterobacteriaceas e de
pseudomonadaceas, em alface hidropénico, cv. Regina,
minimamente processado, embalado em sacos plasticos

termosoldado, durante o periodo de armazenamento, & 10°C.

Total Enterobacteriaceae Pseudomonadaceae
(UFC/g) (NMP/g) (NMP/g)
Colifomes Coliformes
totais fecais
0 dias 7.3x10° 93 <3 7
3 dias 2,1 x10* >1100 <3 15
7 dias > 3,0 x10° >11000 280 >11000
10 dias 1,7 x 108 >11000 430 >11000
14 dias 52x10® >1100000 43000 110000
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Os resultados encontrados divergem de King Jr. et al. (1991), qu
estudando o efeito de trés temperaturas de armazenamento (2°C, 5°C e 7,5°C
sobre o crescimento microbiano, durante um periodo de 8 dias, niio encontraran
diferengas na taxa de crescimento de bactérias. Os autores ainda sugerem qu
uma menor influéncia da temperatura de armazenamento sobre a taxa d
crescimento indica que estas bactérias crescem bem abaixo da sua temperatur:
6tima.

Neste trabalho, isto nio ocorreu, visto que o crescimento a 10°C foi ben
mais acentuado, indicando que a populagio de bactérias em alfaces pode cresce
nesta temperatura, apés um periodo de armazenamento, durante o qual 2
respiragéo do alface resultou em ambiente favorivel a ataques bacterianos nos
tecidos da planta. Verificou-se relagio entre a agdo bacteriana e a qualidade dc
alface, indicando que a deterioragio bacteriana provavelmente seja muais
significativa somente na temperatura de armazenagem mais elevada.

A vida util do alface est4 relacionada com a fisiologia e a microbiota dc
produto. O abaixamento da temperatura reduz a respiragio e retarda
senescéncia. A manutengdo da temperatura a 1 ou 2°C acima do ponto de
congelamento ou acima do ponto em que a injiria pelo frio ocorre pode
aumentar a vida 4til em pelo menos 3 a 5 vezes ou mais quando comparado ac
armazepamento a 10°C.

Em geral, contagens baixas de psicotréficos correlacionam-se 3 melhor
qualidade visual (Barriga et al.,1991). Segundo este autor, em atmosfera a 3% de
O, + 10%de CO,, a qualidade visual do alface cortado foi mantida apesar de
altas contagens microbiolégicas (10° a 107 UFC/g.).

A diferenca no crescimento da comtagem de enterobactérias,
demonstrando a importdncia da temperatura de armazenamento na qualidade
final do produto, pode ser visualizada na Tabela 3. Em relagfio ao nimero de
coliformes totais, observou-se que no produto armazenado a 2°C, apés 14 dias, a
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:ontagem atinge valores semelhantes aos encontrados em até 7 dias, se
somparado com o produto armazenado a 10°C. Isto sugere que a 2°C existe uma
axa de crescimento bem inferior, com o aumento do tempo de armazenamento
)ara se atingir um mesmo nivel de contagem.

Quanto ao mimero de coliformes fecais, observou-se que no produto
rmazenado a 2°C, ap6s 14 dias de armazenamento, o valor da contagem
)ermanece <3 NMP/g, enquanto no produto armazenado a 10°C, estes valores
tingem a 43000 NMP/g. E importante salientar que para o produto armazenado
. 10°C, ao atingir o sétimo dia, a contagem de coliformes fecais foi 280 NMP/g,
ortanto fora da legislagio atual vigente, que estabelece, para alface, um
ndximo permitido de 200 NMP/g.

A importincia da temperatura de armazenamento é reforcada pela
ontagem de bactérias do género Pseudomonas. Segundo Nguyen-the e Prunier
1989), existe uma clara relagéo entre a deterioragdo presente em saladas prontas

a contagem da bactéria pectinolitica Pseudomonas marginalis, a mais
requentemente isolada, apés 10 dias de armazenamento a 10°C. Para os autores,

necessdrio pelo menos uma contagem de 10 UFC/g nas folhas frescas da
hicéria para causar deterioracdo das saladas prontas. Como o alface apresenta
ma maior facilidade de deterioragio, por ser mais tenro e resistir menos ao
1anuseio, o efeito da temperatura é bem maior.

Sugere-se, pelos resultados encontrados, que a implementagio das boas
réticas de higiene e sanificago, bem como o controle da qualidade da 4gua de
\vagem, do substrato utilizado na formagio das mudas e da dgua de irrigagdo,
io fundamentais para a obtengio de uma contagem inicial menor destas
actérias, retardando a deterioragio do produto. Observou-se, a 10°C, uma
uantidade elevada de bactérias desta espécie antes de atingir o sétimo dia, o
ue, a 2°C, s6 aconteceu apds 14 dias. (Tabela 3).
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Observou-se pouco crescimento das bactérias do género Pseudomona
até o terceiro dia para ambas as temperaturas de armazenamento e urn
crescimento bastante acentuado apds este periodo, somente a 10°C.

4.11.2 Identificac@o das bactérias

A identificag3o das bactérias isoladas pode ser visualizada na Tabela 4.

A microbiota isolada e identificada estd em concordincia com os dado:
ja reportados em literatura, por outros autores. Segundo King Jr. et al. (1991), a:
bactérias dos géneros Pseudomonas, Erwinia e Serratia foram as espécies mai:
encontradas. Segundo Robbs et al. (1997), em varios isolamentos realizados en
alfaces hidropdnicos provenientes da regido sudeste do Brasil, encontraram-si
algumas espécies do género Pseudomonas, tais como Pseudomonas fluorescens
P. cichorii e P. aeruginosa ¢ enterobactérias como Erwinia carotovora e E
chrysanthemi, todas pectinoliticas.

Neste experimento, também foram isoladas bactérias do géner«
Pseudomonas, como P. aeruginosa, P. fluorescens e Burkholderia cepacia (=
Pseudomonas cepacia), mas ndo foram encontradas bactérias do género Erwinia
0 que estd de acordo com o trabalho de Nguyen-the e Carlin (1994), que
reportam o isolamento esporadico desta bactéria.

Segundo Cantwell (1992), a flora normal deteriorante, incluindo as
bactérias do género Erwinia e Pseudomonas, geralmente tem uma vantagern
competitiva, através da melhor utilizagio das fontes de carbono e nitrogénio,
sobre outros microrganismos que podem ser potencialmente prejudiciais aos
humanos.
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L8

1ALLLA T IMIVIVUIVIE 1ISUIaua © IuUcliLLIVaua Tl allavv uopuiicy, ov. Regig, mMimimameme processaao auranie
armazenamento, embalado em saco plastico termosoldado, e mantidos a temperatura de 2°C e de 10°C.

Temperatura Tempo (dias)
(°O)
0 3 7 10 14
Ambiente Burkholderia cepacia’
Escherichia hermannii
Klebsiella oxytoca
Stenotrophomonas
maltophilia
2 Burkholderia cepacia’  Enterobacter cloacae'  Enterobacter sakazakii  Burkholderia cepacia’
Klebsiella axytoca Klebsiella oxytoca Ewingella americana Hafhnia alveii
Klebsiella pneumoniae ~ Pseudomonas aeruginosa' Pseudomonas fluorescens Stenotrophomonas
Pseudomonas aeruginosa' Serratia fonticola maltophilia
10 Escherichia hermannii  Enterobacter cloacae’ Burkholderia cepacia’ Aeromonas sobria
Flavobacterium odoratum Escherichia coli Citrobacter freundii Bacilos Gram Negativos
Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca Klebsiella oxytoca
Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae  Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas fluorescens
Serratia marcescens'
Serratia marcescens
(apigmentada) '
Stenotrophomonas
maltophilia

1- Patogénica a humanos e alface.



De acordo com Nguyen-the e Carlin (1994), a presenga de bactérias d«
género Pseudomonas provavelmente ndo depende da contaminagdo externa, poi
elas séo tidas como residentes endégenos.

Da mesma maneira, foram isoladas bactérias do género Klebsiella, o quc
confirma os resultados de Wright, Kominos e Yee (1976), que reportaram ¢
presenca freqiiente de altas contagens de Klebsiella, Enterobacter e Serratia enr
saladas de vegetais servidas para pacientes em hospitais. Os autores reportan
também que a bactéria Pseudomonas aeruginosa foi isolada frequentemente,
mas em contagens mais baixas.

Neste experimento, no décimo dia de armazenamento a 10°C, foram
isoladas coldnias da bactéria Serratia marcescens, pigmentadas e apigmentadas,
sendo que através de testes bioquimicos, foi confirmada a sua presenga com
99,95% de similaridade, confirmando o relato de Robbs et al. (1998), que
reportam uma elevada presenga de bactérias produtoras de pigmento
avermelhado ou apigmentadas, com caracteristicas de Serratia spp., em amostras
de alface cultivadas em hidroponia, procedentes de mercados nos Estados do Ric
de Janeiro e Sdo Paulo. Segundo este autor, esta espécic bacteriana ¢
considerada um patégeno oportunista, podendo causar septicemia em pacientes
estressados em ambiente hospitalar, ou como agente fitopatogénico.

Também foram encontrados neste experimento, microrganismos
patogénicos, como Escherichia coli e outras espécies, inclusive algumas
hemoliticas, de Serratia marcescens. Os resultados obtidos estio em desacordo
com Barriga et al. (1991), que utilizando alface cortado cv. “Great Lakes”,
observaram a populagdo inicial de microrganismos e as suas mudangas sob
diferentes atmosferas controladas. Os autores nio encontraram microrganismos
patogénicos aos humanos e concluiram que o controle da atmosfera tem um
pequeno ou nenhum efeito sobre a populagéo estudada.
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Embora a atmosfera modificada possa mudar o perfil microbiano geral
lo alimento (Brackett, 1987b), estes efeitos tém sido pouco estudados (Barriga
it al., 1991).

A concentra¢do de CO, dentro da embalagem pode ter influenciado no
somportamento da microbiota e na presenga de algumas espécies patogénicas,
yrincipalmente a 10°C. Como exemplo, o isolamento de E. coli, no sétimo dia de
irmazenamento, quando o produto apresentava, dentro da embalagem, cerca de
’% de CO,, e apés o décimo dia, quando esta concentragdo era superior 2 8%,
ste microrganismo ndo foi detectado. A auséncia de E. coli, a partir do décimo
lia, também pode ser devido a uma vantagem competitiva do crescimento da
»actéria Burkholderia cepacia, tida como antagonica.

Para a temperatura de 2°C, esta hipétese é suportada por Maxcy (1978),
nostrando que, em baixas temperaturas, a microbiota presente é principalmente
onstituida de bactérias Gram negativas e que, com o aumento da temperatura a
lora muda para bactérias laticas Gram positivas. O crescimento de bactérias
icido-laticas, presentes naturalmente no produto, pode ser um importante fator
10 crescimento de outras bactérias, com um efeito metabiético, favorecendo o
rescimento de outras espécies. Ainda segundo o autor, a produgio de
yacteriocinas pelas bactérias dcido-liticas podera ser outro fator que contribui
)ara a inibigdo da 4. hidrophila e outros microrganismos patogénicos.

Os resultados obtidos por Maxcy (1978) sdo confirmados por Barriga et
L. (1991), que observaram uma baixa contagem de bactérias 4cido-laticas,
)odendo ser explicada pela competi¢io com outras populagdes, como os
nicrorganismos pectinoliticos, que apresentam uma maior taxa de crescimento a
aixas temperaturas e séo melhor adaptados para se desenvolver em alface.

Os resultados encontrados confirmam a presenga de bactérias do género
\eromonas no produto armazenado a 10°C, o que ndo ocorreu no produto
rmazenado a 2°C.
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Garcia-Gimeno et al. (1996), estudando o comportamento de Aeromona
hydrophila em saladas mistas de vegetais, afirmam que o declinio d
crescimento deste microrganismo foi devido aos baixos valores do pl
observados paralelamente aos altos niveis de CO,. Um maior aumento d
nimero de bactérias dcido-lticas, associado ao efeito da alta concentragio d
CO, foi provavelmente responsével pela diminuigdo do pH. Segundo os autores
Aeromonas hydrophila sobrevive, mas nfio cresce em vegetais armazenados sol
atmosfera modificada a 4°C.

A presenca da bactéria oportunista Stenotrophomonas maltophilic
(sin6nimo de Pseudomonas maltophilia e de Xanthomonas maltophilia), qu
apresenta uma ampla distribuicdo geografica, foi detectada através dos teste:
bioquimicos, com uma similaridade de 98,03%. Testes preliminares detectaran
a presenga desta bactéria, isolada em amostras de raizes de alface hidropdnicos
Esta bactéria esta associada com infecgGes respiratorias, no trato urindrio
septicemias e linfomas.

Neste experimento, no armazepamento a 10°C, a partir do 3° di
observou-se uma queda significativa na qualidade do produto, envolvendo o
seus principais atributos, como uma perda acentuada da cor, do frescor, d:
impressdo geral da aparéncia e a percep¢dio ou o aparecimento de caracteristicas
indesejéveis, tais como o escurecimento da nervura central, das bordas, além de
coincidir com um aumento acentuado na contagem de coliformes totais, fecais ¢
na contagem de bactérias do género Pseudomonas. Ao atingir o 7° dia de
armazenamento, o produto encomtrou-se fora da legislacio vigente, par:
coliformes fecais.

Segundo Couture, Cantwell e Saltveit (1993), nenhum atributo testadc
no primeiro dia do experimento pode ser usado para predizer a vida Wtil ¢ 2
qualidade final do alface minimamente processado.
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Em geral, as areas descoloridas estio localizadas nas bordas ou nas
rontas dos pedagos do alface que apresentavam defeitos fisicos devido a
yroblemas de amassamento ou atrito. Segundo King Jr. et al. (1991), a avaliagio
le pedagos de alface mostrou que estes ndio sdo visualmente afetados pelo
rescimento microbiano.

Os resultados deste trabalho estdo de acordo com Nguyen-the e Prunier
1989), que constatam que a deterioragio de saladas prontas para o consumo esti
igada as margens e a nervura central das folhas e pode ser causada por virios
atores, incluindo ataques microbiolégicos, oxidagdes bioquimicas de fen6is ou
itotoxidade do CO,. Segundo os autores, o aparecimento de pequenas necroses
: manchas rosas € marrons que aparecem nas margens, nos cortes € nas nervuras
entrais das folhas, com poucos dias de armazenamento a 10°C, é a principal
ausa da deterioragdo nas saladas prontas para consumo, sendo dificil explicar
ua origem e reduzir sua incidéncia. Os mesmos autores afirmam que existe
ima clara relagéio entre a deterioragdo existente em saladas prontas e a contagem
la bactéria Pseudomonas marginalis, a mais frequentemente isolada, apés 10
lias de armazenamento a 10°C.

Com base nos resultados das anilises dos isolados das bactérias, fica
vidente que os géneros Pseudomonas, Klebsiella, Serratia ¢ Enterobacter
redominam na microbiota do alface hidropdnico fresco, cortado e armazenado
m embalagens plsticas seladas, porém outras bactérias oportunistas também
iodem ocorrer.

O isolamento ¢ a identificagiio de bactérias patogénicas, principalmente
l0s produtos armazenados a 10°C, demonstram que mesmo com todos os
uidados utilizados e necessarios na preparacdo do produto, estes poderdo ser
nsuficientes se niio mantivermos o controle da temperatura de armazenamento

réximo a 2°C, reduzindo o crescimento de patégenos psicréfilos oportunistas.
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5 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos nas condigées experimentais do present
trabalho, conclui-se que:

- Para ambas temperaturas de armazenamento (2 e 10°C), ndo houw
nenhum comprometimento do produto com qualquer um dos aspectos d
qualidade analisados, até o terceiro dia.

- O alface hidrop6nico minimamente processado, armazenado a 2°C
apresentou uma vida util de 7 dias, sem comprometer suas principai
caracteristicas fisicas, fisico-quimicas, quimicas, bioquimicas e sensoriais, alén
de reduzir o crescimento de bactérias patogénicas e/ou deteriorantes.

- Para o produto armazenado a 10°C, a vida til é de no maximo 3 dias
devido, principalmente, ao comportamento do pH, ao efeito do CO,, i
degradagio da clorofila e a0 aumento acentuado na atividade das enzimas PFO e
da FAL, que estdo fortemente associadas as mudangas nos atributos sensoriais
do produto

- A temperatura de armazenamento de 10°C permitiu, apds sete dias, ¢

crescimento de bactérias psicotréficas patogénicas, as quais, em niveis mais
elevados, podem ser prejudiciais 4 saiide humana.
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- As préticas utilizadas de higiene e sanificagio reduziram, mas nio
dram suficientes, para eliminar todas as bactérias deteriorantes/patogénicas

resentes, endogenas e/ou exdgenas ao produto.
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TABELA Al. Resumo da anélise de varidncia da acidez, clorofila, CO,, Fenilalanina aménia-liase (FAL), pH e polifenol

oxidase (PFO).
Quadrados Médios

Fonte de variagéo GL  Acidez pH CO, Clorofila PFO FAL
Temperatura 1 0,00000ns 0,09075* 33,53438** 788,48133**  10734,45168** 0,42150**
Tempo de 4 0,00105** 0,14940%* 57,08664**  4256,03187** 14097,67890** 1,40723**
armazenamento
Temperatura*Tempo 4 0,00002ns  0,11812** 3,83185** 1101,92904**  7116,12251**  0,04159**
Residuo 20 0,00011 0,01770  0,06327 37,09133 3,56325 0,00486
Média geral 0,11 5,96 5,22 169,27 52,03 1,04
Coef. Variagdo (%) 9,36 2,23 4,82 3,60 3,63 6,68

n.s., *, **, ndo significativo e respectivamente significativo aos niveis de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F.



TABELA A2. Correlagio de Pearson entre as varidveis fisico-quimica:
quimicas e bioquimicas dentro da temperatura 2°C.

Varidvel = Varidvel Observagdes  Correlagio (r)  Significancia

Acidez Clorofila 15 -0,6340 0,0056+
Acidez O, 15 0,6539 0,0041*+
Acidez FAL 15 0,5409 0,0187*

Acidez pH 15 -0,1972 0,2406N'S
Acidez PFO 15 0,4031 0,0681NS
Clorofila  CO, 15 -0,9562 0,0000%*
Clorofila  FAL 15 -0,9456 0,0000%*
Clorofila  pH 15 0,1351 0,3156NS
Clorofla  PFO 15 -0,8784 0,0000%*
CO, FAL 15 09314 0,0000%*
Co, pH 15 -0,1560 0,2894N'S
CO, PFO 15 0,8097 0,0001**
FAL pH 15 0,0130 0,4817NS
FAL PFO 15 0,9392 0,0000*+
pH PFO 15 0,1165 0,3397NS

NS, * e ** ndo significativo, significativo ao nivel de 5 e 1% pelo teste de t
FAL - Fenilalanina amoénia liase
PFO - Polifenoloxidase
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‘ABELA A3. Correlagio de Pearson entre as varidveis fisico-quimicas,
quimicas e bioquimicas dentro da temperatura 10°C.

Varidvel ~ Varidvel Observagdes  Correlagio (r)  Significancia

\cidez Clorofila 15 -0,6001 0,0090**
\cidez CO, 15 0,5421 0,0184*
«cidez FAL 15 0,3950 0,0725NS
cidez pH 15 -0,2016 0,2356NS
cidez PFO 15 0,0185 0,4739NS
‘lorofila CO, 15 -0,5807 0,0116*
lorofila FAL 15 -0,3556 0,0967NS
lorofila pH 15 0,2888 0,1483NS
lorofila PFO 15 0,1576 0,2874NS
‘0, FAL 15 0,9476 0,0000%**
‘0, pH 15 0,4973 0,0296*
'O, PFO 15 0,6799 0,0026**
AL pH 15 0,6365 0,0054**
AL PFO 15 0,8440 0,0000%*
H PFO 15 0,8521 0,0000**

S, * e ** ndo significativo, significativo ao nivel de 5 e 1% pelo teste de t
AL- Fenilalanina amdnia liase
FO - Polifenoloxidase
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TABELA A4. Resumo da anélise de varidncia da cor, frescor, escurecimento da nervura central (ENC), escurecimento
das bordas (EB), cozido (COZ), podre e impressdo geral da aparéncia (IGA).

. Quadrados Médios
Fonte de variacio GL Cor Frescor ENC - EB COZ Podre IGA
P(ovadores 12 1,99435%*%  2,43554* 2,20351* 2,02542* 3,84649* 0,45807ns - 1,68748*
Tempo de 4  86,79512** 153,10631** 159,90822%* 119,87453** 110,65180** 111,90870** 138,40355**
afmazenamento e .
Temperatura 1 147,51831** 202,50100** 166,56298** 233,70127** 128,65307** 395,08000** 230,65779**
Tempo*Temperatura 4  62,01192%* 36,27162**  47,69905** 39,14431**  36,42965** 103,98244** 2990870**
Residuo 118  0,50645 1,12371 0,96452 1,44199 1,66895 0,67160 0,87958
Médi_ageral 7,59 6,40 2,11 2,00 2,28 1,73 6,15
Coef. Variag#o (%) 9,37 16,57 46,57 60,06 56,77 47,47 15,25

ns., *, **, ndo significativo e respectivamente significativo aos niveis de 5% e 1% de probabilidade pelo teste F.



FABELA AS. Correlagdo de Pearson entre as varidveis sensoriais dentro da
emperatura 2°C.

Varidvel  Varidvel Observagdes Correlagéo (r) Significancia

SOR FR

5 09304  0,0100*
JOR ENC 5 09283 0,0114*
JOR EB 5 -0,8542  0,0327*
JOR co 5 -0,8976  0,0194*
JOR PO 5 -0,7362  0,0780NS
JOR IGA 5 09326  0,0104*
R ENC 5 -0,9999 0,000+
R EB 5 -0,9849  0,0011%*
R co 5 -0,9825  0,0014**
R PO 5 -0,9065 - 0,0169*
R IGA 5 0,9982 - 0,0000**
NC EB 5 09853  0,0011**"
NC co 5 . 0,9799 . 0,007+
NC PO 5 7 09045  0,0175%
NC IGA 5 -0,9971 © 0,0000%* "
B co 5 09781  0,0019**"
B PO 5 0,9419  0,0083*+
B IGA 5 09821  0,0014**
0 PO 5 -% 09521  0,0062**
0 IGA 5 -0,9909  0,0000%*
0 IGA 5 -09180  0,0139*

IS, * e ** ndo significativo, significativo ao nivel de 5 e 1% pelo teste de t
‘OR - Cor

R - Frescor

NC - Escurecimento da nervura central

B - Escurecimento das bordas

‘O - Cozido

O - Podre

3A - Impressdo global da aparéncia
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TABELA A6. Correlagio de Pearson entre as varidveis sensoriais dentro «
temperatura 10°C.

Varidvel ~ Varidvel Observagdes  Correlagdo (r)  Significancia

COR FR 5 0,8653 0,0291*

COR ENC 5 -0,9574 0,0052+**
COR EB 5 -0,9397 0,0088**
COR Cco 5 -0,9796 0,0017**
COR PO 5 -0,9348 0,0099**
COR IGA 5 0,8582 0,0314*

FR ENC 5 -0,9572 0,0053**
FR EB 5 -0,9835 0,0013**
FR . CO 5 -0,9388 0,0090**
FR PO 5 -0,9834 0,0013**
FR IGA 5 0,9920 0,0000**
ENC EB 5 0,9869 0,0009**
ENC Co 5 0,9953 0,0000**
ENC PO 5 0,9889 0,0007**
ENC IGA 5 -0,9347 0,0099**
EB co 5 0,9813 0,0015%*
EB PO 5 0.9945 0.0000**
EB IGA 5 -0.9778 0.0020**
co PO 5 0.9835 0.0013**
CO . IGA 5 -0.9206 0.0133*

PO IGA 5 -0.9683 0.0034*

NS, * e ** nilo significativo, significativo ao nivel de 5 ¢ 1% pelo teste de t
COR - Cor

FR - Frescor

ENC - Escurecimento da nervura central

EB - Escurecimento das bordas

CO - Cozido

PO - Podre

IGA - Impressdo global da aparéncia
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ABELA A7. Correlagdo de Pearson entre as varidveis fisico-quimicas,
quimicas (acidez, clorofila e CO,) e sensoriais dentro da
temperatura 2°C. .- - - -

Varidvel ~ Varidvel Observagdes  Correlagdo (r) Significincia

cidez COR 5 -0,3298 0,2939NS
cidez FR 5 -0,2688 0,3310NS
cidez ENC 5 0,2821 0,3228 NS
cidez EB 5 0,2099 0,3674 NS
cidez Cco 5 0,0860 . .0,4453 NS
cidez PO 5 -0,0528  0,4664 NS
cidez IGA 5 -0,2158 0,3637 NS
lorofila COR 5 0,7825 0,0589*
lorofila FR 5 0,7776 0,0608*
lorofila ENC 5 -0,7861 0,0574*
lorofila EB 5 -0,7251 0,0829NS
lorofila CO 5 -0,6497 0,1177NS
lorofila PO 5 -0,5192 0,1850NS
lorofila IGA 5 0,7432 0,0750NS
0, COR 5 -0,7611 0,0675*
0, FR 5 -0,7101 0,0895NS
0, ENC 5 0,7182 0,0859NS
0, EB 5 . 0,6338 0,1254NS
0, CO 5 0,5839 0,1506NS
0, PO . 5 0,4609- -~ -0,2173NS" -
0, IGA 5 -0,6794 "~ " 0,1036NS

S, * ¢ ** nio significativo, significativo ao nivel de 5 e 1% pelo teste de t
OR - Cor

R - Frescor

NC - Escurecimento da nervura central

B - Escurecimento das bordas

O - Cozido

) - Podre

7A - Impressdo global da aparéncia
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TABELA AS8. Correlagéo de Pearson entre as varidveis fisico-quimicas, -
bioquimicas (FAL, pH e PFO) e sensoriais dentro da temperatura
2°C. IRV it

Val:iével, : Varidvel - Observages - Correlagdo (r) .- - Significanicia

FAL ‘}:";‘ ', “COR . r:. R -0,8496 & 0’0342*

FAL :- - -FR . -0,8829 0,0236*
FAL ., :ENC .- 0,8896 - 0,0216*
FAL - ::-EB o 0,8449 0,0358*

FAL  >.;:.,CO
FAL .+ .-PO S
FAL ;9 IGA .
pH =y 5. COR 7o
pH oAl FR PONE

WEEN

. 0,7851 0,0578*

+ 0,6836 0,1016NS
-0,8568 0,0318* '
-0,3916 - 0,2573NS -
-+0,3487 0,2826NS " "

pH 2, ENC .- 03360  0,2902NS
pH : EB .. 0,3439  0,2854NS
pPH - coO - 0,4407  0,2288NS
pH . PO i 03171  0,3015NS
pH . IGA .- -0,3828  .0,2624NS
PFO . COR . - -0,858  .0,0312*
PFO - FR L 20,9575  0,0052**
PFO  «.. ENC 0,9620  .0,0044%*
PFO <« EB 09536  0,0060**
PFO  +.'CO 0,8951  0,0201*
PFO - - PO 0,8206  0,0443+

PFO .« IGA _ -0,9385 __ 0,0091**

NS, * e ** niio significativo, significativo ao nivel de 5 e 1% pelo teste de t
COR - Cor

FR - Frescor

ENC - Escurecimento da nervura central

EB - Escurecimento das bordas

CO - Cozido

PO - Podre

IGA - Impresséo global da aparéncia

FAL - Fenilalanina aménia liase

PFO - Polifenoloxidase
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.+, quimicas. (acidez, ' clorofila e COzb‘ e'sensoriais dentro da
temperatura 10°C. -

Varidvel - Varidvel Observagdes . Correlagio (r)  Significancia

\cidez COR 3 " -0,1518 0,4038NS
\cidez FR " -0,5436 0,1718NS
\cidez ENC 20,3965 - 0,2543NS
\cidez EB S " 10,4394 0,2295NS
\cidez Cco © 0,3104 0,3056NS )
\cidez PO S 0,4107 0,2461NS e
\cidez IGA Lol . -0,5319 0,178INS =~
‘lorofila COR o .-0,0532 0,4662NS
lorofila - FR 3 *. 0,3084 0,3068N'S o

-0,0868 0,4448NS
-0,2141 0,3648NS
-0,0326 0,4793NS
-0,1474 0,4065NS

0,3793 0,2645NS

‘lorofila ENC s
‘lorofila EB S
lorofila CcoO

lorofila PO

‘lorofila IGA
0, COR IR

QIR RV RV RV RV RV RV, RV RV RV RV RV RV R RS RV RV NV RV Y ]

.-0,7668 0,0652*
‘02 FR . -0,9098 0,0160*
‘0, ENC .~ 0,8493 0,0343* ,
‘0, EB 0,9029 0,0179* b
‘0, Cco 0,8227 0,0436* 4 i
0, . PO 08604 06306+ T
‘0, IGA -0,9353  _0,0098** _ ii-
IS, * e ** nio significativo, sngmﬁcatlvo ao mvel de Se M pelo testedet ..
'OR - Cor w } o N OT)
R - Frescor w2 F - AT
NC - Escurecimento da nervura central N 7
‘B - Escurecimento das bordas T L ey a eaTer
‘0 - Cozido - N
'O - Podre Ched
GA - Impressdo global da aparéncia - T T T s
*Ofy GIBLGE it
|4 S PR
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