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RESUMO

ANTUNES, Maria Aparecida, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2009.
Contaminacao, crescimento e inativagdo de microrganismos na cadeia de
producao de alface (Lactuca sativa L.) variedade Vitéria de Santo Antao. Orientador:
Nélio José de Andrade. Coorientadores: José Benicio Paes Chaves, Luis Antonio Minim e
Regina Célia Santos Mendonca.

Foi analisada a cadeia de producao da alface, cultivar Vitoria de Santo Antdo, do
campo a mesa, sob as diretrizes do sistema Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) e do sistema de Analise de Risco Microbiologico. Para este estudo
realizaram-se as etapas: caracterizacao da superficie foliar da alface; avaliacdo dos
habitos de consumo da alface e condi¢cdes de higiene do processamento em restaurantes
comerciais; avaliacdo da contaminacdo da alface do campo a mesa; identificacao,
listagem e analise de potenciais perigos das enterobactérias encontradas; testes de
desafio microbioldgico e testes de armazenamento utilizando-se modelos da
microbiologia preditiva; e, finalmente, uma avaliagdo de riscos microbiologicos.
Inicialmente, caracterizou-se a superficie foliar por microscopia eletrénica de varredura. A
cuticula apresentou-se hidrofébica e irregular. Estdmatos e nervuras foram sitios naturais
de adeséao E. coli O157:H7, além das superficies hidrofilicas de lesbes cuticulares e de
cortes. A adesdo intencional desse microrganismo nas bordas e cortes na folha de alface
foi superior a 5 log-cm™. Avaliaram-se os habitos de consumo de alface em restaurantes
comerciais. Porgbes pequenas (8,0 g), médias (20 g) e grandes (30 g) sdo consumidas
diariamente por pessoas entre 10 e mais de 40 anos, de ambos o0s sexos. Afirmaram que
nao lava as maos antes das refeicbes 16,0% dos homens e 11,3% das mulheres. Dentre
0s usuarios dos restaurantes, 10,1% afirmaram que tiveram diarreia. O nimero de casos
de diarreia foi maior entre os usuarios assiduos aos restaurantes do que os esporadicos.
Avaliaram-se as condi¢fes higiénicas de sete restaurantes comerciais de Vigosa, MG. Na
avaliagdo do ar dos ambientes refrigerados e néo refrigerados, de modo geral, as

contaminacbes estavam acima das recomendacdes da APHA e de pesquisadores
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brasileiros. As maos dos manipuladores em cinco restaurantes apresentaram médias de
contagens superiores a2 log UFC/méo para coliformes e meséfilos aerdbios. Todos os
utensilios apresentaram contagens de mesdfilos aerébios acima das recomendacgfes da
APHA (0,30 log UFC-cm?) e poucos atenderam as recomendacdes mais flexiveis
(1,70 log UFC-cm™). Avaliou-se quantitativamente a contaminacio da alface campo a
mesa. A contaminacdo por coliformes, enterobactérias e fungos e leveduras foi
constatada em todas as etapas, no campo, na entrega e na fase de consumo. Nao houve
incidéncia de E. coli nas amostras coletadas no campo. Mas, a bactéria estava presente
nas amostras para a entrega e prontas para o consumo, indicando que houve
contaminacdo ao longo do processo. Observou-se que ndo houve reducdes dos
microrganismos contaminantes ao longo da cadeia de produg&do. Em alguns casos, houve
aumento da contaminacdo. Foram isoladas bactérias Gram-negativas presentes nas
etapas “campo”, “entrega” e “pronta para consumo” e dezoito delas foram identificadas
por microscopia e provas bioquimicas. As enterobactérias foram listadas e realizou-se a
analise de perigos segundo metodologia APPCC. Consideraram-se como perigos
potenciais Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e, predominantemente, Klebsiellla
pneumoniae, com prevaléncia em 81,5% nas amostras de alface prontas para consumo
nos restaurantes. Esses microrganismos foram submetidos aos testes de desafio
microbiolégico e de armazenamento. Em um dos desafios, avaliou-se, pelo teste da
suspenséo, a eficacia de solucdes de vinagre (acido acético) acrescentada de cloreto de
sodio ou ndo para a inativagdo de células planctdnicas dos trés géneros. As solucdes
foram eficientes em reduzir populacdes de C. sakazakii e de K. pneumoniae. Mas, estas
solugcbes nao foram aprovadas pelo teste da suspensdo. Em outro desafio, avaliou-se a
eficacia da 4agua, solucdo de cloramina organica e solugcbes de acido acético,
acrescentadas ou ndo de cloreto de sodio, para reduzir as bactérias aderidas as folhas de
alface. Observou-se a agao sinérgica do cloreto de sddio adicionado ao acido acético em
inativar C. sakazakii e K. pneumoniae. As redugbBes decimais foram iguais as com
cloramina organica. Nao houve, porém, diferenca na resisténcia das enterobactérias em
relacdo ao tratamento. No entanto, nenhuma solucdo sanitizante atingiu reducdes
decimais de trés ciclos logaritmicos na polulagéo de microrganismos, como recomendado
para células sésseis. Avaliou-se, também, a efichcia de uma solucdo de cloramina
organica e outra de acido acético em inativar células de K. pneumoniae aderidas a folha
de alface, nas concentragBes usadas pelos restaurantes. O modelo exponencial de dois
termos foi apropriado para descrever a cinética de inativacdo. Nas populagbes
estudadas, duas subpopulacdes de resisténcia heterogénea foram identificadas, uma
mais sensivel e outra mais resistente. Do ajuste das curvas de inativagédo obtiveram-se as

constantes de velocidade de inativacdo das duas subpopulacGes. Nos testes de
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armazenamento, estudou-se o crescimento de K. pneumoniae na alface mediante
temperaturas entre 5 e 40 °C. Os modelos matematicos primarios da microbiologia
preditiva, Gompertz modificado e de Baranyi e Roberts, foram utilizados para descrever
as curvas de crescimento. Verificou-se que o modelo Baranyi e Roberts foi o mais
adequado as respostas do crescimento microbiano. Na temperatura de distribuicao
observada nos restaurantes de 20 °C, o tempo da adaptacdo (L) foi de 1,74 h, e a
velocidade especifica de crescimento (Umax) de 0,199:h™. Observou-se, também, que K.
pneumoniae cresceu sob refrigeragdo em temperatura de 5 °C. No estudo dos
parametros de crescimento por modelos secundarios, os modelos de Arrehnius e de
Weibull ajustaram-se bem aos dados da duracéo da fase lag, e o modelo simples de raiz
guadrada de Ratkowsky descreveu bem o efeito da temperatura sobre as taxas
especificas de crescimento maximo. A andlise de risco microbiolégico nesse
experimento, considerando a prevaléncia e o numero de K. pneumoniae nas amostras
em cada estagio da cadeia de producdo da alface Vitéria de Santo Antdo, desde a
priméria até a mesa do consumidor, em razdo do processo, da temperatura e do tempo
de exposicdo, indicou riscos de o consumidor ingerir grande numero de células do

microrganismo.
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ABSTRACT

ANTUNES, Maria Aparecida, D. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, August, 2009.
Contamination, growth and inactivation of microorganisms in the production of
lettuce (Lactuca sativa L.) variety Vitéria de Santo Antdao. Adviser: Nélio José de
Andrade. Co-Advisers: José Benicio Paes Chaves, Luis Antonio Minim and Regina Célia
Santos Mendonca.

The production chain from farm to table of the lettuce Vitoria de Santo Antdo was
analyzed under the guidelines of the Hazard Analysis Critical Control Point system
(HACCP) and Risk Assessment of microbiological hazards system. The following stages
were realized for this study: lettuce foliar surface characterization, evaluation of lettuce
consumption habits and hygiene conditions of the processing in commercial restaurants,
evaluation of lettuce contamination from the farm to table, identification, listing and
analysis of potential hazard in a food operations; microbiological challenge tests and
storage tests using predictive microbiology; and, finally, an evaluation of microbiological
risks. First, the foliar surface was characterized by electronic microscopy. Cuticle showed
being hydrophobic and uneven. Stomata and ribbings had been natural adhesion sites. E.
coli 0157: H7 beyond the hydrophilic surfaces of injuries cuticule and cuts. The intentional
microorganism adhesion in the edges and cuts in the lettuce leaf reached > 5 log. The
consumption habits of lettuce in commercial restaurants had been evaluated. Small (8 g),
midle (20 g) and great portions (30 g) are daily consumed by people between 10 and 40
years old, both male and female. Affirmed that do not wash the hands before meals
16.0% of the men and 11.3% of the women had. Among the restaurants consumers,
10.1% had affirmed they had diarrhea recently. The number of diarrhea cases was greater
among people that frequently eat at restaurants than among the ones who sporadically
eat at restaurants. The hygienical conditions of seven commercial restaurants in Vigosa,
MG were evaluated. The contaminations were above of the recommendations of the
APHA and Brazilian researchers in the evaluation of the air of cooled and not cooled

environments. The manipulators hands in five restaurants had presented averages of
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counting > 2 log CFU/hand for total coliforms and aerobic mesofilic organisms. All the
utensils had presented counting of aerobic mesofilic above of the recommendations of
APHA (0.30 log CFU-cm’z) and few had taken care of to the recommendations most
flexible (1.70 log CFU-cm™). The contamination of the lettuce was evaluated quantitatively
from the farm to table. Total coliforms, enterobacterias and filamentous molds and yeast
had been present in all evaluated stages (in the farm, in the delivery and ready to eat).
There was no E. coli incidence in the farm samples, but there was in the delivery samples
and ready for consumption, indicating that it was spread throughout the process. It was
observed that there were no satisfactory reductions of contaminants microorganisms
throughout the production chain. In some cases, it increased instead of reducing. Gram-
negative bacteria present in the stages “farm”, “delivery” and “ready to eat” were isolated
and 18 were identified by microscopy and biochemical tests. The enterobacterias were
listed and the hazards analysis of the potentially hazardous microorganisms was realized
by HACCP methodology. The following were considered as potentially hazardous
microrganisms: Escherichia coli, Cronobacter sakazakii and Klebsiellla pneumoniae. The
prevalence of this last one was 81.5% in the samples of lettuce ready to eat in the
restaurants. These microorganisms were submitted to microbiological challenge tests and
storage tests. In one of the challenges, by the suspension test, the efficacy of acetic acid
(vinegar) added or not to sodium chloride in the inactivation of planktonic cells of the three
enterobaterias was evaluated. The solutions were efficient in reducing populations of C.
sakazakii and K. pneumoniae. However, the solutions had not been approved by the test
of the suspension. In another challenge, the efficacy of the water, solution of chloramine
organic and solutions of acetic acid, added or not to sodium chloride, in reducing the
bacteria attached to lettuce leaves were evaluated. The synergic action of the sodium
chloride added to the acetic acid was observed in the C. sakazakii e K. pneumoniae
inactivation. The decimal reductions were equal to the reductions with chloramine organic.
There was no difference in the endobacterias resistance in relation to the treatment also.
However, no sanitizer solution reached 3 decimal reduction values in the microorganism
population, as recommended for sessile cells. The effectiveness of one solution of
chloramine organic and one of acetic acid, in the concentrations used by the restaurants,
was evaluated in inactivating K. pneumoniae attached to the lettuce leaf. The results were
analyzed by two term exponential model for mixed cell population to the adjustment of
inactivation curves and to obtain the constants of inactivation. In the storage tests, the
increasing of K. pneumoniae in the lettuce in temperatures between 5 and 40 °C was
studied. Two primary models of the predictive microbiology, modified Gompertz and
Baranyi and Roberts, had been used to describe the growth curves. It was verified that the

model Baranyi and Roberts was more adjusted to the answers of the microbial growth,
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obtaining the values of the main parameters of the microbial growth. In the temperature of
distribution that occurs in the restaurants, 20 °C, the adaptation time (1) was 1.74 h, and
the specific rate of growth (umax) 0.199-h™. Besides, it was observed that K. pneumoniae
grew at 5° C under the parameters of growth for secondary models. The Weibull model
adjusted well to the data of the duration of the lag phase and simple square root model of
Ratkowsky described the effect of temperature on the maximum growth rate. The analysis
of microbiological risk in this experiment, considering the prevalence and the number of
Klebsiella pneumoniae samples in each stage of the production chain of the lettuce Vitoria
de Santo Antdo, since the primary production until the consumer’s table, in reason of the
process, the temperature and the time, indicated the risk for consumers of ingesting high

number of microorganisms.
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1. INTRODUGAO

As hortalicas frescas, por exemplo, a alface, fazem parte de uma cadeia
complexa, em que o Ultimo elo é o consumidor. A producdo agricola é um importante
nicho na economia, fator de agregacdo do homem ao campo, permitindo 0 acesso a
alimentos de efeitos benéficos a saude. Além do consumo doméstico, as hortalicas
frescas sdo servidas em restaurantes de auto-servico em esquemas de bufés de salada.
Apesar de se destacarem pelas propriedades nutricionais, as hortalicas podem veicular
perigos e seu consumo pode representar riscos microbioldgicos a saude dos
consumidores. Portanto, é de fundamental importancia que os produtores de alimentos
tornem-se familiarizados com as ferramentas que permitem manipular os elementos do
processamento e da distribuicdo, de maneira que os riscos de efeitos adversos a saude
possam ser minimizados.

Para reduzir os riscos da ocorréncia de doencas de origem alimentar, a
contaminacéo dos alimentos deve ser prevenida ao longo de todo o processo, desde o
campo até o momento de seu consumo. Ha necessidade de compreender o
comportamento dos microrganismos potencialmente perigosos presentes no alimento
durante as etapas de processamento e predizer os resultados dos possiveis abusos para
a seguranca do produto final. Testes de desafio microbiolégico e modelagem preditiva
permitem a geracdo de informagbBes para propositos de seguranca alimentar. Eles
auxiliam na determinacdo de passos criticos do processo em que medidas de controle
podem ser tomadas e, consequentemente, apresentar melhoria do processo, em uma
abordagem quantitativa do sistema de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle
(APPCC).

Para a gestdo dos riscos associados ao consumo de hortaligas cruas
contaminadas em restaurantes comerciais, 0s produtores rurais, assim como O0S
manipuladores de alimentos, precisam de informacdes. Devem compreender que 0S

perigos microbiolégicos podem ser influenciados por praticas agronémicas, etapas do



processamento e modo de preparo para o consumo. Portanto, deve ser empreendida a
avaliacdo quantitativa do risco de infec¢gdes humanas que pode estar ligado ao consumo

de hortalicas contaminadas.

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as condi¢cfes higiénicas da cadeia de
producdo da alface Vitéria de Santo Antdo para determinar a seguranca microbiolégica
deste alimento durante a sua distribuicdo em restaurantes comerciais.

Como objetivos especificos deste trabalho pretenderam-se:

a) Caracterizar microscopicamente a superficie foliar da alface.

b) Observar sitios de adesdo bacteriana na superficie abaxial e adaxial da folha
de alface.

¢) Comparar adesdo de Escherichia coli O157:H7 nas extremidades cortadas e
porcdes internas das amostras da folha de alface.

d) Avaliar as condi¢Bes higiénicas do ar de ambientes de processamento em
restaurantes industriais.

e) Avaliar as condi¢des higiénicas de manipuladores responsaveis pelo preparo
de saladas em restaurantes comerciais.

f) Avaliar as condi¢des higiénicas de equipamentos e de utensilios no preparo de
saladas em restaurantes comerciais.

g) Determinar a microbiota em amostras de alface coletadas no campo, no
momento da entrega nos restaurantes e apds 0 preparo para 0 consumo.

h) Identificar enterobactérias em amostras de alfaces coletadas no campo, no
momento da entrega nos restaurantes e apds o0 preparo para 0 consumo.

i) Determinar as concentragbfes das solu¢cbes sanitizantes usadas nos
restaurantes comerciais.

j) Avaliar a atividade bactericida de diferentes solu¢des de vinagre acrescidas de
cloreto de sédio sobre células plancténicas de Escherichia coli, Enterobacter sakazakii e
Klebsiella pneumoniae isolados de alface.

k) Determinar a eficiéncia de uma cloramina organica e de vinagre em inativar
células de Escherichia coli, Enterobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae aderidas em
folhas de alface.

I) Determinar a cinética de morte celular com uma cloramina orgénica e com
solucéo diluida de vinagre.

m) Determinar os parametros cinéticos de crescimento de Klebsiella pneumoniae

em folha de alface Vitéria de Santo Antéao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.A alface (Lactuca sativa L.)

A alface (Lactuca sativa L.) pertencente a familia Asteraceae, possui folhas lisas
ou crespas, dispostas em forma de roseta partindo-se de um caule muito pequeno, nao
ramificado a qual se prendem folhas de coloracdo que varia do verde-amarelado até o
verde-escuro. Esta planta é originaria do Mediterraneo sendo introduzida no Brasil pelos
portugueses. Nas regides de clima tropical e subtropical desenvolve-se melhor durante
estacoes do ano em gue as temperaturas sdo mais amenas, entre 15 °C e 20 °C, para o
crescimento vegetativo (FILGUEIRA, 2000).

Existem cultivares que produzem bem no verdo. No Brasil, a producdo de alface
nas estacdes quentes foi viabilizada em virtude do melhoramento genético. Tornou-se
possivel o cultivo em temperaturas mais elevadas, com fotoperiodo mais longo, sem
estimular o pendoamento, sem alterar o sabor original e com maior resisténcia ao virus
do mosaico da alface (NAGAI, 1980).

Um exemplo desse tipo é a alface Vitéria de Santo Antdo, do tipo manteiga, que
foi desenvolvida pelo Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA) como uma variedade a
ser cultivada em regides tropicais. E uma planta muito vigorosa, com folhas grossas
formando cabeca, tolerante ao calor e ao pendoamento precoce. Mas, mesmo com 0S
esforcos do melhoramento genético, a producdo de alface em estacdes quentes, em
grande parte do territério brasileiro, é ainda problematica uma vez que ha escassez e ma
gualidade do produto. A utilizacdo de estufas soluciona parcialmente os problemas
climaticos, como o excesso de chuvas. O uso de coberturas plasticas pode levar ao
aguecimento excessivo quando as estufas sdo maldimensionadas ou manejadas
incorretamente (VIGGIANO, 1990).

A alface, pela sua adaptacdo as condi¢des climaticas diversas, possibilita cultivos
sucessivos no mesmo ano. E a hortalica folhosa de maior valor comercial no Brasil.

Possui cerca de setenta cultivares e, aproximadamente, 18 s&do nacionais. Sao



cultivados, principalmente, para consumo de suas folhas cruas em saladas. As regibes
Sul e Sudeste do Brasil séo as principais consumidoras da hortalica (VIGGIANO, 1990).

A hortalica € produzida em cinturdes verdes préximos a grandes centros
consumidores. Devido ao seu alto teor de 4gua e grande area foliar, € muito perecivel no
periodo pds-colheita. O processo de senescéncia de folhosas ocorre principalmente por
causa da rapida perda de agua e da acao de microrganismos e de enzimas cataliticas. A
colheita interrompe o fornecimento de agua e ocorre subsequente perda de agua pela
transpiracdo. A perda de agua pode acelerar a deterioracdo pelo aumento da taxa de
algumas reagdes de origem catabdlica, como a degradacdo da clorofila. A reducdo da
temperatura aumenta a conservagao poés-colheita dos folhosos por diminuir a presséo de
vapor entre a planta e o meio, reduzindo a perda de 4gua (FINGER; VIEIRA, 1997).

A alface é cultivada em regibes temperadas e tropicais e € exigente nas
caracteristicas fisicas e quimicas do solo. Por ser de ciclo curto, responde ao
fornecimento de nitrogénio em sua nutricdo. O solo ideal para seu cultivo é areno-argiloso
rico em matéria organica (FILGUEIRA, 2000). A adubacdo com estercos de animais e
compostos organicos tem sido amplamente utilizada na produgcdo de alface, com o
objetivo de reduzir as quantidades de fertilizantes quimicos e melhorar a qualidade do
solo, proporcionando aumento da producéo e no teor de nutrientes em plantas de alface
(SILVA et al., 2001). A adubacao organica ndo apenas incrementa a produtividade, uma
vez que proporciona plantas com caracteristicas qualitativas distintas das cultivadas,
exclusivamente, com adubos minerais exercendo influéncia sobre a conservacdo no
periodo pos-colheita (SANTOS, 2005).

O baixo custo de producéo e a comercializagdo segura fazem com que a hortalica
seja a preferida pelos pequenos produtores. Este fato confere ao cultivo da alface grande
importancia econdmica e social no Brasil, sendo significativo fator de agregacdo do
homem ao campo (MEDEIROS et al., 2007).

A composicdo de nutrientes da alface €, aproximadamente: &gua (95%),
carboidratos (1,7%), proteinas (0,6%), fibras (1,1%) e de minerais como calcio e fosforo,
tracos de ferro e vitaminas A, B2 e C e outras (KAGAWA, 2004).

2.2.0 paradoxo do consumo de hortalicas frescas e implicagdoes na saude
humana

A ingestdo de frutas e hortalicas em quantidades abaixo do ideal foi apontada
como um dos cinco principais fatores envolvidos na ocorréncia de doencas crénicas e
degenerativas em todo o mundo. Desde entdo, guias alimentares tém sido elaborados

com a recomendacao de que a populacdo aumente o consumo de frutas e vegetais para



cinco ou mais por¢des diarias, a fim de melhorar o seu estado nutricional diminuindo a
incidéncia dessas doencas. O objetivo é evitar que os recursos financeiros do pais sejam
insuficientes para manter a saude da populacdo, principalmente daqueles com idade
superior a 50 anos (WHO, 1998).

Consumidas cruas, frutas e hortalicas vindas do campo sempre foram
consideradas como alimentos seguros. Porém, infeccdes humanas tradicionalmente
adquiridas através da ingestdo de alimentos de origem animal trocaram de veiculo e
passaram a ser transmitidas por hortalicas. Consequentemente, os surtos de doencas de
origem alimentar, devido ao consumo de hortalicas frescas contaminadas, aumentaram
nas ultimas trés décadas (SIVAPALASINGAM et al., 2004). A maioria dos casos
informados foi causada por bactérias patogénicas, especialmente Escherichia coli
0157:H7 e Salmonella. Essas duas bactérias foram encontradas em carnes cruas,
laticinios, hortalicas, alface e agua (WACHTEL; CHARKOWSKI, 2002; RHEE et al., 2003;
VERNOZY-ROZAND et al.,, 2005). A contaminacdo com ambas as bactérias ocorreu
ainda no campo por meio da agua de irrigagdo e do esterco (SIVAPALASINGAM et al.,
2004; FRANZ et al., 2005). A dose infectiva de E. coli O157:H7 € tao baixa quanto 10-100
UFC-g™ de alimento (SHEARER; STRAPP; JOERGER, 2001). Além de bactérias, os
surtos foram causados por parasitas e virus (MEAD et al., 1999).

Fontes de microrganismos em produtos frescos no estdgio anterior a colheita
incluem fezes, agua de irrigacdo, compostagem inadequada do esterco usado como
adubo, solo, ar, animais silvestres e domésticos e manipulagdo humana (BEUCHAT,
1996; BUCK; WALCOTT; BEUCHAT, 2003).

No campo, uma preocupacédo crescente é a disposicao segura do esterco usado
como adubo, oriundo das criagBes intensivas. Este € um problema relacionado a
seguranca alimentar, uma vez que o0 esterco comumente contém patdgenos. As
tecnologias intensivas de criagcdo de animais, introduzidas para minimizar custos de
producéo da carne, tém conduzido a doengas zoonoticas, consideradas emergentes, que
afetam os humanos (FAYER et al., 2004).

Apo6s a colheita, as condi¢Bes do transporte, as temperaturas de armazenamento,
assim como o contato com superficies de utensilios, equipamentos e manipuladores
durante processamento sdo outras fontes que podem contribuir para contaminacao
adicional (BEUCHAT, 1996).

A ocorréncia de doengas de origem alimentar, causada por bactérias patogénicas,
€ problema em nacdes em desenvolvimento assim como nas desenvolvidas (FANG,
2005). Estas doencas resultam para o pais em sobrecarga econémica e perda de saude
da populacdo. As doencas de origem alimentar sdo especialmente severas em criangas,

idosos e imunocomprometidos (BAILEY, 1998).



Nos Estados Unidos, entre 1973 e 1997, oito surtos associados com alface foram
causados por patégenos humanos, inclusive, E. coli 0157:H7 e Salmonella
(SIVAPALASINGAM et al., 2004). As bactérias Salmonella enterica serovar Typhimurium
e Salmonella enterica serovar Enteritidis sdo as mais frequentemente isoladas em surtos
de doenga de origem alimentar no mundo (LIM et al., 2003).

No Brasil, dados sobre doenca de origem alimentar estdo disponibilizados. Por
exemplo, na cidade de Vigcosa, Minas Gerais, o Servi¢co de Vigilancia Epidemiolégica foi
instituido no final da década de 1990. A vigilancia epidemioldgica € um conjunto de a¢cbes
gue proporcionam o conhecimento, detec¢do e prevengdo de qualquer mudanca nos
fatores determinantes e condicionantes da saude individual ou coletiva, com a finalidade
de recomendar e adotar medidas de prevengdo e controle das doencas e agravos
(BRASIL, 1990). Este servigo realiza o acompanhamento de agravos, definidos em nivel
nacional como os de notificagcdo compulséria, agravos inusitados e surtos. Os dados sdo
colhidos dos relatorios emitidos do atendimento de oito unidades de saude e dois
hospitais locais. Os registros de atendimentos e notificagbes sdo documentados e
armazenados em bancos de dados de sistemas de informacdo. As analises desses
dados sédo realizadas pelo Servico de Vigilancia Epidemioldgica, do Departamento de
Saude Coletiva da Secretaria de Saude da Prefeitura Municipal de Vigosa, Minas Gerais.
O objetivo principal deste servico é que as informacgfes geradas sirvam de base para
construcao de indicadores Uteis para planejamento e avaliacdo das politicas preventivas
de saude municipais, estaduais e federais, principalmente no carater preventivo. Dentre
outras atividades, a vigilancia epidemioldgica realiza o Monitoramento das Doencas
Diarreicas Agudas (MDDA). Os resultados desse monitoramento no ano de 2005 foram
disponibilizados para essa pesquisa e estdo apresentados na Figura 1.

Durante o ano de 2005, trés unidades de atendimento do Programa da Saude da
Familia (PSF), sendo as unidades de Nova Vicosa, Amoras e Cachoeirinha e os dois
hospitais do municipio, realizaram o monitoramento semanal das doencas diarreicas
agudas com a finalidade de conhecer o comportamento usual das doengas diarreicas e
dos principais motivos que levam a sua ocorréncia. Porém, os agentes de saude
informaram que, mesmo com empenho, ha subnotificacao.

Esta foi uma acdo importante. Talvez, com mais recursos disponibilizados, os

casos notificados possam ser investigados e as causas elucidadas.



Distribuicao, por faixa etaria, dos casos de diarreia registrados em 2005 em
Vigcosa, MG
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NUmero de casos registrados

Figura 1 - Distribuicdo por faixa etaria dos casos notificados de doengas diarreicas agudas no ano
de 2005 registrados no municipio de Vigosa, MG.

2.3.Tratamentos para redugao da microbiota em hortalicas consumidas

cruas

Os métodos tradicionais para reduzir populagdes microbianas das superficies de
frutas e hortalicas sdo desenvolvidos por meio de tratamentos fisicos ou quimicos. Uma
variedade de protocolos e agentes quimicos sanitizantes estdo disponiveis para uso.
Uma vez que nem todos os tipos de hortalicas podem ser submetidos a um mesmo
processo, devido a sua estrutura delicada, é preciso conhecimento para decidir sobre
diferentes estratégias de elimina¢do dos microrganismos. No controle da contaminacdo
exige-se que os tratamentos de limpeza sejam empregados, inclusive nos equipamentos
e utensilios e outras superficies que entram em contato com as hortalicas.

Métodos de limpeza e sanitizacdo de hortalicas envolvem a aplicacdo de agua,
detergentes e tratamento mecanico das superficies por escovas ou sprays seguidos por
enxague com agua potavel. O passo de enxague pode incluir um tratamento de
sanitizacdo. E importante assegurar que a agua utilizada seja de boa qualidade para ndo
se tornar um veiculo de contaminacdo. A eficacia do método utilizado em reduzir as
populacdes microbianas vai depender do tipo de tratamento, tipo e fisiologia dos

microrganismos, caracteristicas das superficies do vegetal, tempo de exposi¢cdo ao



tratamento, concentracdo dos produtos, pH e temperatura. Além disso, a concentracao
dos produtos quimicos ou de outro método utilizado é limitada por causa da aceitagéo

sensorial do consumidor (PARISH et al., 2003).

A lavacdo das hortalicas € um dos primeiros procedimentos usados apos a
colheita. A 4gua é utilizada para desalojar residuos sélidos e remover o calor do campo,
resfriando-a. Neste procedimento, remove-se apenas alguns dos microrganismos
superficiais, ou seja, aqueles que nao estdo protegidos do material mucilaginoso natural
da planta. De modo geral, a lavacao remove cerca de um ciclo logaritmico do nimero de
microrganismos. Porém, se a lavacdo é feita com agua reutilizada, e ndo em &gua
corrente, pode haver aumento da populacdo de microrganismos ou da probabilidade de
espalhar a contaminacgéo de patégenos (PARISH et al., 2003).

Outro problema que pode ocorrer durante a lavagéo € a infiltracdo de patégenos
nos tecidos vegetais. A infiltracdo depende de temperatura, tempo e pressédo. Quando a
pressdo da agua supera a pressao interna dos gases e a natureza hidrofébica da
superficie, pode acontecer a infiltragdo. A infiltragdo é aumentada se a temperatura da
hortalica é mais alta que a da dgua que contiver células de microrganismos patogénicos
em suspensdo. Esse problema pode ser exacerbado pela adicdo de detergentes e
surfactantes a agua e ocorre, provavelmente, pela reducao da tensdo superficial da agua
na interface ar-agua com cutina e células parenquimais danificadas ou poros, conduzindo
0S microrganismos para o interior dos tecidos. Independentemente do modo de
infiltrac&o, as células podem estabelecer microcol6nias que s&o extremamente dificeis de
ser alcancadas com solug¢des quimicas aquosas (PARISH et al., 2003).

A deterioracdo de hortalicas servidas como salada crua pode ocorrer devido a
fatores fisiol6gicos como respiracao, transpiracao e atividade enzimatica no tecido vivo no
periodo pos-colheita e processamento. Além disso, a deterioracdo pode acontecer por
causa da atividade microbiana. Portanto, a eliminacdo de bactérias na superficie ou no
interior de alimentos é importante, ndo somente por causa dos seus efeitos patogénicos
aos humanos, mas € fundamental para a qualidade e tempo de vida util dos alimentos
(NGUYEN-THE; CARLIN, 1994).

O tratamento com sanitizantes quimicos nao é suficiente para manter o produto
seguro, portanto é preciso utilizar também temperaturas baixas para retardar a atividade
enzimatica e microbiana. O problema é que bactérias psicrotroficas Gram-negativas
como Enterobacter spp., E. coli, Pseudomonas spp., Alcaligenes spp. e Flavobacterium
spp. continuam a crescer em temperaturas de refrigeracdo (BRAUN; SUTHERLAND,
2005).

Segundo Parish et al. (2003), o melhor método para evitar microrganismos

patogénicos em hortalicas, de maneira relevante é prevenir a contaminacdo. Mas, uma



vez que na producdo primaria, isso hem sempre é possivel, entdo o ato de lavar e
sanitizar continua sendo o procedimento de importancia na prevencdo de surtos de
doencgas de origem alimentar veiculadas por produtos frescos.

Microrganismos patogénicos humanos associados a hortali¢as e frutas, inteiras ou
cortadas, comercializadas na condigdo de prontas para consumo, podem causar surtos
de doencas de origem alimentar. E real a necessidade de mais esfor¢os para reduzir os
riscos de doencas ocasionadas pelo consumo desses produtos (PARISH et al., 2003).

Os métodos tradicionais de limpeza de hortalicas e frutas incluem os passos de
uma pré-lavagem realizada somente com &gua, aplicacdo de detergentes e auxiliares
para remoc¢do de residuos organicos e minerais, enxague e sanitizacdo com produtos
guimicos. Os sanitizantes mais comuns, aprovados para serem utilizados em alimentos,
sdo de baixa eficiéncia e raramente reduzem em mais de 2 ciclos logaritmicos a
populagdo de microrganismos em hortalicas e frutas (BRACKETT; SPLITTSTOESSER,
2001).

A eficacia do método utilizado vai depender do tipo de tratamento, competéncia
fisioldégica dos microrganismos, caracteristicas das superficies dos alimentos, tempo de
exposicao, concentracdo das solugdes, pH e temperatura. A ineficdcia dos sanitizantes
utilizados para descontaminar a superficie de hortalicas e frutas tem sido atribuida a
incapacidade dos principios ativos em alcancar os sitios em que estdo alojadas as
células microbianas. A infiltracdo de patégenos em rachaduras, aberturas naturais e
espacos intercelulares, foram demonstrados por véarios pesquisadores. Esses nichos
promovem seguranca, sobrevivéncia e mesmo crescimento no periodo em que o produto
€ processado até que ocorra 0 consumo (BURNETT; CHEN; BEUCHAT, 2000).

Brackett (1990) sugeriu que a reducdo das populacées microbianas por limpeza e
sanitizacao e seu posterior controle utilizando-se atmosferas modificadas pode permitir
gue populacbes de patdégenos humanos proliferem nas superficies dos produtos. Isto
porque a reducdo de populagbes microbianas mistas das superficies diminui a
competicdo por espaco e nutrientes, proporcionando condi¢cdes para o crescimento dos
patégenos, reconhecidos como maus competidores. Segundo esse autor, isto pode,
teoricamente, resultar em um produto ndo deteriorado, mas, inseguro para consumo. A
industria de alimentos tradicionalmente utiliza a deterioracdo natural como medida de
controle para a seguranca alimentar. Aumentar o tempo de prateleira do produto pode
nao ser desejavel qguando aumentam as chances de crescimento de microrganismos
patogénicos antes que a deterioracao ocorra e seja detectada pelo consumidor.

Neste cenéario adverso, Conway, Leverentz e Saftner (2000) observam que a
proliferacdo de microrganismos deterioradores no periodo poés-colheita pode

comprometer a integridade das coberturas naturais como peles e cascas e alterar o pH



dos produtos, aumentando assim as chances de sobrevivéncia e de crescimento de

patégenos humanos.

2.3.1. Produtos a base de cloro

Ha vérias décadas que os compostos a base de cloro sdo usados pela indlstria e
em outros locais que processam hortalicas, a fim de reduzir a carga microbiana do
alimento e das superficies de processamento (CHERRY, 1999).

A formacéo de produtos clorados organicos, como os trialometanos, e o impacto
deles na seguranca humana e ambiental geraram buscas de alternativas para o seu uso.
Os trialometanos sé@o formados pela reacdo do cloro com &cidos falvicos e hamicos
existentes na agua (OPAS, 1987). O triclorometano é o que se forma em maior
concentracao, sendo responsavel por 90% dos trialometanos totais. Também, podem ser
formados pela reacdo com o cloro, diclorobromometano, dibromoclorometano e
tribromometano (MEYER, 1994).

Segundo Silva Junior (2007), o cloro é um dos sanitizantes mais baratos e mais
convenientes no uso contra microrganismos patogénicos veiculados por alimentos em
servicos de alimentacéo e restaurantes comerciais do Brasil.

Os principais compostos clorados inorganicos sao o hipoclorito de sdédio, o
hipoclorito de calcio e o diéxido de cloro. Ja os organicos sao cloramina T, dicloroamina
T, diclorodimetil hidantoina e acido dicloroisocianurico. Os compostos clorados orgéanicos,
produtos da reacdo do acido hipocloroso com aminas, iminas, amidas e imidas, sé&o
comercializados na forma de p6 e apresentam melhor estabilidade no armazenamento.
Sao mais estaveis em solugdo aquosa liberando o &cido hipocloroso mais lentamente,
permanecendo ativos por mais tempo (DYCHDALA, 1977).

As concentracdes mais utilizadas variam entre 50 e 200 mg-L™* para sanitizar
superficies de alimentos e de equipamentos do processamento. Porém, concentracdes
mais altas sdo recomendadas para sanitizar sementes que serdo germinadas para
producéo de brotos que serdo consumidos por humanos (FDA, 2008).

Quando o produto clorado, organico ou inorganico esta em solugcao aquosa, ele
libera o acido hipocloroso. Em sua forma ndo dissociada apresenta acao bactericida
(Figura 1). O acido hipocloroso é um acido organico fraco, cuja constante de dissociacao
é 3,18 x 10® a 30 °C. Em solucdo aquosa, dissocia-se formando o ion hidrogénio e o ion
hipoclorito. O acido hipocloroso é a forma livre que tem a mais alta atividade bactericida
sobre varios tipos de microrganismos. Em solu¢do aquosa, o equilibrio entre o acido
hipocloroso e o ion hipoclorito depende de pH (TROLLER, 1993; MEYER, 1994).
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HCIO <> ClO +H* (Eq. 1)

A quantidade de &cido hipocloroso nas solucdes cloradas é determinada pela
constante de dissociagdo do acido, pH concentracdo em cloro residual total. Esses
fatores podem estar relacionados num rearranjo da equacdo de Henderson-Hasselbalch
(Equacéo 2):

mgl L

mgILHcio = i pka (Eq. 2)

A equacdo demonstra 0 quanto é importante o pH da solucdo clorada. Os
compostos clorados sdo mais efetivos em valores de pH baixos quando o &cido
hipocloroso é dominante.

Embora o modo exato de a¢éo nédo seja conhecido, o principal efeito desinfetante
do &cido hipocloroso é causado por atividade oxidativa. Em células vegetativas, proteinas
e acidos nucleicos sédo destruidos, causando alterag@es irreversiveis e interrompendo a
sintese proteica. A inibicdo de enzimas da via glicolitica € a teoria mais aceita para
explicar a acdo bactericida dos compostos clorados. O mecanismo de inativacdo de
esporos é diferente por causa da capa proteica (BLOOMFIELD et al., 1994).

Valores de pH entre 6,0 e 7,5 sdo recomendados para solucdes sanitizantes, a fim
de minimizar a corrosdo de equipamentos e melhorar a eficiéncia do tratamento com
cloro. Além disso, a concentracdo de &cido hipocloroso é influenciada pela temperatura,
presenca de matéria organica, luz, ar e metais. A maxima solubilidade do cloro é
observada em temperaturas de 4 °C. Uma importante sugestao é que a temperatura das
solucdes cloradas seja, pelo menos, 10 °C mais alta do que a temperatura do alimento. O
motivo é reduzir a possibilidade de infiltracdo causada pelo diferencial de presséo gerado
pela temperatura. Porém, a infiltracdo de microrganismos pode ser minimizada pelas
boas condig6es sanitarias da agua utilizada na higienizagéo (PARISH et al., 2003).

A eficiéncia do tratamento usando solu¢des cloradas na reducédo de populacbes
de microrganismos patogénicos humanos em hortalicas frescas foi informada por vérios
autores. Fett (2002) informou sobre a inativacao de E. coli O157:H7 e Salmonella spp em
feijdo da variedade mung contaminados intencionalmente. Zhuang, Beuchat e Angulo
(1995) estudaram a influéncia da temperatura do tratamento com agua clorada sobre
células de Salmonella montevideo na superficie e no interior de tomates. E, Weissinger et
al. (2000) avaliaram a eficacia do tratamento com agua clorada sobre Salmonella baidon

em alface e tomate fatiados. Ainda, Beuchat, Adler e Lang (2004) investigaram a
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eficiéncia do tratamento usando produtos clorados para inativar Listeria monocytogenes

na alface do tipo iceberg e romana, simulando condi¢gbes comerciais de processamento.
De modo geral, os estudos tém demonstrado que o tratamento com agua clorada

tem limitado efeito bactericida. Mas, a agua clorada € amplamente utilizada para sanitizar

frutas e hortalicas em escala comercial (MCWATTERS et al., 2002).

2.3.2. Acidos organicos

Dentre os produtos quimicos que tém sido testados em sua eficiéncia na reducéo
de populagbes de microrganismos patogénicos humanos em produtos frescos destacam-
se o0s acidos organicos (MCWATTERS et al., 2002).

Acidos organicos como acético, propidnico, latico e citrico podem ser encontrados
naturalmente em alimentos fermentados e frutas. Eles estdo classificados como
Generally Recognized as Safe (GRAS) pelo Food and Drug Administration (FDA) para
exercerem a funcdo de agente antimicrobiano em alimentos. Ainda, podem ser utilizados
em quantidades suficientes para obter o efeito tecnolégico necessario, visando a
protecéo da saude da populacdo (FANG; HSUEH, 2000). Os &cidos organicos fracos sé&o
considerados mais efetivos contra microrganismos que &cidos inorganicos (BUCHANAN
et al., 2004). Os mecanismos da atividade antimicrobiana parecem ser comuns entre 0s
acidos organicos. A forma néo dissociada desses compostos é capaz de difundir pela
membrana celular e alcancar o citoplasma. Uma vez que o pH do citoplasma é mais alto
do que pH do ambiente externo, algumas moléculas dissociam, havendo acumulagéo de
prétons e anions no citoplasma (BRUL; COOTE, 1999). Mecanismos da atividade
antimicrobiana baseiam-se na inibicdo de enzimas, perturbacdo das funcbes da
membrana, transporte de nutrientes e das atividades metabdlicas da célula. Dentre os
fatores que podem afetar a atividade antimicrobiana pelos acidos organicos estdo pH,
concentracdo do A&cido, temperatura e a resisténcia inerente de algumas bactérias
(BJORNSDOTTIR; BREIDIT; MCFEETERS, 2006).

Acidos organicos sdo frequentemente utilizados para preservar alimentos através
de adicdo ou da fermentagcdo microbiolégica. Visto que muitos patégenos ndao podem
crescer em pH abaixo de 4,5, a acidificacdo pode atuar prevenindo a proliferacdo
bacteriana (FOEGEDING; BUSTA, 1991).

Em determinadas concentracfes, os acidos organicos tém potencial para serem
usados na inativagdo de microrganismos. Com este fim, sdo utilizados na reducéo da
carga microbiana de alimentos n&o processados termicamente como, por exemplo,

carnes frescas e carcacas de aves, frutas e hortalicas frescas (ZHANG; FARBER, 1996).
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Dentre as limitacdes para o uso dos acidos organicos como agente bactericida,
destacam-se: a) ineficiéncia quando o nimero de microrganismos no alimento esta alto;
b) utilizagdo dos &cidos organicos como fontes de carbono por alguns microrganismos; c)
variabilidade na resisténcia; d) selecdo de linhagens mais resistentes, sob certas
condi¢des de uso (NACMCF, 1999).

Por serem baratos e disponiveis em locais como restaurantes comerciais,
servicos de alimentacdo e ambiente doméstico, 0 vinagre apresenta uso potencial em
tratamentos bactericidas de hortalicas. Portanto, é justificado o desenvolvimento de
pesquisas que investigam a sua ag¢do na seguranca alimentar (SEGUN; KARAPINAR,
2005).

O vinagre (acido acético) foi estudado quanto a sua eficiéncia em inativar
microrganismos patogénicos de hortalicas, inclusive alface (WU et al., 2000; RHEE et al.,
2003; CHANG; FANG, 2007). Wright et al. (2000) observaram que a imersdo numa
solucdo de 5% de acido acético, por dois minutos, foi o tratamento mais eficiente, dentre
outros investigados, para a redugcdo da populagdo de E. coli O157:H7 inoculadas na
superficie de magds. Também, Chang e Fang (2007) informaram que o tratamento com
vinagre comercial branco contendo 5% de acido acético, pH 3,0, por 5 min e a 25 °C
reduziu, em trés ciclos logaritmicos, a populacdo de E. coli O157:H7, que contaminava
intencionalmente a alface. Porém, observaram que o tratamento com vinagre deixou odor

forte a alface.

2.4.Resposta das enterobactérias ao estresse acido

Na tentativa de aumentar a chance de sobreviver as adversidades ambientais, a
célula sofre uma mudanca molecular programada e sintetiza proteinas especificas
induzidas pelo estresse. Algumas delas s&o induzidas sob diferentes condi¢bes e, por
isso, sao denominadas proteinas universais do estresse. Existem outras que sao
induzidas somente em respostas a um estresse especifico. Entender como
microrganismos sobrevivem ao estresse é fundamental para o desenvolvimento das
tecnologias de processamento.

O gene rpoS, também denominado katF, é requerido para a sintese de pelo
menos 30 proteinas induzidas pela deplecéo de carbono em células de E. coli. Também,
pela transcricdo de muitos genes que tém atividade aumentada durante a deplecdo de
fosfato e de nitrogénio. A sequéncia de aminoacidos do produto do gene rpoS baseado
em dados da sequéncia de nucleotideos sugerem que é um fator sigma (6°) (HELMANN;
CHAMBERLAIN, 1988).
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Células de S. Thyphimurium na fase exponencial de crescimento em meio minimo
de glicose em pH 7,7 morrem rapidamente quando séo trocadas para pH abaixo de 4,0.
Porém, adaptando esses organismos para um meio ligeiramente acido, com pH 5,8 por
uma geragdo, aumenta a tolerancia para condigbes mais extremas como pH 3,0. Esta
resposta induzida de tolerdncia aos &cidos € um processo de dois estagios, que
envolvem sistemas de protecdo provocados por diferentes niveis de acidez. A) Primeiro
estagio: a célula recorre ao chamado pré-choque &acido que envolve a sintese de
sistemas de emergéncia da homeostase do pH que alcalinizam citoplasma durante o
periodo de estresse acido extremo, como pH 3,0. O sistema funciona para manter o pH
acima de 5,0 quando células ndo estdo adaptadas a um pH baixo e ndo podem sintetizar
proteinas do choque &cido. Um desses sistemas foi identificado como lisina
descarboxilase (CadA) trabalhando com a colaboracdo de um antiporte lisina-cadaverina
(CadB). CadA descarboxila a lisina intracelular para cadaverina consumindo um préton
no processo. A cadaverina é trocada por lisina do meio via antiporte CadB. B) Segundo
estagio: uma resposta pds-choque acido é disparada quando o pH fica abaixo de 4,5.
Sé&o induzidas, aproximadamente, 50 proteinas do choque acido para prevenir ou reparar
danos a macromoléculas (FOSTER, 1995).

A regulacéo inclui um fator sigma alternativo, o fator o®, sistema de transducéo de
sinal de dois componentes, PhoP e PhoQ, e a principal proteina reguladora de ferro Fur
(FOSTER, 1995; WATERMAN; SMALL, 1996).

O fator sigma alternativo, o fator o° codificado pelo rpoS é uma proteina do
choque &cido que controla a expressao de pelo menos outras oito proteinas do choque
acido em S. Typhimurium (LEE et al., 1995).

A familia Clp ATPase de proteinas chaperones esta envolvida em uma variedade
de atividades celulares diferentes associadas com conformacdo, formacdo e
desagregacdo de complexos de proteinas bem como entregando proteinas especificas a
ClpP para protedlise. Em E. coli ClpA e ClpX formam um complexo com ClpP para formar
ClpAP e CIpXP proteases. CIpXP é responséavel pela clivagem proteolitica do fator sigma
em culturas de E. coli na fase exponencial. A protedlise por Clp é muito especifica, e esta
especificidade é devido a ClpA ou ClpX que ligam a proteina substrato numa reacdo que
requer ATP e entrega o polipeptideo para ClpP. E preciso ATP para a clivagem de
grandes polipeptideos por ClpP (WHITE, 2000).

Pesquisas revelaram que muta¢des em rpos tornaram Salmonella avirulenta, o
gue sugere que sub ou superproducdo de RpoS é prejudicial ao processo da patogénese
(BENJAMIM et al., 1991).

Outro regulador da tolerancia a acido € o regulador da captacdo de ferro Fur. Na

presenca de Fe™, esta proteina de 17 kDa reprime a expressdo genes que sio regulados
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pelo ferro. Mas, Fur também dirige a sintese de muitas proteinas do choque acido
atuando como um ativador e de maneira independente do ferro. Essa regulacdo ocorre
até mesmo quando o sitio de ligacdo de ferro de Fur estd comprometido. Isto gerou a
hipotese de que Fur responde separadamente a presenca de ferro e as alteracdes de pH.
MutacBes em Fur torna a célula mais sensivel ao &cido. Porém, se os componentes do
estresse acido séo prétons H* ou acidos fracos que faz Fur regular ASP, ainda ndo séo
conhecidos (FOSTER, 1995; WATERMAN; SMALL, 1996).

Ha evidéncias que ligam respostas ao estresse acido com viruléncia (FOSTER,
1999). Estressadas, as células microbianas respondem de diversas maneiras, ou seja,
podem produzir proteinas que reparam danos, realizam manutencdo da homeostase
interna e eliminam o agente estressante. A exposicao ao estresse pode alterar a resposta
e uma delas é a inducdo de sensibilidade a acidos. Outras respostas ao estresse séo: a)
resisténcia ou tolerancia a fatores deletérios; b) conducdo para um estado “dormente”,
como formacédo de esporo ou estado viavel ndo cultivavel; ¢) capacitacdo para driblar as
defesas do hospedeiro; e d) mutagfes adaptativas (ABEE; WOUTERS, 1999).

2.5.0 setor de refeigoes e seguranga alimentar

No Brasil, Silva Junior (2007) avaliou 200 restaurantes industriais quanto aos
principais pontos criticos de controle e critérios utilizados para controle eficaz da
producédo dos alimentos. Os resultados encontrados estdo resumidamente apresentados
na Tabela 1. Concluiu-se que os restaurantes garantem a seguranca do consumidor, ndo
monitoram 0s pontos criticos de controle e poucos executam as boas préaticas de

fabricacao.

Tabela 1 - Pontos criticos de controle, critérios para producao segura de alimentos e porcentagem
em conformidade

Ponto critico investigado Critérios utilizados na avaliagao %
Higiene dos vegetais Lavagem e desinfecgéo 70
Manutenc¢do em banho-maria Temperatura de 60 °C ou acima 50
Tempo de manipulacdo Até 1:30 h 50
Higiene das maos Lavagem e antissepsia 10
Higiene ambiental Lavagem e desinfecgéo 10
Controle da matéria-prima Visita técnica e analises 5
Manutencao em balcéo frio Temperatura de 10 °C ou inferior 1
Coccéo Temperatura de 74 °C no interior 0,5
Refrigeracéo Temperaturade 4 °Cem 4 h 0,5
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O que ocorre no Brasil também acontece em outras partes do mundo. Mas,
apesar das condicbes que operam, € inegavel a contribuicdo dos estabelecimentos
pequenos e dos menos desenvolvidos tecnologicamente para a economia de um pais.
Este fato chamou a atenc¢éo de 6rgdos como Food and Agricultural Organization — FAO e
World Heath Organization — WHO. Firmaram a importéncia da protecdo ao consumidor e
conscientizaram que esta se aplica igualmente a todos o0s estabelecimentos que
trabalham com alimentacdo. FAO e WHO compreenderam que empresas do setor
alimentar enfrentam desafios complexos para assegurar a inocuidade dos alimentos,
independentemente de sua localizacao geografica (FAO, 2006a).

As dificuldades em relacdo a seguranca alimentar sdo muitas e podem ser devido
ao tamanho do empreendimento, a falta do conhecimento técnico, escassez de recursos
econdmicos ou, ainda, pela propria natureza dos trabalhos. Os principais desafios
identificados foram quanto as instalacdes e infraestrutura. De modo geral, h& problemas
com o fornecimento de energia elétrica e agua potavel, saneamento basico, transporte,
higiene e faltam as boas préticas de fabrica¢do. Observou-se que estes recursos tendem
a faltar mais em empresas pequenas e menos desenvolvidas. Assim, os problemas
advém da ma localizacdo, dimensionamento inadequado das areas de producéo,
equipamentos antigos, ma formacao profissional e falta de tempo e empenho dos
proprietérios. Os recursos humanos também foram apontados como problematico. Existe
alta taxa de rotatividade de pessoal ou tendéncia a contratos temporarios. Ha relutancia
em investir na formacao desses colaboradores (FAO, 2006a).

FAO e WHO informaram também que as principais barreiras enfrentadas por
grandes, médias e pequenas empresas do setor alimentar sdo: demandas dos clientes;
pressbes temporais sobre custos; falta de motivacdo e crenca de que cuidar da
seguranca alimentar ndo faz, necessariamente, diferenca para seu negdcio. Outros
fatores citados foram: falta de autossuficiéncia, descrenca de que uma pessoa tenha a
capacidade para organizar e executar tarefas; inércia, ou seja, incapacidade de superar o
h&bito de uma prética anterior, devido a falta de vontade de mudanca; concordancia,
incapacidade de perceber de como sistemas de garantia da qualidade podem tornar os
alimentos mais seguros. Concluiram que os setores pequenos e menos desenvolvidos da
producdo de alimentos confiam na intuicdo, experiéncia e um tanto na boa sorte para
satisfazer clientes e atender aos requisitos da seguranca alimentar. Isto acontece,
praticamente, em todas as partes do mundo (FAO, 2006a).

Quando ha organizacdo e um bom sistema de vigilancia operante, a situacédo é
diferente. Nesse caso, todos os elementos necessarios para agdes para correcao de
falhas ocorridas e prevengédo de falhas futuras estdo disponibilizados. Por exemplo,
Advisory Committee on the Microbiological Safety of Food — ACMSF (2005) divulgou
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informacfes compiladas da Inglaterra e do Pais de Gales sobre surtos de doencas
intestinais infecciosas ocorridas entre 1992 e 2003. Foram notificados 7.658 casos, sendo
a causa de 1.763 destes foi identificada como de origem alimentar. Desses, 135 estavam
associados com o consumo de saladas, frutas e hortalicas. Implicados com estes
mesmos itens, mas, na condicdo de “prontas para consumo” foram identificados 64
casos. As bactérias causaram 32 deles, norovirus ocasionaram 11, mas, em 21 casos, a
causa nao foi conhecida. Dentre as bactérias identificadas, incluiram-se Salmonella, C.
perfringens, Campylobacter, B. cereus, E. coli O157:H7, B. subtilis, S. aureus e Shigella.
A associacao das doengas com o local de consumo revelou que 20 casos ocorreram pelo
consumo de saladas em restaurantes. Ao investigarem as causas constataram que as
principais, em ordem decrescente, foram: contaminagdo cruzada, mé&o de manipulador

infectada, estocagem inapropriada e tratamento térmico inadequado.

2.6.0 sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

O sistema Analise de Perigos e Pontos criticos de Controle (APPCC) é baseia-se
na prevencdo, que garante a conformidade do produto com as exigéncias de qualidade
previamente definidas. Foi desenvolvido pela companhia Pillsbury, em conjunto com a
NASA e o laboratério Natick das For¢cas Armadas Americanas para produzir alimentos
seguros para o programa espacial da NASA. Na década de 1970, observou-se a primeira
consciéncia publica dos conceitos do APPCC e, assim as indastrias de alimentos
iniciaram o seu uso. O sistema APPCC ganhou for¢ca quando foi endossado pelo National
Advisory Committee on the Microbiological Criteria for Foods and Foods Ingredients
(NACMCF) que publicaram, em 1989, “HACCP: principles for food production’. O APPCC
passou a ser exigido no sistema de qualidade de alimentos. A partir de 1995, o servico de
inspec¢édo para segurancga dos alimentos exigiu que abatedouros e plantas processadoras
de alimentos programassem e desenvolvessem o sistema APPCC. Dai, a demanda pela
sua implantacao foi ampliada para varios paises, surgindo com isso muitas complicacées
(FDA, 2001).

O sistema APPCC tem como fundamento acbes, operacbes ou atitudes,
essenciais para o controle, seguido de um monitoramento. O processo produtivo estara
sempre sendo analisado garantindo a qualidade através de barreiras sequenciais do
monitoramento. Este refinamento permite a melhoria continua, assessorada pela
seguranca que o processo oferece (NOTERMANS et al., 1995).

Na pratica, observou-se que o sucesso de um plano APPCC depende
grandemente dos esfor¢os prévios em Boas Praticas de Fabricacdo (BPF). Porém, as

boas praticas de fabricacdo simplesmente apontam diretrizes gerais ao invés de uma
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analise objetiva dos perigos. Mas, somente depois de implantadas as BPF, é que o
sistema APPCC pode ser resumido a poucos Pontos Criticos de Controle (PCC), o que
torna o sistema viavel e facilita a gestdo da rotina, durante o processamento de
alimentos. Os procedimentos de controle sdo dirigidos a operacdes especificas,
fundamentais, para garantir a seguranca dos alimentos e permitir que os efeitos da
contaminacdo de um produto sejam quantificados e que critérios sejam estabelecidos. Os
PCC séo definidos como pontos, procedimentos, entre outros, em que um perigo pode
ser eliminado ou reduzido a niveis aceitaveis. Entdo, considera-se que uma operacao
esta sob controle somente quando um perigo é eliminado ou reduzido a niveis aceitaveis
(NOTERMANS et al., 1995).

A aplicacdo de um plano APPCC baseia-se em principios técnicos e cientificos
gue garantem a producdo de um alimento seguro. Uma aplicacéo ideal deve incluir todos
0s processos, do campo a mesa. Os seus principios podem ser aplicados a producao
priméaria, abate/colheita/processamento, transporte e distribuicdo, preparacbes em
servigos de alimentacéo e doméstica. O aspecto mais importante do APPCC é que ele é
um sistema preventivo e ndo um sistema de inspecdo do controle de perigos. A aplicacdo
do APPCC é sistematica, porque fornece uma andlise estruturada dos perigos.

Os principios do sistema APPCC tém se tornado obrigatério pela Legislacédo
Sanitaria de Alimentos de diversos paises. No Brasil, o sistema € regulamentado pela
Portaria 1428 (BRASIL, 1993), do Ministério da Saude, e Portaria 46, do Ministério da
Agricultura e do Abastecimento (BRASIL, 1998).

Na Figura 2 sdo apresentados os principios do APPCC e seus sete passos, como
estabelecido pelo Codex Alimentarius Comission (CAC, 1991) e uma proposta para
critérios dos PCC para os perigos microbiolégicos associados a doencas veiculadas por
alimentos sugerido por Notermans et al. (1995). Se os resultados ndo forem aceitaveis,
devem ser realizadas mudancas, seja na matéria-prima, no processo ou no
armazenamento. O que foi estabelecido deve ser repetido até que os niveis de

microrganismos perigosos a saude se tornem aceitaveis (NOTERMANS et al., 1995).

2.7.Desenvolvimento de um plano APPCC

Para desenvolver um plano APPCC é preciso reunir individuos que conhecem o
processo de producdo, além de outros que podem auxiliar com assisténcia técnica e
cientifica e que devem conduzir cinco passos preliminares, conforme descritos

subsequentemente:
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Figura 2 - Conceito do sistema APPCC com 0s seus sete principios e uma proposta para

estabelecimento de critérios para perigos microbiologicos associados a doengas de
origem alimentar (NOTERMANS et al., 1995).
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- Pré-APPCC 1) Reunir os recursos e o time APPCC: o nimero de pessoas deve
ser de no maximo oito, quando o plano é desenvolvido em grandes companhias, e, ou, de
trés em pequenas.

- Pré-APPCC 2) Descrever o produto e seu método de distribuicdo: descricdo de
COMO O pProcesso ocorre e como o produto é preparado.

- Pré-APPCC 3) Desenvolver uma lista completa de materiais usados na
producao: listar materiais ou ingredientes que entram no processo de producao, inclusive
embalagens.

- Pré-APPCC 4) Construir um diagrama de fluxo do processo: neste diagrama
serdo identificados todos 0s passos necessarios para a obtencéo do produto final.

-Pré-APPCC 5) Conhecer os padrdes regulatérios para Procedimentos
Operacionais Padrdao de Higienizacdo (POPH). Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e
Procedimentos Operacionais Padrdo de Higienizacdo (POPH) s&o requisitos béasicos e
fundamentais para o sucesso do plano APPCC. O plano APPCC, por si sO, ndo é o
suficiente para garantir alimentos seguros para a satde do consumidor.

Um plano APPCC é um documento escrito com delineamentos de procedimentos
formais a serem seguidos, conforme 0s seus sete principios gerais. Estes sete principios
tornaram-se a esséncia da abordagem sistematica para a aplicacdo do APPCC.

Os dois primeiros principios fornecem as bases do plano APPCC. Sdo essenciais,

porque a aplicagdo dos outros principios depende dos resultados da analise de perigos.

Principio 1 - Analise de perigos

Nesta fase, a analise de perigos deve ser conduzida em cada etapa da producao
identificando locais (pontos) onde o perigo pode ocorrer. E especifica para um
determinado produto e bastante complexa. Possui trés objetivos principais: i) identificar
0s perigos; ii) subsidiar a determinagcdo dos pontos criticos de controle; e iii) modificar

etapas do processamento para tornar o produto final mais seguro.

Principio 2 - Identificar o(s) ponto(s) critico(s) de controle requerido(s) para controlar o(s)
perigo(s) identificado(s) na avaliacédo

Ponto critico de controle pode ser caracterizado como um procedimento em que

ndo h& etapas posteriores a ele capazes de eliminar o perigo ou prevenir que a

contaminacdo chegue ao usuario do produto. A falha no controle em um PCC resulta na

producdo de alimento com alta probabilidade de causar doenc¢a de origem alimentar no

consumidor.
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Principio 3 - Estabelecer os limites criticos e as acBes preventivas que devem ser
monitoradas a cada ponto critico de controle identificado

Critérios sdo limites para caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas

especificos para o alimento. Uma vez que é impossivel a eliminacdo completa de um

perigo, devem ser definidos niveis aceitaveis e especificos para um alimento. Os limites

criticos devem ser estabelecidos, monitorados e registrados (NOTERMANS et al., 1995).

Principio 4 - Estabelecer procedimentos para monitorar o(s) ponto(s) critico(s) de
controle

O monitoramento é uma sequéncia planejada de observacdes ou medi¢Oes e
deve produzir um registro fiel para uso futuro na verificagcdo. O monitoramento de um
PCC deve ser feito a partir de analises simples, de baixo custo e que resultem em dados
imediatos. A atividade deve ser rapida, realizada em carater continuo ou a intervalos
regulares de tempo para indicar a situacéo ou condi¢cao durante a inspecdo em qualquer
fase do processamento. Por isso, métodos fisicos ou quimicos, as observacdes visuais e

as analises sensoriais sé@o os preferidos (NOTERMANS et al., 1995).

Principio 5 - Estabelecer acdes corretivas que devem ser desenvolvidas quando ha um
desvio identificado pelo monitoramento a um dado ponto critico de controle
As acOes tomadas devem eliminar o perigo. Se o produto se tornar inseguro por
causa de um desvio, deve ser removido, descartado ou retrabalhado. As a¢Bes podem
ser amplamente variadas, mas devem manter o ponto critico sob controle (NOTERMANS
et al, 1995).

Principio 6 - Estabelecer procedimentos para verificar se o sistema APPCC esta
trabalhando corretamente

A verificagdo consiste de métodos, procedimentos e testes utilizados com a
finalidade de determinar se o sistema continua de acordo com o plano. A verificacdo
confirma que todos os perigos foram identificados quando o plano foi desenvolvido. As
atividades de verificacdo incluem o estabelecimento de inspec¢des, incluindo a revisdo do
plano APPCC, colecdo aleatéria de amostras e realizacdo de analises, revisdo dos
registros, realizacao de auditorias (NOTERMANS et al., 1995).

Principio 7 - Estabelecer um sistema de registro eficaz que documente o plano APPCC
Deve ser estabelecido um sistema de manutencdo e guarda das informacgfes
documentadas pelo plano APPCC. Deve ter um arquivo e estar disponivel no

estabelecimento onde foi desenvolvido para inspecao oficial sempre que for requisitado.
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A documentacdo a ser desenvolvida pode e deve ser alterada sistematicamente pelo

grupo, de forma a atender aos objetivos do plano (NOTERMANS et al., 1995).

2.8.Realizagao da analise de perigos

O primeiro objetivo da analise de perigos é identificar os perigos potenciais. Pode
ser, por exemplo, bactérias potencialmente perigosas a salde humana presentes no
alimento. Uma sequéncia de passos foi estabelecida e devera ser seguida para
realizacdo dessa analise.

Primeiro passo: compilar uma lista de microrganismos relevantes para o
alimento em questdo e seu processo de producdo. Esta lista de bactérias patogénicas
deve ser compilada de uma analise dos surtos de doencas de origem alimentar que
ocorrem em varias partes do mundo. Diversos paises e a Organizacdo Mundial da Saude
produzem anualmente sumarios informando incidentes. Nessa lista podem ser incluidos
microrganismos incomuns que envolveram alimentos e causaram surtos de doencas de
origem alimentar e estdo informados na literatura. A lista de microrganismos
potencialmente perigosos deve incluir ambos 0s microrganismos, 0S comuns e 0S pouco
comuns.

Segundo passo: analisar 0 alimento, o processo de produgcdo e construir outra
lista: a de microrganismos presentes no alimento nas etapas de processamento. A
metodologia esclarece que pode ser um alimento especifico ou produzido a partir de
muitas matérias-primas, processado por um sistema especifico ou um novo
processamento que precisa ser avaliado. Assim, ap0ls investigacdo laboratorial os
microrganismos isolados e identificados devem ser listados. De posse da lista, a analise
de perigos pode ser conduzida.

Terceiro passo: identificar bactérias potencialmente perigosas. O objetivo dessa
etapa € identificar, dentre os microrganismos listados, quais podem causar doenca de
origem alimentar envolvendo um produto idéntico ou relacionado. Portanto, € preciso
determinar quais, dentre 0s microrganismos encontrados no alimento que permanecerao
na lista. Uma série de perguntas, enderecada a cada um dos microrganismos, pode
auxiliar na decisdo. ApdOs realizacdo da analise de perigos, 0s microrganismos que
permaneceram na lista devem ser separados em dois grupos: 0s gque sao infecciosos e
aqueles capazes de formar toxinas no alimento que serd consumido. Todas as bactérias
infecciosas presentes devem ser consideradas potencialmente perigosas.

Para avancar na analise de perigos, outras questdes devem ser respondidas.

Para isso sdo necessarios dados consistentes sobre o0 comportamento dos

22



microrganismos em relacdo as caracteristicas do alimento e do processamento
(NOTERMANS et al., 1995).

2.8.1. Producdo de dados para analise de perigos microbiolégicos na cadeia do

campo a mesa

Em casos onde nenhum dado esta disponivel, recorre-se a producdo de dados
especificos para o produto sobre investigacdo (NOTERMANS et al., 1995). Conforme
proposto pela European Comission (2002), a transmissao dos perigos pode ser modelada
ao longo da cadeia de producdo, analisando-se os processos da fonte (campo) até o
momento de consumo (mesa). Este modelo de transmissdo segue a prevaléncia e a
concentracdo do perigo junto ao processo produtivo. A cadeia de producdo pode ser
dividida em passos menores. Para cada passo, uma relacdo de entrada-saida deve ser
descrita. Esta relacdo pode ser obtida por meio de trés métodos: a observacdo, a
experimentacao laboratorial e a modelagem matematica (NOTERMANS et al., 1993;
EUROPEAN COMISSION, 2002).

Observagao: vigilancia diretamente no processo de produgdo. Tem a vantagem
de ser especifico para o processo-produto-microrganismo e a desvantagem de ser caro e
demorado. Outra desvantagem é que os efeitos de varios fatores podem estar
confundidos.

Experimentacao laboratorial: tem a vantagem de desvendar os efeitos de varios
fatores e de ser mais rapido. E relativamente barato, no caso de apenas um ou de
poucos passos serem investigados. Como desvantagem, pode ndo ser muito preciso e
nem ser especifico para o processo, porque sO alguns fatores podem ser estudados ao
mesmo tempo e longe da situagao pratica.

Teste de estocagem: esse tipo de teste fornece informacdo especifica de um
produto em particular e em relagdo ao microrganismo investigado. O que pode limitar a
conclusdo geral sobre a seguranga do produto. Porém, podem ser realizados sob
condigcbes normais ou abusivas para simular qualquer situacdo possivel de ocorrer
durante a distribuicdo do produto. Assim, podem ser disponibilizadas informacfes sobre a
provavel contaminagdo microbiana na hora de consumo. No caso de bactérias
toxigénicas, o crescimento deve ocorrer para que haja producdo de toxina. Entdo, é
preciso estabelecer se o crescimento ocorre ou ndao no alimento. Se o crescimento ndo
ocorre, 0 microrganismo deve ser excluido da lista. Mas, se ocorre, o microrganismo deve
ser considerado potencialmente perigoso. Geralmente, os testes de estocagem sé&o
realizados no produto final e somente em casos em que 0s microrganismos de interesse

estdo presentes em numeros suficientes (NOTERMANS et al., 1993).
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O teste de desafio microbioldgico: é usado para responder se o processo de
producdo inativa o microrganismo, portanto, é apropriado quando a presen¢a do
microrganismo é incerta. Esses testes podem ser realizados com os microrganismos de
interesse selecionados do processo de producgéo ou adquiridos de laboratérios. Nesse
caso, dentre as cepas apropriadas incluiriam aquelas que causaram doenca no passado
pelo consumo de um produto. Eles n&o precisam ser realizados frequentemente, a ndo
ser que sejam identificadas novas cepas com propriedades diferentes. Entretanto, os
resultados de um teste desafio somente terdo valor se o produto nao for submetido a
mudangas em sua composi¢ado, processamento, entre outros. Esse teste pode fornecer
informacgBes sobre a probabilidade de sobrevivéncia de um microrganismo-chave durante
0 processamento (process challenge testing). Pode também fornecer informacao
guantitativa sobre os efeitos de um sistema de preservacdo e acerca do impacto de
condi¢cbes abusivas (product challenge testing). A0 mesmo tempo, o teste desafio pode
fornecer informacéo sobre o nimero provavel de microrganismos ou quantidade de toxina
presente em um alimento no momento de consumo (NOTERMANS et al., 1993).

Modelagem matematica: a vantagem dos modelos matematicos € que eles
exigem que o pesquisador adquirira e organize todas as informacdes disponiveis de
forma logica, o que ajuda definir precisamente o problema em estudo e facilitar a troca de
conhecimentos (EUROPEAN COMISSION, 2002).

Na maioria dos modelos desenvolvidos, utilizam-se meios de cultivos nutritivos
liquidos ou solidos, esterilizados, que simulam as condi¢Bes de pH, atividade de agua e
nutrientes dos alimentos. Poucos modelos de crescimento bacteriano foram construidos

em alimentos reais, muito menos em alimentos frescos (KOSEKI; ISOBE, 2005a).

2.9.Modelos matematicos da microbiologia preditiva

Os modelos matematicos que avaliam a seguranc¢a e a qualidade dos alimentos
estdo fundamentados na andlise cinética de modelos empiricos; devendo ser
estabelecidas suposi¢cdes quanto a aleatoriedade, normalidade e interpolacdo dentro da
faixa dos fatores testados e néo extrapolagdes, parcimodnia (modelo que contenha menor
namero de pardmetros possiveis) e especificacBes estocasticas (0 quanto a resposta

esperada se desvia da resposta observada ou real) (MCMEEKIN et al., 1993).

2.9.1. Identificagdao dos fatores a serem controlados

O desenvolvimento de modelos preditivos envolve uma série de etapas. Devem
ser definidas caracteristicas relacionadas a variavel independente, dependente, o indculo
e aos meios experimentais (DODDS, 1993; WHITING; BUCHANAN, 1997).
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a) Variavel independente: os fatores intrinsecos que determinam o
comportamento microbiano séo, principalmente, pH, atividade de agua e potencial de
oxirredugdo, mas podem ser ainda outros fatores como presenca de nitrito de sédio e
acidos organicos. Os fatores extrinsecos séo caracteristicas do meio no qual o alimento é
estocado, por exemplo, temperatura, umidade e atmosfera. J& os fatores implicitos sao
as caracteristicas inerentes ao microrganismo e como essas se comportam na presenca
de combinacdes dos fatores intrinsecos e extrinsecos.

A faixa de variacao dos fatores ambientais deve incluir valores de interesse ao
usuario do modelo. E desaconselhavel usar valores da variavel independente fora da
faixa estudada para desenvolver o modelo (WHITING; BUCHANAN, 1997).

b) Variavel dependente: a mudanca da densidade da populacdo bacteriana ao
longo do tempo é, geralmente, a resposta primaria medida. A velocidade de mudancga é
frequentemente expressa como a velocidade de crescimento. Pode ser representada pelo
tempo de duracdo da fase lag, taxa de geracao ou o tempo para atingir uma densidade
populacional (MCMEEKIN et al., 1993).

c) Inéculo: o tamanho do inéculo é fator importante e tem que assegurar que a
resposta microbiana seja medida (MCKELLAR; LU; KNIGHT, 2002; BEESSE et al.,
2006). Ele pode influenciar, principalmente, o tempo de adaptacdo das células
microbianas ao novo ambiente. Isso pode ser explicado pela variabilidade de células
individuais nessa adaptacdo, porque nem todas as células se adaptam as novas
condi¢Bes ao mesmo tempo (SWINNEN et al. 2004).

Por exemplo, Augustim et al., (2000) estudaram células de L. monocytogenes
crescendo em meio pobre e em condi¢gbes subdtimas. Observou que a fase lag €
estendida quando o tamanho do in6culo é pequeno e, também, quando as células estédo
severamente estressadas.

Varios autores estudaram o efeito de fatores estressantes para as células
bacterianas, como pH e temperatura na distribuicdo da duracdo da fase lag de células
individualmente. Foi observado que quando os fatores de estresse aumentam, a fase lag
€ mais longa e, sua distribuicdo mais ampla, ou seja, intensifica a variabilidade. Além
disso, o tempo de adaptacdo pode ser minimo quando o in6culo é pré-adaptado na
mesma temperatura da condicdo a ser modelada (SWINNEN et al., 2004).

d) Meios experimentais: 0 sistema experimental a ser usado no desenvolvimento
de modelos preditivos serd sempre um meio que permita o crescimento das células.
Entdo, pode ser um meio de laboratério ou o proprio alimento. Os meios liquidos
permitem a utilizacao de maior variedade de métodos de detec¢éo diretos que distinguem
e contam individualmente os microrganismos. Também, podem ser indiretos, que

mensuram alguma propriedade da populacdo. Se possivel, 0 meio deve permitir a
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distribuicdo uniforme do in6culo. Porém, os meios podem nédo simular com exatidao as
condi¢bes do alimento sob as quais se pretende aplicar o modelo preditivo, sendo, as
vezes, necessaria a validagédo no alimento (MCMEEKIN et al. 1993).

Os modelos gerados a partir de um alimento sao especificos para esse alimento.
Sao caros e a logistica do experimento, mais dificil. S&o também mais complexos, por
causa da microbiota normal do alimento (ROSS; MCMEEKIN, 1991).

2.9.2. Planejamento experimental

Nesse planejamento, condi¢bes, como pH, atividade de &gua e outros fatores
intrinsecos devem ser bem definidos, pois, os modelos empiricos ndo sao aplicados além
da faixa definida em que o modelo foi gerado. Embora a heterogeneidade de muitos
alimentos dificulte a geracdo de dados, existem alguns particularmente homogéneos
como o leite, que podem ser utilizados. Na maioria dos casos, 0s meios microbioldgicos
laboratoriais sdo usados uma vez que € mais facil modifica-los. Por exemplo, podem ser
usados acidulantes e umectantes para ajustar o pH e a atividade de &gua,
respectivamente. Entretanto, se o modelo for pretendido para alimentos especificos, os
fatores devem ser também, especificos (BLACKBURN, 2000).

Além disso, os tempos de amostragem sdo consideragcdes importantes no
planejamento. Devem ser planejados de modo que a amostragem seja realizada em
torno das regides de mudancas mais rapidas da curva de crescimento como, por
exemplo, a extremidade da fase de aceleragdo negativa para modelos de crescimento
(ROSS; MCMEEKIN, 1991).

2.9.3. Coleta de dados

Métodos de medida: a contagem em placa é o método direto preferido para
enumeracdo. Uma das vantagens é gue repetidas amostragens de um mesmo frasco de
diluicdo fornecem dados que geram curvas mais precisas. Outra vantagem €é que o limite
de deteccdo é inferior a 20 UFC-mL™. Os indiretos, como turbidimetria e condutividade,
sdo rapidos e permitem monitorar muitas amostras simultaneamente com automacgao
dessas medidas (BEGOT et al., 1996; AUGUSTIM; ROSSO; CARLIER, 1999).

O ciclo de crescimento das populagdes microbianas: uma curva de
crescimento tipica para uma populacao de células esta ilustrada na Figura 3. Uma curva
de crescimento pode ser dividida em fases distintas, sendo a primeira, denominada fase

lag, seguida da fase exponencial, fase estacionaria e morte.
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Figura 3 - A curva tipica de crescimento microbiolégico (ZWITERING, 1990).

A fase lag € um periodo variavel, em que ndo é observado aumento significativo
da populacédo. Ao contrario, € um periodo em que 0 nUmero de organismos permanece
praticamente inalterado. Essa fase ocorre porque as concentragdes de varias coenzimas
essenciais ou outros constituintes celulares necessérios a absorcdo dos nutrientes
presentes no meio encontram-se diminuidas e é exigido tempo para ressintese. De modo
geral, o periodo lag ocorre quando as células sofrem estresses fisicos, como mudanca de
temperatura, exposicdo a radiacdo, a agentes quimicos, ou quando sao transferidas de
um meio rico para outro de composi¢cado mais pobre. Na fase exponencial de crescimento,
as células estdo plenamente adaptadas, absorvendo os nutrientes, sintetizando seus
constituintes, crescendo e duplicando. A maioria dos microrganismos unicelulares cresce
exponencialmente, mas, as taxas do crescimento celular variam. A taxa de crescimento
exponencial é influenciada por condicdes ambientais, bem como por caracteristicas
genéticas do microrganismo. A fase estacionaria ocorre apds crescimento exponencial,
pela ocorréncia de fatores que limitam o crescimento. Geralmente ocorre escassez de um
nutriente essencial ou acumulacdo produtos que atingem quantidades inibitérias e cessa
o crescimento exponencial. Nesta etapa, ndo ha um crescimento liquido da populacao, ou
seja, 0 numero de células que divide é equivalente ao nimero de células que morrem. Na
fase estacionaria sdo sintetizados varios metabdlitos secundarios, que incluem
antibioticos e algumas enzimas. Se a incubacdo continua, ap6s alcancar a fase
estacionaria, muitas células podem morrer. Esta fase é denominada fase de declinio ou
de morte. Nessa fase, a maioria das células esta em processo de morte, embora outras
ainda estejam se dividindo. Observa-se que o numero de células viaveis cai lentamente e
pode ocorrer lise celular (BROCK et al.,1994).

A determinacdo da duracdo da fase lag e exponencial em populacdes microbianas
sdo importantes para acbes que promovem a estabilidade microbiolégica dos alimentos.

Em relacdo a vida de prateleira, observa-se que a deterioracdo ocorre antes que 0s

microrganismos cheguem a fase estacionaria. Assim, quanto mais longa a fase lag, maior
serd a vida de prateleira. Também, quanto maior a velocidade de crescimento na fase
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exponencial, menor serd a vida de prateleira do produto. Em relacdo a seguranca
alimentar, € altamente desejavel a maior duracdo da fase lag e menor velocidade
especifica de crescimento dos microrganismos patogénicos (ROSS; MCMEEKIM, 1994).
A reproducéo das respostas das populagbes microbianas aos fatores ambientais
sdo as premissas da microbiologia preditiva. Os parametros cinéticos de crescimento
podem ser determinados utilizando-se modelos preditivos de crescimento microbiano

(ROSS; MCMEEKIM, 1994).

2.9.4. Descricao matematica

A escolha de uma funcé@o para descrever determinada resposta € um exercicio
estatistico, haja vista que se esta lidando com estimativas de respostas reais. Em
contrapartida, o ajuste da funcdo escolhida € um exercicio de éalgebra e consiste na
determinacdo dos valores dos parametros que melhor ajustam o modelo escolhido ao
conjunto de dados coletados. O processo de ajuste baseia-se no método dos minimos
guadrados. A regressao € a técnica utilizada para quantificar a relacao entre as variaveis
(MCMEEKIN et al., 1993).

Os modelos mateméaticos podem ser classificados em lineares ou nao lineares
nos seus parametros. E, de acordo com Ratkowsky (1983), os modelos néo lineares
podem, ainda, ser classificados como préximos ao linear ou distante do linear, conforme

as caracteristicas dos estimadores dos parametros.

a) Modelos primarios

Descrevem a evolugdo de uma populagdo de microrganismos ao longo do tempo
sob determinadas condi¢cdes, admitindo-se que estas condicdes permanecem estaveis
durante o periodo de estudo. Nas equacdes primarias, os modelos sdo baseados em dois
parametros principais de crescimento, que sdo a duracao da fase lag (L) e taxa especifica
de crescimento maximo (u). Os exemplos de modelos primarios incluem o de Gompertz
(GIBSON; BRATCHEL; ROBERTS, 1987); modelo linear e ndo linear de inativagdo
térmica (ABRAHAM et al., 1990); modelos de inativacdo e sobreviventes (KAMAU;
DOORES; PRUITT, 1990); e o modelo de Baranyi (BARANYI; ROBERTS, 1994).

b) Modelos secundarios

Foram desenvolvidos para incluir os efeitos ambientais das condigbes né&o
estaveis. Portanto, descrevem como os parametros cinéticos do modelo variam com as
condicdes ambientais, por exemplo, temperatura, pH, atividade de &gua. Quando o

crescimento dos microrganismos em um alimento é modelado e a temperatura € a
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variavel de interesse, os modelos podem basear-se nas equacdes de Arrhenius, de
Béleradek, (SKINNER; LERKIN, 1994) ou em modelos polinomiais (BUCHANAN;

PHILIPS, 1990).

Pode-se dizer pela equagcdo de Arrhenius, que a velocidade de crescimento €
controlada pela velocidade limite de uma Unica reagdo enzimatica. O modelo de
Béleradek baseia-se na relagéo linear que existe entre a raiz quadrada da velocidade de
crescimento e a temperatura. Ainda, segundo esse modelo, os fatores ambientais sdo
independentes, ou seja, ndo ha interacdo entre os fatores. Porém, nem sempre é assim,
pois a regresséo pode nao ser linear, mas polinomial. Os modelos polinomiais baseiam-
se na metodologia superficie de resposta, em que 0S experimentos envolvem a
determinagdo simultanea dos efeitos de muitos fatores no comportamento microbiano.

Quanto a complexidade os modelos para o crescimento bacteriano vao do mais
simples ao mais complexo, de funcBes altamente ndo lineares. A analise de dados
experimentais foi facilitada pelo desenvolvimento de softwares eficientes em andlises de

regressao nao lineares.

c) Modelos terciarios

Sdo combina¢c6es dos modelos primarios e secundarios aplicaveis a softwares
gue calculam o comportamento microbiano sob condi¢Bes especificadas em sistemas
amigaveis. Alguns foram desenvolvidos com base no modelo primario Gompertz e nos
modelos secundarios polinomiais. Ainda, explorando a capacidade dos modelos
matematicos, alguns autores consideraram esta abordagem da microbiologia preditiva
para levar em conta o impacto das variabilidades e asincertezas sobre parametros dos
modelos primarios e secundarios.

Dentre os softwares importantes tém-se:

Food Micromodel: desenvolvido pelo Ministério de Agricultura da Inglaterra, o
Food Micromodel é um software consistente de modelos matematicos que permitem ao
usuéario predizer o crescimento, a sobrevivéncia e a inativacdo térmica de bactérias
patogénicas veiculadas por alimentos, usando-se um computador pessoal (BLACKBURN,
2000).

Pathogen Modelling Program: desenvolvido pelo Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos, € composto por modelos de crescimento para Aeromonas hydrophila, B.
cereus, C. perfringens, E. coli O157:H7, L. monocytogenes, Salmonella sp., Shiguella
flexneri, S. aureus e Yersinia enterocolitica. Todos esses modelos predizem o incremento
da populagéo microbiana em funcdo do tempo (BUCHANAN, 1991).

Pseudomonas Predictor. desenvolvido pela Universidade da Tasmania, o software

baseia-se no modelo de crescimento das bactérias do género Pseudomonas e pode ser
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aplicado para alimentos estocados sob diferentes atmosferas, podendo ser avaliado os
perfis de crescimento a diversas temperaturas (NEUMEYER; ROSS; MCMEEKIM, 1997).

Seafood Spoilage Predictor. desenvolvido pelo Ministério da Pesca da Dinamarca,
0 software facilita o uso pratico de modelos matematicos. Pode predizer o efeito de

temperaturas constantes e variaveis sobre a taxa relativa de contaminacdo do alimento
(DALGAARD, 1995).

2.9.5. Validagcao matematica

Nesta fase realiza-se a validacdo por meio de procedimentos de quantificacdo
para verificar se o modelo encontrado descreve bem o0s dados experimentais
(MCCLURE; COLE; DAVIES, 1994). E importante que o modelo preditivo tenha
significado biolégico. Fontes de variabilidade podem ser inerentes ao microrganismo, a
erros sistematicos dos métodos analiticos de laboratério e de técnicas de modelagem
improprias que descrevem os dados de maneira inadequada (BLACKBURN, 2000).

Para modelos que utilizam dados gerados em meios de laboratério, o erro relativo
na predicdo, estimado para a taxa especifica de crescimento, € de 7 a 10%. Para
modelos priméarios e modelos secundarios, de 20 a 50%. Existe um grau de aceitagdo ou
rejeicdo do modelo. No caso de rejeicao, podem ser requeridos dados microbiolégicos
novos ou somente o uso de uma técnica de modelagem mais apropriada para descrever
os dados (BLACKBURN, 2000).

A adequacédo do modelo para predizer os dados pode ser determinada com base
em indices estatisticos e matematicos (GIFFEL; ZWIETERING, 1999). Foram
desenvolvidos dois fatores para validacdo: bias e exatiddo, sendo depois modificados por
Baranyi, Pin e Ross (1999), para quantificar a confianga nas predi¢cdes do modelo. O fator
bias indica se a média dos valores observados encontra-se acima ou abaixo da linha de
equivaléncia. Ou seja, ao utilizar o fator bias é permitido avaliar com 0 mesmo peso, em
média, tanto os valores preditos que superestimam quanto 0os que subestimam os valores
observados (ROSS, 1996).

A Equacao 3 representa o célculo do fator bias.

Fb =10Zlog(P/0) n) (Eq. 3)

Em que:
Fb éo fator bias;
n é o nimero de dados;

P é o valor predito; e
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O é o valor experimental ou observado.

Quando o valor desse fator € maior que 1 indica que o modelo superestima as
observacgdes, sendo que as predi¢des falham pelo lado perigoso “fail dangerous”. Quando
esse valor é menor que 1 indica que o modelo é seguro “fail-safe” (ROSS; DALGAARD;
TIENUNGOON, 2000).

O fator exatiddo calcula a média da distancia entre cada ponto e a linha da
equivaléncia como uma medida de quao proximas da média as predicdes estdo das
observacdes (ROSS, 1996).

A Equacao 4 apresenta o calculo do fator exatidao.

Z | predito
observado
n

fe=10 (Eq. 4)

Em que:
fe é o fator exatidao; e

n € o numero de dados;

Este indice estatistico é sempre maior que 1. Quanto maior o fator exatidao,
menos exato serd o modelo. Ele é especialmente Util em casos de comparacdo de
modelos que tém outros parametros de validacdo semelhantes.

O coeficiente de determinacdo ou correlacdo (R?) também utilizado como uma
medida total da predicdo alcancada, mede a fracdo de variacdo sobre a média que é
explicada pelo modelo. O valor de R? proximo de 1 (0 < R? < 1) significa que o modelo
explica melhor os dados (DUFFY; VANDERLINDE; GRAU, 1994).

A raiz quadrada do quadrado médio do residuo (RMSE) representa uma medida
do desvio das saidas preditas com o seu correspondente dado experimental. Este é a
mais simples e a mais informativa medida da boa qualidade do ajuste (RATKOWSKY,
2003). Quanto menor o RMSE, melhor é a adequacdo do modelo para descrever 0s
dados.

A raiz quadrada do quadrado médio do residuo € a raiz quadrada da soma dos

guadrados do residuo dividido pelos graus de liberdade, conforme Equacéo 5.

bservado — predito)?
RMSE—N/%—\/Z(O vervado ~ predic) (Eq. 5)

n
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2.10. Estudos de modelos da microbiologia preditiva
2.10.1.Modelos para descrever o crescimento microbiano (Modelos primarios)
2.10.1.1.Modelo de Gompertz

A maioria das equacdes que descrevem uma curva de crescimento sigmoide
contém parametros matematicos (a, b, c), ao invés de pardmetros que tenham significado
biol6gico como a taxa especifica de crescimento (U,a), @ duracdo da fase lag (L) e a
densidade populacional atingida (A). E dificil estimar os valores iniciais dos parametros se
estes ndo tém significado biologico. Além disso, € dificil calcular os intervalos de
confianca 95% para os parametros bioldgicos, se estes ndo forem estimados diretamente
na equacao, mas, tém que ser calculados a partir dos parametros matematicos. Portanto,
0s modelos foram reescritos para substituir os pardmetros matematicos pelos biolégicos
Mmax: A € A.

A equagdo é originalmente assim descrita:
y = a.exp- exp(b —ct)] (Eq. 6)

Em que:

y é o log da populagéo bacteriana (UFC/g no tempo t);

a é o valor da assintota do log N quando t decresce indefinidamente, equivalente ao log
do namero inicial de microrganismos (No);

b é a velocidade de crescimento ;

c é o valor do log N quando t aumenta indefinidamente; e

t € o tempo.

Para obter o ponto de inflexdo da curva, a segunda derivada da funcdo com

relacdo at € calculada:

Cé—); = ac.expl- exp(b —ct).exp(b— ct) | (Eq.7)
‘jﬁf = ac®.exp[- exp(b —ct).exp(b — ct)|[exp(b —ct) - 1] (Eq. 8)

Ao ponto de inflexdo, em que ¢ = ¢,, a segunda derivada é igual a zero:
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d’y _
dt’

0>t =blc (Eq. 9)

Uma expressao para a maxima taxa especifica de crescimento pode ser obtida
através do célculo da primeira derivada no ponto de inflexdo.

dy ac
_ _ Eq. 10
=0, = (Eq. 10)

O parametro c na equagéo de Gompertz pode ser substituido por ¢ =y ela.

A descri¢do da linha tangente ao ponto de inflexao é:
a
y=u,t+——u,t, (Eq. 11)
e

O tempo lag é definido quando o eixo t intercepta a tangente através do ponto de
inflexdo da curva de crescimento:

O=p A+5—ut (Eq. 12)
e

Utilizando-se as equacdes 9, 10 e 12, tem-se:

b-1
A= u (Eq. 13)
c
O parametro b na equacédo de Gompertz pode ser assim substituido:
p=H" )+1 (Eq. 14)
a
O valor da assintota é alcangcado com t tendendo ao infinito:
t>xoy—>a=>A=a (Eq. 15)

O parametro a na equacdo de Gompertz pode ser substituido por A, obtendo-se a
equacdo de Gompertz modificada:

y= Aexp{— exp{ﬂ"Tf(A —1) + 1}} (Eq. 16)
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Mesmo sendo muito usada para descrever o crescimento microbiano, a equacao
de Gompertz modificada possui inUmeras falhas. A fase lag ndo é paralela ao eixo das
abscissas e a assintota matematica (nUmero de células do in6culo) esta fora de escala
em tempo negativo. A equacao ndo apresenta um periodo de aumento linear durante a
fase de crescimento exponencial, conforme se observa na maioria das curvas de
crescimento. Sendo assim, uma vez que a velocidade de crescimento exponencial é
determinada por um ponto de inflexdo na curva, o processo de ajuste tende a fornecer
valores que variam mais do que as velocidades correspondentes determinadas por um
periodo de crescimento linear (WHITING; BUCHANAN, 1997).

2.10.1.2.Modelo Baranyi e Roberts

Para fornecer uma base mais mecanistica e bioldgica, Baranyi e Roberts (1995)
propuseram um modelo para analisar o crescimento bacteriano, que incluiu uma fase de
crescimento exponencial linear, u(x), e uma “fase lag” determinada por uma funcéao de
ajuste, a(x).

A hipotese basica € que a cinética celular é determinada por trés classes de
variaveis:

e As condicbes intracelulares definem o estado instantaneo da célula.

Admitiram que este estado pudesse ser medido pela concentracdo de certas
entidades bioquimicas como biomassa, enzimas ou RNA e DNA. A
concentracao por célula dessas n entidades podem ser representadas por um
vetor z(t) = (zi(t),..., za(t)), referidos como estado fisioldgico ou interno.

e Condicbes extracelulares que sdo mudadas pelo metabolismo bacteriano.

Estas quantidades estdo envolvidas em um vetor, c(t), também chamado
categoria 1.

o CondicOes extracelulares que séo independentes da cultura em crescimento.
A variavel vetor envolvendo essas quantidades € denominada de vetor
externo da categoria 2 e é representado por D(t), que possivelmente muda
com o tempo. A entrada mais comumente modelada em D(t) é a temperatura,
T(1).

A composicdo do estado externo vetor formou o ambiente: E(¢) = (c(¢), D(¢)), em
que a funcdo E (t) possui a descontinuidade a inoculagéo.

Para tornar um modelo utilizavel, muitas simplificacdes foram feitas.
1) Foi admitido que a populacdo bacteriana € homogénea, ndo considerando a

possivel distribuicdo espacial das células e a variacdo natural biologica, desconsiderando
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gue z(t) também tem distribuicdo de probabilidade. O erro devido a esta condi¢cdo pode
ser chamado de erro de homogeneidade.

2) A forma matemética das hipdteses basicas é que as cinéticas do sistema
podem ser assim expressadas:

dz(1)

W=f(z(t),c(f);l)(t) (Eq. 17)
a0 g(z(8),c(t); D() (Eq. 18)

O ponto e virgula separando a variavel D(t) das demais indica que as funcdes f

e g dependem do atual estado das condigbes externas independentes, D(f). O mais

simples exemplo é quando o valor das taxas constantes em f e g depende da

temperatura externa.

Se D(t) é constante, entdo o sistema acima é chamado de autbnomo. Isto significa
gue a célula injuriada recupera-se e gera as mesmas sucessivas sub-populagbes como
se tivesse sido sempre integra ao longo da histéria. Nao foi considerado o possivel erro
dessa autonomia assumida.

E preciso destacar que se a solucdo de (18) € substituida por (17), a equagio
diferencial obtida por z(t) é ndo autbnoma.

Considerou-se que a concentragdo de células de uma populagdo homogénea x(t)
€ a principal quantidade a ser modelada. A fissdo binéria ocorre se as condi¢des internas
e externas permitem. Portanto, a taxa de crescimento especifico, p(t), que pode ser
considerada uma medida instantédnea da taxa de nascimento per célula per unidade de

tempo, depende de z(t) e c(t):

() = ¢(2(2), c(2); D(2) (Eq. 19)

Apds admitir essas hipbteses, a concentracdo de células pode ser calculada

através da equacéo diferencial de primeira ordem:

(080 (Eq. 20)
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Exceto por certas situacbes singulares, o sistema de equacdes diferenciais de
primeira ordem tem a solu¢&o Unica, se as condic¢des iniciais z(to)=2o; c(to)=Co; X(to)=Xo € a
funcéo externa D(t) for concedida.

Em outras palavras, a variacdo do sistema com o tempo, apos t,, € determinada

pelas fungdes do modelo 1, g, ¢ e,

- 0 valor do vetor estado interno z(t), no to;
- 0 valor da categoria 1 do vetor externo;

- a categoria 2 do vetor externo, D(t), como uma funcdo do tempo.

Outra simplificacdo é admitir que z(t), c(t) e D(t) podem ser representados por
somente uns poucos componentes, o0 suficiente para caracterizar o ambiente
interno/externo por somente alguns fatores principais. Restringindo os fatores ambientais
€ introduzido um erro denominado completeness error. Por exemplo, enquanto a célula
cresce produz calor e este calor ndo é a temperatura da variavel externa de categoria 2,
sendo um componente de c(t), e ndo D(t). Entretanto, a contribuicdo pequena desse calor
€ negligenciada.

O erro de homogeneidade pode ser diminuido estruturando-se as variaveis do
sistema de forma aleatéria ou utilizando-se um sistema heterogéneo. O completeness
error pode ser diminuido tomando mais e mais varidveis em conta quando criando z(t),
c(t) e D(t).

O erro da predicdo pode aumentar se 0os dados coletados ndo sao suficientes em
guantidade ou precisdo. Um modelo muito detalhado pode se tornar ndo funcional devido
a falta de dados de boa qualidade. O erro devido a modelagem da cinética verdadeira

pelas funcdes do modelo f, g, ¢ serdo referenciados como erro da fungdo modelo. A

construcdo matematica pode ser esquematicamente demonstrada como na Figura 4, em
gue as condig¢des intra e extracelulares afetam mutuamente uma & outra.

A cinética entre z(t) e c(t) € descrita como funcdo de f e g. Essas funcoes,
entretanto, dependem do estado atual das condicbes externas como temperatura,
atmosfera e outros que ndo séo afetados pelo crescimento.

A probabilidade de uma fissdo binaria em um pequeno intervalo é u(t)At, em que
u(t) =é(z,c;D(t)) . Admitindo-se que a divisdo de célula acontece aleatoriamente, por

exemplo, de acordo com a distribuicdo Poisson, a mudanca da concentragdo da
populagdo com o tempo pode ser descrita como na Equacéo 20.
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tempo

Figura 4 - Condicdes intra e extracelulares de uma célula, z(t) e c(t), afetando mutuamente umas
as outras. A taxa delas esta descrita pelas funcdes f(z, c) e g(z, ¢). Os parametros
dependem do atual estado das condi¢cdes externas, envolvidas em D(t), que n&do sao
afetados pelo metabolismo bacteriano. Durante uma curva de crescimento tipica,

aumenta durante a fase lag e c(t) deteriora na fase estacionaria.

No modelo de Baranyi; Roberts (1994), o vetor interno z(t) tem dois componentes,
em que z,(t) representa a quantidade per célula de uma substancia critica (como RNA ou
ATP) causando o impedimento do crescimento, e z,(t) € a biomassa da célula. A
categoria externa 1, c(t), possui somente um componente que € a concentracdo de
nutriente. E admitido que a falta de substancia critica tem um efeito limitante de acordo
com a cinética de Michaelis-Menten. De maneira similar, diminuindo a concentracdo de
nutrientes causa limitacdo do crescimento:

dzy(t) _

20— oz ) (Eq. 21)
dz,(1) _ z(1) A0)

i K4n0) K ren Y (Fq. 22)
dey(r) __1dz,(1) (Eq. 23)

dt Y dt
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Em que:
ki, k2, Y, K; e K¢ sdo constantes do modelo dependendo somente das condi¢cdes externas
D(t).

Decidir se os parametros sao dependentes das condi¢cdes externas, D(t), € para a
biotecnologia uma tarefa basica. Por exemplo, para a taxa k; 0 modelo mais comum é o
de Arrehnius na medida em que D(t) é basicamente definido pela temperatura.

A concentracdo celular z, é admitida como proporcional a biomassa total.

Portanto:

dz,(t)

__dt  _ Zl(t) Cl(t)
HO=20 T K 2520 K +0®) (Eq. 24)

A primeira equacdo do modelo ja contém uma simplificacdo porque zi(t) aumenta
inicialmente, mas diminui quando a célula divide. A separacédo dos efeitos do ambiente
interno e externo é refletida pela dltima férmula ora descrita. A taxa especifica de
crescimento depende do estado fisiolégico da célula (via z1); na categoria 1 condi¢bes

externas, (via c,); e na categoria 2 condigbes externas (via constantes do modelo).

Observe que:
vk, (Eq. 25)
s (Eq. 26)
al) = % (Eq. 27)
u(t) =% (Eq. 28)

Os valores das fungbes a(t) e u(t) estdo entre 0 e 1. Isso porque k; pode ser
denominado taxa especifica de crescimento maximo. A funcdo a(t) descreve a fase de
adaptacéo fisiolégica, que € controlada pela acumulagdo de substancias criticas za(t).
Portanto, a(t) converge para 1, quando t aumenta. A funcao limitante u(t) descreve a
transicdo da fase de crescimento exponencial para a fase estacionaria.

Por propositos préticos, algumas simplificacbes foram feitas de acordo com
consideragdes biologicas.
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Em alimentos, a limitacdo de nutrientes ocorre somente quando ha concentracao
muito alta de células. Mas, se o0s nutrientes fossem considerados como infinitos,
resultaria em crescimento ilimitado. Portanto, u(t) € estimado por uma funcado limitante
dependente do parametro de densidade celular maxima:

m

x(t

ut)=~1- X1 (Eq. 29)
max

Em que:

Xmax € @ concentracdo maxima de células; e

m é o parametro que descreve a curvatura caracterizando a transicdo da curva de

crescimento exponencial para a fase estacionaria.

Esta € a concretizagdo de técnica de uma notacéo anterior que x(t) pode sempre

estar envolvido nos componentes de c(t). O modelo obtido de x(t) é:

dx(t) _ z(t) (x0Y

AL 1 ( WJ x(t) (Eq. 30)
Em que:

d

chl—ﬁt) = vz, (t) (Eq. 31)

Isto quer dizer que o efeito do crescimento bacteriano no ambiente extracelular é
manifestado como crescimento autolimitante, sendo a fase estacionaria causada
naturalmente pela alta concentracdo de células. Obviamente, o erro devido a essa
simplificacdo aparece somente em alta concentracdo de células. A vantagem dessa
simplificacdo é que se D(t) é constante, o sistema de equacfes diferenciais tem uma
solucédo explicita que faz o procedimento de ajuste da curva mais facil.

Baranyi e Roberts (1994) propuseram uma solucdo para o logaritmo natural da

concentracao de células, y = Inx(¢), sendo:

em/urmxA (1) _ 1

pTo—) (Eq. 32)

1
Y(0) = Yo + e A () = —In(L+
m e
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Em que:

Yo € a concentracao de células no tg;

Hmax € & taxa especifica de crescimento maximo (h™);
Ymax € @ concentragdo maxima de células; e

m é o parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial.

A fase lag (1) considera o tempo para a célula adaptar-se as novas condi¢des
ambientais, utilizar os nutrientes disponiveis e iniciar a reprodugéo celular, evidenciado
pelo aumento das contagens bacterianas. Para expressar isso, a funcdo A(t) representa a
diminuicdo gradual da velocidade de crescimento ao longo do tempo. Essa funcéo é

assim expressa:

In(e™ + e ho eV T0)

e
A(f) =t + - (Eq.33)
Em que:
hy=-Ina, (Eq. 34)
Zl(to)
-_Aavo Eg. 35
K. + 214, (Eg. 35)

O parametro ao € chamado de estado fisiolégico da célula em t=to, e deve ser,
pelo menos, de maneira aproximada, ou seja, a mesma para 0s experimentos onde a
histéria pré-inoculacdo das células é idéntica. O parametro v define a curvatura da fase
lag para a fase exponencial, admitindo-se que, ap6s a inoculacdo, a substancia critica
cresce a mesma taxa especifica como as células na fase exponencial. A funcdo A(t)
considera as caracteristicas do novo substrato e o estagio de crescimento do
microrganismo inoculado. Estes sao critérios importantes para avaliar como influéncias
de diferentes fatores que promovem mudangas no meio e no metabolismo dos
microrganismos afetam seu crescimento.

A hipotese basica do modelo é a suposicdo de que uma substancia intracelular
deve se acumular até certa quantidade antes que o microrganismo possa crescer. O
crescimento exponencial € controlado pela taxa especifica de crescimento, que segue a
cinética de Michaelis-Menten. Por outro lado, a transi¢do do crescimento exponencial a
fase estacionéria é descrita por uma funcao limitante.

Por causa de consideracdes bioldgicas e computacionais e outras simplificacbes

pressupostas, esse modelo matemético tornou-se aplicavel ao crescimento bacteriano no

40



ambiente dos alimentos. Ele apresenta varias vantagens computacionais comparado a
outras funcdes sigmoides. O seu uso principal é predizer a resposta do crescimento
bacteriano quando héa alteracdo de temperatura durante as fases lag e estacionaria.
Quando comparado a outros modelos primarios, este modelo analisa 0 comportamento
do microrganismo de forma mais completa do que a equacdo de Gompertz (BARANYI;
ROBERTS, 1994).

Segundo Van Impe et al. (2005), o0 modelo de Baranyi e Roberts é amplamente
utilizado por varias razdes, dentre elas: facilidade de uso; aplicabilidade sob condi¢bes
ambientais dindmicas; boa capacidade de ajuste; e parametros biologicamente

interpretaveis.

2.10.2. Modelos para descrever as variaveis ambientais no crescimento (Modelos

secundarios)

Os modelos secundarios descrevem as respostas de um ou mais parametros do
modelo priméario diante das mudangas do meio, como temperatura, pH e atividade de
agua (BLACKBURN, 2000). Trés tipos de modelos secundérios sao mais frequentemente
utilizados: os do tipo Arrhenius, os do tipo Bélehradek e polinomiais.

A equacdao de Arrhenius (Equacao 36) admite que a velocidade de crescimento é
controlada pela velocidade-limite de uma Unica reacdo enzimatica. Ratkowsky et al.
(1982) explicaram que graficos do logaritmo da taxa constante de crescimento contra a
temperatura absoluta reciproca (1/T) resultam em uma curva ao invés de uma reta. Como
o crescimento bacteriano € um processo biolégico complexo, que envolve uma variedade
de substratos e enzimas, ndo € surpreendente que o modelo de Arrhenius ndo descreva

adequadamente o efeito da temperatura sobre o crescimento bacteriano.

—FEa
k=kgeRT (Eq. 36)

Em que:

k é a taxa de crescimento exponencial,
ko € um fator pré-exponencial;

Ea é a energia de ativacao;

R é a constante universal dos gases; e

T é a temperatura, em graus Kelvin.
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Os modelos do tipo Bélehradek estdo fundamentados na relacdo linear que ha
entre a raiz quadrada da velocidade de crescimento e a temperatura. Admite-se ainda
gue os fatores ambientais sejam independentes, ndo existindo interagdo entre os fatores.

Denominado modelo raiz quadrada por Ratkowsky et al. (1982), esse modelo
descreve o efeito da temperatura na taxa de crescimento bacteriano. E expresso pela

seguinte equacao:
\/;:b(T_Tmin) (Eq37)

Em que:

k é a taxa de crescimento;

b é o parametro a ser estimado;
T é a temperatura; e

Tmin € a temperatura abaixo da qual ndo ha crescimento.

Em muitos dos trabalhos realizados na microbiologia preditiva relacionados a
temperatura utiliza-se o modelo da raiz quadrada. Porém, esse modelo ndo tem base
biolégica e estd fundamentado na observacdo de que, a baixas temperaturas, a raiz
guadrada da taxa especifica de crescimento é linear. Uma modificacdo do modelo da raiz
guadrada para modelar o crescimento em toda faixa de temperatura esta descrito na

Equacéo 38.
Jk =b(T —Tmin)(l—ec'[T‘Tmax)) (Eq. 38)

Em que:

k é a taxa de crescimento;

b é o pardmetro que representa a inclinacdo quando a taxa de crescimento aumenta;

Tmin € @ temperatura abaixo da qual ndo ha crescimento;

Tmax € @ temperatura limite superior em que nela, e além dela, a taxa de crescimento
predita é zero; e

c é 0 parametro que representa a inclinacdo quando a taxa de crescimento diminui.
Os modelos polinomiais baseiam-se na metodologia de superficie de resposta.

Essa metodologia consiste em um conjunto de técnicas estatisticas Uteis na modelagem

em aplicacBes, em que a resposta de interesse é influenciada por diversas variaveis e o
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objetivo é aperfeicoar a resposta. Se a resposta é bem modelada por uma funcao linear

das variaveis independentes, a funcdo de aproximacéo € o modelo de primeira ordem:

Y=0,+BX,+..+B,X, +¢& (Eq. 39)

Se hé curvatura no sistema deve-se utilizar um polindmio de ordem mais elevada,

como o modelo de segunda ordem:

k k k
y=PBs +Zﬂ;xi +z ﬁii'xiz +ZZ ﬂg‘jxixj +é& (Eq. 40)
i-1 i1

i< j=2

Muitos problemas da metodologia da superficie de resposta utilizam um desses
polinbmios, ou ambos. Entretanto, se existir mais do que uma variavel independente, a
regressao linear multipla pode ser utilizada (MONTGOMERY, 2001).

Outro modelo que tem chamado a atencdo por causa de sua simplicidade e
flexibilidade é o de Weibull. Este modelo descreve curvas com concavidade para cima,
concavidade para baixo e linear. O modelo foi usado para descrever dados da inativacao
microbiana. Chen e Hoover (2003) usaram-no com sucesso para modelar a inativagéo
térmica de B. cereus e C. botulinum e inativacdo sob pressdo de L. monocytogenes.
Guan et al. (2006) usaram o método de modelagem néo linear de Weibull para estudar a
inativacdo térmica de S. aureus e E. coli em temperaturas diferentes de processamento.
Eles observaram que modelos lineares seriam inadequados para descrever respostas
gue apresentavam curvas com concavidade para cima ou para baixo. Também, Virto et
al. (2005) usaram com sucesso um modelo matematico baseado na distribuicdo de
Weibull para descrever a cinética de inativacdo de Y. enterocolitica por acido citrico e
acido latico.

O modelo de Weibull apresenta a seguinte equacao (PELEG; COLE, 1998):

k=bT" (Eq. 41)

Em que:
k é o pardmetro do modelo (i, A ou DMP) numa determinada temperatura T (°C);
b é o parametro de escala; e

n é o parametro de forma.
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Estes parametros séo obtidos pelo ajuste do modelo aos dados experimentais.
Quando n < 1, a concavidade da curva é para cima e, quando n > 1, a concavidade da

curva € para baixo. Se n = 1, significa que é linear.

2.10.3. Modelos para descrever a cinética e inativagao microbiana

Para determinacdo da resisténcia de um microrganismo a um determinado
tratamento, todos os pardmetros devem ser mantidos constantes durante o tempo de
exposicao estabelecido. Os dados obtidos experimentalmente e ajustados por um modelo
resultam em uma curva semilogaritmica de sobreviventes. O tempo necessario para
destruicdo de 90% da populacéo de esporos € o intervalo de tempo exigido para que a
curva percorra um ciclo logaritmico. O tempo de reducéo decimal (valor D) é o principal
parametro de avaliagcdo das caracteristicas de resisténcia da populacdo microbiana
homogénea a um tratamento. E o intervalo de tempo, em minutos, de exposicdo a
condicbes constantes de tratamento, para reducdo de 90% da populacdo microbiana,
presente inicialmente no alimento. Numericamente, o valor D é o inverso negativo do
coeficiente angular da equacao da reta calculada, usando-se o método de regressao
linear, através dos minimos quadrados, aplicado a regido linear da curva de
sobrevivéncia. O valor D relaciona-se a constante especifica de reacdo através da

relacdo da Equacédo 42.

D =(2,303/ k) (Eq. 42)

A representacdo grafica do logaritmo decimal de sobreviventes, em relagdo ao
tempo de exposicdo a uma condicdo constante, pode resultar em curva linearizada
decrescente. A variagdo do numero de sobreviventes com o tempo de exposicdo €
funcdo do numero de microrganismos inicialmente presentes, sendo representada pela

Equacao 43.

Log(Nf)=Log(Ng)—(2,303/ k)t (Eq. 43)

Em que:

Log(Nf) é o logaritmo decimal da populacdo sobrevivente, apés um tempo (t) de
exposicao;

Log(No) € o logaritmo decimal da populag&o no tempo inicial (t=0); e

k é a constante de velocidade especifica de inativacdo por unidade de tempo (t).
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Curvas de sobreviventes semilogaritmicas curvilineas sédo obtidas em ensaios
para determinacdo de resisténcia de microrganismos envolvendo flora microbiana
heterogénea ou com variagdes de resisténcia dentro de uma mesma espécie. Esses tipos
de curvas séo obtidos com mais frequéncia do que curvas logaritmicas lineares, em que
a inativacdo é equivalente a cinética quimica de uma reacdo de primeira ordem
(HOLDSWORTH, 2004).

Este resultado indica que existe numa mesma populacdo a presenca de grande
namero de organismos com a resisténcia muito baixa e um pequeno numero de
microrganismos altamente resistentes. Além disso, a cada geragdo microbiana ocorrem
mutacdes genéticas na populacdo, na ordem de 107 a 10% que produzem espécies
mutantes, mais ou menos resistentes do que a maioria das células de uma mesma
suspenséao (PFLUG, 1990).

Quando a inativacdo ndo obedece a cinética de primeira ordem, os métodos
tradicionais de Bigelow e Ball, ou seja, os métodos tradicionais de estimar o valor D, ndo
sdo apropriados para tratar cinéticas complexas nao lineares (PFLUG, 1990).

Encontram-se na literatura varios modelos que foram propostos para descrever
curvas de sobreviventes semilogaritmicas néo lineares complexas e multifasicas com
retardos e atrasos, ombros e caudas. Varios autores mostraram que os valores D de tais
dados podem ser determinados por métodos diferentes (ABRAHAM et al., 1990; PRUITT
e KAMAU, 1993; PELEG, 1997; GEERAERD; HERREMANS; VAN IMPE, 2000; VAN
BOEKEL, 2002). Porém, ndo h& consenso entre pesquisadores quanto ao modelo que
descreve melhor tais cinéticas.

Pruitt e Kamau (1993) revisaram a histéria das teorias de crescimento e
mostraram como 0s modelos classicos de crescimento podem ser derivados como casos
especiais da equacdo genérica da taxa de crescimento. Além disso, considerando que
matematicamente a diferenca entre crescimento e morte € questdo de sinal, esses
autores converteram curvas de crescimento em curvas de morte, mudando o sinal da
equacdao de crescimento.

Como ha evidéncias significativas de que as curvas de sobreviventes podem ser
descritas por expressdes cinéticas semilogaritmicas néo lineares, o “IFT's Research
Summit 2003” recomendou que a comunidade cientifica utilizasse e comunicasse sobre o
uso de modelos alternativos para descricdo do comportamento de populagbes
microbianas sobreviventes apds exposicdo a agentes letais (HELDMAN; NEWSOME,
2003).

Pruitt e Kamau (1993) desenvolveram modelos matematicos para inativacao:

a) Modelo exponencial de dois termos para populacbes de células mistas. Admite-se
nesse modelo, que ha duas populacdes de uma mesma bactéria que difere nas suas
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sensibilidades ao agente letal e, por isso, morrem a taxas diferentes. A Equacao 44

apresenta este modelo.

S=fetty - )e_bzt (Eq. 44)

Em que:

S é a fracao total de sobreviventes (x/xg) no tempo t;

f € afracdo de sobreviventes da subpopulacdo 1, mais sensiveis;

(A-f) é a fracAdo de sobreviventes da subpopulacdo 2, caracterizada pelos
microrganismos menos sensiveis;

b, é a taxa de morte especifica da subpopulagéo 1; e

b, é a taxa de morte especifica da subpopulagéo 2.

b) Modelo de morte de uma populacao e crescimento de outra. Resposta mista pode ser
observada quando sao utilizadas substancias bactericidas e bacteriostaticas. E ocorre
guando uma cultura de células € somente parcialmente danificada ou quando recupera
da lesdo durante um periodo de armazenamento e retoma o crescimento. Um modelo
apropriado deve considerar o crescimento, a inibicdo (lag) e morte. O modelo
apresentado a seguir foi utilizado para descrever o declinio inicial no nimero de células

seguido de recuperacao e crescimento.

K ) —at
Y i) | dving € (Eq. 45)

Em que:

X € a populacdo no tempo t;

k é a populacdo maxima atingida pelas células;

b é a taxa especifica de crescimento maximo da populacao de células;
T € 0 tempo em que o crescimento alcanga x=k/2;

Xaying € @ parte da subpopulagéo fatalmente danificada; e

a é a taxa especifica de morte.
¢) Modelo de morte de uma populacao, crescimento de outra e inibicdo de uma terceira.

Esse modelo foi desenvolvido para explicar uma situacdo em foi observado que havia

uma subpopulacdo de ceélulas que era inibida durante exposicdo a um agente e nao
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apresentava nenhum crescimento durante o periodo de ensaio. Contudo, era capaz de

recuperar e, apos 48 horas, ser obtida pelo método de contagem em placas.

k = Xpecover —at
X=Xprecover T () T Xdying €
1te b.it 7) ying (Eq. 46)

Em que:

X € a populacdo no tempo t;

Xecover € @ fracdo da populacdo que ndo cresce durante o experimento, mas recupera e
cresce nas placas durante o ensaio;

k é a populacdo méxima atingida pelas células;

K - Xecover» NO S€guNdo termo garante que k representa a populacdo de células que sera
alcancada;

b é a taxa especifica de crescimento maximo da populacao de células;

T € 0 tempo em que o crescimento e x=k/2;

Xaying € @ parte da subpopulagéo fatalmente danificada em morte; e

a é a taxa especifica de morte.

Evidenciou-se, pelas informacdes, que enquanto o sistema APPCC atua no
controle de processos, auxiliando na identificacdo de pontos criticos de controle, a
microbiologia preditiva proporciona o entendimento da natureza do perigo e ajuda a
estabelecer as prioridades de intervengbes (NAUTA, 2001). Ambas as ferramentas
constituem a base cientifica das a¢des que visam reduzir doengas que tém como causa a
atividade microbiana em alimentos (FAO, 2006a). Associados, o sistema APPCC e a
microbiologia preditiva oferecem estrutura para as agfes que intensificam a seguranca
dos alimentos, uma vez que predizem os efeitos das intervencdes nos processos de
producao de alimentos (MILES; ROSS, 1999; NAUTA, 2002); .

Além disso, modelar o efeito da inativacdo microbiana por compostos quimicos
através do procedimento de sanitizacdo dos alimentos é considerado um passo
importante para melhorar os processos atuais de sanitizacdo ou inovar em projetos
futuros (VIRTO et al., 2005).

2.11. Analise quantitativa do risco

A Analise de Risco é outra ferramenta utilizada para a avaliacdo da seguranca
dos alimentos e do abastecimento de agua. Estruturada em acordo com organizacdes de

reconhecimento internacional como Food and Agriculture Organization (FAQO) e World
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Health Organization (WHOQO), tém como objetivos auxiliar no processo de tomada de
decisd@o e estabelecer regulamentacdes e normas, fundamentando medidas de controle
apropriadas aos riscos para a saude e seguranca alimentar. Deve ser adequada as
consideracbes praticas de cada pais, como o impacto econdmico e facilidade de
implantacdo (BUCHANAN; WHITING, 1996). Orgdos como FAO e WHO tém a importante
tarefa de desenvolver e padronizar a analise de risco microbioldgico internacional. E da
competéncia deles passar as informacdes aos gestores do risco, tanto nacional quanto
internacionalmente (FAO, 2003).

A realizacdo de uma Andlise do Risco Microbioldgico, particularmente quantitativa,

€ reconhecida como uma tarefa intensiva que requer uma abordagem multidisciplinar.

2.11.1. Principios da analise de risco

a) E um processo estruturado, composto de trés componentes: avaliagido do
risco, gestao do risco e comunicacédo do risco.

b) Deve estar fundamentada em dados cientificos disponiveis.

c) Deve apresentar consisténcia.

d) Deve ser um processo aberto, transparente e totalmente documentado.

e) Quando novas evidéncias cientificas forem encontradas apds a conclusao da
analise, € necessario reavalia-las e, quando indicado, fazer modificacfes.

f) Devem ser consideradas e explicitadas claramente as incertezas e
variabilidades (CAC, 2003).

Os resultados da analise de risco podem validar processos e estabelecer limites
criticos para variaveis do processo. Dessa maneira, a andlise de riscos constitui uma
ferramenta para determinar prioridades, niveis de tolerancia de um determinado risco e
auxiliar na decisdo sobre as medidas de controle, além de contribuir como fator
guantitativo para sistemas de qualidade e APPCC (HOORNSTRA et al.,, 2001;
SPERBER, 2001; BEMRAH et al., 2003).

2.11.2. Apresentacao do Sistema de Analise de Risco

O sistema esta estruturado em fases independentes e inter-relacionadas como
apresentado na Figura 5. A importancia da sobreposicao entre avaliacdo do risco, gestdo
do risco e comunicacgao do risco é reconhecida, assim como a necessidade de separagdo
funcional. Quanto a avaliacdo do risco, tal separacdo assegura que 0S assuntos sejam

tratados de maneira transparente, utilizando-se de bases cientificas.
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6. Avaliacéo
das opgbes

4. Caracterizagéo
do risco

il

7. Implementacéo

5. Avaliacado
do risco
das opgoes

Gestao do l
Risco .
8. Monitoramento
[ e Revisao

3. Avaliacéo
da exposicao

2. Caracterizagédo
dos perigos

Avaliacao do Risco

1. Identificacé@o de perigos
Politicas de avaliagéo de risco

do Risco partes interessadas
Figura 5 - Estrutura da analise de risco (SCHOTHORST, 2002).

2.11.2.1.Avaliagao do Risco

Consiste em uma andlise cientifica das condi¢des que representam risco a saude
publica. Seu objetivo € determinar o grau de risco associado a determinado alimento em

particular, por meio de avaliagées quantitativas e qualitativas.

Existem quatro passos no processo de avaliacao de risco (Figura 6):

1) Identificagado do perigo

E a metodologia descrita no primeiro passo do sistema APPCC. Durante a
identificacdo de perigos, a relacdo entre o perigo microbiano e certos grupos de alto risco
pode ser identificada na populagao.

A identificacdo envolve a cole¢do, organizacdo e avaliacdo de toda a informacéo
pertinente (SCHOTHORST, 2002).

2) Caracterizagao do perigo

E uma avaliagdo quantitativa ou qualitativa da natureza e dos efeitos a satde
associados com o perigo. Para propdsitos da Andlise do Risco Microbiol6gico, os
problemas estéo relacionados aos microrganismos ou suas toxinas tém na dose-resposta
um importante aspecto da caracterizacdo do perigo. A dose-resposta deve ser avaliada,
se os dados permitirem (SCHOTHORST, 2002).
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Identificagao do perigo
- Existe um problema?

- O que é: é um microrganismo? E um patégeno?

Estéa associado a alimento?

Caracterizagao do perigo Avaliacao da exposicao
- O que acontece quando o patégeno é ingerido? - Qual é a possibilidade do alimento contaminado
- Qual é a quantidade que causa doenga? ser consumido?

- Qual é o numero provavel de patégenos que
estdo no alimento quando alguém vai comé-o?

v

Caracterizagao do risco
Qual a natureza probabilidade de risco a saude?

Quem provavelmente se tornara doente? Quais
sdo as fontes de variabilidade e incertezas nas
informacdes.

Figura 6 - Representacéo esquematica dos passos da avaliagédo do risco (SCHOTHORST, 2002).

3a) Avaliagao da exposi¢ao ao perigo

Direcionada ao consumidor, é uma avaliacdo qualitativa e, ou, quantitativa do
provavel consumo de um perigo microbiano por alimentos que tem potencial de causar
efeito adverso a saude. Envolve a determinacdo de estimativas, qualitativa ou
guantitativa, da probabilidade e do nivel do patégeno que pode ser ingerido por uma
pessoa em uma por¢do de alimento ou volume de &gua. Pode, também, identificar a
frequéncia e a quantidade de alimento e agua consumidos em certo periodo por uma
populagcédo ou subpopulacéo, e pode combinar as informacdes para estimar a exposi¢cdo
da populacdo ao perigo, através da agua ou de alimentos negociados em transacdes
comerciais internacionais (SCHOTHORST, 2002; WHO, 2008).

3b) Dados para avaliagao da exposigao

Dados sobre manipulagdo de alimentos: existe, relativamente, pouca
informacdo disponivel sobre manipulacdo em restaurantes e servicos de alimentacao,
inclusive, comidas de rua, locais estes com crescente proporcao de refeicdes em muitos
paises.

Dados sobre habitos de consumo: sdo necessarias informacdes sobre o
comportamento do consumidor e dados acerca dos padrdes de consumo. E preciso

conhecer a quantidade de alimento consumida e a frequéncia com que o alimento &
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consumido. O consumo de um alimento varia de acoedo com a localizacdo geogréfica,
etnicidade, sexo e educagcdo (EUROPEAN COMMISSION, 2002).

4a) Caracterizacao do perigo
Fornece uma descricdo dos efeitos adversos que podem resultar da ingestdo de

um microrganismo e a relacdo de dose-resposta, caso haja dados disponiveis.

4b) Caracterizacao do risco

E o processo usado para determinar as estimativas, incluindo as incertezas, a
probabilidade de ocorréncia e severidade dos efeitos conhecidos, adversos e potenciais,
em dada populacdo, integrando os trés passos anteriores, identificacdo do perigo,
caracterizacdo do perigo e avaliagdo da exposicdo ao perigo. Envolve a avaliacdo do
risco e as informacdes relacionadas a este processo (SCHOTHORST, 2002).

O processo de avaliagcdo do risco é uma forma de identificar a estimativa da
probabilidade e severidade de uma doenca atribuida a combinag&o patégeno e alimento.

O processo descreve, do ponto de vista biolégico, o destino do perigo e do
alimento durante as fases intermediarias da cadeia produtiva. A fase de consumo deve
estar explicita, porque a quantidade consumida do alimento faz parte da avaliacao da
exposicdo. Entdo, se os dados do comportamento do consumidor forem escassos e
simples suposicoes tém que ser feitas, estas serdo as principais fontes de incertezas da
modelagem (EUROPEAN COMISSION, 2002).

2.11.2.2.Gestao do risco

E realizado por organismos oficiais de vigilancia sanitaria. Utilizam-se dos
resultados da avaliacdo dos riscos para analisar as melhores alternativas de controle do
risco até niveis aceitaveis, bem como das condicBes econdmicas, possiveis relacdes de
custo-beneficio, entre outros fatores, para adotar decisbes e estabelecer quais as
medidas regulamentares sdo requeridas (SCHLUNDT, 1999). Desenvolvem-se
alternativas baseadas no impacto que terdo nas partes interessadas, como produtores

primarios, processadores de alimentos, varejistas, consumidores e governo (FAO, 2004).

2.11.2.3.Comunicacgao do risco

E um processo interativo de troca de informagées e opinides sobre riscos, entre
avaliadores e gestores governamentais de risco, para seguran¢a alimentar e demais
partes interessadas, como representantes dos consumidores, industrias e instituicbes de

pesquisa e de ensino. Sdo discutidas as alternativas para harmonizacdo legal ou
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institucional da gestéo do risco e garantir que as informacdes e opinides requeridas para
uma gestdo efetiva do risco sejam incorporadas ao processo de tomada de decisédo
(FAO, 2004).
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3. MATERIAIS E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Higiene e Microbiologia de
Alimentos (LHMA) do Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA), da Universidade
Federal de Vicosa (UFV), Minas Gerais.

3.1.Caracterizacao da superficie da alface
3.1.1. Amostras de alface

A alface lisa, da variedade Vitéria de Santo Antdo, foi adquirida em um mercado
local da cidade de Vicosa, MG. Foi colocada em sacos plasticos esterilizados e
armazenada em caixas isotérmicas com gelo reciclavel, durante o transporte ao LHMA.
No laboratério, foi retirada da caixa isotérmica e armazenada em refrigerador doméstico a
temperatura de 7,0 °C + 2 °C, por 12 h antes dos experimentos. As folhas externas e
centrais foram descartadas com o auxilio de uma faca esterilizada. Foram escolhidas

para o estudo as folhas internas integras, verde-claras.

3.1.2. Adesao de Escherichia coli 0O157:H7 em folhas de alface

a) Preparo das amostras de alface

As folhas de alface foram lavadas em agua corrente para remocao de sujidades
visiveis. Em seguida, foram tratadas com solucdo sanitizante preparada a partir de
dicloroisocianurato de sodio (Nippo-clor), com cloro residual livre na concentracdo de
200 mg-L™* e pH 6,1, por 15 min. Ap6s o tempo de contato, foram retiradas da solucéo
sanitizante e submergidas, por 1 minuto, em solucao neutralizante de tiossulfato de sédio
0,5 % (p/v) e transferidas para um saco plastico perfurado mantido suspenso, por 20 min,
para escoamento de 4gua. A fim de observar a contaminacdo natural, as folhas foram
lavadas com agua destilada esterilizada e drenadas, por 20 min e colocadas sobre uma

tabua de corte com o auxilio de uma pin¢a. Da regido central e das bordas da folha foram
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cortados cupons de 1 cm x 1 cm com ajuda de uma lamina cirargica. Todo material que
entrou em contato com a alface, por exemplo, recipientes, utensilios, laminas e agua
foram esterilizadas em autoclave a 121 °C, por 15 min, e utilizados resfriados a 22 °C,
aproximadamente. A alface e os utensilios foram manipulados sob técnicas assépticas.

b) Preparo do inéculo

A suspensao de E. coli O157:H7 ATCC 43895 foi obtida a partir de cultura
fornecida pela Fundacéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ, Rio de Janeiro) e preservada a -85 °C
em caldo de cérebro e coracdo (Merck® e glicerol na proporcdo de 20% (v/v) no
LHMA/DTA/UFV. A cultura foi ativada em caldo nutriente (Oxoid®) e incubada na
temperatura de 35 °C + 2 °C em condi¢des estaticas. A cultura de células foi centrifugada
a 12.000 g, por 2 min. O concentrado de células foi lavado com &agua destilada
esterilizada por duas vezes, sendo o in6culo preparado pela suspensdo do concentrado
de células em &agua destilada esterilizada. Uma aliquota de 1 mL da suspensdo do
inoculo foi retirada, assepticamente, e foram realizadas diluicdes decimais seriadas.
Aliquotas de trés diluicbes mais altas foram inoculadas em agar MacConkey (Acumedia®)
incubadas a 37 °C, por 24 h. Apés esse periodo, enumeraram-se as colbnias e foram
quantificados os nimeros de UFC-mL™ de inéculo. A suspensdo de células foi usada

imediatamente para inocular os cupons de folhas de alface.

c) Inoculagao das alfaces

Seis cupons da folha de alface tratada foram submersos na suspenséo de
7,78 log UFC-mL™ de E. coli 0157:H7 ATCC 43895. Como controle, outros seis cupons
foram submersos em agua destilada esterilizada. Os cupons foram mantidos a 7 °C +

1°C por 24 h £ 2 h, em condi¢cBes estaticas.

d) Preparo da amostras para avaliagdo da adesdo e observagdo no

microscopio eletronico de varredura (MEV)

Trés cupons de cada amostra foram separados para as andlises de microscopia e
mais trés, para a determinacdo da adesao. Os cupons imersos na suspensao de células
de E. coli O157:H7 foram removidos da suspensdo e rinsados duas vezes em agua
peptonada 0,1% (p/v) esterilizada para remocao de células plancténicas ou fracamente
aderidas. Cerca de 1 mm dos tecidos das extremidades de cada cupom inoculado foi
removido com uma lamina esterilizada, obtendo-se quatro situa¢des a serem observados:
(i) as extremidades cortadas dos cupons inoculados, (i) as porcdes internas dos cupons
inoculados; (iii) controle, cupom da folha sanitizada e sem adesao; e, (iv) folha natural,

sem tratamento de descontaminacao.
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As células aderidas as superficies da alface foram fixadas com solucdo de
glutaraldeido na concentracdo de 3,0% (v/v) e tampé&o fosfato 0,05 mol-L*, pH entre 6,8 e
7,2, sendo mantidas a temperatura de 25 °C, por uma hora. Em seguida, as amostras
foram lavadas por quatro vezes, em intervalos de 15 min, no mesmo tampédo. As
amostras foram desidratadas em solucdo aquosa de alcool etilico nas concentracdes de
30% (v/v), 50% (v/v), 70% (v/v), 80% (v/v) e 95% (v/v), durante 15 min de contato em
cada concentracdo e, finalmente, em alcool etilico P.A. 100% (v/v), com duas imersdes
de 15 min. As amostras foram transferidas para cestos permeaveis do equipamento
secador de ponto critico (Critical Point Dryer - CPD Bal-tec 030) com CO, liquido, para
evaporacgdo do alcool utilizado para desidratacdo, protocolos de acordo com Bozzola e
Russel (1991).

As amostras secas foram fixadas nos porta-espécimes (stubs) com fita dupla-face
de plastico. As amostras dessecadas foram introduzidas no metalizador para serem
cobertas por um filme de ouro na espessura de 15 a 25 nm pelo processo de
pulverizacdo catddica, em equipamento Balzers de congelamento a seco (FDU 010),
acoplado ao conjunto de pulverizagdo catédica (modelo SCA 010). A observagéo e a
documentacéo fotografica foram realizadas com o auxilio do microscopio eletrénico de
varredura (LEO, 1430 VP), sob alta voltagem. As amostras foram analisadas no Nucleo

de Microscopia e Microanalise, da Universidade Federal de Vigosa.

e) Avaliagado da adesao de Escherichia coli O157:H7 aos cupons de alface

Os cupons das amostras, inoculadas e nao inoculadas (controle), foram
separados para andlises microbioldgicas. Cada cupom foi enxaguado em &gua
peptonada 0,1% (p/v) por um minuto para remocdo de células plancténicas ou
fracamente aderidas. Em seguida, foi removido, assepticamente, de cada cupom
inoculado cerca de 1 mm da beirada com o auxilio de uma lamina esterilizada. As
beiradas de cada cupom foram transferidas, separadamente, para um frasco de tampa
rosqueéavel contendo 10 mL de &gua peptonada 0,1% (p/v) esterilizada. O mesmo foi feito
com cada uma das partes centrais do cupom e com cada cupom sem adeséo, que foram
transferidos integros para os tubos.

As amostras foram agitadas em vortex, na velocidade alta, em 2 ciclos de 2 min
cada. Usando 1 mL do homogenato, prepararam-se diluices decimais seriadas em agua
peptonada 0,1% (p/v) esterilizada. Aliquotas de 1 mL de cada diluicdo foram plaqueadas
em duplicata pela técnica profundidade em agar MacConkey. Inverteram-se as placas,
incubando-as a 35 °C, por 24 h, sendo as colénias enumeradas.

A adesdo da E. coli O 157:H7 a cada cupom foi estimada, quantitativamente,

pelas médias das contagens, sendo os resultados expressos em log UFC-cm™
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3.2.Avaliagdo dos habitos de consumo da populagdo usuaria dos

restaurantes
3.2.1. Aplicacao de questionarios

A coleta dos dados foi realizada entre agosto e setembro de 2006. De acordo com
dados da Secretaria Municipal de Saude, da Prefeitura Municipal de Vigosa, MG, havia,
naquela época, 46 restaurantes do tipo autoservi¢co por peso no municipio. Deste total, os
proprietarios de sete estabelecimentos (15,2%) concordaram em colaborar com a
pesquisa.

Trezentas folhas com as questBes a serem respondidas foram entregues aos
usuarios dos restaurantes no momento da pesagem da refeicdo. Uma caneta foi
disponibilizada em cada mesa para facilitar o preenchimento. O seguinte questionario foi

aplicado aos usuarios.

Pesquisa: Consumo de alface em restaurantes na cidade de Vigosa, MG.
Data: / / 2006

1 - Idade: Sexo: M F

2 - Quantidade de alface consumida:

a) Porgéo

P M G

b) Quantas vezes por semana vocé almoga em restaurante self-service?

¢) Quantas vezes por semana vocé consome alface?

0 1 2 3 4 5 6 7

3 - Vocé lava as maos antes das refeicdes? Sim N&o

4 - Ocorréncias de diarreia

a) Vocé teve diarreia recentemente? Sim Nao
b) Vocé sabe o que causou a diarreia? Sim N&o
¢) Vocé procurou servicos de salde para tratamento? Sim N&o

Os dados coletados das folhas de respostas preenchidas pelos usuarios dos
restaurantes foram organizados e classificados. Posteriormente, foram analisados por

métodos estatisticos descritivos.
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Tabelas foram estruturadas com as frequéncias das respostas para cada item
respondido pelos usuéarios. A partir desses valores, construiram-se os gréficos
relacionando as classificagbes com porcentagens de respostas e o item avaliado. A
andlise dos dados foi realizada com o auxilio do software Statistical Package for the
Social Science (SPSS), versao 14.0 for Windows.

3.2.2. Determinagao do tamanho das por¢oées

O tamanho das porc¢des foi determinado, primeiramente, por meio da observacao
do volume de salada de alface servido pelo cliente ao utilizar um pegador de salada
padrdo. Para determinacdo do peso, por¢cdes de alface com tamanhos similares as
observadas foram pesadas em uma balanca de precisdo com o auxilio do mesmo
pegador padrédo. Realizaram-se 10 pesagens para cada tamanho de por¢éo. Pela média
das pesagens determinou-se o peso final delas. Foram classificadas como porcées

pequenas, médias e grandes.

3.3.Avaliagao das condi¢oes higiénicas do processamento nos restaurantes

comerciais da cidade de Vigosa, MG

3.3.1. Avaliagdo da qualidade microbiolégica do ar dos ambientes de

processamento

Os ambientes de preparo e de distribuicdo de saladas dos restaurantes foram
avaliados pela técnica de sedimentacdo simples, de acordo com o proposto pela APHA
(EVANCHO et al., 2001). Esta técnica consistiu na exposicdo de placas de Petri de
90 mm de diametro contendo &gar padrdo para contagem de microrganismos — PCA
(Acumedia®) para determinacéo de mesofilos aerébios e agar batata dextrose acidificado
— BDA (Merck®) para determinacéo de fungos filamentosos e leveduras, pelo tempo de 15
min. Duas amostras foram coletadas em cada uma das trés visitas, nos dois ambientes
avaliados, perfazendo um total de 84 amostras.

O periodo de amostragem nos restaurantes ocorreu durante atividades de preparo
do almoco, ou seja, entre 7 h e 14 h, em semanas diferentes. Ap6s o tempo de exposi¢ao
ao ar dos ambientes avaliados, as placas foram fechadas e transportadas para o
laborat6rio, armazenadas em caixas isotérmicas com gelo reciclavel. Para o cultivo dos
microrganismos mesofilos aerdbios, as placas foram invertidas e incubadas a 35 °C, por
48 h. No cultivo de fungos filamentosos e leveduras, foram incubadas a 25 °C, por 72 h.
ApGs o periodo de incubacédo, as coldnias que cresceram nas placas foram enumeradas.
As médias das contagens foram utilizadas para calcular os resultados, que foram

expressos em log UFC-cm'?semana™ com o auxilio da seguinte equaco:
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UFC.10080
Particulas viaveis-cm? semana™ = — (Eq. 47)
Tt

Em que:

r € o raio da placa de Petri, em cm;

10080* é o nimero de minutos de uma semana;

né 3,1415; e

t € o tempo de exposi¢do da placa de Petri, em minutos.

3.3.2. Avaliagao microbioldgica das maos de manipuladores de alimentos

BN

Foi submetido a avaliacdo microbiolégica pelo menos um manipulador
responsavel pelo processamento de saladas em cada restaurante. Os microrganismos
foram removidos das maos consideradas higienizadas pelo préprio manipulador. Para
isso foram utilizados swabs de algoddo ndo absorvente de 0,5 cm de didmetro por 2 cm
de comprimento ajustado em uma haste de madeira de 12 cm de comprimento,
preparados conforme técnica descrita pela APHA (EVANCHO et al., 2001) e esterilizados
em autoclave a 121 °C, por 15 min, antes do uso.

Os microrganismos da superficie das méos foram removidos com o swab
umedecido no diluente e, friccionado em angulo 30°, com a superficie da palma e das
bordas da mé&o. O swab partiu dos punhos com movimentos giratérios, passou pela parte
inferior da palma até a extremidade dos dedos, voltando ao punho. O procedimento foi
repetido trés vezes na direcdo de cada dedo. Os movimentos nas bordas foram do tipo
vai-e-vem, de modo a avancar em um dos lados da mao onde as linhas dos punhos se
iniciavam, passando depois entre os dedos e, no final, no outro lado da méo
encontrando-se de novo com as linhas dos punhos.

Em seguida, os swabs contendo os microrganismos aderidos foram transferidos
para um tubo de ensaio contendo 10 mL de tampéao fosfato esterilizado em autoclave a
121 °C, por 15 min. Apés as coletas, os tubos contendo as amostras foram transportados
ao laboratorio sob refrigeracdo sendo as andlises realizadas no mesmo dia da coleta.

Cada swab foi agitado em um vortex por dois minutos. Foram retiradas, com
auxilio de pipetas esterilizadas, aliquotas de 1,0 mL e 0,1 mL e inoculadas no meio de
cultivo adequado para cada tipo de microrganismo investigado. Para o cultivo de
mesofilos aerdbios, as aliquotas foram inoculadas em PCA e incubadas a 35 °C, por 24
h. No caso de cultivo de fungos filamentosos e leveduras, inocularam-se as aliquotas em

BDA e as placas foram incubadas a 25 °C, por 72 h. Na determinacéo de coliformes, as
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aliquotas foram inoculadas em agar Vermelho Violeta Bile (Merck®) e incubadas a 45 °C,
por 24 h.

Realizaram-se duas coletas em cada restaurante, sendo as andlises feitas em
duplicata. Os resultados foram expressos em log UFC/méo.

Os resultados dessa avaliagdo foram classificados nas seguintes faixas:
<2 log UFC/méo; < 3 log UFC/mao; <4 log UFC/mao e > 4 log UFC/mao. Definiram-se,
considerando a inexisténcia de padrbées ou especificacbes para as contagens

microbianas em maos de manipuladores (SILVA, 1996).

3.3.3. Avaliagao microbiolégica dos equipamentos e utensilios

Avaliaram-se equipamentos e utensilios utlizados durante preparo e
acondicionamento da alface. Para esta avaliacdo, os microrganismos foram removidos
das superficies consideradas higienizadas pela técnica do swab, conforme
recomendacdo da APHA (EVANCHO et al., 2001). Utilizou-se swab de algoddao néo
absorvente, de 0,5 cm de didmetro e 2 cm de comprimento, fixados em uma haste de
madeira de 12 cm de comprimento. Os swabs foram esterilizados em autoclave a 121 °C,
por 15 min.

Para a remocdo dos microrganismos, o swab, umedecido no diluente, foi
friccionado em um angulo de aproximadamente 30° com a superficie, por trés vezes no
sentido vai-e-vem, da esquerda para a direita, numa area delimitada por um molde
esterilizado de 2cmx25cm. Em seguida, 0s microrganismos coletados foram
transferidos para tubos de ensaio, contendo 10 mL de solug&o neutralizante de tiossulfato
de sédio a 0,25% em solugéo Ringer 1:4, de pH 7,0, esterilizada em autoclave a 121 °C,
por 15 min. O swab foi imerso na solucao e pressionado contra a superficie do tubo para
remocdo do excesso de solucdo. Este mesmo swab foi utilizado para coletar
microrganismos em outra area de 2 cmx 25 cm do mesmo utensilio e novamente foi
transferido para o mesmo tubo de ensaio. Esse procedimento foi repetido por cinco
vezes, totalizando uma area de 250 cm? por equipamento. Quando havia dificuldades na
determinacdo dessa area nos equipamentos, foram feitas estimativas, sendo as coletas
efetuadas sempre da mesma forma.

Apéds a ultima coleta, o swab foi introduzido no tubo. A parte manuseada de sua
haste foi quebrada na borda interna do tubo do diluente, antes de o material amostrado
ser mergulhado.

Os tubos contendo as amostras foram transportados ao laboratério, sob
refrigeracdo, e as analises realizadas no mesmo dia da coleta. Cada swab foi agitado em

um vortex pelo tempo de 2 min. Com o auxilio de pipetas esterilizadas foram retiradas
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aliquotas de 1,0 mL e 0,1 mL e inoculadas no meio de cultivo adequado para cada tipo de
microrganismo investigado. Para o cultivo de mesdfilos aerdbios, as aliquotas foram
inoculadas em PCA e incubadas a 35 °C, por 48 h. No cultivo de fungos filamentosos e
leveduras, as aliquotas foram inoculadas em BDA, e as placas incubadas a 25 °C, por 72
h. Na determinacao de coliformes, as aliquotas foram inoculadas em agar VRB incubadas
a 35 °C, por 48 h.

Os resultados foram expressos em logaritmo do numero das Unidades

Formadoras de Coldnias por cm? de superficie (UFC-cm™).

3.4.Microbiota da alface do campo a mesa
3.4.1. Planejamento para as coletas de amostras de alface

Amostras de alfaces foram coletadas no campo, durante a colheita, no momento
da entrega ao restaurante e apds o preparo para consumo. A data e os horéarios das
coletas foram previamente planejados com o produtor rural e proprietarios dos
restaurantes. As caixas contendo as alfaces foram identificadas para garantir que essas
pertenciam a um mesmo lote.

Método da coleta das amostras no campo: a coleta das amostras no campo
ocorreu no periodo da tarde, no dia anterior a entrega aos restaurantes. Os pés de alface
foram colhidos na propriedade rural, diretamente dos canteiros. As amostras foram
apanhadas com maos higienizadas, cobertas com luvas e com o auxilio de uma faca
esterilizada. Escolheram-se trés unidades aleatoriamente dentre as que pertenciam ao
mesmo lote colhido, para abastecer o restaurante. As raizes foram removidas, e as
amostras transferidas para sacos de polietileno esterilizados e foram mantidas em caixas
de isopor com gelo durante o transporte ao laboratério. As analises foram realizadas no
mesmo dia da colheita da alface. Assepticamente, removeram-se as folhas centrais
pequenas e verde-claras e algumas folhas externas. Foram coletadas duas amostras de
25 g de cada pé de alface.

Método da coleta de amostras entregues nos restaurantes: essas amostras
foram coletadas na manha do dia seguinte a colheita, dentre as alfaces que chegaram ao
restaurante. Coletaram-se trés unidades diretamente das caixas de entrega do produtor
rural, sendo transferidas individualmente para sacos plasticos esterilizados. As amostras
permaneceram em caixas de isopor com gelo durante o transporte para o laboratério.
Sob técnicas assépticas, as folhas centrais foram removidas e descartadas e, com o
auxilio de uma pinca, as amostras das folhas apropriadas para consumo foram coletadas

por toda volta do pé de alface.
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Método da coleta de amostras prontas para consumo: essas amostras foram
constituidas de folhas de alface apds passarem pelas etapas de limpeza, sanitizacao,
corte e acondicionamento. Foram coletadas sob préaticas assépticas antes do inicio da
distribuicdo aos clientes utilizando-se pingcas e sacos plasticos esterilizados. Foram
mantidas em caixas de isopor com gelo durante transporte até o laboratério. Realizaram-
se as andlises no mesmo dia da coleta.

Trés amostras foram analisadas em cada repeticdo, sendo o experimento repetido

trés vezes.

3.4.2. Medida da temperatura das alfaces

A temperatura, expressa em graus Celsius (°C), foi medida durante as etapas de
entrega e, logo apés o processamento, com um termémetro digital (LCD digital Multi-
stem, Alemanha). Apds limpeza e assepsia com &lcool 70% (v/v), o termdmetro foi
introduzido em cada unidade de alface entregue ao restaurante. Na alface pronta para
consumo, o termdmetro foi introduzido na cuba contendo a alface preparada, sem tocar o

fundo ou as laterais do recipiente.

3.4.3. Realizagao das analises microbioldgicas das amostras de alface

As amostras foram transferidas, assepticamente, para um saco plastico
esterilizado e pesadas em porcbes de 25 g em balanca analitica. Foram adicionados a
amostra 225 mL de agua peptonada 0,1%. A embalagem foi fechada e a amostra
introduzida no homogeneizador de amostras (Marconi, modelo MA 440/CF) e
homogeneizada por 2 min a velocidade maxima. Foi retirado, assepticamente, 1 mL do
homogenato e foram realizadas diluicbes decimais. Da amostra do campo foram
analisadas aliquotas de 1 mL das trés diluicdes mais altas (10*% 10° e 10°). Das
amostras da entrega e do restaurante foram analisadas aliquotas de diluicbes mais
baixas (10% e 107). Utilizou-se o método de plaqueamento em profundidade para
enumeracao de mesdfilos aerdbios, em PCA; fungos filamentosos e leveduras, em BDA
acidificado. Os microrganismos da familia Enterobacteriaceae foram cultivados em &agar
MacConkey (Acumedia®) e os coliformes totais e Escherichia coli cultivados em placas
Petrifilm™, usadas de acordo com as instrucées do fabricante.

Apés solidificacdo do meio de cultura, placas foram incubadas de acordo com a
temperatura 6tima de crescimento dos microrganismos. Os microrganismos mesdfilos
aeroébios, enterobactérias, coliformes totais e E. coli foram incubados a temperatura de 35
°C £ 2 °C por 24 h a 48 h. Fungos filamentosos e leveduras foram incubados a 25 °C, por

72 h. ApOs crescimento enumeraram-se as colbnias. Os resultados foram expressos em
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logaritmo do numero das Unidades Formadoras de Colbnias por grama de alface
(log UFC-g%).

3.4.3.1. Isolamento e identificacao de enterobactérias

Foram selecionadas colénias de morfologias distintas que cresceram no agar
MacConkey, como as de cor vermelha, indicando que fermentam lactose e, também, as
sem cor, indicando que ndo fermentam lactose. Essas colbnias isoladas foram
transferidas assepticamente para caldo nutriente (Oxoid®) e incubadas a 35 °C + 2 °C,
por 24 h. As culturas foram reisoladas pela técnica de estrias compostas em agar
MacConkey e, novamente, transferidas para caldo nutriente e cultivadas a 35 °C £ 2 °C,
por 24 h. Cada tubo foi agitado e uma aliquota de 100 uL da cultura do isolado cultivada
em caldo nutriente foi transferida para tubos de tampa apegada, esterilizados e
identificados. A cultura foi centrifugada e o sobrenadante descartado. O concentrado de
células foi lavado uma vez com agua destilada esterilizada e o sobrenadante descartado.
Os isolados foram ressuspendidos em 100 pyL de caldo Infusdo de Cérebro e Coragéo
(caldo BHI, Acumedia®), contendo 20% (v/v) de glicerol como crioprotetor e estocados a
temperatura de -85 °C.

Para identificacdo, as culturas criopreservadas foram descongeladas e as
aliquotas inoculadas em caldo BHI, mantidas a 35 °C + 2 °C, por 24 h. Apés esse tempo,
uma alca da cultura ativa foi novamente transferida para caldo BHI fresco e cultivada nas
mesmas condi¢cBes. A cultura ativa, estriada no agar nutriente (Oxoid®) inclinado, foi
incubada a 35 °C £ 2 °C, por 24 h, para obtencdo de massa celular. A morfologia e o
arranjo das células, coradas de acordo com a técnica de coloracdo de Gram, foram
observados em microscépio o6tico.

A producdo da enzima catalase foi confirmada pela adicdo de gotas de peréxido
de hidrogénio (Merck®) 10% sobre as col6nias. Foram depositadas 2 gotas de H,O,
fresca sobre uma placa de Petri vazia. Com a al¢a de platina foi retirada uma porgéo de
massa celular e transferida para as gotas de 4gua oxigenada. Foi observada a producao
e liberacdo de O,, evidenciado pela formacédo de bolhas.

A presenca do citocromo oxidase foi detectada pelo teste da oxidase. Com o
auxilio da alca de platina, a cultura foi espalhada sobre uma tira de papel-filtro. Duas
gotas do reagente da oxidase foram colocadas sobre a cultura e observadas mudancas
de cor, para interpretacdo do resultado. O aparecimento da cor azul escura indica positivo
para oxidase e, nesse caso, a bactéria em estudo pertence a familia
Pseudomonadaceae, que sd@o aerlbias estritas. Uma coloracdo rosea indica oxidase

negativa, sugerindo tratar-se de enterobactéria.
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Para realizacdo dos testes bioquimicos, uma pequena quantidade de massa de
células do microrganismo a ser identificado foi coletada com o auxilio de uma alga de
platina. As células foram transferidas para uma ampola contendo 5 mL de meio de
suspensdo do sistema de identificacdo de enterobactérias e outros bacilos Gram-
negativos ndo fastidiosos, APl 20E (Biomerieux®). Apds inoculacdo, a ampola foi
cuidadosamente homogeneizada, com o auxilio do vortex. A suspensdo bacteriana,
utilizada imediatamente, foi introduzida nos tubos das galerias com a ajuda de pipeta de
Pasteur esterilizada. Os isolados foram identificados pelo sistema API 20E para
identificacdo de enterobactérias e outros bacilos Gram-negativos néo fastidiosos (Quadro
1). Para os testes CIT, VP e GEL, os tubos e as cupulas foram preenchidos. Para os
testes ADH, LDC, ODC, H,S e URE, foi criada anaerobiose preenchendo a cupula com
Oleo de parafina. A caixa foi incubada a 35 °C + 2 °C por 24 h antes da leitura dos
resultados. Os resultados foram revelados pela viragem de cor das reacGes espontaneas
ou pela adicdo de reagentes, como os testes da triptofano desaminase (TDA), teste da
producéo do indol (IND), e o teste da producédo da acetoina (VP).

Os microrganismos foram identificados a partir de um perfil numérico.
Registraram-se 0s numeros foram introduzidos em uma planilha disponibilizada pelo
programa apiweb. Resultados que apresentaram indice de confiabilidade menor que 80%
foram considerados inaceitdveis. Realizaram-se o0s procedimentos de acordo com a
metodologia recomendada pelo fabricante.

ApoOs identificacdo, as bactérias foram listadas e foi determinada a incidéncia
delas nas amostras das alfaces coletadas no campo, no momento da entrega aos

restaurantes e apos o processamento.

3.4.4. Andlise de perigos microbiolégicos na cadeia de produgdo de alface
distribuida para consumo nos restaurantes comerciais do municipio de
Vigcosa, MG

A andlise de perigos do sistema APPCC foi utilizada como ferramenta para
auxiliar na decisdo sobre as enterobactérias encontradas na alface Vitéria de Santo

Antdo na cadeia do campo a mesa.
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Quadro 1 - Sigla dos testes bioquimicos, enzimas e reacdes do sistema de identificacdo de
enterobactérias APl 20E

Siglas Enzimas Reacobes

ONPG | B galactosidase Hidrolisa orto-nitrofenil-3- D-galactopiranosideo com

liberag&o do ortonitrofenol, de cor amarela.

ADH Arginina di-hidrolase Transforma a arginina em ornitina, amonia e dioxido de
carbono. Ha aumento de pH e mudanga do indicador de

amarelo para vermelho.

LDC Lisina descarboxilase Transforma a lisina em cadaverina. H4 aumento de pH e
mudanca do indicador de amarelo para vermelho.

oDC Ornitina descarboxilase | Transforma a ornitina em putrescina. H& elevagéo do pH e
mudanca do indicador de amarelo para vermelho.

CIT Utilizacdo de citrato A utilizacéo do citrato resulta na elevacédo do pH e mudanca
do indicador de verde para azul.

H.S Producéo de H,S O &cido sulfidrico é produzido a partir do tiossulfato. Ao

reagir com os sais de ferro produz um precipitado negro.

URE Urease A urease libera am6nia a partir da ureia; o pH eleva e o

indicador muda de amarelo para vermelho.

TDA Triptofano desaminase | A partir do triptofano a enzima forma o acido indolpiravico,
gue produz uma cor castanha na presenca do cloreto
férrico.

IND Producéo de indol O metabolismo do triptofano resulta na formagéo de indol.
O reagente de Kovacs forma um complexo corado

(vermelho-rosa) com o indol.

VP Producgéo de acetoina | A acetoina, um metabdlito intermediario da fermentag&o
butanodidlica da glucose, é produzida a partir de piruvato
de sodio e evidenciada pela formacdo de um complexo

corado.

GEL Hidroélise da gelatina A liquefacdo da gelatina é revelada pela difusdo de um
pigmento negro quando na presenca do reagente de Kohn.
Provas do metabolismo de glicidios: GLU (Glicose); MAN (Manitol); INO (Inositol); SOR
(Sorbitol); RHA (Ramnose); SAC (Sacarose); MEL (Melobiose); AMY (Amigdalina); ARA
(Arabinose). A formacédo de acidos e consequente baixa de pH faz o indicador mudar de azul

para amarelo.

Este processo foi conduzido com o auxilio do fluxograma apresentado na Figura
7, adaptado de Notermans, Zwietering e Mead (1994). Esse fluxograma apresenta uma
sequéncia de perguntas e processos que levam a concluir sobre a importancia da

presenca de cada um dos microrganismos encontrados no alimento. Cada uma das 18
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enterobactérias identificadas e isoladas em determinada etapa de processamento da
alface foi submetida as questdes descritas no fluxograma. A decisdo sobre a

classificacdo da enterobactéria como microrganismo potencialmente perigoso foi obtida
com o auxilio da listagem compilada. Ao final de cada etapa do fluxograma, a

enterobactéria classificada como um perigo potencial permaneceu na lista.

A partir de uma lista de
microrganismos identificados
no alimento perguntar:

Este microrganismo é capaz de

: Nao
causar problema de origem
alimentar?

Sim
O processo de produgdo Elimina o
elimina o microrganismo microorganismo

gmpletamente2 da lista
Sim
x Pode ocorrer contaminagio N
N&o ) < Nao—

apos o processamento?

Sim

N#o
O microrganismo causou
problemas no passado com
produtos iguais ou
elacionados 2
N&o
¢ Sims Sim ¢
O microrganismo é O microrganismo é
infeccioso toxigénico
O microrganismo

resce no alimento?,

Sim

\ 4 A 4

Eum microorganismo potencialmente perigoso

Figura 7 - Fluxograma da analise de perigos para auxilio na classificagdo de microrganismos
potencialmente perigosos (NOTERMANS; ZWIETERING; MEAD, 1994).
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Apbs identificacdo dos perigos potenciais, realizou-se uma revisdo bibliogréfica
para aquisicdo de conhecimento e caracterizacdo de suas competéncias fisioldgicas. As
bactérias consideradas perigos microbiolégicos na cadeia da alface do campo a mesa
foram selecionadas para a continuidade dos estudos da andlise de perigos do sistema
APPCC.

3.5. Determinacao da concentragdo do principio ativo das solug¢des sanitizantes

utilizados nos restaurantes comerciais da cidade de Vigosa, MG

Observaram-se nos restaurantes diferentes solu¢des sanitizantes. Elas foram
preparadas a partir de produtos comerciais, sendo uma cloramina organica e vinagre.
Coletaram-se amostras de 200 mL das solugdes e enviadas para LHMA/DTA/UFV para
guantificacdo dos principios ativos. A concentracao do cloro residual total, expresso em
Cl, na solucdo da cloramina organica, foi determinada pelo método iodométrico
(GREENBERG; CLESCERI; EATON, 1992). Este método consistiu na titulacdo de uma
aliquota de 5 mL da amostra por uma solugéo padronizada de tiossulfato de sddio, sendo
o final da titulagdo determinado pela viragem de cor azul, proveniente da reagédo entre
amido e iodo, para incolor.

As concentracdes do acido acético foram determinadas pelo método da acidez
total titulavel, segundo AOAC (1994). Este método consistiu na titulacdo de uma aliquota
de 5 mL da amostra por uma solucdo padronizada de NaOH, sendo o final da titulacdo
determinado pela viragem de cor utilizando fenolftaleina como indicador. Os resultados
foram expressos em % de cloro residual total e % de &cido acético.

O pH das amostras foi determinado pelo método potenciométrico utilizando-se o
potenciémetro digital (DM 20, Digimed), previamente calibrado com solu¢cbes-tampé&o no
pH 4,0 e no pH 7,0.

As andlises foram realizadas em triplicata. Obtiveram-se as concentra¢des dos

principios ativos nas solu¢des analisadas pelas seguintes equacoes:

Cloro Residual Total

mg L™ CRT (Cl,) = V x N x fc x PE x 1000/V amostra (Eq. 48)
% de &cido acético =V x N x fc x PE (CH3;COOH) x 100/5 x 1/1000 (Eq. 49)
Em que:

V é o volume da solugéo padronizada gasto na titulacao;

N é a normalidade da solucao padronizada utilizada na titulacéo;
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Fc é o fator de correcdo solucdo padronizada;
PE é o peso equivalente do principio ativo; e,

V é o volume da amostra analisado.

3.6.Testes do desafio microbiolégico

3.6.1. Eficiéncia de solugoes de vinagre adicionado de cloreto de sédio sobre
células planctonicas de Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e Klebsiella

pneumoniae avaliada pelo teste da suspensao

a) Preparo da suspensao de enterobactérias

Foram utilizadas para essa pesquisa células de E. coli, C. sakazakii e K.
pneumoniae isoladas da alface Vitdéria de Santo Antdo prontas para consumo em
restaurantes comerciais do municipio de Vicosa, MG. Preservaram-se 0s isolados a
temperatura de -85 °C em caldo BHI e glicerol, na propor¢cdo de 20% (v/v), no
LHMA/DTA/UFV. Antes da realizacdo dos testes, as células das trés bactérias foram
descongeladas e ativadas por trés transferéncias em caldo tripticase de soja (DIFCO®) &
temperatura de 35 °C + 2 °C, em condi¢des estaticas, por 24 h. Apés a terceira ativacéo,
1 mL da cultura foi transferido para tubos com tampa apegada (Eppendorff®) esterilizados
e centrifugada a 12.000 g, por 2 min. O concentrado de células formado foi lavado com
agua peptonada 0,1% esterilizada e o procedimento repetido por duas vezes. O
concentrado de células foi dissolvido e transferido para um tubo de 10 mL de &gua

destilada esterilizada.

b) Determinagcdo da concentrag¢ao inicial de células das enterobactérias
testadas

Determinou-se a concentracao inicial de células na suspensdo. Uma aliquota de 1
mL da suspensao foi retirada e decimamente diluida em 9 mL de agua peptonada 0,1%.
Aliquotas de 1 mL das diluicdes mais altas foram inoculadas em &gar MacConkey e
incubadas a 37 °C, por 24 h. ApGs esse periodo, enumeraram-se as colénias sendo 0s

resultados expressos em log UFC-mL™.

c) Preparo das solugoes de vinagre adicionado de cloreto de sodio

A partir de vinagre escuro comercial (Toscano, Jundiai, SP) na concentracéo de
4,5% (v/v) de acidez expressa em &cido acético e pH 2,35 e do cloreto de sédio P.A.
(ALDRICH®), foram preparadas as seguintes solucdes: a) acido acético 2% (v/v), pH 2,47;
b) acido acético 1,5% (v/v) + NaCl 0,5% (p/v), pH 2,59; c¢) acido acético 1% (v/v) + NaCl
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1% (p/v), pH 2,65; d) acido acético 0,75% (v/v) + NaCl 1,75% (p/v), pH 2,80; e) NaCl 2%
(p/v), pH 4,80.

Primeiramente, foram preparadas as solu¢des para diluicdo centesimal, salinas ou
ndo, de acordo com as concentragfes definidas. Para isso, o cloreto de sddio foi pesado
em balanca analitica e transferido para garrafas de diluicbes identificadas. A &agua
destilada foi medida em proveta e transferida para as garrafas contendo o cloreto de
sédio. Essas garrafas foram tampadas e agitadas manualmente até o cloreto de sodio ser
dissolvido. Em seguida, foram esterilizadas em autoclave 121 °C, por 15 min. Foi definido
para essa pesquisa que o vinagre ndo seria esterilizado. Sob técnicas assépticas a
embalagem foi aberta e o vinagre medido volumetricamente e transferido para suas
respectivas garrafas de diluicdo, que foram fechadas e agitadas manualmente.

No momento de realizacdo dos testes, cada garrafa de diluicdo foi aberta e
retirado 1 mL de solucdo pronta e descartado, ajustando-se o volume da solucao testada

para 99,0 mL.

d) Preparo das solugdes neutralizantes

Foram preparadas solug6es com 0,25% de tiossulfato de sédio e de 0,1% NaOH
para serem utilizadas como neutralizantes das solu¢@es cloradas e de acido acético. Com
auxilio de uma pipeta, foram transferidas 9 mL das solucbes para tubos de tampas

rosqueadas. O material foi esterilizado em autoclave a 121 °C, por 15 min.

e) Realizacao do teste da suspensao

Utilizando-se pipetadores autométicos, a aliquota de 1 mL da suspensdo de
células foi inoculada em 99 mL da solucédo sanitizante. O tempo de contato de 30 s foi
marcado em crondmetro digital. Apds esse tempo, uma aliquota de 1 mL foi retirada e

transferida para um tubo contendo 9 mL da solucdo neutralizante e agitado.

f) Determinagdo do niumero de sobreviventes

A aliquota de 1 mL da solugdo neutralizante contendo os microrganismos foi
transferida para tubos contendo 9 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) para diluicdes
decimais. Aliquotas de 1 mL das diluicBes escolhidas foram inoculadas, pelo método da
profundidade, em placas de Petri vazias esterilizadas. Agar padrdo para contagem foi
utilizado como meio de cultivo. As placas foram incubadas a 35 °C + 2 °C, por 24 h.

Enumeraram-se as coldnias, sendo os resultados expressos em Log UFC-g™.
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3.6.2. Avaliacao da eficiéncia da agua e de solugdes sanitizantes em reduzir
populacoes de células de Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e Klebsiella

pneumoniae aderidas a alface

a) Preparo da suspensao de enterobactérias

O indculo foi preparado conforme descrito no item 3.6.1 a. Para serem inoculadas
nas alfaces, as suspensfes de células foram diluidas para que o numero atingisse
6 log UFC-mL™.

b) Preparo da alface para contaminagao intencional

A alface foi adquirida em mercado local da cidade de Vigcosa, MG e transportada
para o LHMA/DTA/UFV. Removeram-se e descartaram-se as folhas externas e centrais.
Utilizaram-se folhas internas integras, que tiveram peso ajustado para 10 g. Foram
lavadas em agua corrente e sanitizadas com uma cloramina organica na concentracao de
170 mg-L™* expressos em CRT e pH 6,5, com tempo de contato de 15 min. O cloro foi
inativado com solugdo de tiossulfato de sédio 0,5% (p/v), por 1 min. As folhas,
enxaguadas duas vezes em agua esterilizada, para remoc¢do do tiossulfato, foram
transferidas para sacos plasticos esterilizados perfurados e drenadas por uma hora, na
temperatura de 4 °C.

O numero de unidades amostrais a serem preparadas para cada microrganismo
testado foi informado pelo planejamento experimental. Os experimentos foram realizados
em blocos casualizados. Cada bloco consistiu de quatro tratamentos aplicados a duas
amostras. Portanto, foram necessarias oito amostras por bloco. Como eram trés os
microrganismos testados, pelo menos 24 unidades amostrais foram preparadas para ser

utilizadas em cada repeticao.

c) Teste da exclusdo da presenca de Klebsiella pneumoniae, Cronobacter
sakazakii e Escherichia coli nas amostras de alface utilizadas no teste de
inativagao

Trés amostras da alface, preparadas para receberem o indculo, foram escolhidas
aleatoriamente, para o teste de exclusdo. Foram adicionados 90 mL de agua petonada
esterilizada a cada amostra. As amostras foram homogeneizadas e realizadas diluicbes
decimais do homogenato. Aliquotas de 1 mL das diluicbes escolhidas foram plagueadas
em profundidade em agar MacConkey, para confirmagdo da auséncia de Klebsiella
pneumoniae e Cronobacter sakazakii e, em placas petrifilm™ para confirmar a auséncia
de E. coli. As placas de agar MacConkey foram incubadas a 37 °C, mas, as Petrifilm™ a
35 °C, ambas, por 24 h.
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d) Contaminacao intencional das folhas de alface

Cada folha de alface foi assepticamente acondicionada em um exclusivo saco de
polietileno esterilizado a 121 °C, por 15 min. Cada folha recebeu, com o auxilio de uma
micropipeta, 0,1 mL da cultura do microrganismo testado, na ordem de 6 log UFC-mL™.
As folhas intencionalmente contaminadas com as células foram armazenadas sob

temperatura de 10 °C, por 12 h, para adesao das bactérias.

e) Preparo das solugbes sanitizantes a base de cloramina organica e de
vinagre acrescentada ou nao de cloreto de sédio

As solugBes sanitizantes utilizadas nesse teste foram preparadas a partir da
cloramina organica (Nippo-clor), vinagre escuro comercial (Toscano) e cloreto de sédio
(Aldrich®). Os testes de inativacéo foram realizados com: a) agua destilada esterilizada;
b) cloramina organica na concentracéo de 170 mg-L™* de CRT, pH 6,0 a 22 °C; c) solucéo
de acido acético 1,5%, (v/v), pH 2,60 a 22 °C; d) solucdo de acido acético 1,5% (v/v) +
cloreto de so6dio 0,5% (p/v), pH 2,65 a 22 °C.

Para o tratamento com agua e cloramina organica, foram transferidos para
erlemeyers 2 L de agua destilada. Para as solugbes de acido acético, pesaram-se 10 g
de cloreto de sd6dio em um erlemeyer seco e foram adicionados 1.250 mL de agua
destilada. Em outro, transferiram-se somente 1.250 mL de agua destilada, sendo os
materiais autoclavados a 121 °C, por 15 min. ApGs resfriadas, as solucbes foram
preparadas. Pesaram-se 10 g de cloramina organica e transferidas para 2 L de agua
destilada. Mediram-se volumetricamente 750 mL de vinagre, que foram transferidos para
os erlenmeyers, contendo 1.250 mL de &gua destilada. As solu¢des foram agitadas
manualmente para homogeneizacao das solucoes.

Prepararam-se as solucbes de neutralizacdo a partir do tiossulfato de sodio e de
uma solucdo de NaOH.

O cloro residual na solucdo de inativacdo foi determinado pelo método
iodométrico (GREENBERG; CLESCERI; EATON, 1992), sendo as concentracdes do
acido acético determinadas pelo método da acidez total titulavel (AOAC,1994).

O pH das solucbes de vinagre e da cloramina organica, assim como a
neutralizacdo dos principios ativos foram determinados pelo método potenciométrico,
utilizando-se o potenciémetro digital (DM 20, da marca Digimed), previamente calibrado.

Todos os procedimentos foram realizados sob técnicas assépticas.

f) Acao dos sanitizantes sobre os microrganismos aderidos
A folha de alface com o microrganismo aderido foi rinsada por 1 min com 200 mL

de &gua destilada esterilizada para remocdo das células planctdnicas ou aderidas
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fracamente, e a agua, descartada. Em seguida, a solucdo sanitizante testada ou agua
destilada esterilizada foi transferida, em excesso, para 0 saco plastico contendo a
amostra. O tempo de contato foi de 20 min para todos os ensaios realizados. Ao fim do
tempo de contato, a solucdo de inativagdo foi adicionada ao tratamento. A amostra foi
retirada e transferida para outro saco plastico. Adicionaram-se 90 mL de agua peptonada
0,1%. A amostra foi introduzida no homogeneizador de amostras (Marconi, modelo MA
440/CF) e homogeneizada por 2 min a velocidade maxima.

Para analisar se havia diferenca entre o uso de meio seletivo e ndo seletivo na
recuperacdo de células injuriadas, duplicatas de 1 mL das diluicdes escolhidas foram
inoculadas pelo método da profundidade em placas de Petri esterilizadas. O agar
MacConkey e o agar-padréo para contagem foram utilizados para o cultivo a 35 °C, por
24 h. Colbnias de morfologias caracteristicas dos microrganismos testados que
cresceram no agar MacConkey foram enumeradas e as contagens comparadas com as
do &gar padrédo. Nao houve diferenca e, portanto, o agar MacConkey foi utilizado para
enumeracao.

Realizaram-se diluicbes decimais seriadas do homogenato e aliquotas de 1 mL
das diluicbes escolhidas, plaqueadas pelo método da profundidade. As placas foram
incubadas e as coldnias enumeradas, sendo os resultados expressos em log UFC-g™.

As colbnias tipicas dos microrganismos que cresceram em agar MacConkey
foram selecionadas e os microrganismos confirmados pelo sistema APl 20E, metodologia

descrita por Kornacki e Johnson (2001).

g) Analise dos resultados
O logaritmo decimal da populacdo de microrganismos sobreviventes apds o0s
tratamentos obtidos pelas contagens das placas foi organizado em planilhas eletrénicas

do Microsoft Excel®. As reducées decimais foram determinadas pelo seguinte célculo:

RD =logNg —log N ¢ (Eg. 50)

Em que:
Ny = nimero de células antes do tratamento;

N; = nimero de células sobreviventes ao tratamento.
A atividade bactericida das solu¢des sanitizantes foi avaliada pelos nameros de

ciclos logaritmicos reduzidos na populacdo. Para serem considerados eficazes, os

agentes sanitizantes quimicos devem inativar a populagédo de células plancténicas em,
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pelo menos, cinco ciclos logaritmicos (99,999%), apdés trinta segundos de contato a
temperatura de 20 °C. Para a populacdo de células sésseis, essa reducédo deve ser de,
pelo menos, trés ciclos logaritmicos (99,9%) nas mesmas condi¢cdes de tempo e
temperatura (MOSTELLER; BISHOP, 1993).

h) Delineamento experimental

Os experimentos foram realizados em blocos casualizados com trés repeticdes. A
eficiéncia dos sanitizantes foi comparada pela analise de varidncia (ANOVA) para
determinar se houve diferenga estatisticamente significante entre elas (P < 0,05). Quando
a ANOVA apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos, o teste Tukey foi
utilizado para mostrar qual tratamento foi significativo. A ANOVA foi realizada apoés
execucao do teste de Bartlett.

Os dados foram analisados com o auxilio do pacote estatistico Statgraphics

Centurion XV, versao 15.

3.7.Determinacdao dos parametros cinéticos da inativacao de Klebsiella

pneumoniae aderida a folha de alface Vitéria de Santo Antao

Em experimentos preliminares, observou-se que tratamentos com tempos de
contato mais longos, por exemplo, de 15 min, 20 min, 25 min e 30 min de duracgdo, ndo
apresentavam reducfes decimais maiores na populacdo de K. pneumoniae aderida a
alface. Portanto, resolveu-se esclarecer a cinética de inativacdo de K. pneumoniae
aderida a folha de alface pelos mesmaos tratamentos realizados nos restaurantes.

a) Definicao do microrganismo-alvo
Durante realizacdo da analise de perigos, K. pneumoniae foi a enterobactéria
prevalente na alface pronta para consumo. Por esse motivo foi escolhida para estudos de

inativacdo com os produtos utilizados nos restaurantes.

b) Preparo da suspensao de enterobactérias

O in6culo foi preparado conforme descrito no item 3.6.1 a. Para ser inoculada na
alface, a suspensao de células de K. pneumoniae foi diluida, para que o niUmero atingisse
6 log UFC-mL™.

c) Preparo das folhas de alface e contaminagao intencional
As folhas de alface foram preparadas como descrito no item 3.6.2 b. Cada folha

de alface foi acondicionada, assepticamente, em um exclusivo saco de polietileno
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esterilizado a 121 °C, por 15 min. Cada folha recebeu com o auxilio de uma pipeta 1 mL
da cultura do microrganismo testado, na ordem de 6 log UFC-mL™.

As folhas intencionalmente contaminadas com as células foram armazenadas a
10 °C, por 12 h, para adeséo das bactérias.

d) Determinagao da populagao inicial na superficie da alface

Seis amostras foram escolhidas aleatoriamente dentre as alfaces preparadas para
cada um dos experimentos para determinacdo da populacdo inicial média de K.
pneumoniae aderida as folhas de alface submetidas aos tratamentos. Cada amostra foi
rinsada, por 1 min, com 200 mL de &gua destilada esterilizada, usada para remoc¢éo de
células planctonicas ou fracamente aderidas, e a agua, descartada. Foram adicionados
90 mL de agua peptonada 0,1% (p/v), sendo a amostra homogeneizada por 2 min, a alta
velocidade. O homogenato foi decimamente diluido e as duplicatas de 1 mL das diluicbes
escolhidas inoculadas pelo método da profundidade em placas de Petri esterilizadas. As
células foram cultivadas em agar MacConkey sendo incubadas a 35 °C, por 24 h. As
colénias foram enumeradas e a populacao inicial média determinada para cada um dos

experimentos realizados.

e) Preparo das solugdes sanitizantes

Foram preparadas solu¢des nas concentracdes aproximadas das utilizadas nos
restaurantes comerciais de Vigosa, MG. Uma solucao foi preparada a partir do produto
comercial Nippo-clor contendo 170 mg-L* de cloro, expressos em CRT e pH 6,2. A
solucdo de acido acético foi usada na concentracdo de 0,18% (v/v) e pH 2,78, preparada

a partir do vinagre escuro, da marca Toscano.

f) Determinacao da cinética de inativacao de Klebsiella pneumoniae aderida
a folha de alface Vitéria de Santo Antao

Os experimentos foram realizados em duas etapas. Na primeira, experimento 1,
foram planejados oito tempos de tratamentos, com intervalos de 8 min entre eles, sendo
8, 16, 24, 32, 40, 48, 56 e 64 min. Na segunda etapa, experimento 2, foram planejados
oito tempos de tratamentos, sendo 30 s, 1, 2, 3, 4, 5, € 8 min.

O numero de amostras preparadas para os experimentos foi determinado pelos
tempos planejados. Prepararam-se pelo menos 20 amostras para cada repeticdo do
experimento 1, e 22 amostras as repeticdes do experimento 2.

As andlises foram realizadas em duplicatas, com duas repeti¢des.
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d) Realizagao do tratamento

Apoés o tempo de adesdao, a unidade amostral ensaiada foi rinsada por 1 min, com
200 mL de &gua destilada esterilizada, para remo¢do de células planctbnicas ou
fracamente aderida, e a dgua, descartada. A solucdo sanitizante testada foi transferida,
em excesso, para 0 saco plastico cobrindo-se a alface. No tempo de contato
determinado, a solucdo de inativacdo foi adicionada para interromper a acdo do
sanitizante. A solucdo de tiossulfato de sodio 0,5% (p/v) foi o neutralizante, para as
solucbes cloradas. A solucdo de &cido acético foi neutralizada por diluicho em agua

peptonada.

h) Determinagdo do numero de sobreviventes

A folha de alface foi transferida para outro plastico esterilizado e foram
adicionados 90 mL de agua peptonada 0,1% (p/v) a amostra. A amostra foi
homogeneizada por 2 min em velocidade maxima. Do homogenato, retirou-se
assepticamente 1 mL e diluigbes decimais foram preparadas. O método de plagueamento
em profundidade foi utilizado para enumeracédo da K. pneumoniae em agar MacConkey
(Acumedia®) e as placas incubadas a 35°C + 2°C, por 24 h. As colénias foram
enumeradas e a média da populacdo de sobreviventes determinada a cada tempo

ensaiado.

i) Ajuste do modelo cinético
O modelo cinético, que descreve curvas de sobreviventes considerando-se a
variabilidade de resisténcia dentro da populacdo, Equagédo 51, proposto por Pruitt e

Kamau (1993), foi usado para descrever a curva de sobreviventes.
In(S) =1y fe™ + (1 f)e | (Eq. 51)

Em que:

S é a fracao total de sobreviventes (x/xg) no tempo t;

f € a fracdo de sobreviventes da subpopulacdo 1, mais sensiveis;

(1 - f) é afracdo de sobreviventes da subpopulacéo 2, menos sensiveis;
b, é a taxa de morte especifica da subpopulagéo 1; e

b, é a taxa de morte especifica da subpopulagéo 2;

As estimativas dos parametros cinéticos f e de b; e b, foram obtidas por

regressdo nao linear, utilizando-se o software Statistica® versao 7.
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Os tempos de reducBes decimais ou valores D foram obtidos usando-se a

seguinte equacao:

2,303
D= (Eq. 52)
1
Em que:

I é afracdo 1 ou 2 da populacdo de K. pneumoniae.

3.8.Tempo de adaptacao e crescimento de Klebsiella pneumoniae em alface
Vitéria de Santo Antao

O tempo de adaptacao e o crescimento de K. pneumoniae na alface da variedade
Vitéria de Santo Antdo foram avaliados como resposta ao efeito de diferentes
temperaturas. Foi observada a maior incidéncia de K. pneumoniae na alface pronta para
consumo, O que sugeriu para esta pesquisa que a contaminacdo ocorreu pos-
processamento. Por isso, foi estudado o crescimento da bactéria em folhas de alface

lavada e sanitizada.

3.8.1. Microrganismo

Foi utilizada a bactéria isolada da alface e identificada pelo sistema API 20E como
K. pneumoniae mantida criopreservadas a -85 °C em caldo BHI (Merck®) e glicerol na
proporcao de 20% (v/v) no LHMA do DTA/UFV. As células foram usadas apés serem
ativadas por trés transferéncias em caldo tripticase de soja (Difco®) e incubadas a
temperatura de 35°C + 2°C em condicdes estaticas. As culturas de células foram
centrifugadas a 12.000 g por 2 min. O concentrado de células formado foi lavado duas
vezes com 4gua destilada esterilizada. Prepararam-se 0 inoculo ressuspendendo as
células em 10 mL de agua destilada esterilizada. Foi retirada assepticamente uma
aliguota de 1 mL da suspensdo do indculo e preparadas diluicbes decimais para
obtencdo de um inéculo contendo 10% a 10* células por mL. Aliquotas desta diluicdo
foram inoculadas em agar MacConkey incubadas por 24 h a 37 °C. Apds esse periodo,
enumeraram-se as coldnias, sendo o nimero de UFC-mL* do in6culo quantificado. A

concentracdo de células na suspenséo foi de 8,0 log UFC-mL™.

3.8.2. Preparo das folhas de alface e contaminagao intencional

A alface foi adquirida em mercado local da cidade de Vigosa, MG e enviada LHMA

do DTA/UFV em caixa de isopor com gelo reciclavel. Folhas externas e centrais foram
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removidas e descartadas. Utilizaram-se folhas internas integras que tiveram peso
ajustado para 10 g. As folhas foram lavadas sob &gua corrente e sanitizadas com solugéo
clorada na concentracéo de 200 mg-L'l de CRL, pH 6,2, a partir de dicloroisocianurato de
sédio com tempo de contato de 15 min. O cloro foi inativado com solugéo de tiossulfato
de sédio 0,5% (p/v), por 1 min. As folhas foram enxaguadas duas vezes com &gua
esterilizada e transferidas para sacos plasticos esterilizados perfurados. A alface foi
drenada, por uma hora, a 4 °C. As folhas foram cortadas assepticamente em pedacos de
3cm x3cm, aproximadamente, e usando-se pincas, tdbua de altleno e faca
esterilizadas.

Para facilitar a inoculagéo, 100 g de alface foram transferidos para sacos plasticos
esterilizados maiores, medindo 40 x 25 cm. Com o auxilio de uma pipeta, a alface
recebeu o inéculo de 1 mL da suspenséo bacteriana diluida em agua peptonada 0,1%
(p/v) contendo entre 3 e 4 log UFC, em diferentes pontos do pacote. O saco foi fechado e
agitado, gentilmente, com as maos em varias dire¢cdes por 30 vezes, para assegurar a
distribuicdo das células microbianas sobre a alface. Assepticamente, o saco foi aberto e
as folhas inoculadas mantidas a 25 °C, por 1 h. As condi¢cdes assépticas do ar foram

propiciadas por chama de dois bicos de Bunsen.

3.8.3. Planejamento experimental

O crescimento na alface foi monitorado em cinco temperaturas diferentes: 5 °C,
10 °C, 20 °C, 30 °C e 40 °C. As andlises foram realizadas em duplicatas e usando-se
duas placas para cada duplicata em cada intervalo de tempo. Os experimentos foram
feitos com trés repeticoes.

Os intervalos de tempo planejados para amostragem basearam-se nos dados de
crescimento de enterobactérias em caldo fornecidos pelo Pathogen Modelling Program —
PMP, versédo 7.0 (fornecido por US Department of Agriculture — Agricultural Research
Service USDA-ARS) e resultaram em 12 a 18 pontos amostrados em cada temperatura
estudada.

Essa metodologia teve como fundamentos os experimentos realizados por Koseki;
Isobe (2005a).

Cada unidade amostral foi constituida de 10 g de alface inoculada com a bactéria
testada. Cada amostra de 10 g de alface inoculada com K. pneumoniae foi pesada,
assepticamente, em sacos de polietileno esterilizados exclusivos, medindo 30 x 20 cm.
Foram preparadas duas amostras para cada intervalo amostrado e identificados com o0s
horérios de realizagdo da analise. Para determinacdo do numero inicial de células, trés

amostras foram analisadas antes da incubacéo e estocadas nas temperaturas testadas
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sob condicBes constantes. O crescimento foi monitorado por plagueamento em
profundidade em &gar MacConkey, até alcancar a fase estacionéaria, que € evidenciada

pela estabilizagdo da contagem em placas.

3.8.4. Amostragem

De acordo com a temperatura, estabeleceram-se os tempos de amostragem para
a construcdo das curvas de crescimento. Intervalos mais curtos de tempos de
amostragem foram determinados inicialmente, a fim de estabelecer a duracéo da fase lag
do microrganismo na alface.

No tempo estabelecido, duas amostras foram retiradas da estufa e rinsadas com
200 mL de &gua destilada esterilizada por 1 min, para remog¢éo das células plancténicas.
A agua foi drenada e descartada. Foram adicionados a alface 90 mL de agua peptonada
0,1% (p/v) e homogeneizado por 2 min em velocidade maxima. Do homogenato, diluicbes
decimais apropriadas foram inoculadas em profundidade no &gar MacConkey em
duplicatas, sendo as placas incubadas invertidas a 35 °C + 2 °C, por 24 h.

Placas com até 250 colbnias foram selecionadas para enumeracgéao realizada com
auxilio de um contador de coldnia. Selecionaram-se duas colénias de cada placa para
serem confirmadas pelo sistema API 20E (Biomerieux®).

O tempo (h) amostrado e as médias das contagens foram organizados em

planilhas eletrbnicas do Excel, e 0 nimero das contagens foi transformado em log 4.

3.8.5. Analise dos dados de crescimento

a) Modelos primarios

Os dados de crescimento obtidos experimentalmente foram ajustados com as
equacgles utilizando-se a macro, que € uma rotina programada dentro da planilha
eletrénica Microsoft Excel®, denominada DMFit (fornecida por J. Baranyi, Institute of Food
Research, Norwich, UK) executada a partir da planilha eletrénica Microsoft Excel®.

Foram estimados os parametros cinéticos de crescimento da bactéria como o
tempo de adaptacéo fase lag (L), a velocidade maxima de crescimento (u), e a densidade
populacional maxima (DPM), usando-se os modelos primarios:

i) Modelo de Gompertz
We) = a+c* expl-expl-bl: — M) (Eq. 53)

Em que:

Yo € 0 logio da populagéo bacteriana (UFC-g™ no tempo t);
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a € o0 logio do numero inicial de microrganismos (No);

c é ologio (N - Np) no final da fase lag;

b é a inclinagéo correspondente a taxa de crescimento;

M é tempo na qual a velocidade de crescimento absoluta € méaxima; e

t € o tempo.
i) Modelo de Baranyi e Roberts

em/urraxA(t) _ 1

P (Eq.54)

1
¥(1) =y, +umaxA(t)—;|n(l+

Em que:

Yo € a concentracdo de células no to;

Ymax € @ concentracdo maxima de células;

Umax € @ taxa especifica de crescimento maximo (h™); e

m é o parametro relacionado a curvatura depois da fase exponencial.

A funcdo A(t) provoca a diminuicdo gradual da velocidade de crescimento ao

longo do tempo. E assim expressa:

In(e ™ +e o —e M)

12

A(t)=t+

(Eq. 55)

O parametro 4, = -Ina,. E 0, € chamado de estado fisiologico da célula no t=t,, e

deve ser, pelo menos, de maneira aproximada, a mesma para 0s experimentos em que a

historia da pré-inoculagéo das células € idéntica.

b) Modelos secundarios

A duracdo da fase lag, parametro A, foi avaliada pelos modelos de Arrehnius e
Weibull.

A velocidade especifica do crescimento méximo, parametro p... foi avaliada
pelos modelos secundéarios de Raiz Quadrada, de Ratkowsky modificado, Arrehnius e
Weibull.

i) Modelo de Raiz Quadrada
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\/Zzb(T_Tmin) (Eq. 56)

Em que:

k é a taxa de crescimento;

T é a temperature;

Tmin € a temperatura abaixo da qual ndo ha crescimento; e

b é o pardmetro a ser estimado.

i) Modelo de Ratkowsky modificado:
\/zzb(T_Tmm){l_ eXp[c(T_Tmax)]} (Eq 57)

Em que:

b, T e T,intém 0 mesmo significado como na equacao anterior;

Tmax € @ temperatura limite superior, em que nela e além dela a taxa de crescimento
predita é zero; e

c € um parametro adicional para capacitar o modelo a ajustar-se aos dados quando as

temperaturas estdo proximas ou acima da 6tima para o crescimento.

iif) Modelo Arrhenius

—FEa
k= ko.e RT (Eq. 58)

Em que:

k é o pardmetro do modelo (i, A ou A) numa determinada temperatura;
ko € um fator pré-exponencial;

Ea é a energia de ativacao;

R é a constante universal dos gases; e

T é a temperatura, em graus Kelvin.

iv) Modelo de Weibull
k=bT"

(Eq. 59)
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Em que:

k é o parametro do modelo (L);

b é o pardmetro de escala; e

n é o parametro de forma, ambos obtidos pelo ajuste do modelo aos dados
experimentais. Quando n < 1, a concavidade da curva é para cima. Quando n > 1, esta

concavidade é para baixo e, se n =1, é linear.

c) Validagao dos modelos

A validacdo dos modelos foi realizada por meio de procedimentos estatisticos.
Utilizaram-se os indices de validacdo, o fator bias e o fator exatidao para quantificar a
confianca nas predi¢cdes do modelo. Utilizou-se, também, o coeficiente de correlacéo (Rz)
e a raiz quadrada do quadrado médio do residuo.

i) Fator bias

A Equacao 60 representa o calculo do fator bias.

Em que:

n é o nimero de dados;

P é o valor predito; e

O é o valor experimental observado. Quando o valor desse fator é maior que 1 indica que
o modelo superestima as observacdes, sendo as predi¢gbes falhas pelo lado perigoso “fail
dangerous”. Ja quando esse valor é menor que 1 indica que as predicbes do modelo

falham pelo lado seguro “fail-safe”.

i) Fator exatidao

A Equacédo 61 apresenta o calculo do fator exatidao.

Z og predito
observado
n

fe=10 (Eg. 61)

Este indice estatistico é sempre maior que 1. Quanto maior o fator exatidao,

menos exato serd o modelo. Ele é especialmente Util em casos de comparagdo de

modelos que tém outros parametros de validagdo semelhantes.
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i) Coeficiente de correlacao

O coeficiente de correlacdo (R? é também utilizado como uma medida total da
predi¢do alcancada. Foi empregado para medir a fracdo de variacdo sobre a média que é
explicada pelo modelo. Valores de R? proximos de 1 (0 < R* < 1) significam melhor
predigcéo realizada pelo modelo (GRAU; VANDERLINE, 1993).

iv) Raiz quadrada do quadrado médio do residuo (RMSE)

A raiz quadrada do quadrado médio do residuo é a raiz quadrada da soma
guadratica do residuo dividido pelos graus de liberdade, que € expresso pela Equagéo
62.

SSE (ruobservado —H redito)z
e 7_\/2 T (Eq. 62)

Quanto menor o RMSE, melhor é a adequacdo para descrever os dados
(RATKOWSKY, 2003).

3.9.Avaliagao quantitativa do provavel consumo da bacteria K. penumoniae

veiculada pela alface preparada nos restaurantes comerciais de Vigosa, MG

Foram realizadas avaliacBes qualitativas e quantitativas do provavel consumo da
bactéria K. penumoniae veiculada pela alface preparada nos restaurantes comerciais. A
partir do logaritmo das contagens de K. pneumoniae observadas nas amostras coletadas
dos restaurantes foram estimados os valores expressos em log UFC-g'l preditos na
temperatura e nos tempos de exposi¢do observados nos restaurantes.

A frequéncia e a quantidade de alface consumida nos restaurantes foram
combinadas para estimar a exposicdo da populacdo usuaria dos restaurantes ao perigo.

Procurou-se responder as seguintes questdes:

i) Qual a possibilidade de o alimento contaminado ser consumido?

i) Qual é o nimero estimado do patdgeno presente no alimento no momento da

ingestao?
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Caracterizagdao da superficie foliar por microscopia eletronica de

varredura
4.1.1. Superficie e ceras

Nas fotomicrografias, observou-se que a superficie foliar da alface Vitoria de
Santo Antdo apresentou caracteristicas marcantes em sua micromorfologia (Figura 8). A
superficie abaxial é constituida de células epiteliais irregulares, rugosas, com estdématos,
porém, em menor quantidade que a superficie adaxial. O numero de tricomas
apresentou-se em quantidade muito menor na regido abaxial. Estimou-se, para a
superficie abaxial, a presenca de um estbmato para cada nove células epiteliais. Os
estbmatos concentraram-se em pequenas depressfes, e a maioria hdo apresentou
gualquer cobertura de cera. Sabe-se que a quantidade de estdmatos presentes na
superficie foliar pode ser influenciada pelas condicbes ambientais de crescimento das
plantas como irrigacéo e insolagao.

Pode haver uma relagéo entre quantidade de estdbmatos e quantidade de células
de patdgenos aderidas. Teoricamente, folhas de alface com um numero maior de
estbmatos por unidade de area superficial podem aumentar as chances de entrada de
células de E. coli O157:H7 (TAKEUCHI; FRANK, 2001).

A presenca de ceras epicuticulares foi observada em ambas as faces da folha. A
cera apresentou-se amorfa, como pequenos granulos espalhados pela superficie ou
depositados em depressdes. Em alguns casos, as ceras cobriam completamente a

abertura dos estdbmatos (Figura 8-B).
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Figura 8 - Fotomicrografias da superficie foliar da alface Vitoria de Santo Antdo. A) Vista geral da

superficie abaxial com células epiteliais, um estdmato e ceras epicuticulares; B) Detalhe
de um estdbmato recoberto de ceras; C) Detalhe da rugosidade da superficie e um
tricoma; D) Detalhe da borda intacta natural da beirada da folha de alface. A e B sdo

superficies sanitizadas e C e D sdo superficies somente lavadas.

Na maioria das espécies vegetais, a quantidade de ceras epicuticulares varia de
10 a 200 pg-cm?, embora volumes acima de 300 ug-cm? foram informados (BAKER,
1982; MCWHORTER; OUZTS, 1993). A composi¢do quimica das ceras epicuticulares é
variavel dentre os distintos grupos filogenéticos, com diferencas também dentro dos
mesmos grupos e espécies ou em diferentes estadios de crescimento de um mesmo
individuo. Os principais componentes quimicos das ceras epicuticulares sao n-alcanos,
ésteres, alcodis e acidos graxos. A cera sera mais hidrofébica quanto mais apolar for seu
constituinte quimico (CHACHALIS; REDDY; ELMORE, 2001).

A composicdo quimica dessas ceras esta relacionada com a morfologia de sua
cristalizacdo. Por exemplo, os hidrocarbonos e os alcodis primarios cristalizam-se na
forma de placas. Os alcodis secundarios e as cetonas cristalizam na forma de tubulos, e
os aldeidos na forma de granulos. Quando as ceras sdo compostas por triterpenoides e
acil ésteres, ndo ha formacado de cristais, sendo as suas estruturas, na sua maioria,
amorfas (CHACHALIS, REDDY; ELMORE, 2001).
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4.1.2. Adesao de Escherichia coli O157:H7 a superficie foliar da alface

A adeséao de E. coli 0157:H7 determinada pela contagem em placa indicou que o
namero de células aderidas nas bordas cortadas foi consideravelmente mais alto que o
namero de células aderidas na superficie central do cupom de alface (Tabela 2). No
cupom, integro e com adesdo, o numero total de células aderidas foi estimado em
5,96 log UFC-cm™ de superficie. Porém, o nimero de células, somente nas bordas de 1
mm, foi 5,60 log UFC. Observou-se que a concentracdo de células foi maior do que o

namero de células aderidas a regido central, estimadas em 4,21 log UFC.

Tabela 2 - Variacdo das contagens, médias (x ) e desvios-padrdo das médias (s) dos logaritmos
de células de Escherichia coli O157:H7 inoculadas e aderidas nas superficies e nas
beiradas cortadas nos cupons de alface Vitéria de Santo Antéo

Faixa de Adesao (log UFC)
Contaminacao artificial com E. coli 0157: H7 _
contagem X+S
Total da ades&o ao cupom (log UFC-cm™) 5,98 - 5,93 5,96 £ (0,02)
Adeséo as beiradas cortadas (log UFC) 5,50 - 5,69 5,60 £ (0,09)
Adesao a parte central (log UFC) 3,84 - 4,50 4,21 +(0,34)

Este nimero de células aderidas ndo caracteriza um biofilme bem estabelecido,
mas, um processo de adesdo. E o resultado entre as forgas atrativas e repulsivas que
regulam a interacdo entre a superficie foliar e o microrganismo. Por exemplo, a menor
concentracdo de células observadas na superficie intacta pode ser associada com
propriedades da superficie, como rugosidade e hidrofobicidade.

Nas fotomicrografias observou-se que as células de E. coli O157:H7 estavam
aderidas as regides abaxial e adaxial. Na literatura, ha informacdes de que as bactérias
encontram-se, naturalmente, em maior quantidade na parte inferior que na parte superior
da folha. Isto ocorre em razdo do maior numero de estbmatos e de tricomas, uma
camada cuticular mais fina e, também, por causa da menor exposicdo a radiacdo
ultravioleta nessa superficie (SOLOMON; BRANDL; MANDRELL, 2006).

Observou-se, também, que estdmatos e tecidos danificados (Figura 9-A) serviram
de entrada e abrigo para células do patdégeno. Foram visualizados, tanto na alface
inoculada quanto na naturalmente contaminada, varios estdbmatos colonizados por mais
de uma bactéria (Figura 9-B). De acordo com Beattie e Lindow (1995), as bactérias
penetram em estébmatos e alojam-se em camaras subestomaticas. A partir dai podem
acessar 0 espaco intercelular abaixo do estébmato. Para sobreviverem, alojam-se em

estruturas com espacos interconectados e tém que adaptar-se a um vasto habitat que
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tem alto potencial de oferecer condi¢gbes para o crescimento, como agua e nutrientes
(SOLOMON; BRANDL; MANDRELL, 2006).

e

T ¢ !
i - Estémato _; 3 d

Figura 9 - Fotomicrografias dos sitios de adesdo de Escherichia coli O157:H7 e da microbiota
natural na superficie foliar da alface Vitéria de Santo Antdo. A) Células de Escherichia
coli O157:H7 colonizadas em estdbmatos e em lesdes; B) Microbiota natural da alface
colonizada no estdmato; C) Adeséo de células de Escherichia coli O157:H7 ao longo
da nervura; e D) Aglomerados de células de E. coli O157:H7, colonizagdo de
estbmatos e adesdao em dobraduras na superficie irregular.

Nesta pesquisa, sitios de adesdo da bactéria E. coli O157:H7 na folha de alface
incluiram cuticulas, dobras naturais das cuticulas, estdmatos, tecidos danificados e
nervuras (Figura 9-C). A explicacdo pode ser associada a abundancia de nutrientes
exsudados de fendas da camada cuticular. Bactérias sdo observadas em depressoes,
abaixo da cuticula e em estruturas especificas de uma planta em particular.

Outro fato observado é a adeséo formando aglomerados de células (Figura 9-D).
Ha evidéncias de que a bactéria é circundada por uma camada de polissacarideos
extracelulares na superficie das folhas. Nas fotomicrografias eletrdnicas de varredura,
notou-se que exopolissacarideos podem ancorar as células na superficie das folhas, o
gue previne o dessecamento e modifica 0o ambiente circundante para torna-lo mais

favoravel ao crescimento e a sobrevivéncia. A partir dessa matriz podem ser originados
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os biofilmes, que podem concentrar nutrientes de fontes diluidas, fornecerem protecao de
predadores e proteger as células de enzimas liticas e outros compostos inibitérios. A

producdo dessa matriz sobre as folhas pode ser altamente vantajosa para sobrevivéncia
e crescimento (SOLOMON; BRANDL; MANDRELL, 2006).

Os fragmentos de 1 mm retirados das bordas dos cupons de 1cm x 1cm, foram
observados pela MEV (Figura 10) e apresentaram altas concentracdes de células
aderidas com formacdo de aglomerados celulares que cobriram completamente as
estruturas internas da folha (Figura 10-B). Assim, nesse experimento, E. coli O157:H7
aderiu preferencialmente nas bordas cortadas da alface Vitéria de Santo Antdo (Figura
10-C). Resultados semelhantes foram observados por Seo; Frank (1999), Takeuchi et al.
(2000) e Takeuchi; Frank (2001), que constataram que E. coli O157:H7 aderiu

preferencialmente na extremidade cortada da folha de alface.

Figura 10 - Fotomicrografias das bordas dos cortes de 1 mm de cupons das superficies foliares de

alface Vitéria de Santo Antdo aderidas com Escherichia coli O157:H7. A) Visao global;
B) Visédo lateral com células de Escherichia coli O157:H7 aderidas a superficie; C)
Cobertura de células por toda extensdo da borda cortada; e D) Borda cortada sem
adeséo.

A adesdo a essas estruturas pode envolver interagdes eletrostaticas, hidrofobicas

e hidrofilicas. A hidrofobicidade da superficie celular é um fator importante para adeséo
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bacteriana. Além disso, as cargas da superficie podem desempenhar importante papel na
interacdo com superficies solidas. As cargas sé&o influenciadas por grupamentos
carboxilicos, amino, fosfato e sulfato do envelope celular e pela presenca de fimbrias e
flagelos (SHARMA; CHANG; YEN, 1985; LI; MCLANDSBOROUGH, 1999).

Hassan e Frank (2004) estudaram, além da producdo de céapsula, a
hidrofobicidade da superficie celular e cargas de células de E. coli O157:H7 cultivadas
em caldo tripticase de soja (TSB) e caldo nutriente. Constataram que células cultivadas
em TSB eram mais hidrofilicas que as cultivadas em caldo nutriente. Os autores
constataram que as células cultivadas em meios diferentes apresentaram valores
similares de potencial eletrocinético. Os resultados permitiram aos autores concluirem
gue as interacdes eletrostaticas ndo sdo responsaveis pelas diferengas na capacidade de
adesdo das células cultivadas nos diferentes meios. Portanto, a carga bacteriana foi
atribuida aos constituintes da parede celular, incluindo grupamentos fosfatos, grupos
carboxilicos e proteinas. A composicdo do meio de crescimento influenciou a
hidrofobicidade e ndo a carga de superficie, o que indicou a falta de associagédo entre
essas duas propriedades de superficie.

Nesse estudo, as células foram cultivadas em caldo nutriente e, portanto, seriam
menos hidrofilicas. Porém, foi observado que as células estavam aderidas em maior
concentracao na superficie hidrofilica das bordas cortadas.

H& evidéncias de que bactérias produzem lectinas que podem mediar suas
interagcbes com carboidratos presentes nas superficies das plantas. Sudakeviitz et al.
(2004) caracterizaram duas lectinas em Ralstonia solanacearum que possuiam alta
afinidade por acgucares presentes nas plantas. Uma dessas lectinas, denominada RS-IIL,
€ similar a lectina de Pseudomonas aeruginosa PA-IIL que contribui para agregacao das
células, especificidade pelo hospedeiro e viruléncia da bactéria.

Esta é outra possivel explicacdo pela adesao preferencial de E. coli O157:H7 as
bordas cortadas das folhas de alface. Esse fato pode ser associado com a interacdo das
lectinas presentes na superficie celular da bactéria com carboidratos especificos que
extravasaram dos tecidos danificados da folha de alface. Células agregadas foram
observadas nas fotomicrografias.

A similaridade entre lectina presente em microrganismos patogénicos de vegetais
e lectina de patégenos humanos é, portanto, mais um paralelo merecedor de atencéo
para auxiliar a decifrar os mecanismos de adesao de bactérias patogénicas humanas nas
superficies das hortalicas (SOLOMON; BRANDL; MANDRELL, 2006).

Abaixo da camada hidrofobica coberta pelas ceras ha a cuticula, uma estrutura
porosa, hidratada, que pode ser uma rota de penetracao hidrofilica. Portanto, lesGes

superficiais rompem a protecdo natural e expde estruturas que proporcionam aos
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microrganismos abrigo e fornecimento de agua e de nutrientes (AXTELL; BEATTIE,
2002).

Brandl (2008) estudou o efeito de diferentes lesbes superficiais nas folhas de
alface no crescimento de E. coli O157:H7, tendo em vista a seguranga alimentar.
Observou-se que apos 4 horas da inoculagéo, a populagdo aumentou 4,0, 4,5 e 11 vezes
nas folhas de alface que foram, respectivamente, danificadas mecanicamente, cortadas
em grandes pedacos ou fatiadas. Durante 0 mesmo intervalo de tempo, a populagédo de
E. coli O157:H7 aumentou apenas duas vezes nas folhas que estavam intactas apos a
colheita. O autor concluiu que o manuseio é fator que deve ser considerado para o
desenvolvimento das atuais boas préaticas agricolas e protocolos de planos APPCC,
considerando-se que os numerosos surtos de infeccbes causados por essa bactéria
estdo ligados ao consumo de hortalicas folhosas minimamente processadas e a baixa
dose infecciosa de E. coli O157:H7 para humanos. H4 ainda oportunidade de E. coli
0157:H7 multiplicar-se em nichos presentes na superficie foliar da alface no periodo p6s-
colheita e que o crescimento da populagdo ocorre num prazo curto. Portanto, esses fatos

devem ser considerados em estudos de avaliagédo de risco.

4.2.Caracterizagdo dos usuarios e habitos de consumo de alface nos

restaurantes comerciais

Os dados coletados das folhas de respostas preenchidas pelos clientes dos
restaurantes foram organizados e classificados. Uma tabela foi estruturada com as
frequéncias de cada resposta dos usuarios dos restaurantes que responderam ao
guestionario. A partir das frequéncias das repostas de cada questao foram construidos os

gréficos.

4.2.1. Classificagao dos usuarios por sexo e por faixa etaria

Dentre a populacdo usuaria investigada nos sete restaurantes, 227 pessoas
responderam ao questionario. Esta populacdo amostrada de respondentes foi
classificada por sexo e faixa etaria. Dentre os 227 entrevistados, 133 pessoas (58,6%)
eram do sexo feminino e 94 (41,4%) do sexo masculino (Figura 11).

Na classificacdo por idade e sexo (Figura 12), observou-se que 38 pessoas
(16,7%) tinham idade entre 10 e 19 anos, sendo 25 pessoas (11%) do sexo feminino e 13
(5,7%) do sexo masculino. Adultos entre 20 e 39 anos, a maior faixa amostrada dentre os
respondentes, eram de 135 pessoas (59,5%), sendo 83 do sexo feminino (36,6%) e 52 do
sexo masculino (22,9%). Na classificacdo de idade entre 30 e 39 anos, havia 27 pessoas,

sendo 13 do sexo feminino (11,9%) e 14 do sexo masculino (6,2%). Acima de 40 anos,
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havia na populacdo amostrada 27 pessoas, sendo 12 do sexo feminino (11,9%) e 15 do

sexo masculino (6,6%).

Sexo
. masculino
|:| feminino

Figura 11 - Percentual de usuarios dos restaurantes comerciais, classificados por sexo.

Sexo |dade
B 10a 19

[ 20a39
[30a40
[] acima de 40

masculino feminino

Figura 12 - Distribuicdo em porcentagens de usudrios dos restaurantes comerciais classificados

por sexo e idade.

As classificacdes por sexo e por idade permitiram concluir que maior parte da
populagdo amostrada foi composta por jovens adultos com idade entre 20 e 29 anos, com

predominio do sexo feminino.

4.2.2. Consumo de alface pelos usuarios dos restaurantes

A pesagem das por¢des de alface consumida pelos usuérios indicou que a porgéo
pequena pesa em meédia 8,0 g, a por¢cdo média 20,0 g e a porcao grande 30,0 g.

Do total de 227 entrevistados, 108 pessoas (47,6%) consomem a por¢cao pequena
de alface, estimada em 8,0 g (Figura 13). A porcao média de alface, estimada em 20,0 g,
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foi consumida durante o periodo de avaliacdo por 98 pessoas (43,2%). JA a porcao
grande, estimada em 30,0 gramas de alface, foi consumida por 17 pessoas (7,5%) dos

usuarios. Somente 4 pessoas (1,8%) afirmaram nao consumir alface em suas refeigoes.

Sexo
B masculino
|:| feminino

120

100 T

80 T

60

Numero de pessoas

pequena média grande ndo consome

Tamanho da Porgao

Figura 13 - Tamanho da porcao de alface consumida por usuarios dos restaurantes comerciais em

razdo do sexo.

Dentre a populacdo do sexo masculino, 41 pessoas (44,7%) consomem por¢cdes
pequenas e 42 pessoas (44,7%) consomem por¢des de tamanho médio de alface. As
por¢cBes de tamanho grande foram consumidas por nove usuérios do sexo masculino,
correspondendo 9,6% deles. Duas pessoas do sexo masculino informaram que n&o
consomem alface.

Sessenta e sete mulheres (51,1%) consomem porgdes pequenas e 56 (42,1%)
consomem porcBes médias. Portanto, as por¢cdes pequenas e médias sdo consumidas
por 93,2 % das usudrias dos restaurantes. As por¢cdes grandes sédo consumidas por 6,0%
(8) das mulheres usuarias dos restaurantes. Duas pessoas do sexo feminino informaram
gue ndo consomem alface.

Os consumidores esporadicos de alface que o consomem uma a trés vezes por
semana também o consomem em porcdes pequenas. As porcdes médias sdo também
consumidas, mas por menos de 10% deles (Figura 14).

Observou-se que, quando a frequéncia de consumo aumentou, o tamanho da
por¢cdo também foi maior. Por exemplo, as por¢cdes médias foram consumidas por um
maior numero de usuarios, entre 15 e 25% dos que consomem alface de quatro a cinco

vezes por semana. As pessoas que consomem alface seis a sete vezes por semana
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também consomem a maioria das por¢des grandes observadas nesta pesquisa. Mais de
40% das pessoas que consomem seis vezes por semana e 25% dos que consomem sete

vezes por semana, manifestaram o quéo intensamente gostam e consomem a alface.

Tamanho da Porcéao
] pequena
[ média
O grande

50

Numero de pessoas

umavez por duas vezes trés vezes quatro cinco vezes seis vezes  sete vezes
semana  por semana porsemana Vezes por  por semana por semana por semana
semal

Frequéncia de consumo de alface

Figura 14 - Interacdo entre a frequéncia de consumo de alface nos restaurantes comerciais e
tamanho da porg&o consumida.

Observou-se que 98,2% (233) dos entrevistados consumiam alface e que apenas
1,8% (4) deles ndo consomem. Dentre essas pessoas, 55% (125) consomem alface cinco
a sete vezes por semana, sendo mulheres 55,6% (74) e homens 54,2% (51). Os dados
sobre a distribuicdo da frequéncia de consumo de alface entre os sexos estdo
apresentados na Figura 15.

Os dados indicaram que a alface tem boa aceitacdo pelos usuarios dos
restaurantes, por pessoas de ambos o0s sexos, havendo pouca diferenca de consumo
entre eles. Na Figura 16, a seguir, é apresentado o grafico da frequéncia de consumo de
alface pela faixa etaria dos usuérios dos restaurantes.

A faixa etéria entre 10 e 19 anos compreendeu 38 respondentes. Em relagéo as
frequéncias mais baixas, cinco pessoas informaram que consomem alface uma vez por
semana, quatro consomem alface duas vezes e, sete pessoas informaram que
consomem alface trés vezes por semana. Uma pessoa informou que consome alface
guatro vezes por semana. O consumo de cinco vezes por semana foi informada por seis
pessoas. E a frequéncia de consumo de alface seis e sete vezes por semana foi

informada por sete pessoas.
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Figura 15 - Distribuicdo da frequéncia do consumo da alface por homens e mulheres nos

restaurantes comerciais.

Idade

507 B 10 a 19 anos

[ 20 a 29 anos
[130 a 40 anos

[ acima de 40 anos

Numero de pe ssoas

uma vez duas trés quatro cinco seis sete néo
por Vezes por Vezes por Vezes por Vezes por Vezes por Vezes por consome
semana semana semana Semana semana semana  semana alface

Frequéncia de consumo de alface

Figura 16 - Consumo da alface pelos usuérios dos restaurantes comerciais por semana versus
idade dos usuarios.
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Entre 20 e 29 anos participaram 135 respondentes. Os dados revelaram que 81
pessoas que estdo nessa faixa etaria consomem alface 5 a 7 vezes por semana. Elas
representam 36,32% do total dos usuérios entrevistados e 30 delas, representando
13,45%, consomem alface trés a quatro vezes por semana. Porém, trés pessoas que nao
consomem alface estdo nessa faixa etéria.

Entre 30 e 40 anos patrticiparam 27 respondentes. Observou-se que a maioria dos
entrevistados que informaram estar nesta faixa etaria consome alface entre uma a quatro
vezes por semana. Somente cinco deles consomem alface cinco vezes por semana.
Entre seis e sete vezes por semana foi identificado somente um usuario em cada uma
dessas frequéncias.

Vinte e sete respondentes eram pessoas acima de 40 anos. Nesta faixa etaria, a
frequéncia do consumo de alface voltou a aumentar. Isso porque 10 pessoas informaram
gue consomem alface uma a quatro vezes por semana, mas, 17 dos que estdo nesta
faixa etaria consomem alface cinco a sete vezes por semana.

Os dados desta pesquisa informaram que a alface tem boa aceitacdo, sendo
consumida por pessoas de diferentes faixas etarias e por ambos os sexos.

Por razbes nutricionais e de saude, observaram-se entre todas as populagfes do
mundo uma tendéncia a aumentar o consumo de alimentos frescos. De acordo com
informac@es da Organizacdo Mundial da Saude, estdo ocorrendo mudancas significativas
nos padrdes de consumo de alimentos. Ha aumento constante do consumo de produtos
frescos como parte de uma dieta regular. Esses novos padrdes de consumo carreiam
riSCOS NOVOS Ou emergentes e, por isso, requerem avali¢cdo periddica (WHO, 2008).

Porém, surtos de infecgdes humanas associados ao consumo de hortalicas e
frutas cruas aumentaram nos Ultimos anos, devido a fatores como mudancas nas praticas
agricolas e de processamento, mas, principalmente, por causa do aumento do per capita
consumido. Isto porque porcBes maiores carreiam, também, maiores quantidades do
perigo presente (BEUCHAT, 2002).

4.2.3. Habitos de higiene entre os usuarios dos restaurantes

O mesmo percentual (48,9%), sendo 46 homens e 65 mulheres, respondeu “sim”,

[P ”

gue eles tém o habito de lavar as maos antes da refei¢éo (Figura 17). A opcao “as vezes
foi a resposta de 35,1% dos homens, sendo 33 deles, e 39,8% das mulheres, 53.
Portanto, afirmaram que nédo lavavam as maos antes das refeicdes 16,0% dos homens

(15) e 11,3% das mulheres, sendo também 15 delas.
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Figura 17 - Habito de lavar entre os usudrios dos restaurantes comerciais.

Nesta pesquisa, o habito de lavar as méos antes das refeicbes foi o Unico
comportamento investigado em relacdo aos hébitos de higiene do consumidor.
Informaram que ndo lavavam as maos 27,3% dos respondentes. O interessante € que
nos trés restaurantes onde esta pesquisa foi realizada havia pia abastecida de agua,
sabdo e papeltoalha. Para Momesso (2002), as pias para higienizacdo de mé&os devem
ser colocadas em locais estratégicos. Um desses locais deve ser onde ha fluxo de
pessoas, pois, induzem certo nimero de pessoas a lavarem as médos. O autor estava
referindo-se as areas de producdo de alimentos. Este conceito é aplicavel, também, as
areas de distribuicdo dos alimentos dos restaurantes. Por exemplo, em um dos
restaurantes investigados a pia estava localizada nos fundos da area de distribuicéo.
Portanto, eram necessarios deslocamento e movimento contrafluxo para voltar de Ia.
Certamente, menos pessoas sao incentivadas a lavar as maos.

O consumidor constitui o ultimo elo da cadeia do campo a mesa, e seu
comportamento pode evitar doengas de origem alimentar. Portanto, conhecer e
compreender a prevaléncia do comportamento que o expde a algum risco pode auxiliar
no desenvolvimento de programas educacionais eficazes (ZHANG; PENNER et al.,
1999).

Contudo, devem ocorrer na populagédo outros habitos que podem comprometer a
saude. Segundo McCarthy et al. (2007), muitos sdo os que ainda tomam decisGes sobre
0 consumo, estocagem e preparo de alimentos aquém do ideal, em relacdo as
perpectivas de saude e seguranca alimentar. Também, observou que em certas
circunstancias, fatores como tradicdo, habito, prazer ou restricdes financeiras podem ser

condi¢cbes mais imperativas do que risco de doenca.
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4.2.4. Ocorréncia de diarreia

A ocorréncia recente de diarreia foi afirmada por 23 pessoas (10,1%) usuarias dos
restaurantes (Figura 18). A causa da diarreia sO era conhecida por 4%, ou seja, apenas
uma pessoa afirmou que sabia a causa. E somente ela procurou cuidados médicos por

causa desse sintoma de doenga de origem alimentar.

100,0% -

80,0% -

60,0%

Percentagem

40,0% —

20,0%

sim nao

0,0% —

Ocorréncia de Diarréia

Figura 18 - Frequéncia da ocorréncia de diarreia dentre os usuérios dos restaurantes comerciais.

A ocorréncia de diarreia foi proporcionalmente menor dentre 0s usuarios
esporadicos dos restaurantes (Figura 19). Foi revelado que quatro dos que frequentam o
restaurante uma vez por semana tiveram diarreia em periodo recente a pesquisa. E que
somente uma pessoa que frequenta restaurante duas vezes e duas das que
frequentavam trés vezes por semana tiveram diarreia.

O numero de casos de diarreia foi maior entre os usuarios assiduos do que os
esporadicos. Além disso, o nUmero de pessoas acometidas aumentou de acordo com a
frequéncia ao restaurante. Trés pessoas que frequentavam até quatro vezes por semana
informaram que tiveram diarreia.

Seis pessoas, dentre as que frequentavam 0s restaurantes, até cinco vezes por
semana, informaram que foram acometidas por diarreia, assim como cinco das que
frequentavam seis vezes por semana e duas das que frequentavam sete vezes por

semana.
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Nuamero de ocorréncia de diarréia

uma vez duas tres quatro cinco seis sete
por vezes vezes vezes vezes vezes vezes
semana por por por por por por

semana semana semana semana semana semana

Frequéncia de uso dos restaurantes

Figura 19 - Relagédo entre frequéncia de usuarios de restaurantes comerciais e ocorréncia de

diarreia.

Nao foi constatado nenhum surto de doenca de origem alimentar durante o
periodo de realizagdo dessa pesquisa. Porém, o segmento de refeicbes coletivas
responde por uma parcela de responsabilidade na saude publica, a medida que afeta a
salde e o bem-estar das pessoas com a qualidade dos alimentos que produz. A
producdo comercial de alimentos € uma atividade relativamente nova. E a gestdo da
gualidade na maioria dos estabelecimentos alimenticios brasileiros pode ser considerada,
ainda, rudimentar. Uma das razbes é o mercado pouco exigente. A ideia de que
manipulacdo de alimentos é uma atividade simples, que ndo demanda tecnologia, uma
vez que a preparacgao dos alimentos no ambiente doméstico é assim realizada, prevalece
em muitas areas (SILVA JUNIOR, 2007).

As doencas de origem alimentar despendem de recursos financeiros, com
cuidados a saude e constitui, em dias atuais, uma preocupac¢do para 0s consumidores,

produtores e 6rgaos responsaveis pela saude publica (PANISELLO et al., 2000).

4.3.Condigoes higiénicas de processamento em restaurantes comerciais
4.3.1. Avaliagao da qualidade microbiolégica do ar dos restaurantes

Os ambientes néao refrigerados corresponderam as areas internas dos setores de
preparo de alimentos dos restaurantes onde ocorreram as etapas de limpeza, sanitizacdo

e manipulagdo das hortalicas para as saladas. Os ambientes refrigerados
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compreenderam, em todos o0s restaurantes avaliados, os balcdes de servicos de
exposi¢ao do bufé saladas situados na area de acesso do cliente.

As contagens microbianas foram superiores as recomendadas para 0os ambientes
nao refrigerados dos sete restaurantes. Comparando-se os resultados entre os tipos de
microrganismos investigados, o ar dos ambientes de trabalho apresentou médias de
contagens maiores para fungos filamentosos e leveduras que microrganismos mesofilos
aerébios, na maioria dos restaurantes com excecdo do restaurante B (Figura 20). A
contaminagcdo do ar por esses microrganismos foi constante durante o periodo de
realizacdo da pesquisa, como se observado pelos desvios-padrdo das médias resultantes

das contagens.

Contagem de meséfilos aerébios e fungos filamentosos e leveduras em
ambientes nao refrigerados
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Figura 20 - Médias das contagens de microrganismos mesofilos aerébios e fungos filamentosos e
leveduras obtidos pela técnica da sedimentacdo simples, expressadas em
log UFC ¢cm™-semana”, do ar dos ambientes n&o refrigerados dos restaurantes
comerciais da cidade de Vicosa, MG. As barras representam o desvio-padrdo da

média.

Estes resultados sdo diferentes dos informados por alguns pesquisadores. Por
exemplo, Fidélis (2005) informou sobre a qualidade microbiol6gica do ar de cinco
restaurantes industriais institucionais do Espirito Santo, onde foram avaliados 13
ambientes ndo refrigerados. Os resultados apresentaram maiores contagens para

microrganismos mesofilos aerébios, em media, 2,10 log UFC-cm™.semana’*, do que para
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fungos filamentosos e leveduras, que apresentaram contagens médias de
2 log UFC-cm®.semana™.

Silva e Netto (2003) avaliaram 12 restaurantes industriais da Zona da Mata e
Metalurgica de Minas Gerais. O ar dos ambientes de processamento dos restaurantes
investigados apresentou contagens maiores para mesofilos aerébios que para fungos e
leveduras, sendo as médias das contagens de 2,33log UFC-cm?semana® e
2,02 log UFC-cm™®semana™, respectivamente.

Um fato que pode ter influenciado nos resultados dessa pesquisa é que 0s
restaurantes também funcionam com outra atividade. No periodo da noite atuam como
pizzaria, inclusive, com servigos de entrega. O restaurante B possui esse tipo de servigo,
mas, em outra area separada. Portanto, ndo ocorre no mesmo espaco 0 preparo de
refeicdes e de saladas. De modo geral, o local de preparo de saladas ndo é separado da
coccdo e ha vapores, umidade e atividade de pessoal. Além disso, em todos os
restaurantes, os locais sdo pouco ventilados. Observou-se que os locais refrigerados dos
restaurantes A, B, F e G apresentaram maiores contagens para microrganismos
mesofilos aerébios do que para fungos filamentosos e leveduras (Figura 21). E o
restaurante D mostrou contagens iguais para mesofilos aerébios e fungos filamentosos e
leveduras. Estes resultados estao diferentes dos informados por Fidélis (2005) e por Silva
(1996). Nessa pesquisa, o0s setores refrigerados apresentaram contagens maiores para
fungos e leveduras que para mesdéfilos aerdbios.

Os restaurantes C e E apresentaram contagens dentro das recomendacdes de
pesquisadores brasileiros de até 2 log UFC-cm™.semana™ para mesofilos aerébios. O
restaurante C apresentou contagens médias de 1,93 log UFC-cm?.semana® e o
restaurante E 1,87 log UFC-cm?.semana™®. Porém, as contagens de fungos filamentosos
e leveduras desses mesmos restaurantes ultrapassaram as recomendacfes mais
flexiveis de pesquisadores brasileiros.

Amostragens usando-se volume de ar, como no método de impressdo em agar,
podem ser mais eficientes que o método de sedimentacdo simples utilizado nessa
pesquisa para obtencdo de resultados quantitativos e qualitativos. 1Sso ocorreu porque o
método da sedimentacdo fundamenta-se somente na forca da gravidade e nas correntes
de ar para a deposicdo das particulas. Porém, a grande propor¢cdo de fungos
filamentosos e leveduras e de mesofilos aerébios no ambiente de processamento veio de
informagBes consistentes. Dai, a importancia dessa técnica para avaliar as condi¢des

higiénicas de processamento dos restaurantes.
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Contagem de mesofilos aerébios e fungos filamentosos e leveduras em
ambientes refrigerados
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Figura 21 - Médias e desvios-padrdo das contagens de microrganismos mesofilos aerébios e
fungos filamentosos e leveduras obtidos pela técnica da sedimentacdo simples e
expressados em log UFC.cm?semana™ do ar dos ambientes refrigerados dos
restaurantes comerciais da cidade de Vigcosa, MG. As barras representam o desvio-

padrdo da média.

As diferencas entre os ambientes refrigerados e nado refrigerados séo
temperatura, umidade, ventilagdo e atividade de pessoal. Os balcdes de autosservigo
possuem temperaturas mais baixas e estdo em locais ventilados. Também, ndo ha
vapores, sdo menos Umidos do que local de preparo de alimentos. Porém, a atividade
humana é mais intensa devido ao movimento de clientes. Esta pode ser a possivel causa
de maiores contagens de mesofilos aerébios nos ambientes refrigerados.

Ndo ha duavidas de que os resultados foram, portanto, capazes de apontar
diretrizes para acdes que podem melhorar a qualidade microbiolégica do ar dos
restaurantes. Por exemplo, nos ambientes de processamento que predominaram fungos
filamentosos e leveduras podem ser utilizados sanitizantes a base de quaternéarios de
aménio como principal agente no controle microbiolégico. Onde sdo predominantes 0s
microrganismos aerébios mesdfilos, os sanitizantes a base de cloro podem ser os
recomendados. Além disso, como as contagens nos ambientes investigados estao altas,
0s sanitizantes podem ser utilizados em esquemas de rodizio. O monitoramento,

realizado por meio de andlises periddicas do ar, pode verificar a eficiéncia do
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procedimento adotado para higienizagdo do ar, assim como determinar a frequéncia da
realizacao.

4.3.2. Avaliagao das condi¢oes higiénicas das maos de manipuladores da salada

de alface em sete restaurantes comerciais

Na Figura 22 estdo apresentadas as médias e 0s desvios-padrdo das médias das
contagens de coliformes e mesofilos aerébios obtidos pela técnica do swab e expressos
em UFC/mao de maos de manipuladores de saladas de sete restaurantes comerciais da
cidade de Vigosa, Minas Gerais.

Contagem de coliformes totais e mesofilos aerobios em maos de manipuladores
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Figura 22 - Médias e desvios-padrdo das contagens de coliformes e de mesoéfilos aerébios obtidos
pela técnica do swab e expressados em log UFC/m&o de méos de manipuladores de
salada de sete restaurantes comerciais de Vigosa, MG. As barras representam o

desvio-padrdo da média.

Em relacdo a coliformes, os resultados das contagens das maos dos
manipuladores dos restaurantes A, C, E e G foram de até 3log UFC/mao. Dos
restaurantes D e F, as contagens foram de até 4 log UFC/m&o. Com relagéo a coliformes
totais, o manipulador de saladas do restaurante F apresentou a contagem mais alta,
atingindo 3,64 log UFC/mé&o, e o manipulador do restaurante B, as contagens mais baixas
gue corresponderam a 1,28 log UFC/m&o.
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Nas contagens de mesdfilos aerébios, somente um manipulador do restaurante B
apresentou contagens menores que 2 log UFC/m&o. Os do restaurante G mostraram
contagens até 3 log UFC/mao, e os dos restaurantes A, C, D, e E até 4 log UFC/mao,
sendo que o manipulador do restaurante F apresentou contagens de mesdfilos aerdbios
acima de 4 log UFC/mao.

A contagem mais baixa de mesdfilos aerébios, < 2 log UFC/mao, foi apresentada
pelo manipulador do restaurante B, que foi de 1,87 log UFC/mao. As contagens mais
altas, sendo > 4 log UFC/méo, foram apresentadas pelo manipulador do restaurante F.
Somente 0 manipulador do restaurante B apresentou resultados de < 2 log UFC/mao para
ambos 0s microrganismos investigados.

Bactérias do grupo coliformes fecais ndo compdem a microbiota residente da
superficie corporal humana. Portanto, a pesquisa desses microrganismos em
manipuladores € justificada porque compdem a microbiota transiente. A presenca de
coliformes de origem fecal em mé&os de manipuladores caracteriza uma situacéo de risco
potencial devido a relacdo desse grupo de bactérias e a possivel ocorréncia de
patdogenos entéricos humanos (ICMSF, 1991). Por exemplo, Silva e Netto (2003)
investigaram a presenca de coliformes nas médos e unhas de 25 manipuladores de
alimentos de restaurantes comerciais e constataram que 60% estavam contaminadas. Os
microrganismos foram identificados e, dentre os que tiveram incidéncia mais alta,
estavam bactérias dos géneros Enterobacter e Klebsiella.

A presenca de coliformes pode ser utilizada como um indicador de contaminagéo,
infeccdo ou de condutas pessoais inadequadas. Os resultados s&o validos, como
monitoramento do procedimento de higiene das maos, quando as amostras sao
coletadas ap0s a higienizacdo dessas (KORNACKI; JOHSON, 2001).

Nessa pesquisa, a classificacdo da contaminacdo observada em faixas permitiu
comparar a qualidade higiénica e forneceu diretrizes para acdes corretivas do
procedimento de higieniza¢do, podendo instigar o estabelecimento de metas alcancaveis.
Resultados com essa classificagdo podem vir seguidos de simbologia de cor indicando a
situacdo do resultado obtido na avaliacdo. Por exemplo, verde para resultados
< 2 log UFC/méao, amarelo para <3 log UFC/méo e vermelho para > 3 log UFC/méo. O
impacto visual da sinalizacao junto aos resultados motiva e conduz a busca de resultados
melhores pelo préprio manipulador.

As fontes potenciais de contaminagdo de alimentos consumidos crus, apos a
limpeza e sanitizagdo, incluem a manipulacdo e o contato com as superficies de
recipientes e utensilios. A higiene pessoal, particularmente, a higiene das maos, é
fundamental para reduzir a contaminagdo dos alimentos e minimizar 0s riscos da

ocorréncia de doencas de origem alimentar (REDIERS et al., 2008).
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4.3.3. Avaliagdo das condi¢coes higiénicas de superficies de equipamentos e

utensilios utilizados no preparo de salada

Os resultados foram comparados com recomendagbes de EVANCHO et al.
(2001), que sugerem contagens de até 0,3 log UFC-cm™ para microrganismos mesofilos
aerébios para superficies adequadamente higienizadas e de pesquisadores brasileiros,
que recomendam até 1,7 log UFC-cm™.

Os utensilios analisados foram somente os que entraram em contato com a
alface. Dos sete investigados, os restaurantes C e E nao utilizaram a bacia durante o
preparo da salada de alface (Figura 23). Este fato indicou que esses restaurantes nao
realizaram a etapa de sanitizag@o no periodo de realizagdo dessa pesquisa. Comparando
os valores obtidos das contagens dos microrganismos investigados em todos o0s
restaurantes que utilizaram bacia, a contagem de mesdfilos aerdbios estava acima das

recomendacdes.
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Figura 23 - Avaliacéo das condi¢Bes higiénicas das superficies de bacias utilizadas no preparo de
saladas em restaurantes comerciais de Vigosa, MG.

Somente a bacia do restaurante B apresentou contagens inferiores a
0,30 log UFC-cm nas contagens de coliformes e de fungos e leveduras, atendendo as
recomendacoes.

Em relacdo as recomendacfes de pesquisadores brasileiros, as bacias utilizadas

pelos restaurantes B e D estao classificadas como higienizadas.
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A tabua de corte foi utilizada apenas pelos restaurantes A e B. Os logaritmos das
contagens dos microrganismos investigados estavam acima das recomendagfes da
APHA (Figura 24). As analises revelaram que as contagens de coliformes totais foram
mais baixas que as contagens dos outros dois microrganismos investigados. Porém, as
contagens de fungos filamentosos e leveduras foram, ainda, mais altas que as de
mesofilos aerébios, em ambos restaurantes, extrapolando os limites estabelecidos pelas

recomendacdes brasileiras.
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Figura 24 - Avaliacdo das condi¢des higi€nicas das superficies de tabuas utilizadas no preparo de

saladas em restaurantes comerciais de Vicosa, MG.

A faca foi utilizada para o corte da alface em todos os restaurantes investigados.
De modo geral, apresentou contaminacdo elevada, estando os resultados para fungos
filamentosos e leveduras do restaurante B estavam dentro das recomendacdes da APHA.
A faca do restaurante A apresentou contagens, para 0S microrganismos analisados,
abaixo do limite estabelecido (Figura 25).

O escorredor foi utilizado por dois restaurantes na etapa final do processamento.
Ambos os escorredores, do restaurante D e do G, apresentaram contagens mais altas
gue as recomendacfes da APHA para os trés microrganismos investigados. Também, as
contagens estavam mais altas que as recomendacbes brasileiras e, portanto,

apresentavam-se em condicdes higiénicas insatisfatorias (Figura 26).
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Figura 25 - Avaliagdo das condi¢des higiénicas das superficies de facas utilizadas no preparo de
saladas em restaurantes comerciais de Vigosa, MG.
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Figura 26 - Avaliacdo das condi¢des higiénicas das superficies de escorredores utilizados no
preparo de saladas em restaurantes comerciais de Vigcosa, MG.
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As cubas sdo os recipientes que contém as saladas durante a exposi¢cao para
consumo e consistiram de diferentes materiais. Nos restaurantes B e E eram de vidro, e,
nos demais de aco inoxidavel. A expectativa era de que nesses utensilios as contagens
microbianas fossem as mais baixas dentre os equipamentos avaliados e atendessem as
recomendacgbes. As cubas dos restaurantes A, B, C e E encontravam-se em boas
condicbes de higiene, de acordo com recomendacdes brasileiras (Figura 27). As dos
restaurantes D, F e G apresentaram contagens tdo altas quanto 2 log UFC-cm? para os

trés microrganismos investigados e estavam em condic¢des insatisfatorias de higiene.
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Figura 27 - Avaliacdo das condicdes higiénicas das superficies de cubas utilizadas no preparo de

saladas em restaurantes comerciais de Vigosa, MG.

Os estabelecimentos que participaram dessa pesquisa possuiam alvara para
funcionamento. Porém, quando consultados, ndo apresentaram o manual de boas
préaticas, regulamentacdo recente na época de realizacdo dessa pesquisa, a RDC 216
(BRASIL, 2004). Foram observadas, em trés restaurantes, pastas contendo formularios e
recomendacbes. Porém, os dados nao estavam preenchidos e 0s proprietarios
mostravam-se inseguros N0 manuseio.

Observo-se, nesta pesquisa, que as condicbes de higiene dos restaurantes
raramente atendem as recomendacdes. Os estabelecimentos operam em desacordo com
a legislacé@o brasileira vigente. De modo geral, ndo ha conscientizagdo de que clientes

podem estar expostos a perigos microbiolégicos. Portanto, os manipuladores de
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alimentos dos restaurantes, assim como 0s proprietarios, precisam de treinamentos a fim
de reconhecer que suas atitudes sdo de importancia fundamental para a sanidade dos
alimentos preparados e distribuidos e que elas estdo implicadas na promogéo a saude
das pessoas que fazem suas refei¢cdes nos restaurantes.

4.4.Avaliagao da microbiota da alface
4.4.1. Analise da microbiota da alface

As amostras de alface avaliadas apresentaram microbiota diversificada,
provavelmente em virtude das condicbes ambientais de cultivo no campo e outras
contaminacfes que ocorrem durante transporte e manuseio e preparo nos restaurantes
(Tabela 3).

Tabela 3 — Logaritmo das contagens dos microrganismos das amostras de alface Vitdria de Santo
Antdo coletadas no campo, no momento da entrega nos restaurantes e apos o preparo

para consumo.

Produtor 1 e | Produtor 2 e | Produtor 3 e
Microrganismos Etapa Incidéncia | Restaurante | Restaurante | Restaurante
A B C
Log UFC.g" | Log UFC.g" | Log UFC.g™
X X X

Campo 9 (33,3%) 53 4,6 3,9
Coliformes a 45 °C Entrega 9 (33,3%) 4,6 3,9 4,3
Restaurante 9 (33,3%) 3,8 3,6 3,6
Reducdes decimais 0,8 0,3 0,7
Campo 9 (33,3%) 54 54 5,5
Enterobactérias Entrega 9 (33,3%) 4,7 4,7 52
Restaurante 9 (33,3%) 4,1 3,4 3,8
Reducbes decimais 0,6 1,3 1.4
Campo 9 (33,3%) 6,8 7.1 6,8
Mesofilos aerébios Entrega 9 (33,3%) 6,8 6,7 7.4
Restaurante 9 (33,3%) 6,1 51 5,0
Reducbes decimais 0,7 1,6 2,4
Fungos Campo 9 (33,3%) 4,8 5,7 5,0
filamentosos e Entrega 9 (33,3%) 4,5 4,4 4,3
leveduras Restaurante 9 (33,3%) 4,7 3,1 4.4
Reducbes decimais >0,2 1,3 >0,1
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Quanto aos coliformes, é interessante ressaltar que, entre as etapas campo e
entrega para os restaurantes A e B, as contagens foram reduzidas em 0,7 log UFC-g*, e
aumentou em 0,4 log UFC-g'l para o restaurante C. Novamente, o processo de lavagem
pode estar envolvido. A 4gua removeu mecanicamente 0S microrganismos, fato
constatado pela diminuicdo da contagem microbiana. Porém, o uso de agua reciclada
pelo fornecedor C pode ter contribuido para o aumento de contagens de coliformes.

A eficiéncia do processo de sanitizacdo realizada nos restaurantes pode ser
analisada pelos resultados. Entre as etapas, entrega e final de preparacado as reducdes
decimais observadas foram, nos restaurantes A, B e C de 0,8 log UFC-g*, 0,3 log UFC.g*
e 0,7log UFCg!, respectivamente. Reducdes decimais tdo baixas nas contagens
microbianas sugerem que a sanitizacdo esta sendo realizada de maneira inadequada.
Em relacdo as contagens de enterobactérias, constatou-se a reducdo média de
0,56 log UFCg* entre a colheita e entrega para os trés restaurantes. A reducdo média
desse grupo microbiano pelos processos de sanitizacdo com &cido acético dos trés
restaurantes foi de 1,10 log UFCg™.

De acordo com as diretrizes para seguranga alimentar de paises da Europa, por
exemplo, German Official Criteria for Prepared Salad Vegetables (LUND, 1993) e da
French Microbiological Specifications para salada preparada de hortalicas (NGUYEN-
THE; CARLIN, 1994), o grupo enterobactérias ndo € critério para rejeicdo de frutas e
hortalicas frescas e saladas. Entretanto, o European Scientific Committee informou que
muitos dos surtos ocorridos estavam associados com microrganismos membros da
familia Enterobacteriaceae (EUROPEAN COMISSION, 2002).

Little et al. (1999) informaram que o grau de contaminagdo de enterobactérias na
alface fresca investigadas por eles era superior a 5log UFC.g*. Nguz et al. (2005)
investigaram, também, a contaminagcdo por enterobactérias em hortalicas orgéanicas
cortadas frescas prontas para consumo. Os resultados revelaram que a incidéncia de
enterobactérias era de 73% nas amostras e a média da contaminagdo era de
3,7 log UFC-g’*, com variacdes entre 1,6 e 6,9 log UFC-g™.

As contagens totais de mesofilos aerobios ndo apresentaram reducdes entre as
etapas de colheita e entrega para o restaurante A. Houve reducdo desses
microrganismos em 0,4 log UFC.g* para o restaurante e, novamente, a contagem
aumentou em 0,6 log UFC g™ para o restaurante C.

Vérios fatores contribuem para a alta contagem de mesdfilos aerébios. Além do
método de lavagem realizado pelo produtor rural, outro problema € o manuseio e 0 modo
de transporte. Observou-se que, ap0s a lavagem, a alface é manipulada e entra em
contato com caixas plasticas. Depois, sem qualquer protecdo € transportada da

propriedade rural em carrocerias, por estradas ndo pavimentadas. Restam, portanto, 0s
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procedimentos de limpeza e sanitizacao realizados no restaurante durante preparo para o
consumo. A reducdo foi de 0,7 log UFC.g?, 1,6 log UFC.g* e 2,4 log UFC-.g* nos
restaurantes A, B e C, respectivamente, entre as etapas entrega e final de
processamento. A remocdo de folhas externas mais sujas e com lesbes, além de
sujidades aparentes, pode ter auxiliado nessas reducdes relevantes que ocorreram nos
restaurantes B e C.

A alface pronta para consumo apresentou contagens médias de mesdfilos
aerdbios de 6,1 log UFC-g*, 5,1 log UFC-g™ e 5,0 log UFC-g™'nos restaurantes A, B e C,
respectivamente. No Brasil, as contagens totais de microrganismos mesofilos aerébios
em hortalicas frescas ndo constituem critério de rejeicdo. No Japao, por exemplo, embora
ndo tenha nenhum padrdo legal para a contaminagdo microbiana méaxima aceitavel para
hortalicas cortadas frescas, a especificacédo industrial estabelecida para a contagem total
de mesofilos aerébios é <5 log UFC.g*. Contagens acima desse valor é, para as
industrias japonesas, critério de rejeicdo. A condicdo considerada 6tima e de acordo com
boas préticas de fabricagéo séo contagens < 3 log UFC-g™ de mesdfilos aerébios apos o
processamento. O argumento das industrias japonesas para tal rigor € o conhecimento
de informagbes que relacionam o nimero de popula¢cdes microbianas e a probabilidade
de infeccdo (KOSEKI; ITOH, 2001).

Rose e Gerba (1991) informaram que a probabilidade de infeccao por Salmonella
é de 50% quando 1 x 10° células sdo ingeridas. Buchanan e Whiting (1996) informaram
que a probabilidade de infeccéo por Shigella flexneri era superior a 50% quando 1 x 10°
células sao ingeridas. Anderson et al. (1995) informaram que Bacillus cereus pode causar
doenca de origem alimentar com uma dose infectiva tdo baixa quanto 1 x 10* células.
Portanto, o nimero de patdgenos ingeridos necessarios para causar sintomas clinicos
em humanos varia de acordo com a espécie bacteriana (D’AOUST, 1985). Rose e Gerba
(1991) informaram que se o numero total de células do microrganismo ingerido for menor
que 1 x 10° células, o risco de infeccao é relativamente baixo.

Apesar de ocorrer alguma reducdo nas populacbes de fungos filamentosos e
leveduras entre as etapas “‘campo” e “entrega” iSso ndo ocorreu entre as etapas da
entrega e final do processamento. Inclusive, houve pequenos aumentos nas contagens
desse grupo microbiano na alface “pronta para consumao” dos restaurantes A e C.

As contagens de fungos e leveduras em hortalicas frescas ndo constituem critério
de rejeicdo. Contudo, alguns fungos podem produzir micotoxinas. Além disso, cerca de
dois tercos da deterioragdo em frutas e hortaligas s&o causados por fungos (ICMSF,
1998). Espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus, Sclerotinia, Botrytis e Rhizopus
estdo envolvidos. A deterioragdo estd associada a atividade celulolitica ou pectinolitica,

gue causa amolecimento e enfraquecimento das estruturas da planta. Essas estruturas
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sdo importantes barreiras para prevenir a adesdo e o crescimento de microrganismos
contaminantes (EUROPEAN COMISSION, 2002).

Isto € de importancia no caso de tempo maior de vida de prateleira no varejo. No
restaurante, ndo ha intencdo de armazenamento muito longo. Podem ocorrer sobras de
alface preparada nos restaurantes, mas, nesse caso, 0 consumo ocorre em 24 h apés o
preparo.

Nos trés restaurantes investigados, os proprietarios informaram que adquirem e
instruem seus colaboradores para utilizarem cloraminas organicas na sanitizacdo de
Porém,

hortalicas servidas cruas. observou-se durante essa pesquisa que O

procedimento ndo € realizado de maneira correta. Em um dos restaurantes, o
colaborador recebeu as alfaces do produtor, preparou a solucdo clorada e imergiu todas
as unidades, sem desfolhar e sem lavar. O tempo de contato foi de 1 h e 42 min. Este
tempo coincidiu com o tempo que a alface permanece em espera para 0 inicio da
preparacdo das saladas cruas. Constatou-se também que, na auséncia do sanitizante
clorado para a desinfeccdo das hortalicas, é usado ovinagre. Essas observacgfes
serviram de base para estudos posteriores dessa pesquisa.

Observou-se que a temperatura da alface pronta para consumo era idéntica a da
agua utilizada para os processos de lavacao e sanitizacdo. As temperaturas minimas e
maximas observadas no momento da entrega e na alface pronta para consumo estdo
apresentadas na Tabela 4. Durante o periodo de distribuicdo, somente as folhas que
permanecem na parte de baixo das cubas, proximas ao sistema de refrigeracao,
apresentaram temperatura mais baixa. O tempo observado entre final de processamento

até o final de distribuicdo foi de 4 horas.

Tabela 4 - Temperaturas minimas e maximas registradas no processamento da alface no periodo
de maio a agosto de 2006

Restaurante A

Restaurante B

Restaurante C

Etapa
T°C T°C T°C
Entrega 10,9 - 19,2 11,8-17,8 18,8 - 20,3
Pronta para consumo 17,8 - 21,7 19,2 -21,9 20,9 - 22,3

4.4.2. Identificagcao das enterobactérias isoladas da alface

Dentre as 27 amostras de alface analisadas em cada uma das etapas da cadeia
do campo a mesa, 18 microrganismos isolados foram identificados pelo sistema API 20E
para identificacdo de enterobactérias e outros bacilos Gram-negativos néo fastidiosos. Os

géneros identificados nesta pesquisa incluiram Acinetobacter, Citrobacter, Cronobacter,
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Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Morganella, Pantoea, Pseudomonas, Rahnella,
Raoultella e Serratia. Dentre as bactérias do género Enterobacter, a bactéria
originalmente identificada como Enterobacter sakazakii foi reclassificada em um novo
género denominado Cronobacter (IVERSEN et al., 2008). Nessa pesquisa, a bactéria foi
renomeada para Cronobacter sakazakii. Os géneros e as espécies identificados estao

apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Géneros e espécies de bactérias Gram-negativas identificadas pelo sistema API20E

Género e espécie (0] (0]
N A|lL|O|C|H|U|T|I G|G|M]|I S|IR|IS|M]|A v
P D|{D|D|I 2 D[N P E|L|A|IN|O|H|A|E |M|R |
G H{C|C|T|S|E|A|D LIU|N|O|R|A|C|L|Y |A
Acinetobacter
- T e e e e e e I e e N e e e e I A I T I
baumanii
Citrobacter freundii Lo I T B I I i A e AR R S B S AR N N N I S S S S
Cronobactercloacae | + [+ |- |+ |+ |- |- |- |- [+ |- |+ |+ |- [+ |+ |+ |+ [+ [+ ]-
Enterobacter
. + |+ |+ |+ |+ |- + |+ | - + | - + |+ |+ |- + [+ [+ [+ |+ -
gergoviae
Cronobacter
- S T T e e e e e I O e I T I o O O T I
sakazakii
Escherichia coli 1 o e e I R T U S N S S S IS I S
Klebsiella
] S T T e I (O e S O e R N A S - I B -
pneumoniae
Klebsiella oxytoca S T T S S R N N S N B (N S R N N A S S N S B S S I
Morganellamorganii | - | - |- |+ |- |- [+ |+ |+ |+ |- [+ |- |- |- |- |[-|-1- |- -
Pantoea ssp 3 S I N R B R M R S R S B S S R N S B S S B S
Pseudomonas
S R T S B N N AT A R S B I R AR I B A I
fluorescens
Pseudomonas
- + | - - + - - - - + | + + - - - - - + - + +
luteola
Pseudomonas
. . - - - - + | - - - - + | - - - - - - - - - + +
oryzihabitans
Rahnella aquatilis S I R U S B S A S S IR R B N I O I A B I
Raoultella
+ | - + |+ |+ |- + | - + |+ |- + |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ |+ -
ornithinolytica
Raoultella terrigena S T S S S R I P N e S R I R N A A A O
Serratia marcescens | + | - |+ [+ |+ |- |+ |- |- |+ |+ [+ |+ |+ [+ |+ |+ [+ [+ |+ |-
Serratia odorifera S T S A U T M A A S N N S I N S N O I S I
Serratia rubideae S e e e T e e e N R R B B N e e e N

ONPG 2-nitrofenil-BD-galactopiranosida; ADH arginina dihidrolase; LDC lisina descarboxilase; ODC ornitina
descarboxilase; CIT citrato de soédio, HS produgdo de acido sulfidrico; URE ureia; TDA L-Triptofano (triptofano
desaminase); IND L-triptofano (produgdo de indol); VP Piruvato de sodio; GEL Gelatina bovina; GLU D- glucose, MAN D-
manitol; INO Inositol; SOR D-sorbitol; RHA L-ramnose; SAC D-sacarose; MEL D-melibiose; AMY Amigdalina; ARA L-
arabinose; OX teste da oxidase.
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A distribuicdo dos tipos de isolados nas trés etapas da cadeia de producédo da
alface indicou que Serratia rubideae, Pseudomonas luteolla, Pseudomonas oryzihabitans,
Pantoea e Enterobacter cloacae foram espécies mais frequentemente isoladas nas
amostras coletadas no campo e nas que foram entregues aos restaurantes (Tabela 6). A
frequéncia deles variou entre 92,6% e 25,9% nessas etapas. Na alface pronta para
consumo na etapa restaurante, as enterobactérias Klebsiella pneumoniae ssp.
pneumoniae e Serratia rubidae estavam presentes em 81,5% das amostras, Pantoea sp
e Pseudomonas luteolla em 55,6% e Pseudomonas oryzihabitans em 33,3%. As outras
bactérias estiveram presentes em quantidades menores nas diferentes etapas, contudo
ndo foram detectadas nas amostras da alface pronta para consumo. Estas bactérias
foram identificadas como Citrobacter freundii, Cronobacter gergoviae, Raoultella
ornithinolytica.

Os microrganismos foram listados e a prevaléncia em cada uma das trés etapas

da cadeia produtiva, expressada em porcentagem, estd apresentada na Tabela 6.
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4%

Tabela 6 - Prevaléncia das enterobactérias nas trés etapas da cadeia de producéo da alface Vitdria de Santo Antéo.

Produtor 1 e restaurante A Produtor 2 e restaurante B Produtor 3 e restaurante C Total
Microrganismo Car_npo Entr_ega Re_st. Car_npo Entiega Re_st. Car_npo Entiega Re_st. Ca_mpo Ent_rega R_est.

(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=27) (n=27) (n=27)
Acinetobacter baumannii |2 (22,2%) | 2 (22,2%) | 3 (33,3%) | 3 (33,3%) |3 (33,3%) | 1(11,1%) | 1(11,1%) |2 (22,2%) |3 (33,3%) | 6 (22,2%) | 7 (25,9%) 7 (25,9%)
Citrobacter freundii nd nd nd 1(11,1%) |2 (22,2%) nd nd nd nd 1 (3,7%) 2 (7,4%) nd
Enterobacter cloacae 6 (66,7%) | 6 (66,7%) | 2 (22,2%) | 3 (33,3%) |1 (11,1%) | 2 (22,2%) nd nd nd 9(33,3%) | 7(25,9%) | 4(14,8%)
Enterobacter gergoviae nd nd nd nd 2 (22,2%) nd nd nd nd nd 2 (7,4%) nd
Cronobacter sakazakii 2(22,2%) |1 (11,1%) nd nd 5 (55,6%) | 3 (33,3%) nd 2 (22,2%) nd 2 (7,4%) 8 (29,6%) 3(11,1%)
Escherichia coli nd 2 (22,2%) nd nd nd 1(11,1%) | 1 (11,1%) nd nd nd 2 (7,4%) 1 (3,7%)
Klebsiella pneumoniae |1 (11,1%) | 3 (33,3%) | 7 (77,8%) nd 2 (22,2%) | 9 (100%) nd nd 6 (66,7%) | 1(3,7%) 5(18,5%) | 22 (81,5%)
Morganella morganii 2(22,2%) | 1 (11,1%) | 2 (22,2%) nd 1(11,1%) | 1 (11,1%) nd 1(11,1%) nd 2 (7,4%) 3(11,1%) | 3(11,1%)
Pantoea 1(11,1%) | 5 (55,6%) | 4 (44,4%) | 6 (66,7%) |4 (44,4%) | 5 (55,6%) | 9 (100%) |4 (44,4%) |6 (66,7%) | 16 (59,3%) | 13 (48,1%) | 15 (55,6%)
Pseudomonas nd nd nd nd nd nd 3(33,3%) |2 (22,2%) |2 (22,2%) | 3 (11,1%) | 2(7.4%) | 2 (7,4%)
aeruginosa
Pseudomonas luteolla 8 (88,9%) | 5 (55,6%) | 7 (77,8%) | 7 (77,8%) | 9 (100%) | 4 (44,4%) | 5 (55,6%) | 9 (100%) |4 (44,4%) | 20 (74,1%) | 23 (85,2%) | 15 (55,6%)
5 ;ifﬁ;&‘;ﬁis 8 (88,9%) | 4 (44,4%) | 2 (22,2%) | 4 (44,4%) |3 (33,3%) | 3 (33,3%) | 5 (55,6%) |7 (77,8%) | 4 (44,4%) | 17 (63,0%) | 14 (51,9%) | 9 (33,3%)
Rahnella aquatilis nd 1(11,1%) | 3 (33,3%) nd 1(11,1%) nd nd nd nd nd 2 (7,4%) 3(11,1%)
Raoultella ornithinolytica nd nd nd nd nd nd 1(11,1%) nd nd 1(3,7%) nd nd
Raoultella terrigena 2 (22,2%) | 1 (11,1%) | 2 (22,2%) nd nd nd nd nd nd 2 (7,4%) 1 (3,7%) 2 (7,4%)
Serratia marcescens nd nd nd nd nd 1(11,1%) nd nd nd nd nd 1 (3,7%)
Serratia odorifera nd nd nd nd nd 1(11,1%) nd nd nd nd nd 1(3,7%)
Serratia rubidaea 7 (77,8%) | 5 (55,6%) | 5 (55,6%) | 9 (100%) |7 (77,8%) | 9 (100%) | 9 (100%) |8 (88,9%) |8 (88,9%) | 25 (92,6%) | 20 (74,1%) | 22 (81,5%)

nd = ndo detectado.




4.4.3. Identificacdo de microrganismos potencialmente perigosos em alfaces

servidas nos restaurantes comerciais de Vigosa, MG

Foi compilada uma lista com o0s microrganismos que causaram doencas de
origem alimentar de etiologia conhecida, informados pelos programas de vigilancia da
Organizacdo Mundial da Saude da Europa, Canada, Holanda e outros pela literatura
cientifica atual. Dentre os microrganismos listados incluiram-se bactérias da Familia

Enterobacteriaceae. Um resumo da lista estd apresentado no Quadro 2.

Quadro 2 - Enterobactérias que causaram doencgas de origem alimentar de etiologia conhecida

informadas na literatura

Enterobactéria Referéncias
Aeromonas spp F
Escherichia coli A,BeC
Escherichia coli O157:H7 E
Enterobacter cloacae B
Enterobacter sakazakii D
Klebsiella spp. C
Proteus penneri C
Providencia spp F
Salmonella spp. A, BeC
Shigella spp. A, BeC
Vibrio spp C
Yersinia enterocolitica A BeC
A) NOTERMANS; VAN DER GIESSEN (1993), da Holanda; B) TODD (1991), do Canada; C)
FAO (1991), da Europa; D) BEUCHAT et al. (2009); E) MEAD; GRIFFIN (1998); F) BRYAN
(1979).

Ao realizar a primeira fase da analise de perigos, dois microrganismos, E. coli, C.
sakazakii, foram considerados potencialmente perigosos. Informagbes da literatura
justificaram a escolha. Escherichia coli € causa de doengas diarreicas nos paises em
desenvolvimento (MERREL; CAMILI, 2002). Essa bactéria é conceituada como
microrganismo indicador, direto ou indireto, de contamina¢éo de origem fecal mais valido
para alimentos consumidos crus. Entretanto, isso ndo quer dizer que E. coli seja um bom
indicador de contaminagéo fecal de alimentos processados. Dados indicam que E. coli
pode crescer em uma variedade de nichos extra intestinais, inclusive em ambientes de
processamento de alimentos. A presenca de E. coli ou de bactérias do grupo coliforme
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em alimentos pasteurizados ou alimentos cozidos indicam contaminacdo pés-
processamento (KORNACKI; JOHNSON, 2002). Em locais em que grande variedade de
alimentos é processada ha oportunidades de contaminacgdo cruzada, por exemplo, com
carnes ou com outros tipos de alimentos crus durante manipulagdo, corte e
comercializacéo (IFT, 2001).

Outro perigo microbioldgico identificado foi a bactéria Cronobacter sakazakii, que
€ um patoégeno de origem alimentar, oportunista, associado com infec¢cdes em recém-
nascidos (LAI, 2001; MULLANE et al., 2007). Porém, infec¢cdes em adultos também foram
registradas (LAI, 2001; GOSNEY, 2008). Embora os surtos sejam raros, 0s recém-
nascidos podem desenvolver sintomas severos como meningite, sépse, bacteremia e
enterocolite necrotizante. Infecgbes neonatais foram associadas ao consumo de
formulados infantis, que sé@o produtos comercializados no mercado mundial (RICHARDS;
GURTLER; BEUCHAT, 2005). Por essa razdo, muitos estudos cientificos realizados até a
presente data estdo fornecendo dados para avaliacgdo do risco em relacdo aos
formulados infantis (FAO, 2006b).

Segundo Friedmann (2007), faltam informagdes sobre a ecologia de C. sakazakii.
Esse microrganismo parece ser um constituinte relativamente comum ocorrendo em
menor quantidade na microflora de vérios alimentos e, também, em ambientes de
processamento de alimentos (KANDHAL et al., 2004). Por exemplo, esta bactéria foi
encontrada em alimentos prontos para consumo, como produtos de confeitarias. Neste
caso, nao foi identificado se o microrganismo resistiu ao processamento pelo calor ou se
ocorreu contaminacao pés-processamento. Contudo, a presenca nesse tipo de alimento
forneceu significante rota de contaminacdo nos ambientes domeéstico e de alimentagéo
coletiva, como servicos de alimentagao e restaurantes. Os autores concluiram que a falta
de informagdes sobre infeccdes em consumidores adultos saudaveis indica baixo impacto
epidemioldgico pela ingestdo desses tipos de alimentos. Porém, o risco de infeccdo em
pessoas imunocomprometidas e idosos permanece, ainda, desconhecido.

Quanto a resisténcia a sanitizantes, Kim, Ryu e Beuchat (2006) informaram que a
eficacia de sanitizantes em inativar C. sakazakii de frutas e de hortalicas frescas ndo tem
sido divulgada e que essas informagdes sao criticas para o desenvolvimento de métodos
para prevencdao, controle ou eliminag¢do desse microrganismo de alimentos frescos.

De acordo com a metodologia do APPCC, é preciso identificar se ocorre re-
contaminacdo apo0s 0 processamento. Se tal contaminag&o ocorre, esse microrganismo
deve ser incluido na lista de perigos. Nessa pesquisa, foi notéria a incidéncia constante
de K. pneumoniae nas amostras prontas para consumo avaliadas.

A bactéria K. pneumoniae é conhecida como um paradigma de patdgeno

oportunista, sendo as pessoas com sistema imunoldgico debilitado as mais acometidas.
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As células das bactérias do género Klebsiella sdo circundadas por uma capsula
constituida de um polissacarideo acidico complexo, essencial para sua viruléncia
(OSROV; ISROV, 1984). Alguns isolados de K. pneumoniae encapsulados produzem
colénias de aspecto mucoide e de consisténcia viscosa, de duas formas, lisa e rugosa.
Dois tipos de adesinas fimbriais sdo predominantes em Klebsiella, fimbrias do tipo 1 e do
tipo 3. Ambas séo importantes fatores de adesdo implicadas na patogenicidade dessa
bactéria ao hospedeiro humano.

Estudos realizados por Cooke et al. (1980) sobre a distribuicdo da Klebsiella sp.
em cozinha de hospital indicaram que 6 dentre 13 amostras de carnes cruas continham
Klebsiella. Além disso, uma contaminacéo superior a 3 log UFC-g™ foi observada em
saladas de hortalicas cruas. Os autores encontraram, também, evidéncias da
contaminacao pela Klebsiella nas superficies de contato com alimentos da cozinha.

Ha registros da veiculacdo de K. pneumoniae por hortalicas e por outros alimentos
de origem vegetal, inclusive com altas concentracdes de aclcar e de 4cido, como suco
de laranja concentrado e congelado (FUENTES et al., 1985).

Stiles e Ng (1981), ao pesquisarem enterobactérias em diferentes estagios do
sistema de producdo de carnes, observaram que a enterobactéria mais frequentemente
isolada e identificada era do género Klebsiella. O interessante € que esse microrganismo
era a enterobactéria dominante nas carnes e nas superficies de trabalho, principalmente
nas fases de processamento e de embalagens das carnes cruas. Porém, era menos
frequente nas carnes que se encontravam no varejo. Estudos realizados por Newton,
Harrison e Smith (1977), e Cox et al. (1978) determinaram que 21,5% das
Enterobacteriaceae encontradas no couro e nas carnes ainda nos abatedouros era
Klebsiella pneumoniae. Os resultados sugeriram que este microrganismo sobrevive por
tempo curto e, portanto, a sua presenca nas carnes do varejo indica que a contaminacao
foi recente. A interpretacdo é que houve mas condicdes higiénicas e sanitarias durante
manipulacdo. Ao final de seus trabalhos, os autores questionam se Kilebsiella
pneumoniae pode ser a enterobactéria mais significativa para ser utlizada como
indicador de condic¢des higiénicas e sanitarias das carnes, no varejo, do que E. col.

Klebsiella pneumoniae foi implicada em infeccdes humanas como patégeno de
origem alimentar enteroinvasivo e foi causa de infeccao alimentar em uma pessoa sadia
ap6s o consumo de hambuarguer. A infeccdo foi grave e provocou a internacdo do
individuo a uma unidade de terapia intensiva. O individuo teve septicemia que evoluiu
causando colapso cardiovascular, faléncia respiratoria, renal e hepatica e coagulagcéo
intravascular disseminada. Apesar da severidade da doenca, o individuo sobreviveu
(SABOTA; HOPES; ZIEGLER, 1998).

115



Em seus estudos, Pereira (2001) observou a colonizacdo dos intestinos e
translocacdo da Klebsiella pneumoniae para o pulmdo de camundongos que foram
tratados com drogas imunodepressoras comumente utilizadas pela populagdo, como a
predinisona. Os resultados sugeriram que alimentos contaminados por Klebsiella podem
representar riscos a imunodeprimidos, porque nessa condicdo este patdégeno em
potencial pode colonizar o intestino, alcancar outros 6rgdos e provocar infeccdes
generalizadas. Bactérias do género Klebsiella sdo de importancia no ambiente hospitalar
porque ela é uma das principais responsaveis por infec¢des hospitalares (LI et al., 2008).
Cassetari et al. (2006) informaram sobre um surto de infec¢bes causado por Klebsiella
pneumoniae resistente a antibiéticos em um bercgéario de um hospital com surpreendente
acdo para mitigacdo. Apés véarias medidas de controle que somente diminuiram a
ocorréncia de novos casos a equipe apelou para a analise microbiolégica das maos dos
profissionais, utilizando-se o teste do swab. A coleta foi dirigida a oito profissionais com
lesbBes, predispostos a colonizagdo por microrganismos nao habituais. Desses, dois
possuiam onicomicose e seis, descamacdes e fissuras. Um profissional teve o swab das
maos positivos para Klebsiella pneumoniae resistente a beta-lactamase e foi afastado e
submetido a tratamento. Apds o tratamento, o teste de swab apresentou negativo para
Klebsiella. O controle continuou e o surto foi considerado controlado apds um més. A
equipe considerou muito sugestivo de relacdo de causa e efeito o impacto imediato do
tratamento do profissional na interrupcdo do surto, apds o fracasso das demais medidas

de controle.

4.4.4. Andlise quantitativa dos perigos microbianos potenciais na cadeia de

producao da alface

As contagens de E.coli foram superiores a 3,0 log UFC-g™ nas amostras de alface
coletadas no campo, dos trés produtores rurais (Tabela 7). Porém, nas amostras das
alfaces que foram entregues na manha seguinte aos restaurantes, E. coli foi detectada. A
média das contagens foi de 4 log UFC-g™ nas amostras analisadas do restaurante A e
nas do restaurante C, foi de 3,0log UFC-g*. As amostras da alface do restaurante B
apresentaram contagens < 2 log UFC-g™.

Os resultados dessa pesquisa sugeriram que E. coli entrou na cadeia produtiva
através da manipulacdo. No campo, além da agua da lavagem, o método utilizado para
essa primeira limpeza realizada pode ter sido a causa. Observou-se que varias unidades
de alface sdo mergulhadas em agua represada. Nesse caso, a mistura delas pode ter
colaborado para disseminar a contaminagdo. Supostamente, bastaria uma unidade de

alface contaminada para espalhar as bactérias na agua de lavagem.
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Tabela 7 - Incidéncia dos microrganismos potencialmente perigosos ao longo

da cadeia de

producéo
Produtor 1 e | Produtor 2 e | Produtor 3 e
Microrganismos Etapa Incidéncia | Restaurante | Restaurante | Restaurante
A B C
Média Média Média
log UFC/g log UFC/g log UFC/g
Campo nd <3,0 <3,0 <3,0
Escherichia coli Entrega 2 (7,4%) 4,0 <2,0 3,0
Restaurante 1(3,7%) <2,0 3,0 <2
Reducdes decimais >2,0 >1,0 >1,0
Campo 2 (7,4%) 4,34 <3,0 <3,0
Cronobacter
. Entrega 8 (29,6%) 3,0 3,34 3,90
sakazakii
Restaurante 3(11,1) <3,0 2,26 <3,0
Reducbes decimais 3,0 1,08 >0,9
) Campo 1(3,7%) 3,85 <3,0 <3,0
Klebsiella
, Entrega 5 (18,5%) 4,1 3,54 <3,0
pneumoniae
Restaurante | 22 (81,5%) 3,50 2,44 3,43
Reducbes decimais 0,6 11 >0,43

Dentre as amostras analisadas da alface pronta para consumo, a meédia das
contagens de E. coli no restaurante A e C foi < 2log UFC-g*. Como foi detectada na
alface pronta para consumo do restaurante B, na ordem de 3 log UFC-g*, E. coli, ou ndo
estava presente nas amostras analisadas, ou estava em nivel mais baixo do que permitia
a técnica utilizada na enumeracdo logo apds a colheita e no momento da entrega ao
restaurante. Portanto, este resultado sugeriu que a alface foi contaminada no restaurante.
As causas provaveis foram contaminacdo cruzada com superficies de utensilios,
particularmente, facas, tabuas, e maos mal higienizadas do manipulador.

A Resolucéo da Diretoria Colegiada, RDC 12, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, estabelece para hortalicas frescas “in natura”, preparadas e sanificadas a
tolerancia para a amostra indicativa de 2 log UFC-g™ de coliformes a 45°C e auséncia de
Salmonella sp em 25 g (BRASIL, 2001).

Pelo menos uma amostra pronta para consumo encontrava-se em desacordo com
o padrdo microbiolégico vigente. Jay (2000) informou que a dose infecciosa da bactéria
E. coli do tipo enteroinvasiva em adultos saudaveis esta entre 6 log UFC e 8 log UFC de
células viaveis. Portanto, aparentemente, a amostra mencionada apresenta risco baixo

de infeccéo.
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Nesta pesquisa, C. sakazakii foi detectada na alface em duas amostras do campo
(7,4%) do produtor rural 1, e as contagens médias nessas amostras foram de
4,34 log UFC-g'l. Nas amostras dos produtores 2 e 3, provavelmente estavam em
quantidades abaixo do que permitiu a técnica utilizada. Porém, como ocorreu com E. coli,
a agua de lavagem pode ter disseminado a contaminac¢ao, porque nas alfaces entregues
aos restaurantes, C. sakazakii foi detectada em oito amostras (29,6%). Nas amostras
entregues ao restaurante A, as contagens foram, em média, de 3,0 log UFC.g™. Nas
amostras das alfaces entregues ao restaurante B e C, as contagens foram de 3,34 e
3,90 log UFC-g*, respectivamente. Nas amostras prontas para consumo dos restaurantes
A e C, C. sakazakii ndo foi encontrada nas amostras analisadas ou estava presente em
guantidade mais baixa do que permitia a técnica utilizada na enumeracao. No restaurante
B a bactéria estava presente em trés amostras da alface pronta para consumo (11,1%),
em quantidade média de 2,26 log UFC-g*. Durante o processamento nos restaurantes, a
remocao de folhas extermas mais velhas e o tratamento com produtos clorados podem
ter contribuido para a reducao.

Baumgartner et al. (2009) informaram que Cronobacter sakazakii é um
microrganismo comum em especiarias, plantas herbaceas e brotos comestiveis. Foi
isolada da alface por Soriano et al. (2001), e de outras hortalicas por Leclercq, Wanegue
e Baylac (2002).

A enterobactéria Klebsiella pneumoniae foi detectada na alface em todas as trés
etapas investigadas, apresentando frequéncia crescente. Nas amostras do campo foi
detectada, nas amostras coletadas do produtor rural 1, incidéncia de 3,7%. Nas amostras
gue os produtores rurais entregaram aos restaurantes sua presenca foi detectada em
cinco amostras (18,5%) sendo duas entregues no restaurante A, e em trés amostras
entregues ao restaurante B. Porém, ndo foi encontrada nas amostras do restaurante C. A
presenca de Klebsiella pneumoniae foi confirmada em 22 amostras (81,5%) da alface
pronta para consumo. Quantitativamente, as médias das contagens nas amostras do
restaurante A foram de 3,50 log UFC-g'l, do restaurante B, de 2,44 log UFC-g'1 e, no
restaurante C foi de 3,43 log UFC-g™".

A presenca de Klebsiella pneumoniae nas diferentes etapas da cadeia produtiva
da alface pode ser explicada por duas diferentes maneiras. Nas fases de cultivo, no
campo, K. pneumoniae pode ter infectado a planta nos primeiros estagios do brotamento
e sobrevivido simbioticamente no seu interior, exercendo a funcdo de fixadora de
nitrogénio. Esta afirmacao esta fundamentada nos estudos de Chelius e Triplett (2000).
Esses autores informaram que uma linhagem de K. pneumoniae, denominada Kp342, é
uma enddfita fixadora de nitrogénio, originalmente isolada de milho. Os estudos de Dong

et al. (2003) permitiram concluir que esta linhagem tem ampla variedade de hospedeiros
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e € capaz de colonizar o interior de muitas plantas com uma quantidade menor que 10
células no inéculo (DONG et al., 2003).

Porém, bactérias do género Klebsiella sdo encontradas amplamente distribuidas
na natureza, isoladas de solo, alimentos de origem vegetal e de agua. S&o frequentes,
mas, ndo exclusivas, habitantes do intestino de animais e humanos. Em humanos, pode
ser encontrada em individuos sadios, numa proporcao de 30 a 37%. Desses individuos
portadores, 29 a 35% dos microrganismos do género Klebsiella isolados sdo de origem
entérica e 3 ou 4% sao da orofaringe (DAVIS; MATSEN, 1974).

Observa-se pelas informagdes que a alta incidéncia de Klebsiella pneumoniae na
alface pronta para consumo ocorreu durante ou apds 0 processamento. E a
contaminagdo pode ter como causa as maos contaminadas de manipuladores de

alimentos.

4.5.Testes-desafio a agentes antimicrobianos

De acordo com a metodologia APPCC, dentre 0s microrganismos que
permaneceram na lista é preciso saber qual deles é destruido durante o processamento.
Para investigar a eficiéncia do processamento ou resisténcia dos microrganismos aos
sanitizantes utilizados nos restaurantes foram realizados os testes de desafio

microbiol6gico.

4.5.1. Avaliagdo da concentracado dos principios ativos dos sanitizantes quimicos

utilizados nos restaurantes comerciais

As analises titulométricas revelaram a concentracao dos principios ativos:

a) A solucdo preparada a partir de dicloroisocianurato de sédio apresentou 170
mg-L'1 de CRT, expressos em Cl,, pH de 6,13 a 25,7 °C.

b) A solucdo de vinagre apresentou acido acético na concentracdo de 0,16%,
expressos em HAc, pH 3,06 a 25,3 °C.

c) O vinagre escuro, da marca Toscano, usado nos restaurantes, apresentou
acido acético na concentracdo de 4,5%, expressos em HAc, pH 2,30 a
24,3 °C.

As solucdes sanitizantes utilizadas nos restaurantes foram preparadas a partir de
dicloroisocianurato de sodio, da marca Nippo-clor. Os colaboradores prepararam a
solucdo conforme recomendacdo da embalagem do produto. A dgua foi medida com um
recipiente graduado e a cloramina em p6 medida em copo fornecido pelo fabricante. A

solucéo de &cido acético foi preparada com vinagre escuro, da marca Toscano, 0 mesmo
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utilizado nas preparac¢des culinarias do restaurante. A agua foi coletada em uma bacia e
o vinagre adicionado, sem medida.

Os resultados das concentracfes desses principios ativos serviram de base para
os estudos que se seguiram, como proposto pela metodologia de analises de perigos
para os testes-desafio.

4.5.2. Eficiéncia de solugdes de acido acético adicionado de cloreto de sédio
sobre células planctonicas de Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e

Klebsiella pneumoniae avaliada pelo teste da suspensao

As solugbes sanitizantes avaliadas ndo apresentaram diferencas significativas
(p = 0,05) nas médias das reducgdes decimais (RD) de células planctbnicas de E. coli. Em
média, as solucdes testadas reduziram a populacao inicial desse microrganismo em 0,60
ciclo log (Figura 28). No entanto, as médias das RD nas populacdes de células
planctbénicas de C. sakazakii e de K. pneumoniae indicaram diferenca significativa
(p < 0,05), entre os mesmos tratamentos (p < 0,05).

Resultados do teste de suspensao
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Figura 28 - Reducdes decimais em popula¢cdes de células planctdnicas de Escherichia coli,
Cronobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae, ap6s exposicdo a solucbes de
vinagre acrescentadas ou ndo de cloreto de sodio, realizadas pelo teste da
suspensao. As barras representam os desvios-padrao da média. Médias seguidas

pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.
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A solucdo de acido acético 2% foi a que reduziu em 1,85 ciclos log, sobre C.
Ssakazakii, sendo estatisticamente igual ao tratamento de acido acético 1,5% e cloreto de
sodio 0,5% sobre as células planctonicas de K. pneumoniae. As médias das reducfes
com os demais tratamentos foram diferentes e inferiores. Portanto, a solucdo contendo
acido acético 1,5% e cloreto de sodio 0,5% foi escolhida para o teste em que a inativagéo
sera realizada com os microrganismos aderidos a alface.

Porém, os sanitizantes a base de vinagre e de cloreto de sédio ndo foram
aprovados pelo teste de suspensao, cujo objetivo € de reduzir a populacéo inicial em
99,999%. Fatores inerentes a resisténcia fisioldgica das préprias linhagens bacterianas
testadas podem ter contribuido para a reprovacdo das solu¢des sanitizantes quanto a
eficacia microbiana.

Tanto as linhagens patogénicas quanto as ndo patogénicas da bactéria E. coli tém
capacidade inerente de sobreviver ao estresse acido. As linhagens patogénicas sao
substancialmente mais resistentes a esse estresse do que a outros. Muitos
microrganismos possuem uma resposta adaptativa que |hes confere a capacidade de
sobreviver a ambientes extremamente acidos. Este mecanismo denominado resposta de
tolerancia a acidos est4 bem caracterizado para E. coli. Estudos demonstraram que a
exposicao a um pH que causa injdria subletal induz a expressao de numerosas proteinas
do choque acido que promove a sobrevivéncia bacteriana em subsequentes ambientes
extremamente acidos. Tais sistemas de tolerancia a acidos estao presentes em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e, atualmente, h4 aumentada evidéncia de que esta
resposta ao estresse 4cido € um importante componente da sobrevivéncia de patégenos
bacterianos dentro do nicho que é o organismo do hospedeiro (MERREL; CAMILI, 2002).

Arnold et al. (2001) identificaram 26 genes induzidos ap6s a exposi¢ao ao acetato.
Dentre eles, estdo muitos fatores regulados pelo regulon RpoS, incluindo cfa, que codifica
uma ATP sintase FyF,. Acidos graxos ciclopropanos sdo os principais componentes dos
fosfolipidios de E. coli e um importante componente da resisténcia a acido.

Outros componentes identificados incluiram uma porina de membrana
denominada OmpC, que tem a funcdo de protecdo uma vez que regula a passagem de
algumas moléculas através da membrana externa bacteriana, e Slp, uma lipoproteina de
membrana que induz as células a entrarem na fase estacionaria. Nesse estado, ocorrem
importantes mudancas fisiolégicas que permitem a célula sobreviver a uma variedade de
estresses ambientais, como o osmoético e a radiagdo ultravioleta (ALEXANDER; ST.
JOHN, 1994).

As informagfes da cinética de inativacdo de C.Sakazakii foram resultados dos
experimentos de Edelson-Mammel, Porteous e Buchanan (2006). Os autores indicaram

gue a capacidade de C. sakazakii de tolerar condicdes ambientais acidas é fortemente
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dependente do pH. Das 12 linhagens testadas por eles, quase todas toleraram o desafio
de sobreviver em caldo TSB acidificado por 5 h. Quando expostas ao pH 3,5, a reducéo
no nimero de células viaveis foi de 0,5 log UFC-mL™ em 10 linhagens e 1,1 log UFC-mL™
e 3,5log UFC-mL™" para outras duas linhagens. Porém, a exposicdo ao pH 3,0 produziu
perda da viabilidade maior e mais rapida, e as 12 linhagens testadas apresentaram RD
> 6 log UFC-mL™. Dois tipos da cinética de inativacdo ficaram aparentes. As linhagens
mais resistentes apresentaram reducao logaritmica linear durante o periodo de exposi¢cédo
testado. J& as linhagens menos resistentes apresentaram inativacdo muito rapida na
primeira 1 h de exposi¢do, seguido de um lento declinio da populacdo sobrevivente.
Houve diferenca na sobrevivéncia em pH 3,0 e pH 3,5 com diversidade de resisténcia ao
pH &cido entre as linhagens. Concluiram que C. sakazakii pode ser classificada como
uma Enterobacteriaceae moderadamente resistente a 4cido.

Quando comparada a outros patégenos, C.Sakazakii € menos resistente a acido
que Escherichia coli enterohemorragica, conforme informado por Buchanan e Edelson
(1999), e que Listeria monocytogenes, também informado por Buchanan e Golden
(1998). De acordo com Tetteh e Beuchat (2003a), a resisténcia de C.Sakazakii aos
acidos é similar a de Shigella flexneri, e é similar a resisténcia da Salmonella spp,
informada por Gorden e Small (1993). Porém, é mais resistente que Vibrio
parahaemolyticus, de acordo com as pesquisas de Wong e Wang (2004).

O mecanismo, ou varios deles, que confere resisténcia aos acidos nao foi ainda
bem elucidado. Supostamente € o mesmo observado em outras bactérias da familia
Enterobacteriaceae (EDELSON-MAMMEL; PORTEOUS; BUCHANAN, 2006).

Quanto a inativacao de K. pneumoniae, os dados sao escassos. Caetano (2003)
observou que K. pneumoniae nao cresceu em dietas com pH 3,9. Porém, o pesquisador
nao informou dados sobre reducbes na populacdo inicial inoculada na dieta enteral

investigada.

4.5.3. Avaliagcao da eficiéncia da agua e de solugbes sanitizantes em reduzir
populacoes de células de Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e Klebsiella

pneumoniae aderidas a alface

A acado antimicrobiana das solu¢des do composto clorado orgénico e do acido
acético a 1,5%, acrescentada de 0,5% de cloreto de so6dio, apresentou diferencas
(p <0,05) em comparagcdo com a higienizacdo somente com agua (Figura 29). No
entanto, ndo foi observada diferenca entre a acdo da agua e da solucdo de acido acético
a 1,5%. Nenhuma solucdo sanitizante atingiu 3 RD na populagdo microbiana, conforme
recomendado para células sésseis (MOSTELER; BHISHOP, 1993).
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Acédo de sanitizantes sobre enterobactérias aderidas a folha de alface
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Figura 29 - Redugfes decimais em populagbes de Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e
Klebsiella pneumoniae aderidas em folha de alface devido a acdo da agua e de
sanitizantes quimicos. As barras representam o desvio-padrdo da média. Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p = 0,05).

Foi avaliada também a resisténcia entre bactérias E. coli C. sakazakii e K.
pneumoniae aderidas a folha de alface em relagdo aos mesmos tratamentos. A analise
de variancia das médias das reducfes decimais proporcionados pelos tratamentos nao
identificou diferenga (p = 0,05) na resisténcia dos diferentes géneros de bactérias em
relacdo ao mesmo tratamento.

Concentracbes de cloro residual mais elevada que a usada nesse experimento
poderia ser uma alternativa para aumentar a acao antimicrobiana. No entanto,
tratamentos com dosagens de cloro mais altas podem causar modificacbes nas
gualidades sensoriais da alface, como alteracdo de cor, gosto e odor, limitando o uso
para aplicagbes imediatamente antes do consumo. Hortalicas com tecidos delicados, por
exemplo, a alface, ndo suportam tratamentos com concentracdes de cloro residual
elevadas. Além disso, as recomendacdes para uso seguro em frutas e hortalicas frescas
s&o de 50 a 200 mg-L* (FDA, 2001).

Deve-se ressaltar que a solugcdo de acido acético a 1,5% mostrou-se de baixa
eficdcia no controle dos microrganismos aderidos. Além disso, a adicdo de 0,5% de
cloreto de sédio a solugcdo de acido 1,5% aumentou redugdes decimais durante
inativacdo, a semelhanca de outras pesquisas. Tsujihata et al. (1998) informaram que
solucbes combinadas de acido acético e cloreto de sédio tinham efeito sinérgico e eram

capazes de inativar células plancténicas de E. coli O 157:H7, reconhecida por ser

123



extremamente resistente a acidos organicos. Combinacdo semelhante a utilizada pelo
autor foi testada e demonstrou ter acdo sinérgica em inativar C. sakazakii e K.
pneumoniae. No entanto, ndo foi eficaz contra E. coli do tipo 1. O fato de E. coli ser
inerentemente mais resistente refletiu em menor reducéo decimal de sua populacgéo.

O cloreto de sodio, quando adicionado ao vinagre, sensibiliza as enterobactérias a
acdo dos acidos organicos. Para homeostase interna, 0s niveis citoplasmaticos de ions
Na" precisam ser mantidos baixos ou o crescimento cessa. Os mecanismos de expulsdo
ativa, que operam sob essas condi¢des, envolvem antiporters NhaA e NhaB, que
exportam fons Na“ com o concomitante influxo de ions H* e sdo dependentes da forca
préton motora, isto €, com gasto de energia. O poro NhaA € induzido pelos ions sédio e é
regulado em nivel transcricional pela proteina NhaR. J& o poro NhaB ndo é afetado pelos
niveis de fons Na’, e sua sintese néo é regulada pela proteina NhaR. Desde que esses
antiporters catalisem a entrada de H" associado com efluxo de Na®, é possivel que a
sensibilidade a &cido dos organismos expostos ao NaCl pode envolver mudangas no
funcionamento dos antiporters (ROWBURY; GOODSON; HUMPREY, 1994).

A maioria dos tratamentos com &cido acético, considerados eficazes em reduzir
populagbes de microrganismos aderidas em hortalicas, utilizou-o em concentragfes altas.
Por exemplo, a populagéo de Y. enterocolitica inoculada em salsa foi reduzida em mais
que 7log UFC g™ apés a tratamento de 15 min em solucbes de 2% de &cido acético
(KARAPINAR; GONUL, 1992a). Também o tratamento de folhas de salsa inteiras por 5
minutos a 21 °C com vinagre 7,6% reduziu a populagdo de S. sonnei mais que
6 log UFC-g* (WU et al., 2000).

4.6.Cinética de inativacdo de Klebsiella pneumoniae com solugoées
sanitizantes preparadas a partir de cloramina organica e de vinagre

comercial

4.6.1. Cinética da inativagdo de Klebsiella pneumoniae pela cloramina orgénica

com tempo de contato de até 64 minutos

A curva de inativacdo apresentada na Figura 30 foi construida pelo ajuste do
modelo de dois termos de Pruitt e Kamau (1993), com dados do numero de sobreviventes
da populacao de K. pneumoniae aderida a folha de alface a diferentes tempos de contato.
Esses dados foram obtidos experimentalmente dos estudos da acdo antimicrobiana de
uma solucdo clorada preparada com uma cloramina organica (Nippo-clor) na
concentracdo de 170 mg-L™ expressos em cloro residual total, pH 6,2 e usada a 22 °C. A

Equacéo 63 expressa o modelo ajustado:
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In(S) = In(0,9882¢-0:68621 | 0 01182,-0:01267) (Eq. 63)

Em que:
S é a fragdo total de sobreviventes (x/xo); e

t € o tempo de contato em min.
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Figura 30 - Curva de sobrevivéncia de Klebsiella pneumoniae aderida em folha de alface tratada
com cloramina orgénica (170 mg-L'1 CRT, pH 6,2, 22 °C). Os pontos plotados s&o os
valores médios de quatro observagfes. As barras verticais representam os desvios-
padrdao da média. A linha é a curva predita baseada no ajuste dos dados com a

Equacédo 51 usando-se regressédo nao linear.

Observa-se na Figura 30 que os resultados apresentaram a ndo linearidade da
curva de inativacdo, sendo constatadas duas fracdes de sobreviventes, com suas
cinéticas proprias, manifestando-se consecutivamente. A fracdo sensivel apresentou
rapido declinio a partir do ponto inicial, refletindo a morte rapida dessa subpopulacdo. A
segunda caracteristica foi ditada pela populacdo mais resistente, manifestada pela
formacédo da cauda.

Os valores de f e de b; e b, do modelo exponencial de dois termos para polulacdo
mistas de células foram obtidos pela regressédo ndo linear dos dados experimentais e
estdo apresentados na Tabela 8. A fragdo de microrganismos sensiveis ao principio ativo
(f) foi estimada em 0,9882, o que indica que a maioria da populagcdo microbiana inicial
(98,8%) de K. pneumoniae foi menos resistente. Esta fracdo mais sensivel foi inativada a

uma taxa especifica de morte de 0,6862 min'. A fracdo resistente da populacéo foi
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inativada a uma taxa especifica de morte de 0,0126 min™, ou seja, foi inativada a uma

taxa muito menor que a da fracdo mais sensivel.

Tabela 8 - Parametros cinéticos de inativacdo de Klebsiella pneumoniae aderida em folha de

alface tratada com cloramina orgéanica (170 mg-L'l CRT, pH 6,2, 22 °C)

Parametros de sobrevivéncia Valores
f (fracdo sensivel) £ s 0,9882 + 0,0027
b,(min?) s 0,6862 + 0,3683 *
Valor D (min) 3,36
b,(min™) s 0,0126 + 0,0088 "
Valor D (min) 182,8

? relativos a fracdo sensivel; ° relativos a fragéo resistente

Observou-se experimentalmente que as duas subpopulacBes de células foram
inativadas de maneira independente, a taxas diferentes, e ndo apresentaram nenhum
tempo lag ou ombro na inativagé@o. Por se tratarem de duas fragcdes de sobreviventes com
cinéticas lineares consecutivas, o valor D p6de ser calculado das porcfes lineares da
curva de sobrevivéncia, usando-se a Equagao 52.

Nesse experimento, o valor D predito para a subpopulacéo sensivel foi 3,36 min.
Para a subpopulacao resistente, o valor D predito foi 182,8 min.

Uma vez que a populacdo mais sensivel corresponde a aproximadamente 99% da
populacéo inicial, sdo necessarios 2 D para sua inativacdo. Com base nessa informacéo,
o tempo predito para inativagdo da populagdo sensivel seria de 6,72 min. Dado que 0s
pontos foram coletados com intervalos longos de tempo, de oito minutos entre eles, o
namero de pontos observados néo foi suficiente para garantir que o ajuste realizado
fosse conclusivo. Contudo, os resultados desse experimento mostraram que um
tratamento com tempo de contato de 60 min ndo alcancou a reducdo de trés ciclos
logaritmicos na populacdo de K. pneumoniae aderida a alface. Por exemplo, foi
observado nesse ensaio que ap6s 60 min de contato houve reducéo de 2,38 log UFC-g"
'da populacdo de K. pneumoniae aderida a alface. Para células sésseis, um agente
guimico é considerado eficaz quando reduz a contagem inicial de uma populacdo em trés
ou mais ciclos logaritmicos (99,9%), em 30 segundos, a 20 °C (MOSTELLER; BISHOP,
1993).

Foi realizada a validacdo do modelo ajustado aos dados experimentais. O
coeficiente de correlacdo (R?), entre os valores dos dados observados e os preditos, foi
usado para avaliar a predicdo alcancada pelo modelo. Nesse experimento, 0 modelo de

dois termos ajustou-se aos dados experimentais com R? de 0,71.
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O valor do fator bias calculado foi 1,02 e indicou predi¢cdes ndo tendenciosas, com
valor proximo de 1. Porém, apresentou tendéncia leve de predicdo pelo lado ndo seguro,
de 2%, em média.

O valor da raiz quadrada do quadrado médio do residuo (RMSE) calculado foi em
0,99, ou seja, com desvio-padrdo médio de 0,43 log UFC-g* dos valores preditos. O fator
exatiddo calculado foi 1,21. Esses valores indicam grande desvio entre a predicdo
realizada pelo modelo e os valores experimentais. Este fato pode ser constatado no
gréafico da Figura 30, em que os dados observados apresentam grandes desvios-padrao
da média. Portanto, a grande variabilidade que ocorre em sistemas biol6gicos, afeta as
respostas estudadas (PENA, 2005). Uma vez que os desvios diminuem quando o
tamanho da amostra aumenta, foi sugestivo para esse experimento que o aumento no
namero de unidades amostrais por ponto talvez pudesse diminuir esses desvios.

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores dos principais indices estatisticos que

avaliaram o desempenho e validaram o modelo.

Tabela 9 - Valores dos indices estatisticos para o modelo de dois termos aplicado as curvas de
inativacdo de Klebsiella pneumoniae aderida em folha de alface tratada com cloramina
mgénha(l?Orngiﬂ‘CRT,pFI&2,22°C)

indices estatisticos Valores
R? 0,71
RMSE 0,99
BIAS 1,02
Exatidao 1,21

4.6.2. Cinética da inativagdo de Klebsiella pneumoniae pela cloramina orgénica

com tempo de contato até oito minutos

O experimento 2 foi realizado para evidenciar a cinética de inativacdo da
Klebsiella pneumoniae pela cloramina organica ocorrida nos primeiros minutos de
contato, que ndo foi totalmente esclarecida pelo experimento 1. Nesse segundo
experimento, os tempos de amostragem foram menores ao descrever 0 processo de
inativagdo em sua fase inicial.

A Equacédo 64 apresenta os parametros ajustados para o modelo de dois termos
de Pruitt e Kamau (1993) aos dados experimentais de inativacdo microbiana pelo
tratamento com a solucao clorada. Na Figura 31 é apresentado o grafico da curva desse

mesmo ajuste.
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In(S) = In(0,9365¢ 38730 _ 0,0635,~0:08931) (Eq. 64)

Em que:
S é a fracdo total de sobreviventes (x/Xo);

t € o tempo de contato em min.
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Figura 31 - Curva de inativagdo de Klebsiella pneumoniae aderida a folha de alface tratada com
cloramina organica (170 mg-L™", pH 6,0, 22 °C). Os pontos plotados sdo valores
médios de quatro observacdes. As barras verticais representam os desvios-padrao da
média. A linha é a curva predita com base no ajuste dos dados com a Equagéo 51

usando-se regressao nao linear.

A curva de sobreviventes apresentou nio linearidade. A medida que o tempo de
contato aumentou, houve manifestacdo de duas populagées com cinéticas de destruigdo
semilogaritmicas lineares e diferentes, sendo a primeira mais sensivel e, a segunda, mais
resistente.

ApoOs trinta segundos de exposicdo ao tratamento com cloramina organica, a
populacédo inicial média, que era da ordem de 5,76 log UFC-g*, foi reduzida em
0,7 log UFC-g™, o que representou a inativacdo de, aproximadamente, 80% desssa
populacdo. No tempo de acdo de um minuto, cerca de 92,2% da populagéo inicial foi
inativada, representando uma reducédo de 1,11 log UFC-.g*. Até dois minutos houve
inativacdo de 94,6%, reducéo de 1,27 log UFC-g™.

ApOs a inativacdo da populacdo sensivel, o processo de inativacdo passa a

ocorrer a taxas baixas e com pouca variacdo, apesar de tempo maior de contato,
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formando uma cauda. Observou-se o prolongamento do tratamento até o tempo de
contato de 8 min. Com este tempo de contato houve reducéo média de 1,51 log UFC-g™
da populacéo inicial, ou seja, a populacdo mais resistente, que era de 4,56 log UFC-g'l,
ap6s 8 min de tratamento, alcancou o valor final de 4,25 log UFC-g™.

Os valores de f e de b, e b, do modelo exponencial de dois termos para
populacdo mista foram obtidos pela regressédo nédo linear dos dados experimentais e
estdo apresentados na Tabela 10. Observou-se nessa populacdo de resisténcia
heterogénea a predominancia da fracdo sensivel apresentando valor f de 0,9365. A
inativacéo da fracdo mais sensivel ocorreu a uma taxa especifica alta de 3,8730 min™. Os
sobreviventes da fracdo menos sensivel foram inativados a uma taxa especifica de morte
bem mais baixa, ou seja, de 0,0893 min™.

Observou-se, experimentalmente, que as duas subpopulacdes de células foram
inativadas de maneira independente, a taxas diferentes de inativacdo, e ndao
apresentaram tempo lag ou ombro durante a inativacdo. Por se tratarem de duas fracbes
de sobreviventes com cinéticas lineares consecutivas, o valor D pdde ser calculado das
porgdes lineares da curva de sobrevivéncia usando-se a Equacao 52.

O experimento 2 evidenciou que o valor D predito para a subpopulacao sensivel

foi de 0,59 min. E o valor D predito da subpopulacéo resistente, de 25,79 min.

Tabela 10 - Pardmetros cinéticos de inativacdo de Klebsiella pneumoniae aderida em folha de
alface tratada com cloramina organica (170 mg-L™ CRT, pH 6,0, 22 °C)

Parametros de sobrevivéncia Valores
f (fracdo sensivel) £ s 0,9365 +0,0104
b,(min™®) £ s 3,8730 +1,3733?
Valor D (min) 0,59
b,(min™) +s 0,0893 + 0,0622"
Valor D (min) 25,79

3 relativos a fracdo sensivel; ° relativos a fracao resistente.

Os parametros estatisticos que validaram o modelo foram coeficiente de
correlacéo (R?), raiz quadrada do quadrado médio do residuo, fator bias e fator exatidao.
Os valores calculados dos indices estatisticos estdo apresentados na Tabela 11.

O modelo conseguiu explicar os dados experimentais do processo de inativacao
estudado com ajuste aos dados apresentando R? de 0,70. A raiz quadrada do quadrado
médio do residuo (RMSE) calculado foi 0,70 e indicou um desvio-padrdao médio de

0,3 log UFC-g™* para os valores preditos.
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Tabela 11 - Valores dos indices estatisticos para o modelo de dois termos aplicado as curvas de
inativacdo de Klebsiella pneumoniae aderida em folha de alface tratada com cloramina
organica (170 mg-L'* CRT, pH 6,0, 22 °C)

indices estatisticos Valores
R? 0,70
RMSE 0,70
BIAS 1,03
Exatidao 1,21

O fator bias calculado apresentou valor de 1,03, indicando uma tendéncia de 3%,
em meédia, de predi¢do pelo lado ndo seguro. O fator exatiddo calculado foi de 1,21 e
indicou que o modelo realizou predicdes com desvios de 21% do valor experimental.

A reducdo da eficiéncia com o tempo de contato do sanitizante com o
microrganismo foi observada em outros experimentos. Adams, Hartley e Cox (1989)
notaram que o aumento do tempo de tratamento de 5 min para 30 min nao resultou em
maior nimero de reducdes decimais nas populacdes dos microrganismos em folhas de
alface tratadas com solucéo clorada de 100 mg-L™ a diferentes valores de pH, sendo um
tratamento em pH 4,0 e outro a pH 5,0. A explicacdo pode estar relacionada a um fato
Obvio: os microrganismos mais sensiveis da populacdo séo inativados mais rapidamente
pela acdo oxidante do acido hipocloroso. Ja a fracdo da populacdo que apresenta maior
resisténcia inerente ou devido a alguma forma de protecdo demandaria maior tempo de
contato para ser inativada (RYU; BEUCHAT, 2005).

Essa protecdo pode estar associada com componentes lixiviados dos tecidos
cortados ou com fendas, estdbmatos e pequenas fissuras que alojariam 0s
microrganismos, além da natureza hidrofobica das cuticulas cerosas da superficie do
vegetal. Essas conclusdes estdo de acordo com o encontrado na literatura. Beuchat
(2000) sugeriu que a ineficiéncia de solugbes cloradas em inativar bactérias patogénicas
em alface pode ser devido a inacessibilidade do cloro as células alojadas em
microambientes na superficie da hortalica. Sugeriu também que a textura e a tendéncia
hidrofébica podem influenciar a eficiéncia do processo.

Adams, Hartley e Cox (1989) demonstraram que a eficacia antimicrobiana da
solucdo de hipoclorito pode ser aumentada com a adicdo de um surfactante. Assim,
Hassan e Frank (2003) informaram que hidrofobicidade é um fator chave no desempenho
do surfactante na remocédo de células da superficie de alface. O processo de desadesédo
de superficies de hortalicas é dificil por causa dos varios mecanismos que devem ser
superados e as forcas das interacdes envolvidas. Além disso, 0 processo nao pode
danificar o tecido vegetal fragil. Janes et al. (1999) demonstraram que a solucao de
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NaCl/NaHCOs;, pH 10, facilitou a remoc¢ao de células de E. coli O157:H7 da superficie de
alface. Mas, Hassan e Frank (2003) informaram que o tratamento da alface com essa
solucdo sanitizante aumentou a remocao das bactérias, mas o efeito a folha de alface
nao foi bom.

4.6.3. Cinética da inativagcao de Klebsiella pneumoniae aderida a folha de alface

pela com solugéao de vinagre contendo 0,18% de acido acético

O logaritmo natural dos numeros de sobreviventes da populacdo de K
pneumoniae foi obtido experimentalmente dos estudos da agdo antimicrobiana da
solucéo de acido acético 0,18% (v/v) e pH 2,8, na temperatura de 22 °C, preparada a
partir de vinagre comercial. A Equacdo 65 apresenta as redugbes da populagdo K.
pneumoniae ajustadas com o modelo exponencial de dois termos para populacéo de

resisténcia heterogénea proposta por Pruitt e Kamau (1993).
In(S) =1n(0,7143¢ 49619 , 0 2g57,0.0209 (Eq. 65)

Em que:
S é a fracéo total de sobreviventes (X/xo); e

t € o tempo de contato em min.

Na Figura 32 sdo apresentados os resultados do logaritmo natural da fracdo de
sobreviventes contra o tempo de contato e mostra claramente a nao linearidade da curva
de sobreviventes. Pode ser observada a existéncia de duas fragdes de sobreviventes que
diferiram na sensibilidade ao tratamento com &cido acético e, portanto, foram inativadas a
taxas diferentes. A fracdo menos resistente apresentou um declinio rapido, refletindo a
cinética de inativacdo da subpopulacdo mais sensivel. A segunda caracteristica foi ditada
pela populacdo menos resistente ao tratamento, com declinio lento, manisfetado pela
formagéo da cauda.

Nesse experimento, observou-se que a solucdo de vinagre, com baixa
concentracdo de acido acético, foi capaz de reduzir a populacdo de K. pneumoniae
aderida & alface. Contudo, a inativa¢cdo ou remocao dos microrganismos ocorreu a taxas
menores e mais lentamente que o tratamento com a cloramina organica. A populacdo
mais sensivel foi reduzida apo6s, aproximadamente, 2,5 min de contato em 0,37 ciclos
logaritimicos. A populacéo mais resistente foi inativada lentamente demonstrando que o
tempo de contato foi importante para a inativacdo ou remocéo. Ao final de 60 min a

populacgéo inicial havia reduzido em 1,12 ciclos logaritimicos.
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Figura 32 - Curvas de sobreviventes de Klebsiella pneumoniae aderida a folha de alface tratada
com com &cido acético (0,18%, pH 2,8, 22 °C).Os pontos plotados sdo valores médios
de quatro observacdes. As barras verticais representam o desvio-padrdo da média. A
linha representa a curva predita com base no ajuste dos dados pela Equacgéo 51,

usando-se regressao nao linear.

Os valores de f, fornecidos pela analise de regressdo com a equacao de dois
termos, assim como os valores de b: e b,, estdo apresentados na Tabela 12.

O valor f foi de 0,7644 e significa que a fracdo sensivel ao tratamento era
representada por 76,4% da populacdo. Nessa populacdo de resisiténcia heterogénea,
notou-se a predominancia da fracdo sensivel ao acido acético. A fracdo mais sensivel (b,)
foi inativada a taxa especifica de 0,5456 min™. Determinou-se que a frac&o resistente da
populacéo (b,) foi inativada a uma taxa especifica muito baixa, de 0,0187 min™. O valor D

da populacéo sensivel foi calculado em 4,22 min e, da resistente, 124,6 min.

Tabela 12 - Pardmetros cinéticos de inativacdo de Klebsiella pneumoniae aderida em folha de

alface tratada com é&cido acético (0,18% HAc, pH 2,8, 60 min)

Parametros de sobrevivéncia Valores
f (fracdo sensivel) + s 0,7644 + 0,0331
b,(mn™) +s 0,5456 + 0,28952
Valor D (min) 4,22
b,(min™) +s 0,0187 + 0,0040°
Valor D (min) 124,6

* relativo a fragdo sensivel; ° relativo & fragéo resistente.
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O estudo da cinética de inativacdo demonstrou que a solucdo de acido acético
atuou sobre a K. pneumoniae lentamente, e que o tempo de contato fez diferenca na
reducéo decimal.

Comparando-se os resultados dos tratamentos com cloramina organica e solucéo
de acido acético, observa-se a eficiéncia desses. A cloramina organica, na concentracao
de 200 mg-L™?, reduziu a populacéo inicial de 5,76 log UFC.g* de K. pneumoniae aderida
a alface para 4,25 log UFC-g' em 8 min de contato. Este tratamento proporcionou
reducado de 1,51 ciclo logaritmico da populacdo de K. pneumoniae. Portanto, a acao da
cloramina é relativamente rapida. J& o tratamento usando-se a solugdo de &cido acético
na concentragdo 0,18% exigiu o tempo de contato de 46 min para reduzir 1 ciclo
logaritimico de K. pneumoniae aderida a alface. E, apds o tempo de contato de 60 min,
reduziu a populacéo inicial de 6,39 log UFC-g* para 5, 27 log UFC-g*, ou seja, 1,12 ciclo
logaritmico.

O tempo gasto com processamento das hortalicas é fator econémico importante
para a indastria e o comércio. Além disso, tempos de contato longos com agentes
guimicos causam danos aos tecidos vegetais. De modo geral, h&a alteracdo da cor da
clorofila que, na presenca de acidos, torna-se parda.

Dentre os tratamentos, o que provocou reducdes decimais maiores foi o da
cloramina organica. Mas, ambos os tratamentos ndo podem ser considerados eficientes,
uma vez que nao reduziram a contagem inicial da populacdo de K. pneumoniae em trés
ou mais ciclos logaritmicos (99,9%), em 30 segundos, a 20 °C, conforme recomendado
para células sésseis (MOSTELER; BHISHOP, 1993).

Comparando-se os tramentos de acido acético e de cloramina orgéanica conclui-se
gue a populacdo sensivel ao vinagre foi menor que a sensivel a acdo da cloramina
organica. A populacdo de K. pneumoniae sensivel ao acido acético em baixa
concentracao correspondeu a 76%. A populacdo sensivel a acdo do &cido hipocloroso
liberado pela cloramina organica foi bem maior, correspondendo a 94%.

Desses resultados, € possivel concluir que esse sanitizante domeéstico, usado na
concentracdo de 0,18%, consideravelmente baixa, teve atividade bactericida contra K.
pneumoniae aderida a folha de alface.

E comum no Brasil usar solu¢cdes de vinagre como tratamento sanitizante de
hortalicas frescas, sendo considerado seguro e natural. O vinagre tem propriedades
bacteriostatica e bactericida. Entani et al. (1998) informaram que vinagre contendo 0,1%
de &cido acético inibiu crescimento de E. coli O157:H7 em experimentos realizados in
vitro.

Dependendo da concentracdo, o acido acético pode ser bactericida. A acédo

antimicrobiana dos acidos fracos como o acético € atribuida a sua fragdo ndo dissociada,
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capaz de entrar na célula, diminuir o pH interno, resultando em morte da bactéria
(KARAPINAR; GONUL, 1992b). Mas, os micorganismos apresentam sensibilidade
diferente aos acidos, sendo alguns mais tolerantes que outros. Por exemplo, E. coli pode
ser mais tolerante ao vinagre. Estudos in vitro indicaram que para ser inativada com
solucdo de acido acético, preparada a partir de vinagre branco, foi preciso a
concentragdo de 20% (VIJAYAKUMAR; WOLF-HALL, 2002). Nessa pesquisa, 0 vinagre
comercial da marca Toscano apresentou acido acético na concentracao de 4%. Karapinar
e Gonul (1992a) informaram que a acéo de acido acético sobre Y. enterocolitica dependia
da quantidade de células e do tempo de exposi¢do, além da concentragdo para ocorrer
inativagdo. Concluiram que osucesso no uso dos acidos como sanitizantes depende do
tipo de &cido, da sua concentracdo, do pH da solucdo, e, pricipalmente, da
susceptibilidade do microrganismo considerado alvo do tratamento.

Estdo apresentados, na Tabela 13, os resultados das analises dos parametros
estatisticos que avaliaram o desempenho do modelo em descrever a cinética de

inativagao.

Tabela 13 - Valores dos indices estatisticos para o modelo de dois termos aplicado as curvas de

inativacao de Klebsiella pneumoniae com solugéo de acido acético (0,18%, pH 2,8,

22 °C)
Indices estatisticos Repeticao 1
R? 0,87
RMSE 0,20
BIAS 1,01
Exatidao 1,09

O coeficiente de correlacdo do ajuste dos dados experimentais com o modelo
exponencial de dois termos foi de 0,87, descrevendo bem a cinética do processo de
inativacdo da bactéria Klebsiella pneumoniae pela solu¢do de vinagre nas condicbes de
uso, conforme observacdes realizadas durante as primeiras etapas desse trabalho.

Nesse experimento, o0 RMSE calculado foi 0,20, indicando desvio-padrdao médio
de 0,09 log UFC-g™ para os valores preditos. Esse é um valor baixo, o que indica que
houve bom ajuste do modelo aos dados experimentais.

O fator bias calculado foi 1,01, indicando que os valores preditos estdo muito
préximos dos observados, havendo pequena subestimacdo quanto aos valores
observados. O valor do fator exatidao calculado foi 1,09 indicando que o modelo realizou

as predi¢cdes com desvios de até 9% do valor experimental.
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4.7.Modelagem de crescimento de Klebsiella pneumoniae em folhas de

alface
4.7.1. Modelagem do crescimento com modelos primarios

Dados obtidos experimentalmente do crescimento de K. pneumoniae em alface
sanitizada e armazenada nas temperaturas de 5 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C e 40 °C foram
ajustados com a equacdo de Baranyi e Roberts (1994) e de Gompertz, usando-se o
programa DMFit (Figura 33). O modelo de Baranyi ajustou melhor aos dados de
crescimento de K. pneumoniae na alface que o modelo de Gompertz, pois este néo foi
capaz de determinar a duracdo da fase lag, taxa crescimento maximo e densidade
populacional maxima, nas temperaturas testadas de 10 °C e de 20 °C. O problema desse
modelo é que ele representa uma curva sigmoide e, portanto, ndo consegue representar
linhas paralelas ao eixo x. Esta deficiéncia do modelo de Gompertz j& foi informada na
literatura. Baty e Delignette-Muller (2004) mostraram que o modelo de Baranyi e Roberts
apresentou melhores ajustes que o modelo de Gompertz para definir a fase exponencial
e de adaptacédo. A partir das curvas ajustadas, apresentadas na Figura 33 obtiveram-se
0s parametros cinéticos de crescimento, duracdo da fase lag (L), taxa especifica de
crescimento maximo (Umax) € densidade populacional maxima (Tabela 14).

O modelo proposto por Baranyi; Roberts (1994) apresentou bom ajuste estatistico
aos dados observados. As curvas obtidas com o DMFit mostraram coeficiente de
correlacéo alto, com R? maior que 0,95 para as temperaturas ensaiadas, exceto para a
temperatura de 5°C.

A duracdo da fase lag de K. pneumoniae crescendo em alface armazenada a
temperatura de 5 °C foi de 42,57 h, indicando que essa temperatura seria a ideal para as
condi¢cbes de armazenamento da alface por um tempo mais longo. Temperaturas de 5 °C
nem sempre sdo faceis de ser alcancadas em refrigeradores comercias e domésticos,
principalmente se estdo superlotados. A essa temperatura, a alface apresentou aspecto
fresco até o final do periodo ensaiado, mas com aparecimento de pigmento marrom nas
bordas do corte a partir de 67 horas de armazenamento, indicando um possivel

escurecimento enzimético. Mas, a alface ndo apresentou sinais de deterioracao.
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Figura 33 - Comportamento de Klebsiella pneumoniae na alface Vitéria de Santo Ant&o
armazenada nas temperaturas de 5 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C e 40 °C. As linhas
continuas representam 0 ajuste com o modelo de Baranyi e Roberts e, as
pontilhadas, o ajuste com o modelo de Gompertz aos logaritmos das contagens,
usando-se o DMFit. As popula¢des informadas representam as médias das
repeticdes dos ensaios, e as barras, apresentam o desvio-padréao da média.

Quando a temperatura de armazenamento foi elevada de 5 °C para 10 °C, ou
seja, um aumento de apenas 5 °C, observou-se que a duracéo da fase lag decresceu de
42,57 h para 9,22 h. Temperaturas proximas de 10 °C sdo prevalentes nos restaurantes
comerciais. Por exemplo, foi observado que a geladeira do restaurante A apresentava
temperatura de 11,2 °C, a do B, temperatura de 9,3 °C, e a do C, temperatura de 13,2 °C.
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Tabela 14 - Pardmetros cinéticos do crescimento de Klebsiela penumonineae na alface Vitéria de
Santo Antéo obtidos pelo modelo de Baranyi e Roberts

Parametros de crescimento
T Populagdo | Tempo de Taxa de Densidade Coeficiente
emp. .
Modelo inicial adaptacédo | crescimento | populacional | de correlagio
Yo A (h) Hmax (W) Yend R*
5 °C Baranyi 2,75 42,57 0,022 6,19 0,92
Gompertz 2,64 39,10 0,021 6,63 0,92
Baranyi 2,43 9,22 0,070 6,82 0,95
10°C
Gompertz - - - - -
Baranyi 3,0 1,74 0,199 7,99 0,98
20 °C
Gompertz - - - - -
30 °C Baranyi 2,47 1,13 0,540 7,46 0,96
Gompertz 2,39 1,34 0,503 7,45 0,96
40 °C Baranyi 2,90 0,99 0,859 8,29 0,95
Gompertz 2,45 0,36 0,764 8,35 0,95

Nas temperaturas ensaiadas de 20 °C, a fase lag durou 1,74 h, e a 30 °C, durou
1,13 h. Temperaturas proximas de 20 °C foram observadas na alface pronta para
consumo durante o periodo de espera, mantida fora de refrigeracao. No restaurante A, a
temperatura da alface pronta para consumo era de 22,3 °C, no restaurante B era de
21,9°C e, no restaurante C, de 19,2 °C. O tempo ap0s preparo até o final da distribuicao
para consumo observado foi de 4 h, aproximadamente, em todos os restaurantes. E
possivel afirmar que as condigbes de processamento dos restaurantes proporcionam
tempo e temperatura suficientes para que K. pneumoniae ultrapasse a fase lag e cresca
na alface.

Armazenada a temperatura de 30 °C, por um tempo de 20 h, a alface apresentou
murchamento das folhas e alteracdo de cor, com surgimento de manchas amareladas.
Nas beiradas do corte, ao invés de marrom, a cor era negra. Provavelmente, a alface ndo
seria consumida nessas condicoes.

Na temperatura abusiva de 40 °C, a duracdo da fase lag predita foi de 0,99 h.
Esta temperatura é possivel de ser alcancada em dias de verdo, no ambiente quente e
Uumido das cozinhas dos restaurantes.

O efeito da temperatura pode ser interpretado pelos valores dos parametros
cinéticos nas temperaturas ensaiadas. Em temperaturas mais baixas a taxa especifica de
crescimento maximo foi, também, baixa. A 5 °C, a taxa de crescimento predita foi

0,022 h' e a 10 °C, de 0,070 h™>. Porém, a 20 °C, temperatura de interesse para essa
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pesquisa, o valor de pmax predito foi 0,199. Sob temperaturas de abuso, pmax apresentou
taxas altas. Na temperatura de 30 °C pmax f0i 0,540 h™ e a 40 °C foi 0,859 h™.

A densidade populacional variou nos periodos de tempo amostrado com as
temperaturas testadas. Notou-se que guanto mais alta a temperatura, mais elevada a
populacédo de K. pneumoniae na alface. Nos ensaios a 5 °C, a populagdo méaxima predita
foi 6,19 log UFC-g™* para o periodo de tempo ensaiado de 187 horas. Na temperatura de
10 °C a duracdo do ensaio foi de 120 horas, e a densidade populacional predita foi de
6,82 log UFC-.g* Porém, a quantidade de células no in6culo da populacdo inicial
influenciou a densidade da populacgéo final. Nos ensaios realizados, a 20 °C a populagéo
inicial predita foi mais elevada, sendo 3,0 log UFC-g™. Por isso, os valores preditos para o
final do periodo ensaiado foi 7,99 log UFC-g™*. Essa populacéo final foi mais alta em 0,54
log UFC-g* do que a predita nos ensaios a 30 °C. A 30°C a populaco inicial era mais
baixa, de 2,46 log UFC-g" e ap6s o periodo de ensaio, a populacéo final foi predita em
7,45 log UFC-g™. Foi evidenciada a importancia que tem a carga microbiana ap6s o
processamento para a qualidade e seguranga dos alimentos. Alimentos que apresentam
inicialmente contaminacdo mais baixa, consequentemente, poderao ter prazo de validade
maior. Também, serdo mais seguros para consumo por apresentarem contagens de
microrganismos menores por grama de alimento.

A 40 °C, a populacdo inicial de 2,90 log UFC-g* células de K. pneumoniae
aumentou para a populacdo mais alta observada nesse experimento, sendo
8,29 log UFC-g™ ap6s 10 h de observacao.

Koseki e Isobe (2005a) informaram sobre os parédmetros de crescimento de L.
monocytogenes, E. coli O157:H7 e Salmonella em alface do tipo iceberg obtidos de
curvas ajustadas com o modelo Baranyi e Roberts, utilizando-se a macro DMFit. Os
parametros de crescimento informados foram comparados com os obtidos nessa
pesquisa para K. pneumoniae. Na temperatura de 5°C, L. monocytogenes apresentou
fase lag de 52,4 h e foi mais longa que a de K. pneumoniae nas mesmas condi¢ges de
temperatura, que foi estimada nesse experimento em 42,57 h. Porém, a taxa especifica
de crescimento foi idéntica para ambos o0s microrganismos a 5 °C. Para L.
monocytogenes, essa taxa foi de 0,026 h™, valor préximo da predita para K. pneumoniae,
de 0,022 h'’. E, a densidade populacional maxima predita para L. monocytogenes foi de
5,58 e para K. pneumoniae, de 6,19 (KOSEKI; ISOBE, 2005a).

Na temperatura de interesse, a 20 °C, a fase lag de K. pneumoniae, L.
monocytogenes, E. coli O157:H7 e Salmonella em alface tiveram um tempo de duracgéo
predito em 1,74 h, 3,9 h, 5,17 h e 5,23 h, respectivamente. Nessa temperatura, o valor da
taxa especifica de crescimento maximo de K. pneumoniae foi de 0,199. Para E. coli

0157:H7 e Salmonella, essa taxa foi de 0,26 h™, para ambos os microganismos. Taxa

138



mais baixa de crescimento foi de L. monocytogenes, predita em 0,147 h™. Quanto a
densidade populacional maxima a 20 °C, K. pneumoniae apresentou contagens mais
altas de 7,14 log UFC-g™. A populagdo maxima de E. coli 0157: H7 foi 6,33 log UFC-g",
de Salmonella spp, foi de 6,01log UFC-g* e L. monocytogenes foi 6,19 log UFC-g*
(KOSEKI; ISOBE, 2005 a).

Koseki e Isobe (2005b) compararam o crescimento de L. monocytogenes em
alface sanitizada e na alface in natura, sem reducdo da carga bacteriana natural. Na
alface descontaminada, a densidade populacional maxima foi de 1 ciclo log mais alta em
todas as temperaturas testadas. Carlin, Nguyen-the e Morris (1996) encontraram
resultados semelhantes nos ensaios de L. monocytogenes crescendo em endivia. Palmai
e Buchanan (2002) informaram que a densidade populacional de L. monocytogenes em
brotos de alfafa descontaminados era cerca de 1 ciclo log mais alta que em brotos ndo
tratados. Esses autores concluiram que o crescimento do microrganismo estudado foi
inibido pela microbiota natural do alimento. Explicaram que bactérias do género
Pseudomonas constituem a microbiota natural das hortalicas. Como sdo psicrotroficas,
crescem rapidamente em temperaturas de refrigeracdo. O crescimento delas é capaz de
inibir outros microrganismos, principalmente os maus competidores e mesofilicos, como

sdo muitas das bactérias patogénicas.

4.7.2. Efeitos da variavel ambiental sobre os parametros de crescimento utilizando

modelos secundarios

Modelos secundarios foram utilizados para descrever como 0s parametros
cinéticos do crescimento, obtidos com os modelos primérios, mudaram com os fatores

ambientais. Nesse trabalho, o fator ambiental avaliado foi somente a temperatura.

4.7.2.1. Efeito da temperatura na duragao da fase lag

O periodo lag leva em conta o tempo que a bactéria leva para se adaptar as
condi¢gbes ambientais novas e iniciar a reproducgédo celular, evidenciado pelo aumento das
contagens de col6nias nas placas. Os modelos de Arrhenius e Weibull foram testados
para descrever o efeito da temperatura sobre a duracdo da fase de adaptacdo da
populacdo de K. pneumoniae na alface.

A Equacdo 66 apresenta o modelo Arrhenius e a Equacao (67) o modelo Weilbull,

para determinar a relacdo entre a duracdo da fase lag e a temperatura.

17,5905
2=12659¢ T (Eqg. 66)
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2 =1473853T ~%202

Em que:

(Eq. 67)

A € o0 parametro do modelo a determinada temperatura T (°C);

Os modelos estudados foram capazes de descrever os efeitos da temperatura na
duragédo da fase lag do crescimento de K. pneumoniae na folha de alface. Pode ser
observado na Figura 34 que, quando ocorre aumento da temperatura, ha diminuicdo da
duracdo da fase lag. A curva obtida pelo ajuste aos dados da duracdo da fase lag a
diferentes temperaturas apresentou a forma de uma exponencial negativa. Contudo,
nota-se que o modelo de Weibull ajustou-se melhor aos dados para descrever a curva

gue representa essa dependéncia.

Modelo Arrhenius Modelo Weibull
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Figura 34 - Efeito da temperatura na duracdo da fase lag descrita pelos modelos Arrhenius e
Weibull para os cultivos de Klebsiella pneumoniae em alface armazenada nas
temperaturas de 5 °C, 10 °C, 20 °C, 30 °C e 40 °C.

Os parametros estatisticos que validaram o modelo foram coeficiente de
correlagdo (R?), raiz quadrada do quadrado médio do residuo, fator bias e fator exatid&o.

Os valores calculados dos indices estatisticos estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 - Valores dos indices estatisticos para os modelos secundarios Arrhenius e de Weibull

em descrever a duracdo da fase lag em funcéo da temperatura

Indices estatisticos Arrhenius Weilbull
R? 0,99 0,99
RMSE 1,2227 0,3092
BIAS 1,4117 0,8204
Exatidao 1,5453 1,2939
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Os modelos Arrhenius e Weibull conseguiram explicar os dados da duracédo da
fase lag com bom ajuste. O R? para ambos os modelos foi de 0,99.

A qualidade do ajuste em relagéo a raiz quadrada do quadrado médio do residuo
(RMSE) para o modelo Weibull foi de 0,31, bem abaixo do apresentado pelo modelo
Arrhenius, também testado. O fator bias avaliou o modelo Weibull, e o indice foi de
0,8204. O valor menor que um indicou que o modelo apresenta falha leve em descrever
os dados. Mas, falha pelo lado seguro. O fator bias calculado para o modelo Arrhenius foi
de 1,41, o que indicou tendéncia de 41%, em média, de predicédo pelo lado ndo seguro.

O fator exatidao calculado para o modelo Weibull foi de 1,29, indicando que o
modelo realizou predicdes com desvios de 29% do valor experimental. Para o modelo
Arrhenius o valor calculado para o fator exatiddo foi de 1,54 e indicou que o modelo
realizou predi¢cdes com desvios de 54% do valor experimental. Ao ser avaliado pelo fator
exatiddo, o modelo Weibull apresentou melhor qualidade em relagcdo ao Arrhenius, pois
guanto maior o fator exatiddo, menos exato € o modelo.

Conclui-se que o modelo secundario que descreveu melhor o efeito da

temperatura na duragéo da fase lag, nesse experimento, foi 0 modelo Weibull.

4.7.2.2. Efeito da temperatura na taxa especifica de crescimento maximo

Admitiu-se que a taxa especifica de crescimento maximo (Un.) € determinada
pelos fatores do ambiente externo. As taxas de crescimento maximo obtidas pelo modelo
priméario de Baranyi e Roberts foram modeladas como uma fung¢do da temperatura por
guatro modelos secundérios da microbiologia preditiva, ou seja, os modelos de
Ratkowsky, Ratkowsky modificado, Arrhenius e Weibull. Estdo apresentadas no Quadro 3
as equacdes ajustadas com os dados obtidos usando-se o modelo primario para

determinar a relacdo entre a taxa especifica de crescimento maximo e a temperatura.

Quadro 3 - Equacdes ajustadas nos diversos modelos para predicdo da taxa especifica de

crescimento maximo pelo efeito da temperatura

Modelo Equacao
Ratkowsky Vimax = 0,0226(T +132)
Ratkowsky modificado Viimax =0,023(T +10824)(1- ¢1-2093(7-4331))
, -56,02045
Arrhenius fia = 348143¢ T
Weilbul Lmax = 0,0008197 1:888921

Em que:

Mmax € a taxa de crescimento; e
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T é a temperatura.

Na Figura 35 é apresentado o efeito de diferentes temperaturas na taxa especifica
de crescimento Mmaximo (Uma), @ustados com os modelos Ratkowsky, Ratkowsky

modificado, Linear e Weilbull.
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Figura 35 - Efeito da temperatura na taxa especifica maxima de crescimento .., ajustados com

os modelos Ratkowsky, Ratkowsky modificado, Linear e Weilbull.

Observa-se pela andlise dos gréficos, que os modelos estudados foram capazes
de descrever a relacdo de pmax COmM a temperatura. Porém, a equacdo do modelo
Arrhenius ndo se ajustou bem aos valores de pmax, Nas temperaturas de 5 °C e 10 °C.

Fu e Labuza (1993) mostraram que a equacdo de Arrhenius se aplicava para
determinada faixa de temperatura. Segundo os autores, uma vez que 0 crescimento
microbiano é um processo bioquimico, a influéncia da temperatura na velocidade de
crescimento especifica pode ser caracterizada pela energia de ativacdo, desde que todos
0s outros fatores sejam mantidos constantes. O modelo trabalha bem dentro de uma
faixa de temperatura limitada, e que extrapolacdo acima da temperatura 6tima ou abaixo
ou proximo da minima para o crescimento pode fornecer um ajuste pobre dos dados
experimentais (SCHAFFNER; LABUZA, 1997).

Avaliou-se o0 desempenho dos modelos de Ratkowsky, Ratkowsky modificado,
Arrhenius e Weibull em descrever a taxa de crescimento de acordo com a temperatura.

Além disso, os modelos foram comparados. Os indices estatisticos, coeficiente de
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correlacéo (R?), raiz quadrada do quadrado médio do residuo, fator bias e fator exatiddo

foram usados. Os valores calculados dos indices estatisticos estdo apresentados na

Tabela 16.

Tabela 16 - Valores dos indices estatisticos para os modelos secundarios: Modelo de Ratkowsky,

Modelo de Ratkowsky modificado, Modelo Arrhenius e Modelo de Weilbull

indices Ratkowsky Ratkowsky Arrhenius Weilbul
modificado
R 0,99 0,99 0,99 0,99
RMSE 0,0208 0,0203 0,0280 0,0233
BIAS 0,9959 0,9929 0,2117 0,9571
Exatiddo 1,0379 1,0409 4,8391 1,1224

Os valores de R? dos modelos para predicdo da taxa especifica de crescimento
maximo (Umax) foram de 0,99. Por isso, as demais analises estatisticas auxiliaram a
compreensdo dos comportamentos dos modelos secundarios estudados.

Os dados da Tabela 16 mostram que as melhores respostas preditivas foram
proporcionadas pelos modelos Ratkowsky, Ratkowsky modificado e Weilbul, indicando
gue esses modelos apresentaram um bom ajuste aos dados de pmax €m relacdo a
temperatura.

Os indices do RMSE foram de 0,0208 para o modelo Ratkowsky, 0,0203 para o
modelo Ratkowsky modificado, 0,0280 para o modelo Arrhenius e 0,0233 para o modelo
Weibull. Significando que na predi¢éo os desvios-padrao médios eram baixos.

O fator bias calculado foi de 0,9959 para o modelo Ratkowsky, de 0,9929 para o
modelo Ratkowsky modificado, e de 0,9571 para o modelo Weibull. Os valores préximos
de um indicaram que os valores preditos pelos modelos secundarios estdo préximos dos
valores de Jn.x apresentados pelos modelos priméarios. Por serem menores que 1
indicaram, também, que os modelos falham levemente em descrever os dados, mas, pelo
lado seguro. Ou seja, em termos de crescimento de populacdes microbianas, o modelo
esta fazendo predicdes seguras indicando contaminacdo do alimento maior que
realmente ocorrre. Logo, indica populagédo de K. pneumoniae na alface maior que existe.

O fator bias, calculado para o modelo Arrhenius, foi de 0,2117. Um valor muito
baixo e distante de 1. Apesar de ser pelo lado seguro, a falha em descrever a relacédo de
Mmax COM a temperatura é de 79%, aproximadamente.

O fator exatiddo calculado foi de 1,0379 para o modelo Ratkowsky, 1,0409 para o
modelo Ratkowsky modificado e de 1,1224 para o modelo Weibull. Esses indices

indicaram que os modelos Ratkowsky, Ratkowsky modificado e Weibull falharam
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levemente em descrever a influéncia da temperatura na taxa especifica de crescimento
em 3,8%, 4,0% e 12%, respectivamente. O modelo Arrehnius apresentou o valor do fator
bias de 4,8391 e portanto, falhou em descrever os dados. O fator exatiddo tem valor
sempre maior que 1. Mas, quanto maior o valor do fator exatiddo calculado, menos exato
sera o modelo.

Os indices estatisticos, fator bias e fator exatiddo, foram bastante Uteis na
comparacado do desempenho dos modelos secundarios. Estes apontaram que o modelo
Arrhenius ndo conseguiu explicar a influéncia da temperatura na taxa de crescimento de
K. pneumoniae na alface armazenada a diferentes temperaturas, mesmo com coeficiente
de correlacdo de 0,99. Foi observado que o modelo ndo ajustou aos valores estimados
para pma Nas temperaturas baixas. A falta de ajuste ocorreu porque os valores preditos
de umax €m relacdo aos valores observados apresentaram muita diferenca em relacdo a
ordem de grandeza. Essa diferenca foi captada pelos indices estatiticos, fator bias e fator
exatidao, bastante sensiveis. O modelo, que a principio aparentava bom desempenho,
apresentou resultados ruins para predizer o crescimento de K. pneumoniae na alface
armazenada sob temperaturas baixas.

Desses resultados conclui-se, entdo, que temperaturas baixas de 5 °C e, também,
de 10 °C sdao suficientes para inibir o cescimento de K. pneumoniae na alface. E que os
indices estatisticos foram suficientes para comparar a competéncia dos modelos
testados.

Com base nas andlises estatisticas, o modelo secundario que ajustou e
descreveu melhor o efeito da temperatura na taxa especifica de crescimento maximo
(Mmay) foi 0 de Ratkowsky. Este modelo foi usado por Koseki e Isobe (2005a) para
descrever a dependéncia da temperatura sobre pmax das bactérias E. coli O157:H7,
Salmonella spp e L. monocytogenes crescendo em alface, otidas com o modelo de
Baranyi e Roberts. O modelo de Ratkowsky ajustou-se bem com R? de 0,99. Os autores

nao usaram outros indices estatisticos para validar o modelo.

4.8.Avaliacdo da exposicdo a Klebsiella pneumoniae em restaurantes
comerciais através do consumo da alface

A cadeia de producdo foi observada e analisada. Foram determinadas as
mudancgas na prevaléncia e no numero de microrganismos em cada etapa da cadeia de
producdo de alface. Na etapa do campo a mesa, as contagens de K. pneumoniae
variaram de 3,85 log UFC-g*, do campo do produtor 1, para 4,1 log UFC-g™* no momento
da entrega ao restaurante A. Apds 0 processamento, no restaurante A, as contagens

foram de 3,50 log UFC-g*. Na alface do produtor 2, as contagens de K. pneumoniae na
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alface do campo foram superiores a 3,0 log UFC-g* e, no momento da entrega ao
restaurante B, foram observadas em 3,54 log UFC-g'*. Apds 0 preparo para consumo, a
alface do restaurante B apresentou contagens, cerca de 1 ciclo logaritmico mais baixas
de 2,44 log UFC-g*. As amostras de alface coletadas no campo do produtor trés e as que
foram entregues ao restaurante C apresentaram contagens de K. pneumoniae superiores
a 3,0log UFC-g*. Porém, as contagens na alface pronta para consumo foram de
3,43 log UFC-g™ no restaurante C. De modo geral, a prevaléncia de K. pneumoniae foi
muito baixa nas amostras do campo. Dentre as 27 amostras analisadas, K. pneumoniae
foi encontrada em apenas uma amostra, o que representou 3,7% delas. Porém, no
momento da entrega, a porcentagem de amostras contaminadas aumentou para cinco, e
o percentual para 18,5%. No entanto, a mais alta prevaléncia desta bactéria foi na alface
pronta para consumo. A enterobactéria K. pneumoniae foi prevalente em 82% das
amostras analisadas. Esse resultado sugeriu para essa pesquisa que a contaminacao
ocorreu durante processamento e acondicionamento.

Em seguida, foram observadas as préticas usadas no processamento da alface. A
hortalica € lavada e sanitizada com solu¢cdo de cloramina orgéanica ou com solucao
diluida de &cido acético, nas concentracdes de 170 mg-L* (p/v) e de 0,16% (v/v),
respectivamente. Usadas nessas mesmas concentracdes nos testes de desafio, a
inativacdo de K. pneumoniae aderida a alface, tratada com cloramina orgéanica, foi de
1,51 ciclos logaritmicos ap6s 8 min de contato. A inativacdo usando solucéo diluida de
acido acético foi de 1,12 ciclos logaritmicos, apds 60 min de contato. Observou-se que a
alface fica pronta para consumo pelo menos 1 h antes do momento de servir e
permanece fora de refrigeracdo até o final da distribuicdo por um periodo de 4 h.

A temperatura ao final do processamento era idéntica a temperatura da agua
utilizada para o tratamento sanitizante, sendo frequente 20 °C + 2 °C.

Na Tabela 17 encontram-se, resumidamente, a descricdo da cadeia de producao e
as relacdes de entrada e saida em cada etapa do processamento.

A terceira categoria de dados estd associada a definicdo da populacdo que esta
exposta ao perigo microbioldgico.

Os resultados da pesquisa mostraram que a populacdo usuaria dos restaurantes
€ composta, na sua maioria, de jovens adultos, com idade variando entre 10 e mais de 40
anos, com predominancia do sexo feminino. A frequéncia de consumo de alface varia de
1 a 7 vezes por semana. Como a exposicdo ao perigo esta associada a quantidade e
frequéncia de consumo de alface, os tamanhos das porc¢des foram determinados. Dentre
0s usuarios dos restaurantes, aproximadamente metade da populagdo (47,6%) consome

porcBes pequenas de alface de 8,0 g, e a outra metade é composta dos usuarios que
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consomem porcdes médias e grandes, que pesam 20,0 g e 30,0 g, respectivamente.

Somente 1,8% da populacdo de usuérios respondentes da pesquisa ndo consome alface.

Tabela 17 - Prevaléncia e log UFC-g* de Klebsiella pneumoniae em 27 amostras em cada

estagios da cadeia de producéo da alface Vitoria de Santo Antdo, desde a produgao

primaria até a mesa do consumidor, em razao do processo, tempo e temperatura

Estagios Processo Prevaléncia | Concentragao t (h) T (°C) Etapas do
log UFC+g™ processamento
1 12 coleta de 3,7% 3,85 00:00 23,8 | Colheita no campo
amostras
2 Remocéo 01:00 Remocgdo de raizes,
folhas velhas e feias
no campo
3 Mistura e Lavagem das
contaminagéo cabecas de alface por
imers&o no tanque
4 Contaminagéo 02:00 Embalagem para
cruzada transporte: contato
com superficies e
ma&os
5 Crescimento 13:00 18,8 Transporte e
estocagem sem
refrigeragéo antes da
entrega
6 22 coleta de 18,5% 3,0-4,0 14:00 Entrega no
amostras restaurante
7 Remocéo e 00:00 20,0 | Lavageme
inativacéo dos sanitizacdo no
microrganismos restaurante
8 Mistura e 01:00 Corte e
contaminacao acondicionamento:
cruzada contato com
superficies de
trabalho e méos
9 3% coleta de 81,5% 2,44 - 3,50 01:00 Espera para
amostras distribuicédo
10 Crescimento 01:00 - 20,0 | Distribuicdo sem
04:00 refrigeracéo
11 Consumo 01:00 - Microrganismos
04:00 ingeridos na porgdo

Foram calculadas as possiveis quantidades totais de K. pneumoniae, em

log UFC g'l, consumida pelos usuérios dos retaurantes comerciais A, B, C, a partir das
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concentracdes iniciais determinadas ao final do processamento nos restaurantes. Os
valores da concentracdo de K. pneumoniae, apés os tempos de 1 h, 2 h, 3 h e 4 h, foram
estimados a partir da equagdo do modelo Baranyi, determinada para a curva de
crescimento, a temperatura de 20 °C. Os valores calculados estdo apresentados na
Tabela 18. A quantidade ingerida de células em cada porc¢do pode, entdo, ser estimada
multiplicando-se o valor de UFC g™ pelo tamanho da por¢éo consumida. Por exemplo, se
um usuario do Restaurante A consumir uma porcdo média de 20,0 g apds trés horas de
preparo, a quantidade ingerida de células de K. pneumoniae sera de 5,02 log UFC, sendo
a prevaléncia dessa bactéria determinada em 81,5% na alface pronta para consumo.
Porém, ndo foi encontrada na literatura consultada a relacdo de dose resposta disponivel
para K. pneumoniae.

Li et al. (2008) informaram que a dose intranasal de 5 log UFC de K. pneumoniae
resultou em 100% de mortalidade de ratos infectados dentro de sete dias. Com base em
estudos epidemioldgicos, a concentracdo de 5log UFC-g* é, geralmente, considerada
um valor critico (EUROPEAN COMISSION, 2002).

Tabela 18 - Valores observados e valores preditos da concentracdo de células de Klebisiella

pneumoniae na alface ao ponto de consumo a 20 °C apés 1 h, 2 h, 3 h e 4 h apéds

preparo
K. pneumoniae | Observados Preditos
na alface Yo Y4 Y, Y Y4
log UFCg"' | logUFC g™ | logUFCg" | logUFCg™" | log UFCg"
Restaurante A 3,50 3,51 3,57 3,72 3,88
Restaurante B 2,44 2,45 2,51 2,66 2,83
Restaurante C 3,43 3,44 3,50 3,65 3,81
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5. CONCLUSOES

Escherichia coli 0157:H7 aderiu em superficie de folhas de alface cultivar Vitoria
de Santo Antdo, atingindo valores acima de 5 log UFC.cm®. As imagens obtidas por
microscopica eletrbnica de varredura mostraram que a superficie foliar é irregular e
constituida por camada cuticular coberta de ceras amorfas. Além disso, apresentam um
estbmato para cada nove células epiteliais, e esse foi o sitio preferencial para a adeséo
do microrganismo. As células microbianas formaram agrupamentos e alojaram-se em
depressoOes, dobras naturais e ao longo de nervuras da folha da alface.

A alface tem boa aceitacdo sendo consumida pela maioria dos 227 usuarios
respondentes dos questionarios aplicados nos restaurantes comerciais. Os principais
consumidores foram jovens adultos, do sexo feminino e que consumiam porcoes
pequenas (8,0 g) e médias (20,0 g) de alface, entre trés e sete vezes por semana.

Nos restaurantes, o ar dos ambientes de processamento, as maos dos
manipuladores e as superficies de contato com alface apresentaram condicbes
insatisfatérias de higiene, ndo atendendo as recomendac6es da APHA.

No campo, o método e a 4gua de lavagem disseminaram E. coli e C sakazakii na
alface. Nas amostras coletadas apds o processamento, K. pneumoniae foi prevalente em
81,5% delas, sendo as maos dos manipuladores a provavel via de contaminagao.

A andlise de perigos permitiu concluir que E. coli, C. sakazaki e K. pneumoniae
foram os microrganismos potencialmente perigosos a saude humana encontrados na
alface pronta para consumo,sendo estes selecionados para a continuidade dos estudos,
estabelecidos pelo sistema APPCC.

Foi avaliada a acdo antimicrobiana de solucbes preparadas a partir de vinagre e
de cloramina organica. A inativacdo ou remocgao de células sésseis de K. pneumoniae,
usando-se uma solugdo de 4cido acético 1,5% (v/v), ndo foi maior que a da lavagem
somente com agua. Porém, a solucdo de 170 mg-L'* de CRT preparada a partir de

cloramina organica e de acido acético 1,5% acrescentada de 0,5% de cloreto de sodio
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tiveram desempenho semelhante na reducéo de populacbes de K. pneumoniae aderidas
a alface.

O modelo exponencial de dois termos foi apropriado para descrever a cinética de
inativacdo de K. pneumoniae aderida a folha de alface. A populagdo microbiana
apresentou resisténcia heterogénea aos tratamentos, com uma fracdo mais sensivel e
outra resistente. A cloramina orgénica inativou 94,6% da populagdo inicial de K.
pneumoniae com 2 minutos de contato, reducédo observada de 1,27 ciclos log. Com o
tempo de 8 min houve reducéo de 1,51 ciclos log. O valor D, calculado para a fracdo
sensivel, foi de 0,59 min e da fracdo resistente, de 25,79 min.

A solucdo de 0,18% de acido acético nao foi eficiente. Apds 2,5 min de contato,
houve reducéo de 0,37 ciclos log da populacdo de K. pneumoniae e, com 60 min, a
reducéo foi de 1,12 ciclos log. O valor D estimado para a fracdo sensivel da populagéo foi
de 4,22 min e a resistente, de 124,6 min.

Foi modelado o crescimento de K. pneumoniae aderida a alface armazenada em
cinco temperaturas. O modelo primario de Baranyi e Roberts ajustou-se melhor aos
dados experimentais que o modelo Gompertz. Sob temperaturas baixas, de 5 °C e 10 °C,
houve aumento na duracao da fase lag (L), mas, a taxa especifica de crescimento (Umna),
diminuiu. A temperatura da alface pronta para consumo nos restaurantes era 20 °C,
aproximadamente. Nessa temperatura, a duracdo da fase lag foi estimada em 1,74 h e, a
taxa especifica de crescimento maximo em 0,199 h™*.

Os modelos secundarios, de Weibull e de Ratkowsky, foram estatisticamente
melhores que outros modelos analisados para descrever como a duracdo da fase de
adaptacdo (L) e a taxa de crescimento (Uma) Mudaram com a temperatura. O aumento da
temperatura diminuiu o tempo de adaptacdo e aumentou a taxa especifica de
crescimento de K. pneumoniae na alface Vitéria de Santo Antéo.

Como os tratamentos ndo sdo eficazes e ndo haverd outro para inativar os
microrganismos, a temperatura e o tempo de exposi¢ao foram pontos criticos de controle
identificados na cadeia de producéo da alface Vitéria de Santo Antdo do campo a mesa.
Temperaturas baixas, entre 5 e 10 °C, apds processamento pode inibir o crescimento de
K. pneumoniae na alface durante distribuicdo em restaurantes comerciais.

Observou-se que, uma hora apés o processamento €, geralmente, o tempo que a
alface aguarda fora de refrigeracdo até o momento da distribuicdo e coincide com a
duracdo da fase lag. Portanto, no momento em que 0s usuarios dos restaurantes
consomem alface, K. pneumoniae esta em fase logaritmica de crescimento.

Concluiu-se que se um usuario dos restaurantes A e B que consumir 20 g de
alface 3 h apos preparo, tem grande probabilidade de ingerir quantidades acima de 10°

células de K. pneumoniae.
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ANEXO 1 - Analises estatisticas do teste de suspenséo realizado para determinar as

reducbes decimais de Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae

apos exposicao a solucdes de vinagre acrescentadas ou ndo de cloreto de sédio.

Tabela 19 - ANOVA das redugdes decimais nas populacdes de Escherichia coli ap6s tratamentos

com solugdes de acido acético e cloreto e sédio.

Fonte de Variagcao SQ GL Qm F P-Valor
Tratamentos 0,338 5 0,0676 1,71 0,2204"™
Blocos 0,401 2 0,2010

Residuo 0,396 10 0,0396

TOTAL 1,140 17

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de

Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; ns = n&o significativo.

Tabela 20 - ANOVA das médias das contagens da populacdo de Cronobacter sakazakii

sobrevivente aos seis tratamentos.

Fonte de Variagao SQ GL Qm F P-Valor
Tratamentos 2,930 5 0,585 17,72 0,0001*
Blocos 0,378 2 0,189

Residuo 0,330 10 0,033

TOTAL 3,638 17

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de

Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; * = significativo ao nivel de 0,1% (P < 0,001).

Tabela 21 - Teste de Tukey para os tratamentos Cronobacter sakazakii.

Tratamentos Repeticoes Médias

Grupos homogéneos

T1
T2
T3
T4
T6
TS5

3

W W W w w

1,85423
1,68307
1,22720
0,96110
0,85850
0,81723

A
AB
BC
C
C
C

OBS.: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05).
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Tabela 22 - ANOVA para experimento de Klebsiella pneumoniae.

Fonte de Variagao SQ GL Qv F P-Valor
Tratamento 3,740 5 0,748 3,63  0,0394*
Blocos 0,056 2 0,028

Residuo 2,060 10 0,206

TOTAL 5,856 17

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de

Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; * = significativo ao nivel de 1% (P < 0,01).

Tabela 23 - Teste de Tukey para os tratamentos Klebsiella pneumoniae.

Tratamentos Repeticoes Médias Grupos homogéneos

T2 3 1,73317 A
T1 3 1,48663 AB
T3 3 0,73577 BC
T6 3 0,70530 BC
T5 3 0,67303 BC
T4 3 0,54057 C

OBS.: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05).
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ANEXO 2 - Andlises estatisticas do teste da adesdo de Escherichia coli, Cronobacter
sakazakii e Klebsiella pneumoniae em alface tratadas com agua, cloramina organica,

acido acético 1,5% e acido e acético 1,5% e cloreto de sddio 0,5%.

Tabela 24 - ANOVA das redugdes decimais das populagbes de Escherichia coli ap6s o0s

tratamentos.
Fonte de Variagcao SQ GL Qm F P-Valor
Tratamentos 0,820515 3 0,273505 7,81 0,0171*
Blocos 0,082024 2 0,0410118
Residuo 0,210208 6 0,0350346
TOTAL 1,11275 11

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de
Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; * = significativo ao nivel de 5% (P < 0,05).

Tabela 25 - Teste de Tukey para os tratamentos Escherichia coli.

Tratamentos Repeticoes Médias Grupos homogéneos

T1 3 1,10839 A
T3 3 1,15096 A
T4 3 1,28422 AB
T2 3 1,76620 B

OBS.: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05).

Tabela 26 - ANOVA para experimento de Cronobacter sakazakii.

Fonte de Variacao SQ GL Qv F P-Valor
Tratamentos 1,99685 3 0,665617 7,64 0,0179*
Blocos 0,471485 2 0,235742

Residuo 0,522407 6 0,0870679

TOTAL 2,99074 11

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de
Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; * = significativo ao nivel de 5% (P < 0,05).
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Tabela 27 - Teste de Tukey para os tratamentos Cronobacter sakazakii.

Tratamentos Repeticoes Médias Grupos homogéneos

T1 3 0,94156 A

T3 3 1,25182 AB
T4 3 1,86553 B
T2 3 1,89875 B

OBS.: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05).

Tabela 28 - ANOVA para experimento de Klebsiella pneumoniae.

Fonte de Variagao SQ GL Qv F P-Valor
Tratamentos 3,561787 3 1,17262 9,87  0,0098*
Blocos 0,07169 2 0,03585

Residuo 0,71291 6 0,11882

TOTAL 4,30247 11

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de
Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; * = significativo ao nivel de 1% (P < 0,01).

Tabela 29 - Reducdes decimais ap6s os tratamentos das folhas de alface artificialmente com
Klebsiella pneumoniae.

Tratamentos Repeticoes Médias Grupos homogéneos

T1 3 0,57964 A

T3 3 1,52870 AB
T4 3 1,85812 B
T2 3 1,94544 B

OBS.: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (P>0,05).
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Anexo 3 - Andlises estatisticas sobre a avaliacdo da resisténcia das enterobactérias
Escherichia coli, Cronobacter sakazakii e Klebsiella pneumoniae aderidas a folha de
alface em relacdo aos tratamentos com agua, cloramina orgéanica, &cido acético 1,5% e
acido e acético 1,5% e cloreto de sddio 0,5%.

Tabela 30 - ANOVA das reducdes decimais das populacbes de Escherichia coli, Cronobacter

sakazakii e Klebsiella pneumoniae ap0s tratamento com agua.

Fonte de Variagao SQ GL Qm F P-Valor
A:Bactérias 0,438401 2 0,219201 4,25 0,1025™
B:Repeticbes 0,008845 2 0,004422
Residuo 0,206528 4 0,051632
TOTAL 0,653774 8

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de
Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; ns= nao significativo ao nivel de 5% (P < 0,05).

Tabela 31 - ANOVA das reducdes decimais das populacSes de Escherichia coli, Cronobacter

sakazakii e Klebsiella pneumoniae ap0s tratamento com cloramina orgéanica.

Fonte de Variagao SQ GL Qv F P-Valor
A:Bactérias 0,051880 2 0,025940 0,32 0,7406"™
B:Repeticbes 0,008141 2 0,004071

RESIDUAL 0,320170 4 0,080043
TOTAL 0,380191 8

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de

Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; ns = néo significativo ao nivel de 5% (P < 0,05).

Tabela 32 - ANOVA das reducdes decimais das populacbes de Escherichia coli, Cronobacter

sakazakii e Klebsiella pneumoniae pela agao do 4cido acético 1,5%.

Fonte de Variagao sSQ GL Qv F P-Valor
A:Bactérias 0,229524 2 0,114762 0,52 0,6307™
B:Repeticbes 0,086289 2 0,043144
RESIDUAL 0,885598 4 0,221399

TOTAL 1,201410 8

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de
Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; ns= ndo significativo ao nivel de 5% (P < 0,05).
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Tabela 33 - ANOVA das reducdes decimais das populacSes de Escherichia coli, Cronobacter
sakazakii e Klebsiella pneumoniae pela acdo do acido acético 1,5% e cloreto de

sédio 0,5%.

Fonte de Variagao SQ GL Qm F P-Valor
A:Bactérias 0,667336 2 0,333668 2,55 0,1935™
B:Repeticbes 0,031104 2 0,015552
RESIDUAL 0,524053 4 0,131013

TOTAL 1,222490 8

SQ = quadrado médio; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio do erro; F = valor F de
Fisher; P-Valor = valor de probabilidade; ns = ndo significativo.
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