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RESUMO

O calor é um dos métodos de conservacdo mais empregado para reduzir ou eliminar a carga
de microrganismos patogénicos e deteriorantes, além de desativar as enzimas indesejaveis.
Diante da necessidade de exploracdo da resisténcia térmica destes microrganismos visando a
definicdo de tratamentos térmicos eficientes, o objetivo deste trabalho foi realizar um estudo
cinético de inativacao téermica de bactérias de interesse na indudstria de alimentos (Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria monocytogenes). Partindo de uma
concentragdo conhecida 102 UFC.mL* de cada microrganismo em meio BHI, foram
realizados trés tratamentos térmico (50°C, 55°C e 60°C) e em intervalos de tempos regulares
foram coletadas aliquotas de cada amostra. Visando avaliar o efeito do pH, o experimento foi
realizado em duas condi¢fes: pH 7 e pH 3,5. Para a contagem, as amostras em cada tempo
foram devidamente diluidas e plagueadas em meio PCA, apenas para a Listeria
monocytogenes foi utilizado o meio TSA + glicose, e em seguida foram incubadas a 37°C por
48 horas. Analisando os resultados das quatro bactérias nos diferentes meios, pode-se
observar que os valores de D diminuem drasticamente com o aumento da temperatura e
consequentemente reduz-se o tempo do tratamento térmico. A bactéria Staphylococcus aureus
apresentou em meio neutro Dsoec= 22,88 minutos, Dssec= 6,64 minutos e Deoec= 1,36 minutos,
para meio acido Dso-c= 8,64 minutos, Dss.c= 5,21 minutos, Desoc= 1,11 minutos e valores de z
iguais a zpH7= 8,16°C e zpn3s= 11,26°C. A Salmonella obteve valores D iguais a Dsoec= 15,75
minutos, Dssec= 9,38 minutos, Deoecc= 0,9 minutos em meio neutro e para meio acido Dspec=
10,81 minutos, Dssec= 5,78 minutos, Deoec= 1,01 minutos, e valores de z iguais a zpn7= 8,06°C
e zpH3s5= 9,72°C. Ja a Escherichia coli apresentou para meio neutro Dso.c= 16,97 minutos,
Dssec= 6,47 minutos, Deocc= 0,89 minutos e para meio acido Dsg.c= 16,20 minutos, Dssec=
4,18 minutos, Deo.c= 1,53 minutos e valores de z iguais a zpH7= 7,83°C € ZpH3s5= 9,76°C. A
Listeria monocytogenes apresentou em meio neutro Dsgc= 15,03 minutos, Dssc= 8,77
minutos, Deoec= 1,68 minutos e para meio acido Dseec= 30,58 minutos, Dss.c= 12,53 minutos,
Deocc= 2,25 minutos e valores de z iguais a zpn7= 10,52°C e zpnss= 8,82°C. As bactérias
Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus sdo as mais resistentes ao tratamento
térmico, quando comparado com a Escherichia coli e Salmonella em meio com pH 7. Para o
meio acido pH 3,5 a bactéria Staphlococcus aureus foi a mais resistente seguida da
Escherichia coli, Salmonella e Listeria monocytogenes respectivamente.

Palavras-Chave: Estudo cinético. Valor D. Valor z. Escherichia coli. Staphylococcus aureus.
Salmonella. Listeria monocytogenes.
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1 INTRODUCAO

Como a maioria dos alimentos possuem determinadas caracteristicas intrinsecas,
como por exemplo, alta atividade de agua, pH adequado e composi¢ao nutricional e quimica
balanceada, estdo naturalmente sujeitos a alteragdes de origem quimica como acdo de enzimas
e de origem microbioldgica. Desta forma, para garantir a seguranca alimentar e estender a
vida til dos alimentos realiza-se a aplicagdo de métodos de conservacdo. Dentre os métodos
mais efetivos e amplamente utilizados pela industria de alimentos tem-se o calor. O calor é
um dos métodos de conservacdo mais empregado para eliminar/destruir os microrganismos
presentes, sendo eles deterioradores e patogénicos, além de inativar as enzimas indesejaveis
(FELLOWS, 2006).

O tratamento térmico consiste na aplicacdo de calor ao alimento durante um periodo
de tempo e a uma temperatura cientificamente determinada para alcancar uma esterilidade
comercial, sendo entdo, descrito minimamente como um bindémio tempo e temperatura a que 0
produto foi submetido. Este bindmio é geralmente definido com base no microrganismo de
interesse mais resistente no alimento, de maneira que, a temperatura e tempo aplicados devam
ser suficientes para promover uma destrui¢do até niveis considerados seguros, de acordo com
a legislacdo vigente (FELLOWS, 2006; GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

E importante frisar que 0s microrganismos sdo considerados inativados quando
perdem, de forma irreversivel, a capacidade de se multiplicar. Os microrganismos sao
inativados pela desnaturacdo de proteinas, danos aos acidos nucléicos e fluidificacdo de
lipideos na presenca de calor umido, ou por oxidacdo na presenca de calor seco. De acordo
com a rigorosidade do tratamento térmico, 0 mesmo pode promover a inativacdo dos
microrganismos de forma vegetativa e também de forma esporulada. Quando uma populacédo
microbiana é aquecida, a reducdo do nimero de organismos viaveis ocorre em taxas elevadas,
contudo, ha variacGes de resisténcia de organismo para organismo. A resisténcia depende do
tipo de microrganismo, forma vegetativa ou esporulada, fase de crescimento, condi¢des do
meio e caracteristicas do produto, tais como, composicdo, umidade, pH, entre outros. Em
relacdo ao pH, alimentos que possuem pH acidos, requerem tratamentos térmicos mais
brandos, pois 0s microrganismos tendem a ser menos resistentes ao tratamento
(ALTERTHUM; CARVALHAL, 1999; FOGOLARI; REIS; PHILIPI, 2012).

O bindmio de tempo e temperatura o qual deve ser aplicado ao alimento visando a
obtencdo de produtos seguros ao consumidor e para a sua determinagdo é imprescindivel o
conhecimento dos modelos matematicos de Rhan e Bigelow, assim como 0s parametros

cinéticos definidos por eles. Pode-se destacar dois parametros importantes no processo de



inativacdo térmica, o valor D e o valor z. O valor D é representa 0 tempo necessario para
reduzir em 90% a concentragdo de microrganismos (ou qualquer outro composto) a uma
temperatura constante. E também o tempo necessério para reduzir um ciclo logaritmo na
curva de morte ou destruicdo térmica. Ja o valor z é a variacdo da temperatura necessaria para
reduzir em 90% o tempo de tratamento para destruir uma carga definida de microrganismos.
Ambos estdo relacionados com o grau de resisténcia ao calor de um determinado
microrganismo (FOGOLARI; REIS; PHILIPI, 2012; HAUG, 1993).

Dessa forma, estudos cinéticos de inativacdo microbiolégica, bem como o
conhecimento dos pardmetros de resisténcia térmicos dos microrganismos alvo séo de
fundamental importancia para o célculo do tratamento térmico o qual o produto em questdo
deve ser submetido. Ou seja, 0 conhecimento destes parametros cinéticos, associado as
caracteristicas reoldgicas do alimento e dos equipamentos disponiveis para cada processo,
permite a otimizacdo e delineamento de processos de aplicacdo de calor que maximizem o

atendimento de objetivos desejaveis e minimizem os indesejaveis (EMBRAPA, 2004).



2 OBJETIVO
2.1 Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi realizar um estudo cinético de inativacdo térmica de

bactérias de interesse na industria de alimentos em meios com diferentes pHs.

2.2 Objetivos Especificos
e Determinar os paradmetros de resisténcia térmica D e z dos microrganismos
patogénicos Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria
monocytogene em meios com diferentes pHs (acido e basico)
e Comparar a resisténcia térmica dos microrganismos em estudo.

e Auvaliar o efeito do pH do meio na resisténcia térmica dos microrganismos em estudo.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Tratamento térmico

O calor é um dos métodos mais utilizados no processamento de alimentos,
apresentando efeitos desejaveis na qualidade sensorial (varios alimentos sdo consumidos
cozidos, além de que o forneamento produz sabores que ndo podem ser obtidos de outras
formas), na preservacdo dos alimento (através da destruicdo de enzimas, microrganismos,
parasitas e insetos), capacidade de produzir alimentos que ndo necessitam de refrigeracdo e
com vida util prolongada, aumento da disponibilidade de alguns nutrientes e destruicdo de
fatores antinutricionais (FELLOWS, 2019). No entanto, altas temperaturas podem também
ocasionar no produto alimenticio alteracdes indesejaveis, tais como, depreciacfes sensoriais
(cor, sabor e textura) e nutricionais (como perda de vitaminas termo-sensiveis)
(SHANMUGAM; CHANDRAPALA; ASHOKKUMAR, 2012).

Como os alimentos, devida a natureza da sua constituicdo, estdo naturalmente
susceptiveis a alteracdes de ordem quimica e microbioldgica, faz necessario a aplicacdo de
métodos de conservagdo visando a obtencdo de produtos mais estaveis, seguros e com vida
util estendida. Dentre os mais aplicados tem-se o calor. O termo calor é usado para designar
uma quantidade liquida de energia transferida nos processos de interacdo térmica entre
diferentes sistemas (VAZQUEZ, 1987). No processamento de alimentos, o tratamento térmico
tem como objetivo garantir a seguranga e a preservacdo dos alimentos, agindo na
desnaturacdo das enzimas e destruicdo dos microrganismos patogénicos e deterioradores,
fornecendo assim produtos com maior vida atil (NUNES; TAVARES, 2019; PALOP;
MATINEZ, 2006; RAIKOS, 2010).

Os alimentos podem ser submetidos ao tratamento térmico antes ou apOs serem
acondicionados em sua embalagem. Nos processos executados dentro da embalagem, esta é
processada junto com o alimento, o qual ndo sofre mais contato com o ambiente apos
processo (sistema hermético), como é o caso dos alimentos apertizados. Caso o alimento seja
processado em trocadores de calor, 0 envase deve ser realizado subsequentemente em uma
embalagem tratada previamente e em um ambiente apropriado para evitar recontaminacédo. Os
processos em que o alimento é submetido ao tratamento j4 embalado sdo considerados mais
seguros pelo fato de apresentarem menor probabilidade de contaminacao, porém resultam em
maior gradiente de reacdes e gasto energético (AUGUSTO, 2009).

O tratamento térmico assegura que todo o alimento atinja uma temperatura de no
minimo 70°C. No entanto, no tratamento térmico podem ser aplicadas temperaturas inferiores

desde que as combinagdes de tempo e temperatura sejam eficientes para garantir a qualidade
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higiénico-sanitaria dos alimentos. A eficidcia do tratamento térmico € analisada pela
verificacdo do tempo e da temperatura empregados e, quando aplicavel, pelas mudangas na
textura e cor na parte central do alimento (SILVA et al., 2015). O tempo e a temperatura a
serem aplicados irdo depender da resisténcia ao calor dos microrganismos ou enzimas a serem
destruidos e da sensibilidade ao calor dos alimentos; por esses motivos podem ser
encontrados na literatura varios estudos que utilizam diferentes binbmios tempo-temperatura
em um mesmo produto (OLIVEIRA et al., 2011). De acordo com a rigorosidade do
tratamento térmico o mesmo pode ser classificado em branqueamento, pasteurizacdo e
esterilizacéo, esses se diferem na intensidade e consequentemente nos efeitos causados aos

alimentos.

3.1.1 Branqueamento

O branqueamento é caracterizado como um pré-tratamento de frutas e vegetais, sendo
normalmente realizado antes de alguns processos industriais tais como em tratamentos de
congelamento, producdo de conservas, secagem e apertizacdo. Este método consiste em um
processo térmico de rapida aplicacao, na qual os alimentos séo aquecidos em agua fervente ou
vapor, e posteriormente é realizado um choque térmico em &gua com temperatura proxima ao
ambiente para evitar o amolecimento excessivo dos tecidos (CORREIA; FARAONI,
PINHEIRO-SANT’ANA, 2008; EVANGELISTA, 2008; MANPREET et al., 2000;
PROCHASKA et al., 2000).

O processo consiste em submeter o alimento a temperaturas na ordem de 70 a 100°C e
tempos que variam de 1 a 5 minutos (RANJAN et al., 2016). O branqueamento a vapor,
consiste em submeter o alimento por um certo tempo e temperatura por meio de uma
atmosfera de vapor saturado, levando a uma duracdo 1,5 vezes maior que 0 branqueamento
com agua quente. A combinacdo de branqueamento a vapor e agua quente também é muito
utilizada (SHEETAL; JYOTHI; JAMUNA; 2008).

O objetivo principal do branqueamento é inativar enzimas que séo responsaveis pelas
reacOes de deterioracdo, ou seja, que ocasionam escurecimento dos tecidos e alteracdes de
ordem nutricional e sensorial (HUANG et al., 2016). Além disso, o branqueamento também
promove 0 amaciamento de tecidos vegetais, consequentemente, facilitando o envase, remove
0 ar dos espacos intercelulares, no caso de vegetais enlatados, alem de diminuir a carga
microbiana inicial do produto e ajuda a preservar a cor e 0 sabor, enquanto remove o0 ar
aprisionado (AZEREDO, 2004; BAHCECI et al., 2004; ELISABETH; MARISA; DIANE,
2001; NEGI; ROY, 2000; PAULA; MACHADO; COSTA, 2014). Para as hortalicas objetiva
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eliminar residuos de defensivos agricolas e de produtos resultantes do metabolismo vegetal,
proporciona a reativacdo da cor caracteristica de cada produto, além da eliminag&o de sabor e
aroma desagradaveis ou mais intensos (OETTERER; REGITANO-d'ARCE; SPOTO, 2006).
Porém, o calor intenso da &gua fervida pode levar a ruptura da estrutura celular e a perda de
bioativos fito-quimicos (RUNGAPAMESTRY et al., 2007). Por isso, a duracdo do
branqueamento deve ser ajustada adequadamente, com base na suscetibilidade variavel a

degradacdo com o processamento téermico (HUANG et al., 2016).

3.1.2 Pasteurizacao

Consiste em um tratamento térmico onde os alimentos liquidos sdo aquecidos a uma
temperatura inferior a 100°C durante um determinado tempo, visando essencialmente
estender a vida util dos produtos alimenticios por alguns dias ou semanas. Tem o objetivo
principal de eliminar os microrganismos patogénicos e deteriorados que se encontram na
forma vegetativa, além de inativar enzimas deterioradoras (FELLOWS, 2019; TADINI et al.,
2016).

Em alimentos tais como o leite e ovo liquido que apresentam baixa acidez (pH > 4,5),
a pasteurizagdo é aplicada com o intuito de reduzir os riscos a saude publica com relagdo aos
microrganismos patogénicos, além de contribuir para aumentar a vida atil de alimentos por
varios dias ou semanas. Como estes alimentos apresentam condicao propicia para germinacao
dos esporos, os alimentos pasteurizados precisam ser mantidos sob refrigeracdo. No entanto,
alimentos &cidos, tais como os sucos de frutas que apresentam alta acidez (pH < 4,5), a
pasteurizacao € utilizada para aumentar a vida Util em varias semanas sob armazenamento em
temperatura ambiente pelo fato de ocasionar inativagdo de enzimas e a destruicdo de
microrganismos deteriorantes, tais como as leveduras e bolores. A pasteurizacdo é um
tratamento considerado brando propiciando geralmente pequenas depreciacdes no valor
nutricional e nas caracteristicas sensoriais do alimento (FELLOWS, 2019).

Para realizar a pasteurizagdo pode ser utilizado um trocador de calor. Um trocador de
calor, € um equipamento usado para efetuar a troca térmica entre duas (ou mais) correntes, um
fluido, a temperatura maior (fluido quente), cede energia térmica para outro (fluido frio) sem
que ocorra mistura. O contato indireto entre os fluidos ocorre por meio de uma parede
metalica (TADINI et al., 2016). Ha diversos tipos de trocador de calor, a sua escolha depende
de varios fatores como custo global, requisitos do processo, caracteristicas dos fluidos quente

e frio, desempenho térmico, perda de carga, facilidade de manutencdo e limpeza, espaco
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ocupado entre outros (TADINI et al., 2016). Geralmente a pasteurizacdo é realizada em
trocadores do tipo casco e tubos e em trocadores de placas.

O trocador de calor de placas é constituido por um pacote de finas placas metalicas que
formam canais de escoamento entre cada par de placas. Os fluidos quente e frio escoam
alternadamente por esses canais. Para que ndo haja contaminagdo entre os fluidos é
fundamental a vedac&o dos canais (TADINI et al., 2016). E composto por painel de controle
com termo-registrador, seguido de resfriamento até que a temperatura seja igual ou inferior a
4°C para alimentos de baixa acidez, ja os alimentos acidos o resfriamento ocorre até atingir a
temperatura ambiente (ABRANCHES; CERES, 2008). As placas sdo, em geral, corrugadas
para melhorar a sua resisténcia mecanica (o enrugamento confere maior rigidez) assim como
melhorar a eficiéncia de troca térmica (intensificacdo da turbuléncia). Ha varios formatos de
ranhuras, sendo as mais usuais a “espinha de peixe”, com ranhuras inclinadas (FIGURA 1) e a

“tabua de lavar” em que as ranhuras sdo paralelas e horizontais.

Figura 1 - Esquema de um trocador de calor de placas.

e

a- Pacote de placas aberto; b - pedestal fixo; c- pedestal mével; d - conexdo para entrada ou saida de
fluido; e - parafusos de aperto; f - placa com corrugacgéo espinha de peixe; g - gaxeta da placa; h-
orificio

Fonte: Tadini et al. (2016).

A pasteurizagcdo também pode ser realizada utilizando trocadores de calor do tipo
casco e tubo (FIGURA 2) que sdo muito utilizados para pasteurizar alimentos e alguns sao
adequados para alimentos com maior viscosidade e ndo newtonianos como a maionese,
ketchup, produtos lacteos e alimentos para bebés (FELLOWS, 2019). Nos trocadores de calor

do tipo casco e tubos também chamado de feixe tubular, um feixe de tubos (que pode chegar a
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ter mais de mil tubos) preso em um disco conhecido como “espelho” ¢ envolto em um corpo
cilindrico, chamado de “casco”. Um dos fluidos escoa pelo interior do feixe de tubos e o outro
escoa pelo interior do casco. Dentro do casco, € comum o uso de chicanas, que sao placas que
forcam o fluido a mudar de direcdo, aumentando a turbuléncia e, consequentemente, a tr oca
térmica (TADINI et al., 2016).

Figura 2 - Esquema de dois trocadores de calor de casco e tubos.
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Chicanas Saida l Saida
CASCO lubos

a - Trocador com espelhos fixos; b - trocador com feixe de tubos em U.
Fonte: Tadini et al. (2016).

A pasteurizacdo feita em produtos pasteurizados do tipo lacteos liquidos, tais como 0s
sorvetes, sobremesas geladas de leite ou gemada gque possuem alto teor de agucar ou que
apresentem alta viscosidade geralmente necessitam de tempos/temperaturas de pasteurizagédo
maiores do que as condi¢cdes minimas para o leite (FELLOWS, 2019).

3.1.3 Esterilizagéo

A esterilizacdo € um metodo em que os alimentos sdo aquecidos a uma temperatura
elevada (normalmente entre 121 a 140°C), durante um que pode variar de alguns segundos a
varios minutos que ira depender das condi¢fes de aquecimento, tamanho e formato do
recipiente, resisténcia ao calor dos microrganismos, pH do alimento e estado fisico do
alimento (DEAK, 2014; FELLOWS, 2019; LI; FARID, 2016).



15

E um processo que consiste em uma operacao unitaria, tratando-se de um dos métodos
mais eficazes de preservacdo de alimentos, capaz de inativar a forma vegetativa (mais
resistente) de microrganismos deterioradores e patogénicos que colocam em risco a saude
publica. Este procedimento tem como referéncia a destruicdo os esporos da bactéria C.
botulinum, responsavel pelo botulismo, uma das formas mais perigosas de intoxicacao
alimentar e a que representa maior resisténcia ao calor. Além disso também inativa enzimas e
microrganismos que Sao responsaveis por deteriorar os alimentos durante o periodo de
armazenamento (FELLOWS, 2019; RAMASWAMY, 2010). A esterilizacdo pode ser feita em
produtos embalados (apertizacdo) ou a granel, em alimentos antes do envase.

Nos alimentos embalados é utilizado uma temperatura que varia entre 115-125°C, por
aproximadamente 15 minutos, sendo a esterilizacdo geralmente realiza em autoclave. Ja em
alimentos a granel, antes do acondicionamento, o sistema UHT (135-150°C/2 a 5 segundos),
pode ser utilizado, sendo neste caso imprescindivel o envase em ambiente asséptico e em
embalagens estéreis (VASCONCELOS; FILHO, 2010).

Assim, como resultado os alimentos esterilizados tém uma vida Gtil maior que 6 meses
em temperatura ambiente, sendo esta uma das vantagens da esterilizacdo. Os alimentos
também sdo pré-cozidos e requerem aquecimento minimo antes de serem consumidos, 0 que
aumenta assim sua conveniéncia. Porém, o severo tratamento térmico no processo
convencional de esterilizacdo pode ocasionar alteragcbes na qualidade nutricional e sensorial
dos alimentos, além de afetar a cor e a textura, comprometendo a qualidade final dos produtos
(BERK, 2013; DEAK 2014; FEATHERSTONE, 2015; FELLOWS, 2019; TEIXEIRA, 2015).

3.2 Cinética de Inativacdo Térmica

A taxa de destruicdo microbiol6gica segue normalmente uma reacdo de primeira
ordem, ou seja, quando o alimento é submetido ao aquecimento em temperatura alta
(suficiente para inativar microrganismos), a mesma porcentagem morre em um determinado
intervalo de tempo independentemente do nimero presente inicialmente. Isso € conhecido
como ordem logaritmica de morte e é descrita pela curva de morte térmica (FIGURA 3)
(FELLOWS, 2019; HOFFMAN, 2004).



16

Figura 3 - Curva da taxa de letalidade.

1000 ¢

100

Namero de esporos sobreviventes

Tempo de aguecimento (min)
Fonte: Fellows (2019).

A letalidade requerida para o processamento, é definida como o tempo necessario em
uma temperatura especifica, para reduzir a populacdo de microrganismos até niveis seguros
no produto final (FELLOWS, 2006). Diante disso, 0 tempo necessario para destruir 90% dos
microrganismos € referido como tempo de reducdo decimal ou valor D. Valores de D, variam
para diferentes espécies microbianas, e um maior valor D indica uma maior resisténcia ao
calor (FELLOWS, 2019).

O modelo matematico (Equac@es 1 e 2) proposto por Rahn é utilizado para descrever o
efeito do tratamento térmico a uma temperatura constante na destrui¢cdo de microrganismos e
componentes do alimento, que durante sua degradacdo obedeca a equacdo de uma reagédo de
primeira ordem (NORONHA, 1999).

In(N) = In(N,) — k, -t 1)

log(N) =log(N,) — 0,4343k,.t @)

Em que N é a concentragdo de microrganismos vidveis ou composto de interesse, No a
concentracdo inicial, kq é a constante de proporcionalidade (a velocidade especifica de morte

ou destruigéo) e t o tempo.
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O valor D (Equagéo 3) pode ser facilmente calculado entdo obtendo-se o inverso da

inclinacdo da reta da curva de morte térmica.

1
D=—+—
0,4343K, 3)

Com valores de D a diferentes temperaturas, pode-se construir uma curva
semilogaritmica do tempo de destruicdo térmica (TDT) (FIGURA 4). A inclinacdo da curva
de TDT € denominada de valor z, e é definida como o nimero de graus Celsius necessario

para alterar dez vezes o tempo de reducao decimal (FELLOWS, 2019).

Figura 4 - Curva do tempo de destruicdo térmica.
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Fonte: Fellows (2019).

Partindo de uma concentracdo determinada de microrganismo, é possivel determinar o
parametro cinético F, que e definido como o tempo necessario para destruir certa carga de
microrganismo, a uma temperatura especifica (FIGURA 5) (NORONHA, 1999).
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Figura 5 - Curva de tratamentos térmicos equivalentes.
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Fonte: Fellows (2019).

De acordo com a definicdo de F, pode-se calcula-lo atraves das equacbes (4 e 5)

descritas a seguir.

= log(N,) —log(N)

0] o~
2|

(4)

N
F= lng(ﬁ).ﬂ =n.D
(®)

O modelo matemaético de Bigelow prop8e tratamentos térmicos equivalentes, através
de conhecidos valores de z e binbmio tempo x temperatura. Utilizando as equacdes (6 e 7)

descritas abaixo, pode-se calcular os tratamentos térmicos equivalentes.

TZ2-T1

Fpy = Fpp . 107 Z ©)
Tref—T‘

D=D,. .10 Z @)

De modo geral, quanto maior o valor de D, maior sera a resisténcia do microrganismo
ao tratamento térmico. E essa resisténcia ndo depende apenas do tipo de microrganismo, idade
da celula, forma e estagio de crescimento, mas também de caracteristicas do meio em que se
aplica o tratamento como pH, atividade de &gua, composi¢do nutricional, entre outras
(FELLOWS, 2019).
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3.3 Caracteristicas do meio que influenciam na resisténcia térmica dos microrganismos
Os principais fatores que afetam na resisténcia térmica dos microrganismos séo: a
composicdo do alimento, pH, presenca ou ndo de oxigénio, umidade e atividade de agua.
Estes fatores, que serdo abaixo descritos em mais detalhes, afetam o meio de modo a
favorecer ou ndo o crescimento dos microrganismos afetando consequentemente sua
resisténcia térmica ao calor. De maneia geral, em meios propicios a atividade, o0s
microrganismos apresentam maior resisténcia térmica exigindo dessa forma, tratamentos

térmicos mais rigorosos.

3.3.1 Composicéo nutricional do alimento

Os microrganismos se diferenciam quanto as suas exigéncias aos aspectos de
crescimento e a capacidade de utilizarem os diferentes substratos que formam os alimentos.
As condigdes que afetam o crescimento microbiano, principalmente das bactérias, sdo
essencialmente a composic¢do nutricional do seu meio envolvente (COWAN, 2012). Assim,
baseado no tipo de nutriente que compbe o alimento, pode-se determinar qual o
microrganismo tera maiores chances de se desenvolver.

Os requisitos nutricionais de cada microrganismo dependem da sua capacidade
metabdlica. Uma célula que ndo é capaz de sintetizar um nutriente essencial deve ser habil
para adquirir esse nutriente no seu meio de crescimento. As diferencas nos requisitos
nutricionais das bactérias distinguem principalmente na fonte de carbono e na capacidade de
sintetizar purinas, aminoacidos, pirimidinas e vitaminas. Os ingredientes basicos de um meio
perecivel aos microrganismos consistem em azoto, carbono, enxofre, fosforo, alguns sais
inorganicos e elementos essenciais (PELCZAR; CHAN; KRIEG, 1986).

Os carboidratos podem ser utilizados pela maioria dos microrganismos, seja por via
oxidativa ou fermentativa. Processos fermentativos dao origem a alteracdes no aroma e sabor
dos alimentos. Em relacdo as proteinas estas sdo dificilmente metabolizadas pela maioria de
microrganismos, entretanto, algumas bactérias proteoliticas (algumas espécies de Bacillus,
Clostridium, Proteus, Aeromonas, Staphylococcus e Pseudomonas) podem ocasionar a
putrefacdo de alimentos proteicos, alterar a textura, ocasionando amolecimento e alteracdo no
sabor (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

As substancias nitrogenadas e 0os aminoacidos sdo metabolizados por varias bactérias,
provocam alteracBes no sabor e aroma, e estas mudancas indesejaveis dependem do
microrganismo envolvido e do tipo de substrato. Em relacdo aos 6leos e gorduras, estes ndo

favorecem o desenvolvimento da maioria dos microrganismos, no entanto, sofrem acdo de
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leveduras, bolores e algumas bactérias lipoliticas. Além disso, alguns microrganismos
possuem a capacidade de sintetizar todas ou algumas vitaminas na qual necessitam e,
portanto, elas devem estar nos alimentos (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

3.3.2pH
O pH é a medida da atividade de ions de H dissolvidos e é utilizado a seguinte

formula (Equacéo 8) para o calculo do pH:

pH = - loguo o}, )

Onde o<, significa a atividade dos fons H e é adimensional.

O valor do pH varia entre 0 a 14, sendo que 7 é o valor que representa a neutralidade.
As solucdes que apresentam concentragfes de H™ maior do que a de OH" (acidos) possuem pH
menor do que 7,0 e as solucdes onde a concentracdo de OH" é maior do que a de H* (bases ou
alcalis) apresentam um pH maior do que 7,0. Em alimentos, o pH é controlado por tampdes
quimicos, tais como as proteinas, aminoacidos, acidos carboxilicos, fosfatos, &cidos organicos
fracos, &cido citrico e sais de &cido fosforico (FELLOWS, 2019).

O pH é um parémetro de grande importancia na limitacdo dos microrganismos que sao
capazes de se desenvolver no produto alimenticio. Os alimentos em fun¢do do pH podem ser
classificados em 3 grupos baseada na capacidade do esporo do Clostridium botulinum se
desenvolver, sendo eles: alimentos pouco acidos: apresentam pH 4,5; alimentos acidos:
possuem pH entre 4,0 e 4,5 e alimentos muito &cidos: apresentam pH 4,0. Em alimentos que
possuem pH abaixo de 4,5 ndo ha o risco de desenvolver Clostridium botulinum, bem como,
de maneira geral, das bactérias patdgenas e em alimentos com pH > 4,5 ha possibilidade de
desenvolvimento da maioria das bactérias. Nos alimentos &cidos (pH 4,0 a 4,5), podem se
desenvolver bactérias lacticas e algumas esporuladas (Bacillus e Clostridium); bolores e
leveduras encontram-se em Otimas condigdes para se desenvolver (HOFFMANN, 2001).

Algumas bactérias podem ser alcalifilas, na qual, sobrevivem em ambiente alcalino
(pH > 8,5) e ha também as bactérias aciddfilas, que resistem a ambientes com pH entre 2 e 5
(ENGELKIRK, 2012).
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3.3.3 Umidade e atividade de agua

Para que ocorra a proliferacdo de bactérias, a umidade é um fator fundamental visto
que a agua € essencial aos seres vivos para que possam realizar as funcdes metabdlicas e
assim dar continuidade ao processo da vida (ENGELKIRK; 2012).

O conhecimento somente do conteddo de agua ndo é suficiente para determinar a
estabilidade de um alimento, uma vez que os alimentos sdo instaveis quando possuem um
baixo teor de umidade, por exemplo o 6leo de amendoim deteriora-se caso a Umida ultrapasse
o0 valor de 0,60%, no entanto alguns alimentos sao estaveis ao possuirem um teor de umidade
relativamente alto, como é o caso do amido de batata que € estvel a 20% de umidade. A vida
uatil de um alimento é determinada baseado na quantidade de agua disponivel para atividade
microbioldgica, quimica ou enzimatica, e esta € medida pela atividade de agua (aw) do
alimento, que também é conhecida como a pressao de vapor relativa (PVR). A atividade de
agua é uma definicdo quimica da relacéo entre a pressao do vapor de dgua na substancia (p) e
a pressao do vapor de dgua pura a mesma temperatura (p0), expresso pela equacdo: aw = p/p0
(FELLOWS, 2019; TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).

Nos alimentos a aw esté relacionada com a quantidade de umidificantes (cloreto de
sodio ou sacarose) presentes, que se ligam a agua disponivel, tornando-a indisponivel para
serem utilizadas por microrganismos em suas atividades metabodlicas (RIVERA-REYES;
CAMPBELL,; CUTTER, 2019; RUSSELL et al., 2003).

Em um sistema alimentar quando a aw de um microrganismo é mais baixa do que a do
alimento a agua é absorvida e assim as espécies podem crescer, porém se a aw do
microrganismo for mais elevada, o organismo tende a se desidratar, e passa a se tornar
dormente ou morre (COWAN, 2012).

A atividade microbiana geralmente é inibida abaixo de aw = 0,6; a maior parte dos
fungos é inibido abaixo de aw = 0,7; a maioria das leveduras sao inibidas abaixo de aw= 10,8 e
geralmente as bactérias sdo inibidas abaixo de aw = 0,9. Em alimentos com baixa aw ocorrem
duas reacGes importantes (escurecimento por Maillard e oxidacdo dos lipideos), e em
alimentos com aw mais elevadas, 0 escurecimento atinge o seu maximo. Em aw baixa a
oxidacdo de lipideos (rancificagdo) ocorre devido a a¢do dos radicais livres. A interacdo da aw,
com a temperatura, oxigénio, pH, dioxido de carbono ou conservantes quimicos ocasiona um
efeito na inibig&o do crescimento microbiano (FELLOWS, 2019).

Normalmente as bactérias sdo mais exigentes em relagdo a disponibilidade de &gua
livre, seguidas pelos bolores e leveduras. Alguns grupos de microrganismos séo resistentes a

baixas aw, tais como os microrganismos osmofilicos (precisam de ambiente com baixa aw),
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microrganismos osmoduricos (suportam, porém ndo exigem ambientes com elevada
concentracdo de aglcar), microrganismos halofilicos (para se desenvolver precisam de
ambientes com elevada concentracdo salina), microrganismos haloduricos (resistem a
ambientes com alta concentracdo de sal) e microrganismos xerofilicos (apresentam afinidade
a ambientes secos) (HOFFMANN, 2001).

3.3.4 Presenca ou nao de oxigénio

De acordo com as caracteristicas dos alimentos e embalagens, os mesmos podem
apresentar diferentes concentracbes de oxigénio dissolvido, sendo esse um fator critico que
afeta o crescimento dos microrganismos. De acordo com a necessidade e capacidade em
presenca/auséncia de oxigénio os mesmos podem ser classificados em 4 grupos (aerébios,
facultativos, anaerobios e microaeréfilos) (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

Microrganismos aerébios necessitam de oxigénio para crescer e sdo capazes de gerar
mais energia a partir do uso de nutrientes disponiveis, quando comparado com 0s
microrganismos que ndo fazem uso de oxigénio para as reaces de producdo de energia
(anaerdbios) (SPOLIDORIO; DUQUE, 2013).

Os microrganismos facultativos sdo aqueles que podem crescer tanto na presenca
qguanto na auséncia de oxigénio. Eles ndo necessitam de oxigénio para 0 seu crescimento,
embora possam utiliza-lo para a producdo de energia nas reagGes quimicas (BERTHE-
CORTI; FETZNER, 2002; DA CRUZ et al., 2011; PETERS; WALTERS; MOLDOWAN,
2005).

O grupo dos anaer6bios compreende uma ampla variacdo biolégica. Neste grupo ha os
anaerobios “estritos”, como por exemplo a bactéria Treponema denticola e varias espécies de
Clostridium spp., que sé crescem se 0 oxigénio (O2) estiver ausente no meio, no entanto, 0s
anaerobios “moderados” crescem em atmosferas que contém até 10% de oxigénio (BERTHE-
CORTI; FETZNER, 2002; SPOLIDORIO; DUQUE, 2013).

Os microaerdfilos, sdo organismos que crescem em meios com quantidade de oxigénio
muito baixa, e em meios com quantidades de oxigénio normal ndo conseguem crescer, ou
seja, ndo toleram o oxigénio do ambiente. As leveduras pertencentes aos géneros Candida
spp., Rhodotorula spp., Saccharomyces spp., Torulaspora spp. e Tricosporon spp., ha
auséncia de cuidados ap0s 0 processamento térmico podem se desenvolver, uma vez que sdo
microaerofilas, elas crescem em locais onde ha quantidade residual de oxigénio, como por
exemplo em embalagens a vacuo ou em atmosfera modificada e nestes casos o seu controle se
da pela utilizagdo de conservantes (GUERRERO; CHABELA, 2000).



23

3.4 Microrganismos de interesse na indastria de alimentos
Existem varios microrganismos deteriorados e patogénicos de interesse na industria de
alimentos e dentro eles tém-se: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella e

Listeria monocytogenes.

3.4.1 Escherichia coli

A E. coli (FIGURA 6) foi isolada pela primeira vez em 1885, por Theodor Escherich,
a partir de fezes de uma crianca com diarreia, se tornando entdo, um dos microrganismos mais
estudados em medicina e veterindria. Essa bactéria apresenta formato de bacilo, é Gram-
negativo, pertencem ao filo Proteobacteria e familia Enterobacteriaceae (AIJUKA; BUYS,
2019; SHIN et al., 2015). As enterobacteriaceae incluem seis géneros e varias espécies de
microrganismos, sendo que alguns sdo habitantes comuns do intestino de animais, e outros
sdo causadores de febre entérica, toxinfeccdes e desinterias. No entanto, a maioria das cepas
ndo sdo patogénicas, sendo benéficas ao intestino (GONCALVES; MARQUES; LUCCA,
2002).

Figura 6 - Escherichia coli.

/ J ‘i'/' >
4k
Fonte: Kitlabor (2019).

Além disso, sdo organismos aerébios e anaerdébios facultativos, que sdo capazes de
fermentar glucose e lactose e converter estes substratos em varios metabdlitos organicos
necessarios para formar os seus lipideos, proteinas, acidos nucleicos, e outros constituintes
organicos celulares, com producéo de &cido e gas (MURARKA et al., 2008).

A temperatura 6tima de crescimento deste microrganismo esta entre 30 a 37°C, mas
podem crescer desde 2,5 a 45,5°C. A E. coli é capaz de crescer a valores de atividade de agua

minimos de 0,9508 e este patdgeno prefere ambientes que apresentem pH neutro (6,5 - 7,5)
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para obter um crescimento 6timo. Porém, este organismo pode se adaptar a condi¢des acidas
no inicio da fase estacionaria ou antes de se expor a um ambiente &cido sub-letal (FOSTER,
2004; GONCALVES; MARQUES; LUCCA, 2002; LACOUR; LANDINI, 2004).

A E. coli pertence ao grupo coliforme e é um habitante natural do trato intestinal da
maioria dos animais e humanos (JAY, 2005; MARQUEZI; GALLO; DIAS, 2010; SILVA et
al., 2005), sendo considerado o indicador de contaminacgéo fecal mais especifico, uma vez que
€ 0 Unico membro das bactérias coliformes que é encontrado exclusivamente nas fezes e nao
se multiplica no ambiente (AIJUKA; BUYS, 2019; ANDRADE, 2008; BRASIL, 2004). A E.
coli pode incidir em carne e produtos derivados durante a evisceracdo de animais no
matadouro, e ainda pode ser facilmente encontrada em outros alimentos como vegetais e agua,
através de contaminacdo fecal (BHAVYA; HEBBAR, 2019; DOYLE; BEUCHAT,
MONTVILLE, 2001).0

3.4.2 Staphylococcus aureus

O Staphylococcus aureus (FIGURA 7) é uma bactéria esférica do grupo dos cocos
Gram-positivo, ndo formador de esporos, geralmente ndo-encapsulados, com
aproximadamente 0,5 a 1,5 um de diametro, catalase positivo, anaerdbia e aerdbica
facultativa. Essa bactéria pode apresentar-se de forma isolada, aos pares, em cadeias curtas ou
agrupados (aspecto parecido com cacho de uvas) (SANTOS et al., 2007).

Figura 7 - Staphylococcus aureus.

Fonte: Murray-Brown Laboratories (2019).

Aproximadamente 30% da populacdo €é colonizada por essa bactéria, que
frequentemente coloniza vias aéreas superiores e a pele, podendo causar bacteremia e
endocardite infecciosa, infecgOes osteoarticulares, da pele e dos tecidos moles, podendo

ocasionar infecgdes necroticas graves e potencialmente letais (FLORA et al.,, 2019;
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HASANNEJAD-BIBALAN et al., 2019; KIM, 2019; TONG et al., 2015; WERTHEIM et al.,
2005).

As cepas de S. aureus (aproximadamente 70%) secretam uma familia de exotoxinas
estruturalmente relacionadas, entre elas a toxina-1 da sindrome do choque téxico e os
sorotipos SEs SE-A, SE-B, SE-C, SE-D, SE-E e SE-G, que sdo superantigenos de células T
(FLORA et al., 2019).

S. aureus é capaz de desenvolver e produzir enterotoxinas sob uma ampla faixa de
temperaturas (10 - 46°C), pH (4,2 - 9,3), niveis de atividade de agua (aw) (minimo 0,86) e
concentragfes de cloreto de sodio (10 - 15%) (ADAMS; MOSS; MCCLURE, 2016; LE
LOIR; BARON; GAUTIER, 2003; PAULIN; HORN; HUDSON, 2012; SANTANA et al.,
2010). A diversidade de condicdes favoraveis para o crescimento de S. aureus, faz com que
ele possa se desenvolver em varios alimentos e consequentemente expressar viruléncia
(EFSA, 2017; HENNEKINNE; DE BUYSER; DRAGACCI, 2012).

Em 1914 foi descoberto associacéo de S. aureus com intoxicacdo alimentar e esse fato
foi relatado por Barber (1914) que demonstrou que a intoxicacdo alimentar foi ocasionada
pelo consumo de leite ndo refrigerado de uma vaca com mastite estafilocdcica. A intoxicacao
alimentar estafilococica (SFP) é uma intoxicagdo provocada pelas enterotoxinas
estafilococicas (SEs) e ndo pelas préprias bactérias. Assim, a viruléncia de S. aureus como
patdégeno de origem alimentar ira depender da quantidade de enterotoxinas estafilocdcicas
formados (ZEAKI et al., 2019).

O S. aureus pode entrar na cadeia alimentar através das matérias-primas, pelos
manipuladores de alimentos ou devido a falta de higiene nos equipamentos que séo utilizados
no processamento de alimentos (FISHER; OTTO; CHEUNG, 2018; HENNEKINNE; DE
BUYSER; DRAGACCI, 2012). Os alimentos prontos para consumo, que Sd0 manuseados e
consumidos sem tratamento adicional, foram relatados em varios surtos de intoxicacdo
alimentar estafilocécica (ZEAKI et al., 2019).

As enterotoxinas estafilocdcicas resistem ao tratamento térmico e baixo pH, e podem
estar presentes em alimentos mesmo apos o processamento (LE LOIR; BARON; GAUTIER,
2003). Assim, o controle da producdo de enterotoxinas é fundamental para prevenir surtos

ocasionados por intoxicagéo alimentar estafilococica (ZEAKI et al., 2019).

3.4.3 Salmonella
Salmonella (FIGURA 8) é um bacilo Gram-negativo, ndo produtor de esporos,

anaerobios facultativos e pertencente a familia Enterobacteraceae (HARB et al., 2019). O
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género Salmonella, foi isolado e descrito pela primeira vez em 1866 por Daniel Salmon e
Theobald Smith (CHENG; EADE; WIEDMANN, 2019; SCHULTZ, 2008). Atualmente esse
género é composto por duas espécies, a Salmonella entérica e Salmonella bongori (a qual
contém 18 sorovares) (BRENNER et al., 2000; CHENG; EADE; WIEDMANN, 2019).

Figura 8 - Salmonella ssp.

Fonte: Cangussu (2016).

Desde 2012 mais de 2.587 sorotipos de Salmonella entérica foram relatados e esses
sorotipos sdo divididos em seis subespécies: S. entérica (1), S. salamae (11), S. arizonae (I11a),
S. diarizone (Illb), S. houtenae (IV) e S. indica (VI). Os isolados de Salmonella que
contaminam hospedeiros de sangue quente, geralmente pertencem a subespécie entérica (I).
As subespécies I1-VI e S. bongori sdo isolados geralmente de fontes ambientais ou de
hospedeiros de sangue frio, como os anfibios e répteis. As espécies mais frequentes
encontradas em nosso meio sdo a Salmonella enteritidis e Salmonella typhimurium
(ACHTMAN et al., 2012; BAYAS-MOREJON et al., 2019; CHENG; EADE; WIEDMANN,
2019).

A Salmonella entérica néo tifoide é uma bactéria zoonotica, responsavel por uma das
principais causas de gastroenterite aguda em criancgas e adultos (BERN et al., 1992; KOSEK
et al., 2003; RAMI et al., 2019). Em humanos, a forma mais comum de infecgdo por essa
bactéria é através da ingestdo de alimentos ou agua contaminada (ENG et al., 2015;
FABREGA; VILA, 2013). Ao ser contaminado com Salmonella, os primeiros sintomas
aparecem entre o primeiro a terceiro dia apds o contagio, podendo ocasionar febre, calafrios,
vomitos, célicas, nduseas e disenteria. No entanto, se a bactéria atingir a corrente sanguinea, o

individuo pode ser acometido por septicemia, meningite e osteomielite (DE CESARE, 2018).
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Apo6s a infeccdo, a Salmonella é excretada nas fezes, geralmente durante cinco semanas
(CHEN et al., 2013; CRUMP et al., 2015).

A Salmonella spp. é capaz de se adaptar, crescer e/ou sobreviver em uma ampla faixa
de temperatura que varia de 2 a 54°C (ideal para seu crescimento 35 - 37°C), pH extracelular
(abaixo de 3,9 até 9,5), aw (minimo de 0,94) e concentracGes de sal de até 4% NaCl (JARVIS
et al., 2016; SPECTOR; KENYON, 2012; XU; LEE; AHN, 2008). Essa ampla faixa de
condicdes de crescimento, podem ocasionar um efeito sobre a sobrevivéncia de Salmonella
fora do organismo hospedeiro e também nos alimentos durante o processamento, preparo e até
mesmo no periodo de armazenamento do produto (SPECTOR; KENYON, 2012; YANG,
2014).

Nos ultimos anos varios incidentes de origem alimentar foram ocasionados por
contaminacdo por Salmonella e esses surtos foram relacionados com produtos prontos para
consumo e que apresentavam baixa umidade, tais como leite em pd, améndoas cruas,
manteiga de amendoim, temperos secos (HANNING et al., 2009; MACIOROWSKI et al.,
2004; PARK et al., 2008; PILLAI; RICKE, 2002), ovos, vegetais, carnes bovinas, suinas e de
ave (GREIG; RAVEL, 2009; RICKE et al., 2018; WU et al., 2017).

3.4.4 Listeria monocytogenes

A L. monocytogenes (FIGURA 9) é uma bactéria Gram-positiva, anaerobica
facultativa, apresenta forma de bastonete, sem formacéo de esporos (SUKHADEQO; TRINAD,
2009). Essa bactéria necessita um minimo de 0,92 para o seu crescimento, podendo colonizar
varios ambientes, sendo resistente a diferentes tipos de condicGes de estresse, apresenta ampla
faixa de valores de pH (4,3 - 9,4), baixa temperatura (cresce a partir de 3,8°C) e alta
salinidade (CHEN et al, 2018; LY; PARREIRA; FARBER, 2019; TE GIFFEL;
ZWIETERING, 1999).

Figura 9 - Listeria monocytogenes.
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Fonte: The Native Aritigen Company (2019).

A Listeria é um patdgeno que ocorre amplamente em ambientes agricolas, aquicolas e
de processamento de alimentos. Apresenta grande importancia para a saude publica,
responsavel por casos esporadicos ou surtos no mundo todo. Pode resultar em infeccéo
assintomatica ou ocasionar varias doencas, que vdo desde uma gastroenterite leve até doencas
invasivas de alto risco tais como infec¢Ges do sistema nervoso central, septicemia, entre
outros. A incidéncia de listeriose sisttmica é muito maior em populagdes suscetiveis, tais
como as criancas, idosos, mulheres gravidas e individuos imunocomprometidos
(BUCHANAN et al., 2017; FERREIRA et al., 2014). A infeccdo por listeriose contraida por
gravidas pode causar parto prematuro, aborto espontaneo ou natimorto (LAMONT et al.,
2011; MYLONAKIS et al., 2002).

Esse patdgeno gera taxa de hospitalizacdo de 98,6% e uma taxa de letalidade de 13,8%
(EFSA; ECDC, 2018). A L. monocytogenes é também residente transitorio do trato intestinal
de humanos, sendo que de 2 a 10% dos hospedeiros ndo manifestam consequéncias aparentes
a saude (BUCHANAN et al., 2017).

Porém, a principal fonte de infeccdo por listeriose em humanos se da através da
ingestdo de leite contaminado, vegetais folhosos, produtos derivados de carne (APARECIDA
etal., 2010; SCHLECH et al. 1983; ZHU; GOONERATNE; HUSSAIN, 2017), e em produtos
frescos, onde a prevaléncia gira em torno de 1% (TANGO et al., 2018). Em saladas
compostas por ingredientes como frango, presunto, salmao e macarrdo, a contaminacao por L.
monocytogenes pode comprometer 10% dos produtos (SODERQVIST, 2017).

A L. monocytogenes também persiste apos a colonizacdo em uma ampla variedade de
instalagBes de producdo alimenticia, tais como produtos lacteos em po, manteigas de nozes,
farinhas e temperos (TAYLOR; QUINN; KATAOKA, 2019). Em ambientes de
processamento de alimentos a Listeria pode entrar a partir de matérias-primas, movimento de

pessoas ou equipamentos, podendo permanecer devido a limpeza e saneamento ndo eficazes,
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projeto ou condigdo inadequada de equipamentos, controle insuficiente de movimento de
pessoas ou equipamentos (BUCHANAN et al., 2017).

No ambiente alimentar a prevaléncia de Listeria pode ndo ser proporcional a
prevaléncia no produto alimentar. Por exemplo, apesar da alta prevaléncia desse patdgeno em
fazendas, a sua presenca no leite cru que é destinado a fabricacdo de queijo pode ser muito
baixa (D'AMICO; DONNELLY, 2010), provavelmente devido a fatores inerentes a operagdes
artesanais de pequena escala, tais como pouco rebanho, ndo estogem do leite por muito
tempo, ordenha sazonal, alimentacdo a bse de pasto, além de rigidos controles higiénicos
(BUCHANAN et al., 2017).

A presenca de L. monocytogenes nos alimentos ocasiona consequéncias econdmicas
indesejaveis, entre elas esta a retirada de produtos do mercado consumidor, além da reducéo
das vendas dos produtos incriminados (AUVOLAT; BESSE, 2016). Assim, o controle da
Listeria nas instalacdes de producdo de alimentos requer atencdo redobrada dos gerentes de
risco (BUCHANAN et al., 2017).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Preparacéo do in6culo

Foram utilizadas as cepas dos microrganismos Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Salmonella ssp e Listeria monocytogenes provenientes da Colecdo de Culturas de
Microrganismos do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (CCDCA) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Estas cepas foram inicialmente ativadas em meio BHI (Brain
Heart Infusion) em suas respectivas temperaturas otimas de crescimento (37°C) por cerca de
24 horas até alcancar uma contagem de 108 UFC.mL™. Essa concentracéo foi verificada no
espectrofotdbmetro, segundo o meétodo de crescimento do NCCLS (2003). Em seguida
realizou-se a diluicdo em agua peptonada para que o indculo fique padronizado em 10°
UFC.mL™.

4.2 Ensaios de inativacdo térmica

Para a determinacgdo dos parametros cinéticos, inicialmente, foi realizada a inoculacéo
de 0,5 mL do in6culo de cada um dos microrganismos em 9 mL de meio BHI. Para o
experimento em meio acido foi adicionado ainda &cido cloridrico na concentracdo de 1 mol
até que o caldo de BHI atingisse o pH de 3,5. Em seguida foi feito o tratamento térmico em
trés temperaturas (50, 55 e 60°C) e em cada tratamento foi retirada uma aliquota em
intervalos de tempos regulares para contagem dos microrganismos. Em um banho
termostatico, foi iniciado o monitoramento do tempo de aquecimento.

Para a temperatura 50°C (FIGURA 10) as aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 15,
30, 45 e 60 minutos, ja para a temperatura de 55°C as aliquotas foram retiradas nos tempos 0,
8, 16, 24 e 32 minutos e para temperatura 60°C as aliquotas foram retiradas nos tempos 0, 1.5,
3, 4.5 e 6 minutos. Os tempos foram definidos através de pré-testes. A temperatura foi
monitorada através de um termdmetro digital acoplado em um tubo de ensaio contendo BHI e
imediatamente ap6s cada um dos tempos, as amostras foram retiradas do banho e foram
resfriadas em agua corrente até atingir a temperatura ambiente.

Apbs serem devidamente diluidas em agua peptonada, aliquotas de 0,1 mL do meio
foram transferidas para as placas, em duas repeti¢fes, contendo o meio de cultura especifico
para cada uma das bactérias. Foi utilizado o meio PCA (Agar para contagem de placas) para
as bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella, apenas para a Listeria

monocytogenes foi utilizado o meio TSA (Agar triptona de soja) + glicose.
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Ap0s o plagueamento, seguiu-se para incubacdo na temperatura 6tima (37°C) por 48
horas. O protocolo de Silva et al. (2010) foi seguido para a realizacdo da analise de cada um
dos microrganismos estudados e ap6s a incubacao realizou-se a contagem total das placas em
cada tratamento térmico, havendo duas repeticdes para cada tratamento, a contagem foi

considerada quando o numero de coldnias esteve entre 25 — 250 UFC.



Figura 10 — Fluxograma para determinagéo do valor D a 50°C.
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4.3 Analise dos dados

Considerando o decaimento dos microrganismos como sendo de primeira ordem
qguando submetidos ao aquecimento, o tempo de reducdo decimal (D) foi obtido a partir da
regressao linear dos dados de concentracdo microbiana versus tempo, considerando o modelo

de Rahn - Curva de morte térmica (Equacao 9).
logN = logNO - FT/DT 9)
A taxa de inativacdo térmica (kq) foi determinada a partir da relacdo (Equacédo 10):
Kd = 2,303/DT (10)
Ja o parametro cinético z, foi determinado a partir da regressao linear dos dados de

tempo de reducéo decimal (D) versus temperatura. O z entdo foi obtido a partir do inverso da

inclinacdo da curva de tempo de destruicdo térmica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir dos resultados obtidos no estudo cinético segue as curvas de morte térmica e
de tempo de destruicdo térmica, bem como os parametros cinéticos D e z para cada um dos

microrganismos estudados, nas duas condi¢des avaliadas (pH =7 e pH = 3,5).

5.1 Staphylococcus aureus
A Figura 11 representa a curva de morte térmica da bactéria Staphylococcus aureus na

temperatura de 50, 55 e 60°C, respectivamente para ambos os meios (pH 7 e pH 3,5).



Figura 11 - Curva de morte térmica para o Staphylococcus aureus

35
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Tabela 1 - Valores encontrados de D para a bactéria Staphylococcus aureus em meio com
pH 7.
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Temperatura Valor D (min)

50°C 22,88
55°C 6,64
60°C 1,36

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 2 - Valores encontrados de D para a bactéria Staphylococcus aureus em meio com pH
3,5.

Temperatura  Valor D (min)

50°C 8,64
55°C 521
60°C 1,11

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 12 - Curva de tempo de destruicdo térmica para Staphylococcus aureus em meio com
pH 7 (a) e pH 3,5 (b).
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Fonte: Do autor (2019).
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Tabela 3 - Valor z para a bactéria Staphylococus aureus em diferentes meios.

pH do meio Valor z (°C)
7,0 8,16
3,5 11,26
Fonte: Do autor (2019).

5.2 Salmonella
A Figura 13 representa a curva de morte térmica da bactéria Salmonella na
temperatura de 50, 55 e 60°C, respectivamente para ambos os meios (pH 7 e pH 3,5)
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Figura 13 - Curva de morte térmica para a Salmonella.
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Tabela 4 - Valores encontrados de D para a bactéria Salmonella em meio com pH 7.

Temperatura Valor D (min)

50°C 15,75
55°C 9,38
60°C 0,90

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 5 - Valores encontrados de D para a bactéria Salmonella em meio com pH 3,5.

Temperatura Valor D (min)

50°C 10,81
55°C 5,78
60°C 1,01

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 14 - Curva de tempo de destruicdo térmica para Salmonella em pH 7 (a) e pH 3,5 (b).
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Tabela 6 - Valor z para a bactéria Salmonela em diferentes meios.

pH do meio Valor z (°C)
7,0 8,06
3,5 9,72

Fonte: Do autor (2019).

5.3 Escherichia coli
A Figura 15 representaa a curva de morte térmica da bactéria Escherichia coli na

temperatura de 50, 55 e 60°C, respectivamente para ambos os meios (pH 7 e pH 3,5).
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Figura 15 - Curva de morte térmica para Escherichia coli.
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Tabela 7 - Valores de D para Escherichia coli em meio com pH 7.

Temperatura Valor D (min)

50°C 16,97
55°C 6,47
60°C 0,89

Fonte: Do autor (2019).

Tabela 8 - Valores de D para Escherichia coli em meio com pH 3,5.

Temperatura Valor D (min)
50°C 16,20
55°C 4,18
60°C 1,53

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 16 - Curva de tempo de destruicao térmica para Escherichia coli em pH 7 (a) e pH 3,5.
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Tabela 9 - Valor z para a bactéria Escherichia coli em diferentes meios.

pH do meio Valor z (°C)
7,0 7,83
3,5 9,76

Fonte: Do autor (2019).

5.4 Listeria monocytogenes
A Figura 17 representa a curva de morte térmica da bactéria Listeria monocytogenes
na temperatura de 50, 55 e 60°C, respectivamente para ambos os meios (pH 7 e pH 3,5).

Figura 17 - Curva de morte térmica da Listeria monocytogeness.
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Tabela 10 - Valores D para Listeria monocytogenes para meio pH 7.

Valor D (min)

Temperatura

15,03

50°C




55°C 8,77
60°C 1,68
Fonte: Do autor (2019).

Tabela 11 - Valores D para Listeria monocytogenes para meio pH 3,5.

Temperatura  Valor D (min)

50°C 30,58
55°C 12,53
60°C 2,25

Fonte: Do autor (2019).
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Figura 18 - Curva de tempo de destruicdo térmica para a Listeria monocytogenes em pH 7 (a)

e pH 3,5 (b).
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Tabela 12 - Valor z para a bactéria Listeria monocytogenes em diferentes meios.

pH do meio Valor z (°C)
7,0 10,52
3,5 8,82

Fonte: Do autor (2019).

Conforme o esperado, 0 aumento da temperatura diminui o tempo necessario para se ter a
reducdo de 1 ciclo logaritmo. Comprova que o aumento da temperatura, diminui o tempo de

tratamento térmico.

e Influéncia do pH na resisténcia térmica dos microrganismos

Analisando os resultados das bactérias Staphylococcus aureus, Salmonella e
Escherichia coli, pode-se observar que em meio &cido as bactérias obtiveram menores valores
D, quando comparados com o meio neutro. Diante disso, pode-se considerar que geralmente
os alimentos &cidos necessitam de tempo de tratamento térmico menor quando comparado a
alimentos néo &cidos.

Ja a bactéria Listeria monocytogenes, foi possivel observar que em meio acido a
bactéria foi mais resistente ao tratamento térmico, apresentando maiores valores D para todos

o0s tratamentos, quando comparadas aos tratamentos nas trés temperaturas em meio neutro.

e Comparacao da resisténcia térmica dos microrganismos estudados

Avaliando os resultados das quatro bactérias nos diferentes meios, pode-se observar que

os valores de D diminuem drasticamente com o aumento da temperatura e consequentemente
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reduz-se o tempo do tratamento térmico. Quanto maiores valores de D e z, maior sera a
resisténcia do microrganismo.

Fellows (2019) encontrou o valor D para Staphylococcus aureus a 60°C é de 0,9
minutos em produtos lacteos, sendo este resultado préximo ao observado em nosso estudo
para ambos 0s meios Deo-cpHzs= 1,11 minutos e Deo-cpr7= 1,36 minutos. D. Rowlands et al.
(2006), encontrou o valor Deo-c= 0,97 minutos para Salmonella em férmula lactea infantil
reconstituida, sendo o valor semelhante ao encontrado neste estudo para ambos 0s meios
analisados.

Gabriel e Nakano (2009), realizando testes em suco de macd, determinaram valores de
D para Escherichia coli iguais a Dssec= 4,43 minutos, sendo o valor proximo ao encontrado
em nosso experimento Dssecprzs= 4,18 minutos. Oteiza, Giannuzzi e Califano (2003),
utilizando caldo nutritivo comercial como meio, também determinaram para Escherichia coli
Dsscc= 4,5 minutos; Dsg.c= 1,5 minutos; e De2.c= 0,5 minutos, ambos realizados em agua
deionizada. Segundo Fellows (2019), a Listeria monocytogenes em produtos carneos pode
apresentar uma faixa de valor D a 60°C variando de 1,6 a 16,7 minutos, e em nosso estudo, 0s
valores encontrados (Deoscpr7= 1,68 minutos e DeoecpHzs= 2,25 minutos) se enquadram dentro
desta faixa para ambos 0s meios.

Noronha (1999), realizando testes com vegetais, encontrou valores D para
Staphylococcus aureus, Salmonella e Listeria monocytogenes, de Deoc= 10,4 minutos, Deo-c=
10,6 minutos e D7o.c= 0,3 minutos, respectivamente. Comparando o resultado do nosso estudo
com o que foi encontrado por este autor, pode-se observar que houve uma diferenca entre os
valores e essa diferenca pode ser devido aos diferentes meios testados, uma vez que
realizamos as analises em meio BHI e ndo em vegetais.

O maior valor D obtido foi para a bactéria Listeria monocytogenes em meio acido a
Dsoec= 30,58 minutos. Na temperatura de 60°C a Escherichia coli apresentou menor valor
Deo-c= 0,89 minutos, em seguida a Salmonella Deo-c= 0,9 minutos, Staphylococcus aureus
Deo-c= 1,11 minutos e por fim Listeria monocytogenes Deo-c= 1,68 minutos.

A 55°C a Escherichia coli apresentou o menor valor Dssec= 4,18 minutos em meio
acido e a Listeria monocytogenes um maior valor Dss.c= 12,53 minutos em meio &cido, e em
meio neutro a Salmonella foi a bactéria que apresentou o maior valor Dssec= 9,38 minutos.

Diante desses parametros é possivel classificar a resisténcia das bactérias analisadas.
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6 CONCLUSAO
Neste estudo pode-se observar que os valores D e z podem variar conforme a cepa do

microrganismo e 0 meio em que ela estd inserida (neutro e &cido). As bactérias Listeria
monocytogenes e a Staphylococcus aureus sdo mais resistentes ao tratamento térmico que
Escherichia coli e a Salmonella em meio com pH 7. E para meio acido pH 3,5 a bactéria
Staphlococcus aureus foi a mais resistente seguida da Escherichia coli, Salmonella e Listeria
monocytogenes.
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