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AVALIACAO DA EFICIENCIA DE SANITIZANTES UTILIZADOS PELAS INDUSTRIAS DE
ALIMENTOS
Cezar Augusto Beltrame
Junho/2009
Orientadores: Geciane Toniazzo e Rogério L. Cansian.

Este estudo teve como obijetivo avaliar a eficiéncia de quatro sanitizantes, acido peracético,
clorexidina, quaternario de aménio e uma mistura de acidos organicos, frente a quatro
bactérias reconhecidas como problema para a industria carnea, Salmonella sp., S. aureus,
E. coli e L. monocytogenes. Foram avaliadas diferentes concentragbes de sanitizantes (0,2;
0,5; 0,6; 1,0; 1,1 e 1,4%), com diferentes temperaturas (10 e 45°C) de preparo da solugéo e
diferentes tempos de contato (2; 10; 15; 18; 25 min). Foram realizados testes em uma planta
industrial com os melhores resultados de concentracdes, temperaturas e tempo de contato
obtidos na primeira etapa, medindo-se a contagem total de mesoéfilos na superficie antes da
aplicagdo do sanitizante e posterior a aplicagdo do mesmo. Foram avaliadas as curvas
cinéticas de letalidade de L. monocytogenes em diferentes tempos (0, 0,5, 1, 1,5, 2, 3 4, 5,
6,7,8,9, 10, 12,5, 15 18 e 20 minutos) e concentracdes de clorexidina (2,0 mL L™, 1,0 mL
L" e 0,5 mL L), determinando os respectivos valores D, permitindo calcular o valor Z e os
diferentes valores F. Em uma ultima etapa foi realizada uma simulagao de analise de custos.
com diferentes combinagcbes de uso dos sanitizantes. Para os quatro microrganismos
estudados foram feitas 5 simulagdes: a primeira sem um rodizio entre os sanitizantes, no
segundo caso com rodizio entre 0s sanitizantes, no terceiro caso sem a utilizagdo do acido
peracético, no quarto caso criou-se uma simulagdo para controle de E. coli, utilizando a
clorexidina e o acido peracético e no Ultimo caso uma alternativa para controle de Listeria
utilizando-se o acido peracético e o blend de acidos organicos. Na avaliagdo da eficiéncia de
diferentes sanitizantes, o acido peracético obteve alta eficiéncia com a menor concentragao
(0,2%) e o menor tempo de contato (2 minutos) a 10°C. As concentracdes de clorexidina e
quaternario de amoénio sdo semelhantes, porém o tempo de contato necessario é distinto (2
e 10 minutos respectivamente). Os acidos organicos necessitam alta concentracao (1%) e
maior tempo de contato (15 minutos) para alcancar uma performance semelhante. O acido
peracético € mais eficiente quando aplicado a 10°C do que quando aplicado a 45°C. Nos
testes em planta industrial, foi possivel verificar que o acido peracético teve um desempenho
bom mesmo em concentragdes e tempos abaixo dos recomendados pelos fornecedores, o
quaternario de ambdnio teve bom desempenho na concentragdo recomendada pelo
fornecedor porém mostrou-se eficiente num tempo mais curto. A clorexidina e o quaternario
de amonio tiveram bom desempenho nas concentragbes e tempos recomendados pelos
fornecedores, sendo que ambos podem ser aplicados para controle dos microrganismos
testados, ja os acidos organicos nao apresentaram eficiéncia mesmo em concentracées e
tempos superiores aos recomendados pelos fornecedores frente ao Staphylococcus aureus.
A regressao linear entre o Log de UFC de L. monocytogenes e o tempo em minutos com
clorexidina a 0,2%, 0,1% e 0,05%, permitiu determinar os valores D nestas concentragdes
obtendo-se 1,38, 3,087 e 4,81 minutos, respectivamente, fornecendo um valor Z de -0,2788.
Os resultados relacionados a inativacao de L. monocytogenes indicam um comportamento
linear do tempo de redugédo decimal deste microrganismo frente a clorexidina. Dentre os
sanitizantes testados o acido peracético apresentou a melhor relacéo custo beneficio, sendo
o indicado para controle de todos os microrganismos testados.
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This study aimed to evaluate the effectiveness of four sanitizers, peracetic acid,
chlorhexidine, quaternary ammonium and a mixture of organic acids against four bacteria
which are known as a problem for the meat industry, Salmonella sp., S. aureus, E. coli and L.
monocytogenes. It was evaluated different sanitizers concentrations (0.2, 0.5, 0.6, 1.0, 1.1
and 1.4%), with different temperatures (10 and 45°C) for the solution preparation and
different contact times (2, 10, 15; 18, 25). The tests were made in an industrial plant with the
best results of concentrations, temperatures and contact time obtained in the first step,
measuring the total count of mesofilos on the surface before applying the sanitizer and after
application of it. It was evaluated the lethality of the kinetic curves of L. monocytogenes at
different times (0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12.5, 15, 18 and 20 minutes) and
concentrations of chlorhexidine (2,0 mL L™, 1.0 mL L™ and 0.5 mL L"), determining the
respective values of D, which allowed the calculation of Z value and the different values of F.
In a last step it was performed a simulation analysis of costs, with different combinations of
sanitizers use. For the four microorganisms studied, were performed 5 simulations: the first
without a rotation of sanitizers, in the second case, with the rotation of sanitizers, in the third
case without the use of peracetic acid, in the fourth case it was created a simulation to
control of E. coli, using the chlorhexidine and the peracetic acid and at the last case, it was
developed an alternative to control the Listeria using peracetic acid and the blend of organic
acids. In the evaluation of the different sanitizers efficacy, the peracetic acid showed high
efficiency with the lowest concentration (0.2%) and the lowest contact time (2 minutes) at
10°C. The concentrations of chlorhexidine and quaternary ammonium are similar, however
the contact time needed is different (2 and 10 minutes respectively). The organic acids
require high concentration (1%) and higher contact time (15 minutes) to achieve a similar
performance. The peracetic acid is more efficient when it is applied at 10°C than when
applied at 45°C. In the tests at an industrial plant, it was possible to observe that the
peracetic acid had a good performance even at concentrations and times below those
recommended by the suppliers, the quaternary ammonium had a good performance in the
concentration recommended by the supplier but it was efficient in a shorter time. The
chlorhexidine and quaternary ammonium showed a good performance in the concentrations
and times recommended by the suppliers, both can be applied for the control of the
microorganisms tested, while the organic acids showed no efficiency even at concentrations
and longer time than those recommended by the suppliers in comparison to the
Staphylococcus aureus. The linear regression between the log of CFU of L. monocytogenes
and the time in minutes with chlorhexidine at 0.2%, 0.1% and 0.05%, was used to calculate
the values of D in these concentrations resulting in 1.38, 3.087 and 4.81 minutes,
respectively, providing a value Z of -0.2788. The results regarding the inactivation of L.
monocytogenes indicate a linear behavior of the decimal reduction time of this
microorganism in comparison to the chlorhexidine. Among the sanitizers tested the peracetic
acid showed the best result in cost and benefits and therefore it is indicated for the control of
all microorganisms tested.
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1. INTRODUCAO

A garantia de consumo de um alimento com seguranga € uma das principais
preocupagdes mundiais no momento, seja por parte dos consumidores, seja por
parte dos governos que procuram legislar de forma a que as empresas produtoras
garantam seus processos e produtos.

Muitos acordos comerciais entre paises ocorrem somente apés um deles ou
ambos comprovarem, muitas vezes sob forma de resultados de auditorias a
eficiéncia de seus processos produtivos, ou seja, a garantia de que podem produzir
alimentos seguros.

Podemos citar o acordo do Brasil com a Africa do Sul que prevé a auséncia de
Salmonella enteriditis nos cortes de aves exportados para aquele pais (Circular
1206/2008 — CGPE/DIPOA (Coordenador Geral de Programas Especiais (CGPE) do
Departamento de Inspecao de Produtos de Origem Animal (DIPOA), Ministério da
Agricultura).

Um dos processos mais controlados nas industrias de alimentos no Brasil,
principalmente nas industrias carneas € seu processo de higienizagao, tratado
dentro de um programa de autocontrole chamado Programa de Procedimentos
Padrées de Higiene Operacional regulamentado pelo Ministério da Agricultura,
através das circulares 175 e 176 de 16 de Maio de 2005.

O Brasil ndao possui legislacdo especifica que determine os padrdes
microbiolégicos que indiquem quando uma higienizagdo esta dentro ou fora dos
padrdes, por este motivo a grande maioria das empresas exportadoras de produtos
carneos adota os padroes europeus que foram determinados através da Decisdo
471/2001, Comissao Européia, onde os niveis sao separados em aceitavel, com
contagem mesdfilos entre 0 UFC/cm? e 10 UFC/cm? e ndo aceitavel para contagem
acima de 10 UFC/cm?.

A qualidade de um processo de higienizacao depende de varios fatores, como
uma remocao adequada de residuos sélidos antes do enxagle inicial, qualidade e
pressdo da agua, qualidade do detergente aplicado, qualidade da esfrega e tipo e
qualidade do sanitizante utilizado.

Uma higienizagdo de qualidade € o primeiro passo para alcangar um produto
de qualidade, ou produto com seguranga alimentar, para isso as empresas devem
quebrar conceitos antigos e entender que a etapa de higienizacdo deve ser
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considerada com o inicio do processo de producdo e nao o final, devem-se criar
controles de modo a garantir a qualidade desejada.

A qualificagdo das equipes de higienizagédo e principalmente dos responsaveis
por esta equipe e pelas escolhas dos produtos utilizados deve ser uma preocupagao
constante das empresas. Porém, ainda hoje verifica-se que estas questdes muitas
vezes sao deixadas em segundo plano. Deste modo muitas empresas trabalham de
acordo com o que dita o mercado, ou seja, as metodologias aplicadas e os produtos
utilizados muitas vezes séo indicacdes dos fornecedores, sem uma devida avaliagao
da empresa, principalmente pela falta de conhecimento sobre os produtos.

Atualmente existe no mercado uma gama muito grande de produtos para
sanitizacdo e as empresas fornecedoras dos mesmos os indicam para qualquer
problema, pois quase todos afirmam que a eficiéncia do produto é grande para
varios microrganismos.

A escolha de um sanitizante adequado € muito importante para o alcance de
um resultado final satisfatério nos indices microbiolégicos, mas para isso €
necessario um conhecimento do tipo de problema que se quer tratar e também da
eficiéncia do sanitizante frente ao meio utilizado e aos microrganismos presentes.

A escolha dos sanitizantes também deve levar em consideragdo o custo da sua
utilizacao, pois no mundo atual a competitividade entre as empresas faz com que as
mesmas tenham que ser cada vez mais eficientes em seus processos, ndo sendo
diferente na parte de higienizagcdo. Assim, um bom processo deve ter resultados
visuais e microbiolégicos satisfatorios, baixo custo e ndo pode apresentar problemas
ambientais ou de residuais quimicos de produtos.

Com o mercado apresentando varias alternativas fica cada vez mais clara a
necessidade de se conhecer bem as mesmas, suas funcionalidades em diversas
concentracbes e suas interacbes com o0 meio. Porém a maioria dos materiais
disponiveis para consulta vem dos préprios fornecedores dos sanitizantes, nao
tendo assim uma imparcialidade necessaria para a validagéao dos dados.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficiéncia de quatro
principios ativos utilizados nas industrias, o &cido peracético, a clorexidina, o
quaternario de aménio e uma mistura de &cidos organicos, frente a quatro bactérias
reconhecidas no mercado como problema para a industria carnea, Salmonella sp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes. Foram avaliadas
diferentes concentragdes dos produtos, temperaturas das solugdes e tempos de
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contato. Utilizando-se os melhores resultados da avaliagdo de eficiéncia dos
sanitizantes, realizou-se testes em planta industrial, medindo-se a contagem total de
mesofilos na superficie antes da aplicagdo do sanitizante e posterior a aplicagéo do
sanitizante. Avaliou-se ainda a cinética de inativagao de Listeria monocytogenes em
suspensao, usando clorexidina como agente ativo, determinando os respectivos
valores D, permitindo calcular o valor Z e os diferentes valores F. Também foi
realizada uma andlise de custos para as melhores alternativas alcancadas no

trabalho.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Importancia da higienizacdo em plantas processadoras de
carnes

As doencas transmitidas por alimentos sao responsaveis atualmente pela maior
parte dos surtos de toxiinfeccdo em quase todos os paises. O desenvolvimento
econdbmico e a globalizagdo do mercado mundial, as alteragdes nos habitos
alimentares, com a crescente utilizagdo de alimentos industrializados ou preparados
fora de casa, alteraram o perfil epidemiolégico dessas doencas, expondo a
populacdo a varios tipos de contaminantes. Dados da DDTHA/CVE (Diviséao de
Doencas de Transmissédo Hidrica e Alimentar/Centro de Vigilancia Epidemioldgica)
para o periodo de 1999 a 2002 mostram que cerca de 60% dos surtos de diarréia
ocorridos no Estado de S&o Paulo foram veiculados por alimentos. Apesar de o
principal local de ocorréncia ser ainda o domicilio (cerca de 20%), restaurantes,
refeitorios, bufés e outros servigos de alimentacdo tém sido responsaveis por
importante percentual de surtos de diarréia ou toxinfecgbes alimentares (Informes
Técnicos Institucionais, 2005).

A higienizacao na industria de alimentos visa basicamente a preservagdo da
pureza, da palatabilidade e da qualidade microbiolégica dos alimentos. Aukxilia,
portanto, na obtencdo de um produto que, além das qualidades nutricionais e
sensoriais, tenha uma boa condi¢cdo higiénico-sanitaria, ndo oferecendo riscos a
saude do consumidor. Assim, contribui decisivamente para a produgéo de alimentos
dentro dos padrées microbiolégicos recomendados pela legislacdo. A producédo de
alimentos seguindo normas adequadas de controle de qualidade pode viabilizar os
custos de producdo e satisfaz aos anseios dos consumidores (ANDRADE &
MACEDO, 1996).

Uma das conseqléncias mais graves da ma higienizagcdo nas industrias de
alimentos é a possivel ocorréncia de doencgas de origem alimentar. Este € um dos
problemas que mais afligem os responsaveis pela qualidade dos alimentos
comercializados. Cerca de 200 doencas podem ser veiculadas pelos alimentos. Elas
sdo provocadas por bactérias, fungos, virus, parasitas, agentes quimicos e

substancias tdxicas de origem animal ou vegetal. As bactérias representam o grupo
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de maior importancia, sendo responsaveis pela ocorréncia de cerca de 70% dos
surtos e 90% dos casos (ANDRADE & MACEDO, 1996).

E necessério um tempo de contato entre os sanificantes e os residuos para que
as reagbes quimicas ocorram. A principio, quanto maior o tempo de contato mais
eficiente sera a higienizagdo. No entanto as reagcdes quimicas ocorrem com mais
eficiéncia nos minutos iniciais da aplicacdo dos agentes quimicos. Por outro lado, as
solugdes tornam-se mais saturadas com materiais originarios das reagdes e etapas
da higienizacao muito prolongadas aumentam o custo da higienizacao (ANDRADE &
MACEDO, 1996).

O sistema de desinfeccao quando realizado corretamente pode representar um
custo aceitavel com a reducédo dos patégenos, além de exercer um importante papel
na reducao dos riscos biolégicos em sistema de producao integrado. A prevencéao de
doencas é uma situacado de controle relativamente possivel, enquanto que em um
surto nem sempre é possivel este controle. Os protocolos de desinfec¢ao variam de
acordo com a necessidade ou patégenos envolvidos. Poucos desinfetantes
apresentam um espectro amplo de agédo (BLOCK, 1983).

O Cdbdigo Zoosanitario Internacional, ao tratar sobre o tema medidas de higiene
e seguranga sanitdria na producdo animal, alerta sobre a existéncia de poucos
desinfetantes universais, bem como indica a necessidade de haver controle sobre a
atividade biocida dos produtos existentes. Varidveis como a amostra do
microrganismo de interesse e a concentracdo do produto recomendada pelo
fabricante devem ser submetidas a avaliacdo para comprovar sua eficacia
(DOMINGUES & LANGONI, 2001).

Para a avaliacdo da eficiéncia microbiolégica dos sanitizantes utiliza-se a
técnica descrita na Portaria 101 de 11/08/1993 — Anexo Parte IV — Determinacdes
Analiticas - Ministério da Agricultura e do Abastecimento — MAPA, Brasil.

Na avaliacdo da eficiéncia de desinfetantes € necessario considerar as
diluicbes e as condi¢des de uso recomendadas pelo fabricante ou a serem testadas
para uso comercial. Os testes devem ser conduzidos em presenca de matéria
organica (extrato de levedura a 1%, albumina bovina a 1%, soro, sangue, proteinas,
leite, etc.), 0 que assegura que perdas no poder desinfetante ou inativagdo dos
mesmos, nas condicbes de uso sejam detectadas. As diluicbes do desinfetante
devem ser feitas em agua destilada.
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Alguns produtos quimicos tém a capacidade de produzir lesdes sub-letais em
alguns microrganismos, exercendo assim, acdo bacteriostatica e ndo bactericida. O
prolongamento do periodo de incubacdo (minimo de 96 horas) e 0 uso de meios
ricos apropriados (livres de inibidores) permite a recuperagéao das células com lesao
fisiologica reversivel. Devido a isso, 0s ensaios de eficiéncia de desinfetantes devem
prever periodos de incubacdo nunca inferiores a 96 horas. Para procedimentos de
higiene eficientes nas industrias de alimentos, € fundamental a escolha correta dos
agentes de limpeza e sanificagao. Nesta selecao deve-se analisar o tipo e grau dos
residuos aderidos as superficies, a qualidade da agua empregada, a natureza da
superficie a ser higienizada, os métodos de higienizagdo aplicados e os tipos e
niveis de contaminagao microbiol6gica (ANDRADE & MACEDO, 1996).

As industrias de alimentos possuem muitas variaveis em seus processos, cComo
tipo da superficie de contato, capacitagcdo das pessoas, qualidade do detergente,
entre outras, que interferem nos resultados de seus processos de higiene, por isso é
muito importante que os resultados obtidos em laboratérios sejam testados a campo,

Ou seja, nas industrias.

2.2 Principios ativos

Operacoes de higiene geralmente aplicadas na
industria de alimentos sdo assumidas para controlar a formacao de biofilmes sobre
as superficies de contato com os alimentos (METTLER & CARPENTIER, 1998).
Salmonella e L. monocytogenes aderidas sdo  reconhecidas as
mais resistentes aos sanitizantes (FRANK & KOFFI, 1990; KRYSINSKI et al., 1992;
REN & FRANK 1993; RONNER & WONG, 1993; SINDE & CARBALLO, 2000).

Os biofilmes, complexos ecossistemas microbianos, podem ser formados por
populacdes desenvolvidas a partir de uma unica, ou de multiplas espécies, podendo
ser encontrados em uma variedade de superficies bibdticas e/ou abidticas. Desta
maneira, muitos autores definem biofilmes como associagdes de microrganismos e
de seus produtos extracelulares, que se encontram aderidos a superficies bibticas
ou abidticas. Geralmente, a dinAmica de formag&o de um biofilme ocorre em etapas
distintas. Inicialmente temos or organismos denominados colonizadores primarios,
que se aderem a uma superficie, geralmente contendo proteinas ou outros
compostos organicos. As células aderidas passam a se desenvolver, originando
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microcolbnias que sintetizam uma matriz exopolissacaridica (EPS), que passam a
atuar como substrato para a aderéncia de microrganismos denominados
colonizadores secundarios. Estes colonizadores secundérios podem se aderir
diretamente aos primarios, ou promoverem a formagéo de coagregados com outros
microrganismos e entdo se aderirem aos primarios. Portanto, uma abordagem para
o problema das bactérias formadoras de biofilmes na industria de alimentos é evitar
adesao das bactérias as superficies.

Existem varias opcdes de sanitizantes no mercado, sendo que os principios
ativos mais utilizados sdo o acido peracético e o quaternario de amoénia, uma
terceira alternativa utilizada é a clorexidina, sendo que recentemente estao surgindo
no mercado produtos a base de &acidos organicos, que seriam produtos mais

seguros com relacao a residuos em alimentos.

2.2.1 Acido Peracético

E um produto constituido de uma mistura estabilizada de acido peracético,
peréxido de hidrogénio, acido acético e um veiculo estabilizante. E a grande
capacidade de oxidagdo dos componentes celulares que torna o acido peracético
um excelente sanificante. Esse agente nao existe como uma unica entidade quimica,
estando em solugdo em equilibrio com o peroxido de hidrogénio e o acido acético.
Assim, embora as recomendacdes dos fabricantes sejam baseadas na concentracao
do &acido peracético, ndo ha duvidas que a acéo sobre as células vegetativas e
também sobre esporos bacterianos, fungos, leveduras e virus € também devido ao
teor de perdxido de hidrogénio presente nas formulagdes comerciais (ANDRADE &
MACEDO, 1996).

Observa-se na literatura o crescente aumento de pesquisas utilizando acido
peracético, considerado um agente biocida potente, mesmo em baixas
concentracdes (0,0001% a 0,2%). O &cido peracético apresenta como principais
vantagens o fato de permanecer ativo mesmo na presenca de matéria organica,
apresentar como produto de decomposicao substancias nao téxicas (acido acético e
oxigénio) e ndo-mutagénicas, possuir baixa dependéncia de pH e necessitar de
pouco tempo de contato para promover uma efetiva desinfecgdo (SILVA et al.,
2008).
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2.2.2 Clorexidina

A clorexidina € uma substancia quimica que foi introduzida ha muitos anos
como anti-séptico de largo espectro contra bactérias Gram-positivas e negativas
(DAVIES et al., 1954).

E uma biguandina com propriedades catiénicas. Quimicamente é classificada
como Digluconato de Clorexidina, molécula estavel que quando ingerida é
excretada pelas vias normais, sendo que a pequena porcentagem retida no
organismo nao é téxica. Quando em baixas concentracbes, provoca lixiviagdo de
substancias de pequeno peso molecular, como o potassio e o fésforo, exercendo
efeito bacteriostéatico e bactericida em altas concentragées (DENTON, 1991).

O mecanismo de acao da clorexidina se caracteriza pela rapida absorcao pelas
células bacterianas, resultando em diversas modificagbes citolégicas que afetam a
permeabilidade e propriedades o6ticas. A quantidade do agente quimico absorvida é
proporcional a sua concentragédo, a densidade da célula bacteriana e a composicao
e pH do meio. Pesquisas revelam que a clorexidina reage com a célula a partir de
grupamentos lipofébicos, provocando uma desorientacdo de membrana lipoproteica,
o0 que leva a uma alteracdo em sua funcdo de barreira osmética (ANDRADE &
MACEDO, 1996).

2.2.3 Quaternario de Amoénio
Os compostos quaternério de aménio, entre 0s quais se encontra o cloreto de
benzalcénio, sado detergentes catibnicos sintéticos que possuem atividade
antimicrobiana. Possuem boa estabilidade, solubilidade em agua e toxicidade
relativamente baixa (PELCZAR et al., 1996).

Varios mecanismos de acdo associados parecem estar relacionados,
originando a atividade germicida dos compostos quaternarios de amdénio. Dentre
estes mecanismos, estdo incluidos a inativacdo de enzimas responsaveis pelos
processos de transformacdo de energia, a desnaturacao protéica e a lesdo da
membrana celular citoplasmatica, com extravasamento dos constituintes celulares
(ANDRADE & MACEDO, 1996; ROMAO, 1996).

Por diminuir a tensdo superficial da agua, os compostos quaternario de
amoénio apresentam boas caracteristicas de penetragdo tornando-se eficientes
mesmo em superficies porosas (ANDRADE & MACEDO, 1996).
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Os compostos quaternarios de amdnia sao eficientes em baixas

concentragdes, contra bactérias, bolores, leveduras e virus (FRAZIER, 1972).

2.2.4 Acidos Organicos

O &cido ascérbico e seus varios sais neutros e outros derivados sao os
principais antioxidantes usados em frutos, hortalicas e seus sucos para prevenir 0
escurecimento e outras reagdes oxidativas. Além de ser totalmente seguro para o
consumo humano pode aumentar o teor de vitamina C de certos frutos e hortalicas
(PRESTAMO & MANZANO, 1993; WILEY, 1994).

Os 4&cidos organicos tém sido amplamente utilizados principalmente no
controle de Salmonella spp., embora exerca também um controle sobre outras
bactérias. O modo de acdo dos &cidos organicos (acético, férmico e lactico) é
atribuido a reducdo direta do pH intracelular por ionizacdo dos acidos nao
dissociados (BARBOSA & TORRES, 1999).

A agéo inibidora dos é&cidos orgéanicos na forma nao dissociada € de 100 a
600 vezes maior do que a forma dissociada. Os &cidos organicos nao dissociados
podem permear a membrana celular por difusédo e liberar prétons no citoplasma da
célula. O influxo de proétons induz a acidificagdo do citoplasma e dissipa o potencial
de prétons da membrana (EKLUND, 1983). Isto inibe o mecanismo de transporte de
substrato, geracao de energia e a sintese de macromoléculas (DIEZ-GONZALES &
RUSSEL, 1997).

Para Corlett Jr. e Brown (1980), citados por Silva et al. (2001), a acao
antimicrobiana dos acidos organicos na higienizacdo de carnes resulta de sua acao
lipofilica, durante a qual os ions de hidrogénio penetram a membrana celular do
microrganismo, acidificando o seu interior e inibindo o transporte de nutrientes. Para
Adams (1999) a eficacia dos &cidos organicos puros ou combinados € o resultado da
concentracdo, pKa e da capacidade de quelacdo dos acidos. Segundo o autor os
acidos organicos tém sido considerados como responsaveis pela quebra no
metabolismo de aminodacidos, sintese do DNA e metabolismo energético dos
microrganismos. Os acidos diminuem o pH intracelular e podem causar alteragcéo na
permeabilidade da membrana com o bloqueio do substrato do sistema de transporte
de elétrons. Os &acidos lipofilicos fracos como lactico, acético ou propiénico sédo

capazes de passar através da membrana celular de microrganismos em seu estado
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nao dissociado e dissociam-se no interior da célula, produzem ions H" que diminuem
o pH da célula. As células reagem eliminando os prétons tentando manter o pH
constante e esse mecanismo faz com que o gasto energético seja maior, reduzindo
o crescimento celular microbiano. Por sua vez os anions RCOO™ do acido impedem

a sintese de DNA fazendo com que a proteina nao se replique (CHOCT, 2004).

2.3 Bactérias

Biofilmes bacterianos sdo resultado da contaminacado de qualquer superficie
molhada. Assim, a maioria das superficies envolvidas no processamento dos
alimentos, incluindo tubulagdées, tanques e maquinas sao susceptiveis a formacao
de biofilmes. Os efeitos da colonizacdo nas superficies utilizadas na transformacéao
de alimentos pode resultar na contaminagdo dos alimentos por microrganismos
causadores de doencgas associadas a alimentos ou deterioracdo dos alimentos
(BOWER et al., 1996; HOOD & ZOTTOLA, 1995).

Segundo  Busscher et al. (1995 a formagdo inicial de
aderéncia bacteriana a uma superficie € um determinante para a formagéo de um
biofilme. Por outro lado, estimula a sintese de exopolissacarieos pelas bactérias
(VANDEVIVERE & KIRCHMAN, 1993), contribuindo assim para a formacdo do
biofilme.

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes sao bactérias patogénicas, que sao
transmitidas por alimentos. Elas podem aderir aos alimentos e materiais utilizados na
transformacdao dos mesmos (MAFU et al., 1991; KORBER et al., 1997; WONG,
1998). No entanto, os mecanismos que regem a aderéncia de Salmonella e L.
monocytogenes em superficies inertes sdo pouco estudados. Varios estudos tém
demonstrado que a aderéncia das bactérias depende parcialmente da natureza das
superficies e em parte das propriedades bacterianas (CARBALLO et al.,1992;
CHAMBERLAIN & JOHAL, 1988; HOOD & ZOTTOLA, 1995).
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2.3.1 Salmonella spp.

Sao bastonetes pequenos, Gram negativos, anaerobios facultativos, néo
esporulados, flagelados, oxidase e catalase positiva, patogénicos para homens e
animais (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

A transmissdo de Salmonella sp. ao homem ocorre principalmente pela
ingestdo de produtos de origem animal contaminados, o que pode resultar em
infecgbes alimentares, sendo considerada uma das mais importantes causas de
doenga de origem alimentar entre humanos (EKPERIGIN & NAGARAJA, 1998).

O principal habitat das salmonelas € o trato intestinal de animais, tais como,
aves, particularmente perus e galinhas, sendo muito comum também em suinos,
bovinos e equinos. Carnes cruas e mal cozidas, leite cru, ovos e seus respectivos
derivados, séo veiculos freqlientes do microrganismo, sendo freqlientes também as
contaminacdes cruzadas de matérias primas e alimentos processados, tanto de
origem animal como vegetal (GARRICK & SMITH, 1994).

Inimeros surtos de toxinfecgdo alimentar causado por Salmonella spp. sao
conhecidos, envolvendo os mais variados tipos de alimentos. Verifica-se, no entanto,
que a carne de aves e outros tipos de carne sdao mais freqientemente envolvidos.
Salmoneloses associada a lacticinios sdo causadas por leite cru ou
inadequadamente pasteurizado e também por queijo. Quanto a produtos derivados
de ovos, os mais freqlentemente envolvidos em surtos sdo as saladas a base de
oVvos, sorvetes e outras sobremesas de fabricagdo caseira (FRANCO & LANDGRAF,
2003).

2.3.2 Listeria monocytogenes

A Listeria monocytogenes é um bastonete curto, Gram positivo, anaerébio
facultativo ndo esporulado. E um microrganismo ambiental de ampla disseminacéo,
psicrotréfico, capaz de crescer em temperaturas de refrigeracédo. A partir de 1981 foi
comprovada sua transmissdo pelos alimentos ao homem. A dose infectante €
desconhecida, mas provavelmente baixa. Os surtos relatados sdo esporadicos, mas
a mortalidade em geral é alta (DOYLE, 1989).

Embora as carnes frescas apresentem, geralmente, baixas contagens de L.
monocytogenes, a medida que aumenta seu grau de processamento, aumenta o

risco de contaminacgao (JAY, 1996).
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Por esse motivo, diversos derivados carneos tém sido envolvidos, tanto em
surtos de listeriose, quanto em casos esporadicos da enfermidade (FARBER &
PETERKIN, 1991; ROCOURT & COSSART, 1997).

De acordo com Jeong & Frank (1994), L. monocytogenes apresenta alta
capacidade de colonizacdo de superficies e de formagao de biofilmes, podendo
estabelecer-se dentro de plantas de processamento de alimentos, aumentando,
dessa forma, a probabilidade de contaminagdes cruzadas e ambientais.

Em trabalho de Silva (1996), verificou-se a presenca de Listeria spp., inclusive
de L. monocytogenes em plantas de processamento de linglicas mistas do tipo
frescal nos frigorificos analisados. A presenca destes microrganismos nas amostras
analisadas, em especial no produto final, demonstra a necessidade de readequacgao
nas praticas de limpeza e sanificacdo das plantas de processamento analisadas,
bem como representa risco potencial de listeriose ao consumidor (SILVA et al.,
2004).

A L. monocytogenes € uma bactéria capaz de se desenvolver lentamente em
temperaturas de refrigeragéo, mas é sensivel a baixos valores de pH de alimentos
acidos (iogurte e algumas frutas) e ao calor, sendo facilmente destruida pelo
cozimento convencional (TOMPKIN et al., 2001).

Multiplica-se em pH entre 5,0 e 9,0 com 6timo em pH 7,0 e 7,5. E termolabil,
podendo ser destruida durante o cozimento. Temperaturas como as utilizadas para
pasteurizacao de leite a 71,7°C por 15 segundos podem inativar este microrganismo
(MULLER & WEBER, 1996).

Encontra-se amplamente distribuida no ambiente; ela se encontra em solos,
agua, aguas residuais e vegetacdo em decomposicdo. Comum no intestino de
humanos e animais domésticos (incluindo moscas), produtos agricolas frescos, meio
ambiente da area de processamento na industria (TOMPKIN et al., 2001). Tém sido
isolada de diferentes alimentos, tais como leite cru e pasteurizado, queijo, carne
bovina, suina, de aves, peixes, embutidos, carne moida de diferentes animais,
produtos carneos crus e termoprocessados, além de produtos de origem vegetal, de
origem marinha, e refeigcbes preparadas. Estes isolamentos tém sido realizados ndo
s6 em outros paises como também no Brasil (FRANCO & LANDGRAF, 2003). De
acordo com Franchin (2008), no Brasil, trabalhos indicam a presenca de Listeria
monocytogenes em camardes (10% - regiao sul), filé de peixe (29,1% - regido sul),
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leite pasteurizado e ensacado (16,7% - regido nordeste), produtos carneos
refrigerados (10% - regido sudeste), e mortadelas (8% - regido sudeste).

2.3.3 Escherichia coli

O género Escherichia contém apenas uma espécie de importancia médica,
que é a Escherichia coli, sendo esta bactéria caracterizada como um bacilo Gram-
negativo, anaerobio facultativo e capaz de crescer até temperaturas de 44°C. Pode
causar infeccao do trato urinario, gastroenterites, meningite neonatal e sepse (MIMS
et al., 1999).

E. coli foi inicialmente introduzida como indicador em 1892 na Austrdlia e em
1895 nos Estados Unidos. Foi usada para indicar a contaminagcao da agua por
matéria fecal e, conseqglientemente, alertar para a presenca potencial de patégenos
entéricos. Da agua foram estendidos aos alimentos, sem uma avaliagdo muito
criteriosa da validade dessa aplicagdo em diferentes produtos. Atualmente, a
premissa de que altos numeros de E. coli, coliformes termotolerantes, coliformes
totais ou enterobactérias em alimentos estdo correlacionados com contaminagao
fecal ja ndo € valida, por uma série de razdes: 1) Esses organismos ndo sao
habitantes obrigatérios do trato intestinal de animais de sangue quente, e podem ser
encontrados em reservatorios ambientais; 2) S&o comuns nos ambientes de
manufatura de alimentos, e podem tornar-se parte da microbiota residente,
principalmente se as condi¢cbes de limpeza sédo inadequadas; 3) Varias estirpes de
E. coli, coliformes ou enterobactérias podem crescer em alimentos refrigerados
(KORNACKI & JOHNSON, 2001).

2.3.4 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus sao cocos Gram positivos, arranjados em forma de
cachos, anaerdbios facultativos, catalase e coagulase positiva e toleram
concentracbes elevadas de NaCl (até 20%). Habitam normalmente humanos e
animais, colonizando a pele e vias respiratorias, podendo ser comensais ou causar
infeccoes de pele e respiratdria, encontrando-se nestes casos em grande numero
(DOYLE, 1989).

E um microrganismo nutricionalmente exigente, mas a carne e seus derivados
preenchem suas necessidades nutricionais (DOYLE, 1989).
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Em geral uma populacdo de S. aureus no alimento deve atingir cerca de 10° a
10 UFC/g para a producdo de quantidade suficiente de enterotoxina. A dose de
toxina é baixa (0,1 a 1,0 mg/kg de peso vivo), mas é variavel entre individuos
(DOYLE, 1989).

A intoxicacao alimentar por estafilococos ocorre apdés o consumo de alimentos
contaminados com grandes quantidades de Staphylococcus aureus com produgao
das enterotoxinas as quais sao termorresistentes. Assim, pode-se ter intoxicacao
alimentar em produtos pasteurizados onde o microrganismo foi inativado (FRANCO
& LANDGRAF, 2003).

2.4 Inativacao de Listeria monocytogenes em suspensao, usando
clorexidina como agente ativo

Listeria monocytogenes tem sido considerado o mais importante patdégeno
transmitido por alimentos devido a alta taxa de morte em grupos de risco
(THEVENOT et al., 2005), e pela sua capacidade de sobreviver em condicdes
adversas (VARABIOFF, 1992; INCZE, 1998; BOLTON & FRANK, 1999; BONNET &
MONTVILLE, 2005).

L. monocytogenes é um patdégeno mesofilico, mas com comportamento
psicrotréfico. E extensamente distribuido na natureza e seu controle em alimentos é
dificil devido a tolerancia relativamente elevada as condi¢des inibitérias quando
comparado a outros microrganismos patogénicos transmitidos por alimentos
(FARBER & PETERKIN, 1991). Geralmente sdo encontrados no ambiente natural do
processamento de produtos alimentares como um biofilme capaz de se multiplicar
em temperaturas de refrigeracdo (MURIAMA, 1996). Tem sido isolado de solo,
vegetacao, ensilagens, efluentes domésticos e industriais, agua e em plantas de
industrias de alimentos (MCGLAUGHLIN, 1987), além de material fecal de mais de
40 espécies de mamiferos, e no minimo 17 espécies de aves, incluindo frangos e
patos (DONNELLY et al., 1992).

Muitos alimentos tém sido implicados em manifestagdes de listeriose, que
incluem produtos crus e pasteurizados de leite e derivados, de carnes cruas e
cozidos de diferentes animais e peixes e de varios alimentos vegetais (RYSER &
MARTH, 1991).
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Entretanto, a contaminag¢ao de frango congelado e refrigerado é elevada em
comparagao com outros alimentos (PINI & GILBERT, 1993).

Esta incidéncia elevada é alarmante e aumenta o risco de contaminagao
cruzada entre o alimento cru e cozido durante a preparacgdo. E conseqiientemente
importante planejar um programa de controle da qualidade para esta bactéria ao se
processar produtos de frango (UYTTENDALE et al., 1997).

A Clorexidina é um agente catidnico (grupo biguanida; 4-chlorophenyl radical),
que exibe a atividade antibacteriana. A natureza catiénica do composto promove a
conexao com o composto aniénico na superficie bacteriana (grupos do fosfato do
acido teitdico em bactérias Gram-positivas e do lipopolissacarideo nas Gram-
negativas) capaz de alterar sua integridade. O ion do potassio, sendo uma entidade
pequena, € a primeira substancia a aparecer quando a membrana citoplasmatica é
danificada. A alteracdo da permeabilidade de membrana citoplasmatica promove a
precipitacdo de proteinas citoplasmicas, altera o balanco osmatico celular, interfere
com o metabolismo, crescimento, divisédo celular, inibe a ATPase da membrana e
inibbe o processo anaerobico (ROLLA & MELSEN, 1975; JENKINS et al., 1988;
HUGO; RUSSEL, 1992; DENTON, 1991; JEANSONNE & WHITE, 1994).

Nas industrias que manipulam produtos de origem animal a clorexidina tem
sido empregada como desinfetante de maos, equipamentos e superficies devido a
evidéncias de baixa toxicidade aliadas a eficiéncia antimicrobiana (DOI/DIPOA,
1999; FINZI & COSTA, 1979).

A eficacia de varias solugcdes dos desinfetantes € medida atualmente em
valores de D. O uso desta medida cresceu fora dos estudos térmicos da
desinfecgao, para uso nas industrias alimentos (BALL, 1920; 1923).

A clorexidina tem sido utilizada pela industria de alimentos como uma
alternativa no processo de desinfeccdo da planta industrial. Entretanto, a maioria das
industrias alimenticias somente utiliza a concentracdo e tempo de exposicao
indicados pelo fornecedor do desinfetante, ndo possuindo as informagdes
necessdarias para poder alterar a concentracdo ou o tempo de exposicao do
desinfetante visando corrigir situagbes especificas que comumente ocorrem numa
planta industrial.

A taxa de morte na presenca do calor constante é uma fungdo exponencial.
Consequentemente, quando o logio dos numeros dos sobreviventes sdo tragados em

relacdo ao tempo, o comportamento € descrito por uma linha reta. O valor de D &
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definido amplamente como o tempo exigido para o numero de bactérias viaveis para
diminuir 1 unidade logaritmica (ou o negativo reciproco desta inclinagéo).

Este valor de D é usado entdo como um modelo para respostas além dos
dados visando estimar o tempo exigido para a desinfeccdo (10° CFU/ml) ou a
esterilizacdo (10° CFU/ml) considerando-se as cinéticas de morte como de primeira
ordem (STUMBO, 1948a,b; ABRAHAM et al., 1990). Além disso, os valores de D sdo
sugeridos como indicadores rapidos da eficacia preservativa de um produto (ORTH,
1979; AKERS, 1984).

Existem trés métodos para a determinacdo do valor de D da informacao
cinética de morte microbiana (U.S. FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 1985). O
mais simples é o método de Stumbo ou de valor-limite que utiliza somente pontos
iniciais e terminais do tempo. Neste método, uma quantidade conhecida de bactérias
€ exposta as condi¢des de desinfecgao para uma quantidade de tempo especifico, e
o numero de sobreviventes é determinado. O valor de D é definido como a relacao
do tempo ao logip da redugdo em UFC por mililitro. O segundo método envolve
calcular a média dos valores multiplos do valor-limite D, um para cada amostragem,
derivado no curso de uma experiéncia. O terceiro, utiliza a analise de regressao
linear de pontos de dados multiplos.

Todos os trés destes métodos fornecerao valores similares para a taxa de
morte quando as cinéticas sdo de primeira ordem. Se o relacionamento entre o logqo
do numero de sobreviventes e o tempo nao é linear, entretanto, resultardo em
medidas muito diferentes. Estas diferencas terdao um efeito direto na eficacia de um

produto no mercado.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Avaliacao da eficiéncia de quatro principios ativos utilizados
nas industrias de alimentos
Nesta etapa foram testadas diferentes concentragcdes de sanitizantes, com

diferentes temperaturas de preparo da solugéo e diferentes tempos de contato.
Foram utilizados quatro principios ativos, sendo trés largamente utilizados no
mercado atual, a clorexidina, o quaternario de amdnia e o acido peracético e um
com utilizagdo mais recente que € um blend de &cidos organicos.
Os sanitizantes possuem formulagdes com diferentes concentragdes de
principios ativos, conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1 - Concentragéo de principio ativo dos sanitizantes comerciais avaliados.

Sanitizantes Principio ativo (%)
Acido Peracético 15
Clorexidina 20
Quaternario de Amoénio 20

Acido ascérbico - 1
Acidos organicos Acido citrico - 0,475
Acido lactico - 0,475

Foram avaliadas quatro diluicdes e trés tempos de contato dos diferentes
sanitizantes, sendo que as concentragdes indicadas pelos fornecedores sao as
concentragbes dois e trés, e o tempo minimo de contato recomendado é o tempo
dois (Tabela 2).

As temperaturas testadas foram de 10 e 45°C, sendo estas temperaturas
escolhidas por apresentarem uma diferenga significativa entre elas, sendo duas
temperaturas facilmente encontradas em aguas utilizadas nas industrias.

As temperaturas referem-se a temperatura de preparo da solugao, ou seja, esta
temperatura € atingida no momento da diluigdo do sanitizante ndo sendo mantida

constante posteriormente.
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Tabela 2 - Concentragdes (% do produto comercial) e tempos de contato (minutos)
dos diferentes sanitizantes avaliados.

Acido Quaternario  Acidos
Peracético Clorexidina de Aménio organicos

Concentragdo 1 (%) 0,2 0,2 0,2 0,2
Concentragéo 2 (%) 0,5 0,5 0,6 0,6
Concentracéo 3 (%) 0,8 0,8 1 1

Concentracéo 4 (%) 1,1 1,1 1,4 1,4
Tempo de contato 1 (Min) 2 2 2 2

Tempo de contato 2 (Min) 10 10 10 15
Tempo de contato 3 (Min) 18 18 18 25

Para a avaliacdo da eficiéncia microbiologica dos sanitizantes utilizou-se a
técnica descrita na Portaria 101 de 11/08/1993 — Anexo Parte IV — Determinacdes
Analiticas - Ministério da Agricultura e do Abastecimento — MAPA, Brasil.

As solucées foram testadas quanto a sua eficacia frente a quatro
microrganismos, sendo eles a Salmonella choleraesuis, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

Os microrganismos teste foram inoculados em tubos com caldo infusao cérebro
coracdo (BHI - infusdo de cérebro de bezerro 200 g L, infusdo de coragéo de boi
250 g L™, proteose peptona 10 g L™, dextrose 2 g L™, cloreto de sédio 5 g L™, fosfato
dissédico 2,5 g L") e incubados por 24 horas a 35°C.

Apoés incubagdo foram feitas diluicdes sucessivas de cada cultura (10" a 10®)
em agua peptonada (0,1%), plagueamento em agar padrdao de contagem (PCA -
triptona 5,0 g L™, extrato de levedura 2,5 g L, dextrose 1,0 g L, agar 15,0 g L),
incubacgéao por 24 horas a 35°C e posterior contagem.

Os sanitizantes foram diluidos assepticamente em 9 mL de agua destilada.
Imediatamente antes do inicio dos testes de eficiéncia, foi adicionado a cada tubo
com 9 mL do desinfetante diluido, 1mL de leite UHT (fonte de matéria organica).

A cada diluicdo dos diferentes sanitizantes foi adicionado 0,1mL da cultura
teste em fase estacionaria na diluicdo 102 UFC mL™" e homogeneizado.
Apb6s os diferentes tempos de exposicao (Tabela 2), foi transferida uma

alcada para tubos contendo caldo BHI e estes incubados a 35°C por 96 horas.



34

A verificagdo de crescimento foi feita visualmente pela turvagédo e formagéao

de pelicula na superficie ou de precipitado no fundo dos tubos.
Os tubos positivos foram confirmados pelo repique e incubagdo em Agar
Padrédo de Contagem, considerando-se como ineficiente a concentracdo ou tempo

de exposi¢cao com crescimento confirmado no PCA.

3.2 Testes em planta industrial: Avaliacao da eficiéncia dos quatro
sanitizantes

Em uma segunda etapa foram realizados testes em uma planta industrial onde
se aplicaram as concentracdes, temperaturas e tempo de contato com os melhores
resultados da primeira etapa, utilizando-se para isso a técnica de swabs, medindo-se
a contagem total de mesofilos na superficie antes da aplicacdo do sanitizante e
posterior a aplicacado do mesmo.

Para estes testes escolheu-se a sala de cortes de uma unidade de abate de
suinos e industrializacdo de produtos carneos por ser um ponto central do processo,
por onde ira passar a maior parte da matéria-prima utilizada nos processos de
industrializacao.

Foram realizados testes antes da aplicacdo do sanitizante, ou seja, apos a
higienizacdo das mesas, e ap6s a aplicacdo dos sanitizantes. Os testes foram
realizados em duplicata em dois dias distintos. As condigbes testadas de cada
sanitizante encontram-se na Tabela 3, sendo as melhores combinagdes de
concentracdo, tempo de contato e temperatura de exposi¢do, determinadas na
avaliagéo qualitativa dos desinfetantes.

Para a avaliacao dos sanitizantes na planta industrial foram realizadas analises
de swab em dois pontos da superficie das mesas da sala de cortes, superficie onde
sao realizados a desossa e preparo dos cortes para venda ou industrializagdo, em
uma planta de abate e processamento de carne suina. Foram utilizados swabs da

marca 3M e placas delimitadoras com superficies de contato de 20 cm2.
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Tabela 3 - Combinagdo de concentracdo, tempo de contato e temperatura para
utilizacao eficiente dos diferentes sanitizantes.

Principio ativo Concentracao Tempo de contato Temperatura
(%) (min) (C)
Acido Peracético 0,2 2 10
Clorexidina 0,5 10 45
Quaternario de Aménio 0,6 2 10
Acidos Organicos 1 15 10

As areas de contato foram esfregadas 10 vezes no sentido ascendente,
exercendo-se uma pressdao firme na superficie de contato, sendo as placas
delimitadoras esterilizadas com alcool e fogo, apds cada coleta de amostra. As
amostras foram coletadas em dois pontos distintos da mesa.

Em seguida, os microrganismos aderidos ao swab foram transferidos para
tubos de ensaio contendo 10 mL de solucdo de agua peptonada 0,1% (p/v)
esterilizada a 121°C por 15 minutos. O tubo foi agitado no vortex por alguns
segundos, para liberar as bactérias do swab, apds isso o conteddo do tubo foi
derramado cuidadosamente em uma placa estéril e adicionado cerca de 15ml de
PCA previamente preparado e mantido em torno de 47°C, entdo foi homogeneizado
e deixado solidificar em superficie plana.

A contagem total de aerdbios mesofilos baseia-se na semeadura da amostra
ou de suas diluicoes em PCA, seguida de incubacao em temperatura de 36° + 1°C
por 48 horas.

Ap6s a completa solidificacao, as placas foram incubadas a 36 °C por 48 horas.
Finalizado o periodo de incubacdo as colbnias foram contadas e anotados os
resultados.
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3.3 Cinética de inativacao de Listeria monocytogenes em
suspensao, usando clorexidina como agente ativo

Na terceira etapa do trabalho foram avaliadas as curvas cinéticas de
letalidade de Listeria monocytogenes em diferentes tempos e concentragbes de
clorexidina, determinando os respectivos valores D, permitindo calcular o valor Z e
os diferentes valores F.

A linhagem de L. monocytogenes (ATCC 7644) mantida em meio Luria
Bentani (triptona 10,0 g L™, extrato de levedura 5,0 g L™, NaCl 5,0 g L") a 4°C foi
subcultivada para preparagao do indculo em caldo padrdao de contagem (triptona 5,0
g L™, extrato de levedura 2,5 g L™, e dextrose 1,0 g L") a 35°C por 24 horas.

A partir deste inéculo foram preparadas diluicées em agua destilada (10° a 10
8 e em cada réplica de diluicdo foi adicionada uma diferente concentragdo do
desinfetante clorexidina (2,0 mLL", 1,0 mLL" e 0,5 mL L") mantidos a 25°C.

Estas diluicbes foram inoculadas em meio agar padrdo de contagem (agar
10g L™, triptona 5g L', extrato de levedura 2,5 g L™, e dextrose 1,0 g L) apés
diferentes tempos de exposicdo ao desinfetante (0, 0,5, 1, 1,5, 2,3 4,5,6, 7, 8, 9,
10, 12,5, 15 18 e 20 minutos) e incubados a 35°C por 24 horas.

Diluicbes sem o desinfetante também foram inoculadas em Agar padréo de
contagem e incubadas a 35°C por 24 horas para determinar o ndamero inicial de
Unidades Formadoras de Coldnias (UFC).

As contagens foram realizadas nas placas oriundas das diluigdes com um
namero inferior a 350 colénias em cada um dos tempos de exposicdo ao
desinfetante. Todas as determinagdes foram feitas em duplicata e os resultados
expressos como valor medio.

O modelo matematico para determinar o tempo de redugéo decimal (valor-D)
de L.monocytogenes em uma determinada concentracdo do desinfetante foi
baseado em um balanco diferencial de primeira ordem (baseado em similaridades

com processos de tratamento térmico);

dN

Sr=ckN (1)

onde N é o numero de UCF, t é tempo de processo, k € a constante de
proporcionalidade.
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Integrando-se a Equagédo (1) com a seguinte condigéo inicial N (t=0) = No,
onde Ny € o numero de UCF inicial, tem-se;

InN—-InN, =—kt (2)

Rearranjando a Equacao (2) em termos de log tem-se;

N 1
log| — |=——1¢ 3
og( NOJ R (3)

onde, k = 1/D e D definido como a constante de reducdo decimal, a qual representa

0 tempo necessério para haver a ocorréncia de 1 (um) ciclo log no processo.

Para a obtencdo do valor D, foi realizada a regressdo linear entre os
diferentes tempos de exposicdo do microrganismo ao desinfetante e o log de UFC
sobreviventes, sendo D o inverso do coeficiente angular da reta ajustada.

A constante de resisténcia de morte de L. monocytogenes ao desinfetante

(valor-Z) foi determinada pela seguinte equacéo:

log(%}%(q—cz) @

2

Onde D1 e D, séo valores de redugdo decimal obtidos para as concentracoes C1 e
C2, respectivamente. A constante Z representa a alteracdo de concentracao
necessdaria para que ocorra uma alteragdo de um ciclo log (90% de redugédo) no
tempo de morte ocasionado pelo desinfetante.

Para a obtencdo do valor Z, foi realizada a regressdo linear entre as
diferentes concentracées do desinfetante (C) e o log do respectivo valor D, sendo Z
obtido a partir do inverso do coeficiente angular da reta ajustada.

E interessante salientar que a Equacdo (3) é de fundamental importancia e
utilidade em projetos, simulacdes e aplicagdes industriais do produto em foco neste
trabalho. A partir do conhecimento da constante Z e dos valores de D1 em uma
concentracdo Ci pode-se detrminar o valor da concentracdo de aplicacdo do
produto.
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3.4 Analise de custos dos diferentes sanitizantes

Em uma ultima etapa foi realizada uma simulacao de andlise de custos com
diferentes combinacdes de uso dos sanitizantes nas concentracdes e tempos de
exposicao determinadas como eficientes.

No mundo atual todos os custos presentes em um processo de producao
devem ser analisados e na medida do possivel minimizados. Os resultados sempre
devem ser medidos utilizando o binémio custo/qualidade, sendo assim nao pode-se
deixar de analisar este aspecto no momento de decidir qual o melhor sanitizante a
ser utilizando no processo de higiene da planta de processamento, procurar um
produto que garanta a qualidade dos produtos, mas que nao onere o custo dos
mesmos.

Nesta etapa do trabalho foram analisados os custos de se utilizar diferentes
programas de higienizagdo considerando os resultados atingidos nas etapas
anteriores do estudo.

Foram simulados custos para diferentes finalidades e considerando sempre
que o consumo geral da planta em questdo é de 1600 litros de solucao de
sanitizante por dia, sendo este dado conseguido junto a uma empresa que abate e
esposteja uma média de 1800 suinos/dia e ainda tem uma planta de processamento
de industrializados, linha de presuntos de 80 toneladas/dia.

Considerou-se ainda que a empresa trabalha de segunda a sabado, ou seja,
com seis higienizagdes gerais durante uma semana.

Para as simulagdes, tomaram-se como base os melhores resultados do testes
anteriores para os quatro microrganismos estudados e foram feitas 5 simulagdes: a
primeira sem um rodizio entre os sanitizantes, no segundo caso com rodizio entre 0s
sanitizantes, no terceiro caso sem a utilizacdo do acido peracético, no quarto caso
criou-se uma simulagé@o para controle de E. coli, utilizando a clorexidina e o acido
peracético e no ultimo caso uma alternativa para controle de Listeria utilizando-se o

acido peraceético e o blend de acidos organicos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacao da eficiéncia de quatro principios ativos utilizados
nas industrias de alimentos

4.1.1 Avaliacao qualitativa da eficiéncia do acido peracético
A Tabela 4 apresenta os resultados para a eficiéncia do acido peracético com

temperatura de 10°C.

Tabela 4 - Avaliagdo da eficiéncia de diferentes concentragdes e tempos de
exposicao do 4cido peracético a 10°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Ten_1po S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 + + + +
0,2 10 + + +
0,2 18 + + + +
0,5 2 + + + +
0,5 10 + + + +
0,5 18 + + + +
+ Eficiente

Observa-se que o acido peracético foi eficiente em 10°C para todas as
concentracdes e todos os tempos de contato utilizados. Por esse motivo nao foram
realizados os experimentos com concentragdes mais altas.

Um estudo realizado por Brifiez et al. (2006) avaliou o efeito bactericida de
acido peracético contra estirpes patogénicas e nao patogénicas de Staphylococcus
spp., Listeria spp. e Escherichia coli, os autores verificaram que o mesmo foi efetivo
(reducdo maior que 5 log UFC mL™") em concentracdes de 0,1 % e 10 minutos de
exposicao em todos 0s casos.

Analisando os resultados expressos na Tabela 4 e comparando com a Tabela 5
observa-se que o acido peracético demonstra perda de eficiéncia quando a
temperatura é elevada de 10°C para 45°C, pois com a temperatura da solugdo em
45°C, o acido peracético nao foi eficiente para Salmonella choleraesuis nas
concentragdes de 0,2%, 0,5% e 0,8% no tempo de 2 minutos. Também observa-se a
nao eficiéncia para Listeria sp. na concentracdo de 0,2% nos tempos de 2 e 10

minutos.
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Tabela 5 - Avaliagdo da eficiéncia de diferentes concentragdes e tempos de
exposicao do 4cido peracético a 45°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Terr_npo S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - + + -
0,2 10 + + + -
0,2 18 + + + +
0,5 2 - + + +
0,5 10 + + + +
0,5 18 + + + +
0,8 2 - + + +
0,8 10 + + + +
0,8 18 + + + +
1,1 2 + + + +
1,1 10 + + + +
1,1 18 + + + +

+ Eficiente; - Nao eficiente.

Segundo Kunigk et al. (2001) uma maior eficacia do acido peracético é
demonstrada a 25°C, enquanto o aumento da temperatura para 45°C provoca rapida
decomposicao do produto.

A Figura 1 demonstra a perda de eficiéncia com o aumento da temperatura
relacionando o percentual de testes que foram eficientes nas duas temperaturas.

100-0%
TUOY, U0

’

89,6%
100,0% 1

80,0% -
60,0% - m 10°C
40,0% mastc

20,0% A

0,0% T T
10°C 45°C

Figura 1 - Percentual de eficiéncia comparativa de diferentes concentragdes e
tempos de exposicao do acido peracético a 10°C e 45°C.



41

4.1.2 Avaliacao qualitativa da eficiéncia da clorexidina
Analisando a Tabela 6 € possivel observar que a clorexidina a 10°C necessita
de uma concentragao de 0,5% e um tempo de 18 minutos ou uma concentracédo de
0,8% e um tempo de 10 minutos para ser eficiente contra as bactérias analisadas.

Tabela 6 - Avaliacao da eficiéncia de diferentes concentragdes e tempos de

exposicao de clorexidina a 10°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Ten.1po S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - - + -
0,2 10 - - + -
0,2 18 - + + +
0,5 2 - - + +
0,5 10 - + + +
0,5 18 + + + +
0,8 2 - - + +
0,8 10 + + + +
0,8 18 + + + +
1,1 2 + + + +
1,1 10 + + + +
1,1 18 + + + +

+ Eficiente; - Nao eficiente.

Observa-se um incremento de eficiéncia da clorexidina quando a temperatura &
elevada de 10°C para 45°C, pois com a solu¢cdo em 45°C (Tabela 7) a clorexidina ja
¢é eficiente com concentracao de 0,2% em 18 minutos 0 que ndo aconteceu a 10°C.
Também a 0,5% e tempo de 10 minutos a clorexidina a 45°C é eficiente contra a

Salmonella choleraesuis, o que nao ocorre a 10°C.
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Tabela 7 - Avaliagdo da eficiéncia de diferentes concentragdes e tempos de

exposicao de clorexidina a 45°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Terr_npo S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - - + -
0,2 10 - + + +
0,2 18 + + + +
0,5 2 - - + +
0,5 10 + + + +
0,5 18 + + + +
0,8 2 + - + +
0,8 10 + + + +
0,8 18 + + + +
1,1 2 + + + +
1,1 10 + + + +
1,1 18 + + + +

+ Eficiente; - Nao eficiente

A Figura 2 demonstra a melhora de eficiéncia da clorexidina com o aumento da

temperatura de 10°C para 45°C, relacionando o percentual de testes que foram

eficientes nas duas temperaturas.

Eficiéncia ( % sobre o total de testes)

100,0% -

80,0%
60,0%
40,0%
20,0%

0,0%

7 75,0%

-

85,4%

10°C

45°C

m10°C
m45°C

Figura 2 - Percentual de eficiéncia comparativa de diferentes concentragdes e

tempos de exposicao da clorexidina a 10°C e 45°C.

Bambace et al.

concentracao 0,5% para o controle de superficies, frente ao S. aureus.

(2003) demonstraram a eficiéncia da clorexidina com
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A clorexidina demonstrou-se eficaz nas concentragées indicadas pelo
fornecedor, sendo uma boa alternativa para o uso em no controle dos
microrganismos testados.

4.1.3. Avaliacao qualitativa da eficiéncia de quaternario de amoénia
Os resultados da avaliagdo (Tabela 8) demonstram que o quaternario de
amodnia se mostrou eficiente para todas as bactérias na concentracao de 0,2% em

18 minutos ou com concentracdes superiores ja em 2 minutos.

Tabela 8 - Avaliacdo da eficiéncia de diferentes concentragdes e tempos de

exposi¢cao de quaternario de aménia a 10°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Ten.1po S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - - - -
0,2 10 - - - +
0,2 18 + + + +
0,6 2 + + + +
0,6 10 + + + +
0,6 18 + + + +

1 2 + + + +
1 10 + + + +
1 18 + + + +
1,4 2 + + + +
1,4 10 + + + +
1,4 18 + + + +

+ Eficiente; - Nao eficiente.

A utilizacao de quaternario de amoénia a 45°C (Tabela 9) provoca uma pequena
reducado de sua eficiéncia quando comparado a 10°C, pois deixa de ser eficiente
para a Salmonella choleraesuis com concentragdo de 0,2% em 18 minutos, sendo

que a 10°C se mostra eficiente neste tempo e nesta concentracao.
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Tabela 9 - Avaliagdo da eficiéncia de diferentes concentragdes e tempos de

exposicao de quaternario de amonia a 45°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Terr_Ipo S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - -
0,2 10 - - - +
0,2 18 - + + +
0,6 2 + + + +
0,6 10 + + + +
0,6 18 + + + +

1 2 + + + +
1 10 + + + +
1 18 + + + +
1,4 2 + + + +
1,4 10 + + + +
1,4 18 + + + +

+ Eficiente; - Nao eficiente.

Entretanto esta influéncia de reducdo de eficiéncia com o aumento de

temperatura é baixa, como pode ser observado na Figura 3.

Eficiéncia ( % sobre o total de testes)

100,0%

80,0%

60,0% +~

40,0%
20,0%

0,0%

85,4% 83,3%

10°C 45°C

m10°C
m45°C

Figura 3 - Percentual de eficiéncia comparativa de diferentes concentragdes e

tempos de exposicao de quaternario de aménia a 10°C e 45°C.

Santos & Moura (2007) atestam que o quaternario de amoénio testado a 0,26%

mostrou-se eficiente no controle de E. coli e de S. aureus em um tempo de 20

minutos.
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4.1.4. Avaliacao qualitativa da eficiéncia de acidos organicos
Analisando a Tabela 10 observa-se a baixa eficiéncia dos acidos organicos

frente as bactérias analisadas,

ndo sendo eficiente frente a E. coli e ao

Staphylococcus aureus em nenhuma concentragdo e tempo. Somente mostrou-se

eficiente frente a Salmonella choleraesuis com concentracao de 0,6% em 25 minutos

ou com concentracdo superior 1% em tempo de 15 minutos. Seu melhor

desempenho se deu frente a Listeria sp. onde foi eficiente em concentracao de 0,2%

apos 15 minutos.

Tabela 10 - Avaliacdo da eficiéncia de diferentes concentracbes e tempos de

exposigcao de acidos organicos a 10°C sobre as bactérias testadas.

Concentragao Ten.1po S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - - - -
0,2 15 - - - +
0,2 25 - - +
0,6 2 - - - -
0,6 15 + - - +
0,6 25 + - - +

1 2 - - - -
1 15 + - - +
1 25 + - - +
1,4 2 - - - -
1,4 15 + - - +
1,4 25 + - - +

+ Eficiente; - Nao eficiente.
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Tabela 11 - Avaliagdo da eficiéncia de diferentes concentracbes e tempos de
exposicao de 4cidos organicos a 45°C sobre as bactérias testadas.

Concentracao Ten_1po S. choleraesuis S. aureus E. coli L.
(%) (min) monocytogenes
0,2 2 - - - -
0,2 15 - - - -
0,2 25 - - - -
0,6 2 - - - -
0,6 15 - - - -
0,6 25 + - - +

1 2 - - - -
1 15 - - - -
1 25 + - - +
1,4 2 - - - -
1,4 15 - - - -
1,4 25 + - - +

+ Eficiente; - Nao eficiente.

Analisando a Tabela 11 e comparando com o0s resultados da Tabela 10
observa-se que a elevacao da temperatura da solugdo de acidos organicos de 10°C
para 45°C, reduz e eficiéncia dos mesmos. Pode-se ver como exemplo o caso da
eficiéncia contra a Listeria sp. que era relativamente boa, pois em 15 minutos foi
eficiente em todas as concentragcbes testadas, ja a 45°C demonstra somente
eficiéncia em 0,6% de concentracao.

Estes resultados tornam-se mais evidentes analisando-se a Figura 4, que

apresenta a queda de eficiéncia percentual com o aumento da temperatura.
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Eficiéncia( % sobre o total de testes)

29,2%

30,0% 1
25,0% 1

20,0% 17 = 10°C

10% 1 m45°C

10,0% +~

5,0% 1~

0,0% + ; f
10°C 45°C

Figura 4 - Percentual de eficiéncia comparativa de diferentes concentragdes e
tempos de exposicao de acidos organicos a 10°C e 45°C.

A baixa eficiéncia dos acidos organicos frente aos microrganismos testados
pode ser devido aos mesmos ndo estarem na forma néo dissociada no momento da
aplicacao do produto.

A atividade antimicrobiana dos acidos organicos esta relacionada a reducao do
pH e a capacidade de dissociagao de suas carboxilas (CHERRINGTON et al., 1991).
Na forma nao dissociada, esses acidos podem penetrar passivamente na célula
microbiana, onde liberam prétons e anions, o que resulta em redugdo do pH
intracelular, inibindo a acao de enzimas e levando o microrganismo a morte. A acao
antimicrobiana, entretanto, pode depender também do acumulo de anions no
conteudo intracelular (RUSSELL, 1992).

A agéo inibidora dos acidos organicos na forma nao dissociada € de 100 a 600
vezes maior do que na forma dissociada. Os acidos organicos ndo dissociados
podem permear a membrana celular por difusado e liberar prétons no citoplasma da
célula (EKLUND, 1983).
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A Tabela 12 mostra os valores de pH para as diferentes solugdes do
sanitizantes testado.
Tabela 12 - Valores de pH para diferentes concentracées da solugcdo de acidos

organicos.
Solucao pH
100% 1,17
10% 2,64
1% 4,53
0,10% 4,71

Observa-se na Tabela 12 que quanto mais diluido o blend de acidos maior &
seu pH e comparando os dados da Tabela 12 com os dados da Tabela 13 que
mostra a relagdo entre o pH dos acidos e a propor¢do de &cidos nao dissociados,
vemos que quanto maior o pH menor o percentual de acido ndo dissociado, sabendo
que os acidos organicos sdao mais eficientes com antimicrobianos na forma nao
dissociada, portanto, quanto maior o pH (mais neutro) menos a eficiéncia dos
mesmos.

A solucao de acidos organicos testada na concentracdo de 1%, com pH 4,53,
deve estar apresentando um percentual baixo de acidos nao dissociados o que

justificaria a sua baixa eficiéncia frente aos microrganismos testados.

Tabela 13 - Relacao entre o pH e o percentual de acidos na forma nao dissociada.

Acidos organicos Valores de pH
3 4 5 6
Acido lactico 86,6 39,2 6,05 0,64

Acido citrico 53 18,9 0,41 0,006
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4.1.5. Avaliacao qualitativa da eficiéncia dos sanitizantes sobre os
diferentes microrganismos avaliados

Foi avaliada a eficiéncia dos sanitizantes sobre cada microrganismo,
considerando-se a relacdo do numero de testes eficientes sobre o numero total de
testes realizados.

Salmonella choleraesuis.
O melhor desempenho para a Salmonella choleraesuis foi alcangado com a
utilizagéo de acido peracético a 10°C, pois foi eficiente mesmo em sua concentracao
mais baixa testada (Figura 5).

Salmonella
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Figura 5 - Comparativo de eficiéncia dos diferentes sanitizantes sobre Salmonella
choleraesuis.

A Tabela 14 mostra os resultados gerais para Salmonella choleraesuis, onde
pode-se observar o bom desempenho da &cido peracético, mesmo em baixas
concentragdes, sendo o unico que foi eficiente na menor concentragdo e nos dois
tempos de contato menores.

Para o controle de Salmonella choleraesuis verificou-se que o0 acido peracético
tem o melhor desempenho, ndo devendo ser preparada sua solugcdao em
temperaturas préoximas a 45°C, pois assim tem-se uma reducdo da sua eficiéncia.

Como segunda opgédo tem-se o quaternario de amdnio que apresenta resultados
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semelhantes em ambas as temperaturas e também a opgéo da clorexidina a 45°C
demonstra um bom desempenho.

A opg¢ado nao recomendada seria 0os acidos organicos que nao possuem bom
desempenho frente ao controle da Salmonella choleraesuis.

Os &cidos organicos apresentaram comportamento irregular em termos de
atividade bactericida em ragbes artificialmente contaminadas por Salmonella spp
(ALBUQUERQUE et al., 1988).

Tabela 13 - Eficiéncia dos sanitizantes sobre Salmonella choleraesuis em diferentes

temperaturas, concentracdes e tempos de contato.

TEMP CONC TC AP CX QA AO
1 1 1 + - - -
1 1 2 + - - -
1 1 3 + - + -
1 2 1 + - +
1 2 2 + - + -
1 2 3 + + + +
1 3 1 NR - + +
1 3 2 NR + + +
1 3 3 NR + + +
1 4 1 NR + + -
1 4 2 NR + + +
1 4 3 NR + + +
2 1 1 - - - -
2 1 2 + - - -
2 1 3 + + - -
2 2 1 - - + -
2 2 2 + + + +
2 2 3 + + + +
2 3 1 - + + -
2 3 2 + + +
2 3 3 + + + +
2 4 1 + + + -
2 4 2 + + + -
2 4 3 + + + +
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Staphylococcus aureus
O acido peracético a 10°C foi eficiente mesmo na concentragdo mais baixa
conforme pode-se observar na Figura 6 e na Tabela 15.

S. aureus
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Figura 6 - Comparativo de eficiéncia dos diferentes sanitizantes sobre
Staphylococcus aureus.

Como uma segunda opgao para o controle de S. aureus observa-se que o
quaternario de aménio mostra-se uma boa opg¢édo, sendo mais eficiente que a
clorexidina. Ja os acidos organicos se mostraram totalmente ineficientes quanto ao
controle de S. aureus.
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Tabela 15 - Eficiéncia dos sanitizantes sobre Staphylococcus aureus em diferentes

temperaturas, concentragdes e tempos de contato.

TEMP CONC TC AP CX QA AO
1 1 1 + - - -
1 1 2 + - - -
1 1 3 + + + -
1 2 1 + - + -
1 2 2 + + + -
1 2 3 + + + -
1 3 1 NR - + -
1 3 2 NR + + -
1 3 3 NR + + -
1 4 1 NR + + -
1 4 2 NR + + -
1 4 3 NR + + -
2 1 1 - - - -
2 1 2 + + - -
2 1 3 + + + -
2 2 1 - - + -
2 2 2 + + + -
2 2 3 + + + -
2 3 1 - - + -
2 3 2 + + + -
2 3 3 + + + -
2 4 1 + + + -
2 4 2 + + + -
2 4 3 + + + -

Escherichia coli

Para o controle de E. coli observa-se que o acido peracético e a clorexidina se
mostram os mais eficientes (Figura 7), sem neste caso ocorrer a interferéncia da
temperatura. O quaternario de amoénio aparece como uma terceira opgado sendo
necessario para ser eficiente ou de uma concentracdo maior ou de um tempo de

contato maior, conforme nos mostra a Tabela 16.
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Figura 7 - Comparativo de eficiéncia dos diferentes sanitizantes sobre Escherichia
coli.

Tabela 16 - Eficiéncia dos sanitizantes sobre Escherichia coli em diferentes
temperaturas, concentragdes e tempos de contato.
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Listeria monocytogenes
O &cido peracético a 10°C demonstra ser o principio ativo mais indicado para o

controle de Listeria monocytogenes, podendo ser apontado com bons resultados
também o quaternario de aménio em ambas as temperaturas e a clorexidina a 45°C
(Figura 8). O acido organico apresenta um bom resultado a 10°C, podendo-se notar
na Tabela 17 que ele apresenta um bom desempenho no controle de L.
monocytogenes quando o tempo de contato é igual ou superior a 15 minutos.
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Figura 8 - Comparativo de eficiéncia dos diferentes sanitizantes sobre Listeria

monocytogenes.
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Tabela 17 - Eficiéncia dos sanitizantes sobre Listeria monocytogenes em diferentes

temperaturas, concentragdes e tempos de contato.

CONC TC AP CX QA AO
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4.2 Testes em planta industrial: Avaliacao da eficiéncia de quatro
sanitizantes

4.2.1 Acido Peracético

As andlises realizadas antes e ap6s a sanitizacdo com acido peracético
demonstraram sua eficiéncia na concentracao e tempo de exposicao estabelecidas
(0,2% e 2 minutos de exposicao) em condicdes de uso comercial (Figura 9), pois
mesmo partindo de uma alta contagem inicial (300 UFC/20cm?) atingiu resultados
bem abaixo do padrdo maximo esperado (5 e 2 UFC/20cm?), que é de 10 UFC/cm?
ou 200 UFC/20cm?, padrdo este retirado da diretiva 471/ 2001 da Comissao
Européia.

- Acido Peracético - teste 1 Acido Peracético - teste 2
7
300
6
250
5
200 .
150 3
100 2
50 1
. 0
Antes Depois Antes Depois
——Pontol 300 5 =+=—Ponto 1 (] 1]
== Fonto 2 4 0

~@-Ponto2 300 2
Figura 9 - Contagem total de microrganismos heterotréficos (UFC/20cm?) antes e

depois da sanitizagdo com acido peracético

4.2.2 Clorexidina
A clorexidina obteve bons resultados na avaliagdo, pois embora a contagem
inicial tenha sido baixa em todos os testes, em trés dos quatro testes o resultado
final foi zero (Figura 10), semelhante ao encontrado com &acido peracético quando

em baixas contagens iniciais.
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Clorexidina - teste 1 Clorexidina - teste 2
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Figura 10 - Contagem total de microrganismos heterotréficos (UFC/20cm?) antes e

depois da sanitizacdo com clorexidina.

4.2.3 Quaternario de Amoénio

Os testes na planta industrial com as concentracées e tempo de exposicao
estabelecidas de amdnio quaternario (0,6% e 2 minutos) mostraram-se eficientes
atendendo a legislacao, embora no teste 1, quando a contagem inicial foi maior, a
reducdo de microrganismos tenha sido um pouco inferior a observada com &cido
peracético quando em contagens iniciais semelhantes.

Quaternario de Amonio - teste 1 Quaternario de aménio - teste 2
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Figura 11 - Contagem total de microrganismos heterotréficos (UFC/20cm?) antes e

depois da sanitizagdo com quaternario de amonio.
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4.2.4 Acidos Organicos

As analises realizadas antes e apds a sanitizagdo com 4&cidos organicos
demonstraram eficiéncia irregular dos mesmos na concentracdo e tempo de
exposicao estabelecidas (1% e 15 minutos de exposicdo) em condicbes de uso
comercial (Figura 12), pois mesmo partindo de uma baixa contagem inicial (entre 1 e
11 UFC/20cm?®) observou-se a manutencdo e até mesmo um incremento de
contagem apoOs a sanitizacdo, embora mantendo-se dentro dos padrdes (200
UFC/20cm?). Estes resultados apontam os acidos organicos como sanitizante de
desempenho inferior aos demais testados.

Acidos orgénicos - teste 1 Acidos organicos - teste 2

1 + + 2
0 \ 0
Antes Depois Antes Depois

—+—Ponto1 1 1 —+—Ponto1 5 11

== Ponto2 5 0 =&—Ponto 2 11 0

Figura 12 - Contagem total de microrganismos heterotréficos (UFC/20cm?) antes e
depois da sanitizagdo com &cidos.
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4.3 Cinética de inativacao de Listeria monocytogenes em
suspensao, usando clorexidina como agente ativo

A regressao linear entre o Log de UFC de L. monocytogenes e o0 tempo em
minutos com clorexidina a 0,2% (Figura 13), 0,1% (Figura 14) e 0,05% (Figura 15),
permitiu determinar os valores D nestas concentracbes obtendo-se 1,38, 3,087 e
4,81 minutos, respectivamente.

MAZZOLA et al. (2003) realizaram a determinagcdo do tempo de redugao
decimal (valor-D) com clorexidina em diferentes bactérias. As cepas vegetativas que
mostraram a maior resisténcia a solugcao de 0,4% clorexidina foram Enterococcus
cloacae (D=8,3 min) e Staphylococcus aureus (D=5,9 min). As mais sensiveis foram
A. calcoaceticus (D=4,1 min), Serratia marcescens (D=4,0 min) e Escherichia coli
(D=3,0 min). Um intervalo de tempo de 3 a 4 minutos foi o bastante para reduzir 90%
da populacao de E. coli, S. marcescens e A. calcoaceticus; uma reducao de 3 logio
para estas espécies variou entre 9 a 12 minutos. Esporos expostos a 2% de
clorexidina mostraram valores D proximos entre si com D=9,1 min para Bacillus

stearothermophilus e D=6,7 min para Bacillus subtilis.

g -
s !
7 y=-0.721x+6.891
R2=10.877
6
Q.
=}
o 4
o
-3
2
1
O T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
tempo (min)

Figura 13 - Regressao linear entre o Log de UFC de L. monocytogenes e o tempo

em minutos com clorexidina a 0,2%.
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Figura 14 - Regressao linear entre o Log de UFC de L. monocytogenes e o tempo
em minutos com clorexidina a 0,1%.
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Figura 15 - Regressao linear entre o Log de UFC de L. monocytogenes e o tempo
em minutos com clorexidina a 0,05%.

A regressao linear entre o Log dos valores D de L. monocytogenes em
relacdo as concentracoes de clorexidina testadas (Figura 16), mostrou alta

linearidade entre os diferentes valores D obtidos e forneceu um valor Z de -0,2788.
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Figura 16 - Regressao linear entre o Log dos valores D de L. monocytogenes em
relagdo as concentragdes de clorexidina testadas.
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Figura 17 - Regressao linear entre o Log dos valores D de L. monocytogenes em

relacdo as concentragdes de clorexidina testadas e calculadas a partir do valor Z.

Embora alguns autores tenham reportado um comportamento néo linear da
taxa de morte de determinados microrganismos frente a diferentes desinfetantes
(CAMPBELL & DIMMICK, 1966; TURNERS, 1983; SUTTON et al, 1991), os
resultados do presente estudo indicam um comportamento linear do tempo de
reducao decimal de L. monocytogenes frente a clorexidina.

Usando-se o valor Z calculado, foi possivel determinar diferentes valores de D
em diferentes concentragdes de uso. Plotando-se os valores de D calculados e
valores de D experimentais (Figura 17), observa-se uma alta correlacéo linear (R? =
0,9999) e um valor calculado de -0,27866, semelhante ao valor Z determinado pela
regressao entre os valores D e concentracdes experimentais (-0,27882).
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Considerando a aplicagdo destes resultados em uma planta industrial com
diferentes niveis de contaminagéo inicial e uma contagem de 10° CFU/cm? para
uma desinfec¢do eficiente (STUMBO, 1948a,b; ABRAHAM et al., 1990) pode-se
calcular o tempo necessario de contato do sanitizante.

Assim, com contagens hipotéticas iniciais de 1000, 100 e 10 UFC/cm?
resultam em tempos exigidos de contato de 8,28, 6,9 e 5,52 minutos de clorexidina a
0,2% (valor D=1,38 min). Ja utilizando-se a concentracdo de 0,05% (valor D=4,81
min) e as mesmas contagens hipotéticas, os tempos necessarios de contato sdo
28,86; 24,05 e 19,24 minutos, respectivamente. Nas mesmas condicdes, com uma
concentracao de 0,1% de clorexidina (valor D=3,087 min), tempos intermediarios sdo
necessarios (18,52; 15,43 e 12,35 minutos).

Estes resultados sao de grande utilidade na tomada de decisdo quanto ao
procedimento de higienizacdo de uma planta industrial, pois permite a escolha da
melhor relacao concentracdo de produto/tempo de exposicao, visando a reducao de
custos sem perda de eficiéncia do sanitizante.

4.4 Analise de custos

4.4.1 Simulacao 1
Primeiramente utilizou-se somente o acido peracético, que na temperatura de
10°C foi eficiente para todas as bactérias estudadas em 2 minutos na concentragao
de 0,2%.

Tabela 18 — Andlise de custo semanal utilizando acido peracético a 10°C por 2

minutos na concentracéo de 0,2%.

Sanitizantes R$/litro | Concentracao | Dias utilizados
Acido Peracético 8,50 0,20% 6

Custo Semanal (em reais) | 102,00

4.4.2 Simulacgao 2
Para esta simulacao foi introduzido um produto a mais que a simulacdo 1
sendo utilizado o acido peracético de segunda a sexta com concentracao de 0,2% e

no sabado o quaternario de amdnio com concentragéo de 0,6%.
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Tabela 19 - Analise de custo semanal utilizando acido peracético na concentragao

de 0,2% e quaternario de aménio com concentragao de 0,6%.

Sanitizantes R$/litro | Concentracdo | Dias utilizados
Acido Peracético 8,50 0,20% 5
Quaternario de Aménio 6,82 0,60% 1
Custo Semanal (em reais) | 125,92

4.4.3 Simulacao 3
Nesta simulacédo utilizou-se de segunda a sexta o quaternario de aménio a

0,6% e no sabado a clorexidina a 0,5%, com a néao utilizagdo do acido peracético,

visando um rodizio dos sanitizantes.

Tabela 20 - Andlise de custo semanal utilizando clorexidina na concentracdo de

0,5% e quaternario de aménio com concentracéo de 0,6%.

Sanitizantes R$/litro | Concentracdo | Dias utilizados
Clorexidina 25,00 0,50% 1
Quaternario de Aménio 6,82 0,60% 5
Custo Semanal (em reais) | 329,60

As simulagbes acima seriam as mais indicadas para controle de Salmonella
choleraesuis, Staphylococcus aureus e Listéria monocytogenes.
Para controle de Escherichia coli pode-se utilizar a simulagdo 1 ou com um

rodizio utilizando para isso clorexidina.

4.4.4 Simulacao 4
Nesta simulacdo utilizou-se o acido peracético com concentracao de 0,2% e a

clorexidina com concentracao de 0,5%, sendo uma alternativa a simulagao 1, para o

controle de E. coli.
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Tabela 21 - Analise de custo semanal utilizando acido peracético na concentragao

de 0,2% e clorexidina com concentracéo de 0,5%.

Sanitizantes R$/litro | Concentracdo | Dias utilizados
Acido Peracético 8,50 0,20% 5
Clorexidina 25,00 0,50% 1
Custo Semanal (em reais) | 210,00

4.4.5 Simulacao 5

Para o controle de Listeria sp. a simulacdo 1 seria a mais indicada, porém
como uma boa alternativa podemos criar um rodizio utilizando o acido peracético e a
mistura de acidos organicos.

Para esta simulagéo utilizou-se o acido peracético a 0,2% de segunda a sexta
e 0s acidos organicos a 0,6% no sabado, onde os acidos organicos podem ter maior
eficiéncia devido ao tempo de contato disponivel ser maior.
Tabela 22 - Andlise de custo semanal utilizando acido peracético na concentragao

de 0,2% e &cidos organicos com concentracdo de 0,6%.

Sanitizantes R$/litro | Concentracdo | Dias utilizados
Acido Peracético 8,50 0,20% 5
Acidos organicos 19,80 0,60% 1
Custo Semanal (em reais) | 203,80

Avaliando-se as simulagdes acima é possivel observar que a utilizagdo do
acido peracético durante 6 dias na semana é a alternativa com menor custo (Figura
18).
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Figura 18 - Custo semanal do uso de diferentes combinac¢des de sanitizantes.
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A simulagdo 3 sem o0 uso do acido peracético apresentou maior custo,

comprovando-se assim que o acido peracético é a melhor alternativa em relagédo a

custo.
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5. CONCLUSOES

Observou-se que o acido peracético obtém alta eficiéncia com a menor
concentracdo (0,2%) e o menor tempo de contato (2 minutos) a 10°C. As
concentracdes de clorexidina e quaternario de aménio sao semelhantes, porém o
tempo de contato necessario é distinto (2 e 10 minutos, respectivamente). Os &cidos
organicos necessitam alta concentragéo (1%) e maior tempo de contato (15 minutos)
para alcangar uma performance semelhante.

O &acido peracético € mais eficiente quando aplicado a 10°C do que quando
aplicado a 45°C.

Considerando as recomendagdes dos fornecedores foi possivel verificar que o
acido peracético teve um desempenho bom mesmo em concentracées e tempos
abaixo dos recomendados pelos fornecedores, o quaternario de amoénio teve bom
desempenho na concentragdo recomendada pelo fornecedor, porém mostrou-se
eficiente num tempo mais curto.

A clorexidina e o quaternario de aménio tiveram bom desempenho nas
concentracbes e tempos recomendados pelos fornecedores, sendo que ambos
podem ser aplicados para controle dos microrganismos testados, ja os acidos
organicos nao apresentaram eficiéncia mesmo em concentracoes e tempos
superiores aos recomendados pelos fornecedores frente ao Staphylococcus aureus.

A regressao linear entre o Log de UFC de L. monocytogenes e 0 tempo em
minutos com clorexidina a 0,2%, 0,1% e 0,05%, permitiu determinar os valores D
nestas concentragbes obtendo-se 1,38, 3,087 e 4,81 minutos, respectivamente,
fornecendo um valor Z de -0,2788.

Os resultados relacionados a inativacdo de L. monocytogenes indicam um
comportamento linear do tempo de redugédo decimal deste microrganismo frente a
clorexidina.

Dentre os sanitizantes testados o acido peracético apresentou a melhor
relacdo custo beneficio, sendo o indicado para controle de todos os microrganismos
testados.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
Sugere-se como continuidade do estudo:
> Avaliacdo da cinética de inativacdo de Listeria monocytogenes em
suspensao, usando acido peracético e quaternario de aménio como agentes

ativos;

» Avaliacdo da resisténcia dos microrganismos frente a utilizagdo de um
sanitizante durante longo periodo;

» Avaliagcdo da interferéncia da superficie de contato da eficiéncia doa
sanitizantes.
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