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RESUMO GERAL

A etapa de sanitizacdo é critica e de suma importancia para a qualidade
microbiolégica de vegetais. E importante que o sanitizante seja além de eficaz,
seguro do ponto de vista toxicolégico. O uso do ozénio durante o processamento
de vegetais prolonga a vida de prateleira, preserva os atributos sensoriais € nao
produz residuos toxicos. O objetivo deste trabalho foi estudar a eficiéncia o 0zbénio
como sanitizante em hortalicas folhosas. Em um primeiro momento foi verificada a
acao do sanitizante in vitro em Escherichia coli O157:H7 e Bacillus subtilis. O
ozonio foi utilizado nas concentragées de 0,6, 0,8 e 1,0 mg L™ nos tempos de 1, 3
e 5 minutos para cada concentracdo. Na seqiiéncia observou-se a acao de agua
ozonizada durante um minuto na sanitizagdo de alface americana inoculada com
E. coli O157:H7 na concentracdo de 1,0 mgL' e, para completar o estudo, foi
verificado o comportamento da hortalica durante dez dias de armazenamento a
2°C, sob agdo de 1,0 mg L' de agua ozonizada nos tempos de 1, 2 e 3 minutos.
No estudo in vitro a E. coli O157:H7 e o Bacillus subtilis, no tempo de 3 minutos de
exposicdo a 1,0 mg L de agua ozonizada, apresentaram uma reducéo de 6,6 e
6,3 ciclos logaritmicos, respectivamente. A atuacdo de 1,0 mgL' de &gua
ozonizada aplicada durante 1,0 minuto em alface americana inoculada
intencionalmente com E. coli O157:H7 apresentou uma redugcdo média de 3,2
ciclos logaritmicos. No trabalho de vida de prateleira a alface permaneceu com
menos de 3 NMP g de Coliformes termotolerantes durante os 10 dias de tempo
de estocagem nos tempos de 1, 2 e 3 minutos, apos ser sanitizada com agua
ozonizada na concentracdo de 1,0 mgL”, enquanto que as alfaces tratadas
apenas com agua corrente apresentaram, no ultimo dia de estocagem, uma
populagdo de 1,1x10* NMP g' do mesmo microorganismo. Os resultados
demonstram que o 0z6nio na concentragdo de 1,0 mgL™' no tempo de 1 minuto é
capaz de manter a qualidade microbiolégica de alface americana dentro dos
padrdes higiénicos vigentes.

Palavras chaves: ozbnio, E. coli O157:H7, Bacillus subtilis, sanitizagdo, alface

americana, vida de prateleira.



GENERAL SUMMARY

The sanitization is a critical stage for the microbiological quality of vegetables. It's
important that the sanitizer has effectiveness, and most be safe of the toxicological
point of view. The use of ozone during the process of vegetables contributes to
extend their shelf life, to preserve their sensorial attributes without producing toxic
residues. The objective of this work was to study the potential of ozone as sanitizer
in vegetables. In a first moment, the action of the sanitizer in vitro was verified in
Escherichia coli 0157:H7 and Bacillus subtlis. The ozone was used at
concentrations of 0,6, 0,8 and 1,0 mg L™ in times of 1, 3 and 5 minutes for each
concentration. In the sequence the action of 1,0 mg L' of ozone water was
observed during one minute in the sanitization of iceberg lettuce inoculated with E.
coli O157:H7 and, to complete, the behavior of the vegetable was verified during
ten days of storage at 2°C, by the action of 1,0 mg L™ of ozone water in times of 1,
2 and 3 minutes. In the study in vitro, the E. coli O157:H7 and the Bacillus subtilis,
exposed for 3 minutes to 1,0 mg L™ of ozone water, presented a reduction of 6,6
and 6,3 logarithmic cycles, respectively. The performance of 1,0 mg L™ of ozone
water applied for 1,0 minutes in Iceberg lettuce inoculated intentionally with E. coli
0157:H7 presented a medium reduction of 3,2 logarithmic cycles. Concerning to
shelf life the lettuce stayed with less than 3 MPN g of Coliforms thermtolerants
during the 10 days of storage in the times, after being sanitized with ozone water 1,
2 and 3 minutes in the concentration of 1,0mg L. On the other hand, the lettuce
treated only with current water presented, in the last day of storage, a population of
1,1x104 MPN g of the same microorganism. The results demonstrate that the
ozone in the concentration of 1,0 mg L™ in the time of 1 minute is capable to
maintain the microbiological quality of iceberg lettuce inside of the effective
hygienic patterns.

Keywords: ozone, Escherichia coli O157:H7, Bacillus subtilis, sanitization, lceberg

lettuce, shelf life.
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INTRODUCAO GERAL

As mudancas no estilo de vida de grande parte da popula¢do, nos ultimos
anos, tém causado profundas modificagbes nos hébitos alimentares. As pessoas
buscam uma alimentagdo saudavel, entendendo-se por isto alimentos frescos,
nutritivos, contendo baixo valor calérico, baixa quantidade de lipidios, alto teor de
fibras e, principalmente, seguros. A0 mesmo tempo, necessitam de produtos que
sejam praticos, de preparo rapido e simples. Frutas e verduras sdo alimentos
muito valorizados por preencherem as expectativas quanto a nutricdo. Entretanto,
especialmente as hortalicas folhosas, sdo pouco praticas, muito pereciveis,
exigindo abastecimento freqliente e consideravel trabalho de limpeza, quando
adquiridas in natura (PORTO, 2001).

Nos ultimos anos vem ocorrendo um aumento crescente no numero de
refeicdes fora do lar, em restaurantes institucionais ou em cadeias de refeicoes
rapidas. Nesses estabelecimentos ha necessidade de oferecer uma alimentagéo
equilibrada, onde verduras facam parte do cardapio. A higienizacdo de grandes
volumes desse material € complexa, exigindo tempo, espaco e mao-de-obra. Para
preencher essas necessidades surgiram os chamados “alimentos minimamente
processados”. Estes produtos, por serem previamente higienizados e preparados,
estao prontos para servir, sdo praticos e ao consumidor, resta apenas o trabalho
de abrir a embalagem. Usualmente sdo consumidos crus, sendo o processo de
higieniza¢ao o unico tratamento recebido entre o cultivo e o consumo.

Para ALZAMORA et al. (2000), o aspecto saudavel e fresco desses
produtos pode, no entanto, ser apenas aparente quanto a qualidade da matéria-
prima. As condicdes do processo de higienizacao e as condi¢des de conservagao,
seja de forma isolada ou combinada, permitem a contaminacdo, a sobrevivéncia
e/ou a multiplicacao de microrganismos, inclusive dos patogénicos.

Para os vegetais frescos em geral, a contaminagdo por microrganismos
patogénicos pode ocorrer em diferentes fases, desde a sua producdo até o
consumo. Na fase de producao agricola, a contaminagao pode ter origem no solo



contaminado, na agua de irrigacdo contaminada, no adubo organico, nos
excrementos de animais, entre outros. Na colheita e no processamento, a
contaminagdo pode ocorrer de forma cruzada entre os operadores, contéineres,
equipamentos e durante o transporte. J& na fase de comercializagdo, os
microrganismos presentes no vegetal embalado podem multiplicar-se e,
dependendo do tempo e da temperatura de conservacgao, podem atingir niveis que
comprometem a qualidade do produto e/ou a integridade fisica do consumidor
(BEUCHAT, 1996).

No caso da alface, as etapas do processamento que contribuem para o
controle microbiolégico sdo: selegdo, eliminagdo das folhas externas e partes
danificadas, pré-lavagem para remover as sujidades e terras aderidas as folhas,
lavagem, sanitizacdo, centrifugacédo, embalagem (em alguns casos em atmosfera
modificada ou a vacuo) e refrigeragao (ARRUDA, 2002).

NGUYEN-the & CARLIN (1994) afirmaram que para reduzir a carga
microbiana dos vegetais minimamente processados, a etapa de sanitizagdo com
solugéo clorada tem sido o principal recurso para a redugcao dos microrganismos
patogénicos a niveis seguros, podendo ser aplicada nos vegetais integros ou
cortados. A etapa de sanitizacao € critica e de suma importancia para a qualidade
microbiolégica de vegetais. Nesta fase é importante a selecao do sanitizante que,
além de eficaz deve ser também seguro do ponto de vista toxicolégico
(NASCIMENTO, et al. 2003). Atualmente, o cloro € o Unico sanitizante permitido
pela legislacdo brasileira para este fim, nas concentracdes de 100-250 ppm (SAO
PAULO, 1999).

Os compostos clorados tém sido utilizados como sanitizantes no
processamento de alimentos por varias décadas. Formulagdes quimicas baseadas
em cloro sdo usadas na desinfeccao de produtos e superficies nas plantas de
processamento de alimentos, assim como na redugdo da populagdo microbiana
da agua utilizada durante as operacdes de higienizacao e embalagem. Porém, nos
ultimos anos, tem aumentado a preocupagao quanto a producao de compostos
organicos clorados, como os trihalometanos, e seus impactos sobre a saude



humana e seguranca ambiental. Com isto, a aplicagdo de solu¢des cloradas em
alimentos pode entrar em conflito com os padrdes exigidos pela certificagdo de
alimentos orgéanicos e alternativas para o cloro devem ser investigadas. Mesmo
assim, nas industrias processadoras de alimentos, nos servigos de alimentagao e
a nivel doméstico, os compostos clorados permanecem sendo utilizados pela sua
conveniéncia e baixo custo (PARISH et al., 2001).

Atualmente, segundo LEE et al. (2004), a maioria da producéo de hortalicas
folhosas e frutas € sanitizada com produto clorado (50 a 200 ppm de cloro ativo)
para reducado de niveis de microrganismo, porém, este tratamento resulta em uma
reducdo microbiolégica de até 2 ciclos logaritmicos de unidade formadora de
colonia por grama de alimento (UFC g'). Também, o tratamento com solucdes
cloradas em altas concentragées pode produzir, como subprodutos, substancias
prejudiciais a saude como cloraminas e trihalometanos. Portanto, sdo necessarios
tratamentos alternativos mais efetivos que o cloro para redugao ou eliminagcao de
patégenos humanos para produtos frescos.

Para eliminar a contaminag¢ao por esporos no ambiente de processamento
de produtos frescos sdo comumente usados o perdxido de hidrogénio e o cloro.
Recentemente foi recomendado como alternativa para estes sanitizantes o o0zénio
(KHADRE & YOUSEF, 2001). Menores concentragbes e um menor tempo de
contato com o alimento sao requeridos por este sanitizante, se comparados ao
cloro e outros agentes similares, na efetiva acdo desinfetante sobre
microrganismos resistentes (KIM et al., 1980).

Estudos prévios indicam que o ozdnio pode ser usado como um agente
antimicrobiano seguro e efetivo em alimentos quando comparado ao cloro e outros
desinfetantes. E também mais efetivo contra organismos resistentes como o cisto
de Entoameba e virus. O uso de ozbnio durante o processo ou estocagem
prolonga a vida de prateleira de produtos como frutas e hortalicas, enquanto
preserva seus atributos sensoriais além de nao produzir residuos téxicos ao meio
ambiente pds-tratamento (KIM et al., 1999).



LEITAO et al. (1981) constataram contagens elevadas de microrganismos
aerdbios totais (10% UFC g™') e de coliformes totais (10’ UFC g') em alface comum
(Lactuca sativa) no Brasil. LEITAO & SILVEIRA (1991) isolaram Aeromonas sp em
65% das amostras de hortalicas analisadas e em 100% das amostras de agua de
rio analisadas do Estado de Sdo Paulo. Em estudo realizado na regiao de
Araraquara, SP, BONILHA (1992) ndo detectou Salmonella sp em amostras de
alface. Entretanto, considerando o padrdo de coliformes fecais de 10° UFC g™,
observou que apenas 6% das amostras na horta estariam fora do limite, enquanto
que 26% das amostras obtidas de estabelecimentos comerciais estariam acima
deste. As etapas de manipulagdo pos-colheita foram apontadas como
responsaveis por este aumento de contaminacao (PORTO, 2001).

De acordo com a Subdiretoria de Abastecimento, organizagdo do Comando
da Aeronautica responsavel pela fiscalizagdo das unidades de alimentacédo e
nutricdo das Bases Aéreas, foram consumidas durante o ano de 2004, 600
toneladas de hortalicas folhosas pelas tropas, sendo a alface o vegetal de maior
consumo atingindo 210 toneladas (MINISTERIO DA DEFESA, 2004).

Em razdo do alto consumo de hortalicas folhosas e do grande crescimento
do mercado de vegetais minimamente processados, da contagem elevada de
microrganismos envolvendo estes produtos, principalmente a alface, e das
dificuldades para a eliminacdo destes microrganismos com o0s agentes
sanitizantes atualmente disponiveis, faz-se necessaria a busca por processos
alternativos de sanitizagdo para aumentar a seguranc¢a microbiolégica e o tempo
de vida de prateleira de produtos frescos prontos para 0 consumo.



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALZAMORA, S.M., LOPEZ-MALO, A., TAPI, M.S. Minimally processsed fruits and
vegetables: fundamental aspects and applications. Gaithesrsburrg: Aspen, 2000.

ARRUDA, G.A. Manual de Boas Praticas — Vol. 2 - Unidade de Alimentacao e
Nutricao. Ponto Critico, Sdo Paulo. 2ed., 2002.

BEUCHAT, L.R. Pathogenic microorganisms associated with fresh produce.
Journal of Food Protection, Des Moines, v.59, n.2, 1996.

BONILHA, P.R.M. Comparagcao das condigbes sanitarias entre as alfaces
cultivadas e comercializadas na cidade de Araraquara. Alimentos e Nutri¢ao. v.4,
p.125-130, 1992.

KHADRE, M.A., YOUSEF, A.E.. Sporicidal action of ozone and hydrogen peroxide:
a comparative study. International Journal of Food Microbiology, v.71, p.131-
138, 2001.

KIM, C.K., GENTILE, D.M., SPROUL, O.J. Mechanism of ozone inactivation of
bacteriophage f2. Applied and Environmetal Microbiology, v.39, p.210-218,
1980.

KIM, J.G., YOUSEF, A.E., DAVE, S. Application of ozone for enhancing the
microbiological safety and quality of foods: a review. Journal of Food Protection,
Des Moines, v. 62, n. 9, p.1071-1087, 1999.

LEE, S.Y., COSTELLO, M., KANG, D.H. Efficacy of Chlorine Dioxide Gas as a
Sanitizer of Lettuce Leaves. Journal of Food Protection, Des Moines, v.67,
n.7, p.1371-1376, 2004.

LEITAO, M.F.F., MONTEIRO F.E., DELAZARI, |, ANGELUCCI, E. Eficiéncia de
desinfetantes na redugédo da contaminacao bacteriana da alface (Lactuca sativa).
Coletanea do ITAL, v.18, n.2, p.201-226, 1981.



LEITAO, M.F.F., SILVEIRA, N.F.A. Aeromonas sp. € Plesiomonas shigelloides na
agua, pescado e hortalicas no Estado de Sao Paulo. Coletanea do ITAL,
Campinas, v.21, n.1, p.89-99, 1991.

MINISTERIO DA DEFESA, Comando da Aerondutica, Subdiretoria de
Abastecimento. Coletanea de Prestacoes de Contas, Sao Paulo, 2004.

NASCIMENTO, M.S., SILVA, N.; CATANOZI, M.P.L.M. Emprego de sanitizantes
na desinfeccdo de vegetais. Revista Higiene Alimentar, Sdo Paulo, v.17, n.112,
p.42-46, 2003.

NGUYEN-the,C.; CARLIN, F. The microbiology of minimally processed fresh fruits
and vegetables. Critical Reviews in Food Science and Nutrition, Lauderdale,
v.34, n.4, 1994.

PARISH, M. E.; BEUCHAT, L. R.; SUSLOW, T. V.; HARRIS, L. J.; GARRET, E. H.;
FARBER, J. N.; BUSTA, F. F. Methods to reduce/eliminate pathogens from fresh
and fresh-cut produce. In: Comprehensive reviews in food science and food
safety. IFT/FDA, v.2, 204p, 2001.

PORTO, E. Listeria monocytogenes: ocorréncia em hortalicas, resisténcia
aos sanificantes e sobrevivéncia em alface minimamente processada e
acondicionada em atmosfera modificada. Campinas, 2001. Tese (Doutorado
em Ciéncias de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Universidade Estadual de Campinas.

SAO PAULO. Portaria CVS-6 de 10 de marco de 1999. Aprova o regulamento
técnico sobre critérios e parametros para o controle higiénico-sanitario em
estabelecimentos de alimentos. Diario Oficial do Estado, Sdo Paulo, 12 mar
1999. v. 109 n.47, p 24-27, 1999.



OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar o efeito da agua ozonizada como sanitizante para hortaligas folhosas.

Objetivos Especificos
Os principais objetivos especificos deste trabalho de pesquisa foram:

» Estudar a inativacao in vitro de Escherichia coli O157:H7 e Bacillus subtilis

por meio de 4gua ozonizada;

* Avaliar a qualidade microbiol6gica da alface americana minimamente
processada e in natura adquirida em varios pontos do comércio da cidade
de Santo André, SP;

* Avaliar a inativagdo de Escherichia coli O157:H7 inoculada em alface

americana por meio de tratamento com agua ozonizada;

* Acompanhar a vida de prateleira de alface americana tratada com é&gua
ozonizada e estocada a 2°C avaliando as populagdes de coliformes totais,

coliformes fecais, contagem total em placas, bolores e leveduras.



CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL
1.1 Hortalicas Folhosas

Frutas e hortalicas sdo parte essencial de dietas das pessoas em todo o
mundo. Onde existe terra disponivel, familias cultivam hortifrutigranjeiros para o
consumo proprio ou como fonte de renda. Por outro lado, nos grandes centros, os
produtos sdo comprados em supermercados e feiras livres para a preparacédo, em
casa ou restaurantes, de saladas, decoragées ou como parte de pratos de carnes,
aves e peixes (BEUCHAT, 1995).

Todas as frutas e hortalicas minimamente processadas sao pereciveis e
demonstram rapida deterioracdo na qualidade pés-colheita sob armazenamento
ambiente. Estes produtos sdo mais pereciveis do que os produtos frescos nao
processados devido aos danos nos tecidos resultantes das operagbes do
processamento. Estes danos fisicos aumentam a respiragdo e a produgédo de
etileno em minutos, que associados, aumentam as taxas de outras reagdes
bioquimicas responsaveis por mudanga de cor, odor, textura e qualidade

nutricional.

O principal defeito na qualidade de vegetais folhosos sdo os sinais de
murchamento. A natureza da demanda por produtos minimamente processados
requer que eles sejam visualmente aceitaveis, com aparéncia de frescos, tenham
qualidade uniforme fora da embalagem e sejam razoavelmente livres de defeitos
(CANTWELL, 1995).

A qualidade e vida util da alface processada variam dependendo da
cultivar, condigdes culturais ou fatores pré-colheita, maturidade, procedimento no
processamento e condigbes de armazenamento como temperatura,
concentragdes de Oy, de CO; e de etileno. O modo de preparo dessa hortalica
pode ter um grande efeito na sua qualidade e vida Uutil, devido as diferencas na
quantidade de danos causados (BOLIN et al., 1977). A estabilidade da alface &



afetada pela maneira como é cortada. O uso de laminas afiadas duplica o seu
tempo de vida util se comparado com o corte usando facas nédo afiadas. A redugéo
do tamanho do corte também reduz a vida util da alface. O fatiamento do tecido
que resulte em menor exsudagdo da seiva celular aumenta a vida de prateleira
quando comparado ao corte em pedacos. Nao somente a quantidade de cortes,
mas também a direcdo do corte afeta a deterioracdo de frutas e hortalicas
minimamente processadas (CANTWELL, 1995).

Para PARISH et al. (2001) existem diversos métodos fisicos, quimicos e
biol6gicos sendo investigados e utilizados para a redugdo da carga microbiana de
frutas e vegetais frescos, sendo que cada método apresenta vantagens e
desvantagens distintas, dependendo do tipo de produto, fatores intrinsecos e
extrinsecos e outras variaveis. A escolha do procedimento mais efetivo de
descontaminagcdo deve considerar a prevencao da contaminacdo dos alimentos
com microrganismos patogénicos, niveis perigosos de residuos quimicos ou
contaminantes fisicos. Entretanto, isto ndo é sempre possivel e a necessidade da
limpeza e desinfeccdo de muitos tipos de produtos permanece de fundamental
importancia. Esses tratamentos sdo reconhecidos por reduzirem parcialmente a
populagdo microbiana e pela sua limitagcdo, por necessitarem de emprego dentro
de niveis que ndo causem impactos sensoriais inaceitaveis ao produto. Portanto,
deve-se notar que apds a contaminagao das frutas e vegetais por microrganismos

patogénicos, a limpeza e a desinfeccao nao irdo elimina-los totalmente.

Embora perigos quimicos e fisicos sejam preocupantes, 0s perigos
especificos para vegetais minimamente processados residem principalmente nos
contaminantes microbianos. Bolores, leveduras e bactérias conseguem se
multiplicar rapidamente na superficie de vegetais e, por esta razdo, os grupos de
microrganismos encontrados nos produtos recém colhidos sdo bastante variados
(BEUCHAT, 1998).



A maioria das bactérias que estdo aderidas as superficies dos vegetais sao
sapréfitas e consistem de géneros Gram-negativo. Alguns dos patégenos
associados aos produtos agricolas in natura incluem: Yersinia enterocolitica,
espécies de Salmonella, espécies de Shigella, cepas enteropatogénicas de
Escherichia coli, virus da hepatite A, dentre outros (NGUYEN-the & CARLIN,
1994). Entretanto, como os vegetais folhosos estdo em contato direto com o solo,
bactérias Gram-positivas também podem estar presentes, como Bacillus cereus,
Clostridium perfringens, Clostridium botulinum e Listeria monocytogenes
(FRODER, 2005).

A diretoria colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
no sentido de aperfeicoar as acdes na area de alimentos, visando a protecao a
saude da populacdo e a regulamentacdo dos padrées microbiolégicos para
alimentos, adotou a Resolucdo RDC 12 de 02 de janeiro de 2001 aprovando o
regulamento técnico sobre padrées microbioldgicos para alimentos. Segundo esta
resolu¢do o indice maximo de coliformes termotolerantes a 45°C g™ permitido em
hortalicas, legumes e similares frescos, in natura ou preparadas e prontas para
consumo direto é de 100 NMP g™, devendo a Salmonella estar ausente em 25g do
produto (ANVISA, 2001).

Muito se tem estudado quanto a contaminagao de hortalicas por coliformes.
No Brasil, o conhecimento da poluicdo fecal de hortalicas data de 1945, quando
Souto e colaboradores, citados por FRANCO & HOEFEL (1983), encontraram
E.coli em 29,3% das 252 amostras de diversos vegetais analisados.

CHRISTOVAO (1958) demonstrou a constante poluicdo fecal das alfaces
comercializadas em Sdo Paulo. Alguns anos depois, GELLI (1979) evidenciou alta
poluicdo fecal em vérias hortalicas, tendo encontrado E. coli em quase 54% dos
casos. No inicio da década de 80, LEITAO et al. (1981) encontraram elevada
incidéncia de coliformes e E. coli em trabalho sobre a eficiéncia de desinfetantes
na reducao da contaminacao bacteriana de alface (FRANCO & HOEFEL ,1983).
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Mais recentemente, SIQUEIRA (1997), analisando saladas cruas e servidas
em restaurantes industriais de Belo Horizonte, MG, constatou que 44% das
hortalicas apresentavam condicdes higiénico-sanitarias insatisfatérias. Em
trabalho realizado na regido de Sao Paulo, SP, GOULARTE (2003) observou que
alface minimamente processada apresentou populacbées de microrganismos
aerdbios meséfilos que variaram entre 4,3x10% e 9,2x10° UFC g™, com predominio
de Enterobacteriaceae e Pseudomonas sp. BARBOSA NETA et al. (2004)
evidenciaram que 80% das amostras de alface consumidas no restaurante
universitario da Universidade Federal do Rio Grande do Norte estavam em
desacordo com a legislagéo vigente. FRODER (2005) em analise de 133 amostras
de vegetais folhosos minimamente processados, adquiridos no comercio varejista
da cidade de S&o Paulo encontrou 1,3x10° UFC g de coliformes totais em alface
crespa e 1,0x10° UFC g em alface americana, demonstrando desta forma a real
necessidade da sanitizacao adequada das hortalicas minimamente processadas.

1.2 O Ozonio

Solugbes de hipoclorito de sodio e compostos de quaternario de amédnio
tém sido utilizadas nos processos de alimentos para controlar a contaminagao por
microrganismos, principalmente os patogénicos. O uso de alguns sanitizantes tem
tido seu uso reduzido ou totalmente eliminado tendo em vista causarem danos a
saude. Por outro lado, a necessidade de um antimicrobiano potente tem
aumentado nos ultimos anos devido a contaminagdo dos alimentos por
microrganismos emergentes. A industria alimenticia esta pesquisando
desinfetantes que sejam efetivos contra estes patégenos e sejam seguros para o
uso em suas plantas. Um dos candidatos € o ozdnio que esta sendo utilizado
como sanitizante no tratamento de aguas na Europa desde o inicio do século XX
(KIM et al., 1999B).

Em 1785, Van Marum, filbsofo alemao, observou as caracteristicas

eletrostaticas do ar devido ao ozbnio. Schombein, em 1801, reportou o odor
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caracteristico como sendo uma nova substancia, de nome 0z6nio, e sugeriu que o
gés ocorreria naturalmente na atmosfera. Na Alemanha, em 1875, Siemens criou
o primeiro gerador de 0zénio — ozonizador. Em 1891, verificou-se que o 0z6nio era
capaz de destruir bactérias presentes na agua. O primeiro experimento utilizando
0z6nio no tratamento da agua foi realizado em 1893 em Leyde, na Holanda, no
tratamento das 4guas do rio Reno. Em 1906, em Nice, na Francga, realizou-se o
primeiro tratamento de vegetais com 4gua ozonizada, em escala industrial (YANG
& CHEN, 1979).

O ozbnio exibe certas caracteristicas que o fazem atrativos para o uso
como um sanitizante no processo de alimentos. E um forte agente microbiano com
alta reatividade e decomposi¢ao espontanea em produtos nao toxicos (KIM et al.,
1999A). Como se decompde rapidamente em agua, Seu uso € seguro, pois
dificilmente deixara residuos nos alimentos. E utilizado com sucesso na inativagao
da microflora de carnes, lacteos, aves, peixes, frutas e vegetais (SHARMA &
DEMIRCI, 2003). A Food and Drug Administration, dos Estados Unidos da
América (EUA), recentemente aprovou o seu uso nas formas aquosa ou gasosa
para utilizacdo como sanitizante e em plantas de processamento de alimentos,
quando combinado com a aplicagdo de boas praticas de fabricagdo, e teve sua
utilizacédo aprovada pelo departamento de agricultura dos EUA em 1997 (GUZEL-
SEYDIM et al., 2004).

A suscetibilidade de microrganismos ao ozénio varia de acordo com o
estado fisiolégico das células, pH do meio, temperatura, umidade e a presenca de
aditivos, como acidos, surfactantes e acgucares. Concentracdes relativamente
baixas de ozbénio e um curto contato de tempo sao suficientes para inativar
suspensdes puras de bactérias, mofos, leveduras, parasitas e virus (KIM et al.,
1999B).
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1.2.1 Geracao do oz6nio

O ozdnio é uma modificagdo alotrépica do Oz. E um gas azulado com odor
forte e caracteristico. Tem um peso molecular de 48, ponto de ebulicdo de
"111,9°C e ponto de fusdo de '92,7°C em 1atm. O potencial de oxidagdo do 0zdnio
é alto (-2,07V) comparado ao acido hipocloroso (,49V) ou ao cloro (1,36V).
Apresenta maior estabilidade em solugao diretamente proporcional ao aumento da
acidez da agua (KIM et al., 1999B).

A formagédo do ozdnio ocorre naturalmente na estratosfera em pequenas
quantidades (0,005mg L") pela acdo da irradiagdo solar ultravioleta no oxigénio.
Uma pequena quantidade de ozénio também é formada na troposfera como
subproduto de reagdes fotoquimicas de hidrocarbonetos, oxigénio e nitrogénio
(KIM & YOUSEF, 2000). Quando utilizado na industria é geralmente gerado em
sistemas fechados, sendo produzido em baixas concentracées (0,003 mg L") pelo
oxigénio atmosférico ou pela radiacao de 185 nm de comprimento de onda emitida
por lampadas UV (KIM et al., 1999B).

GUZEL-SEYDIM et al. (2004) explicam que para gerar 0zénio, pelo método
de descarga corona, € necessario que ocorra uma ruptura da molécula do
oxigénio diatbmico, formando dois fragmentos de oxigénio que podem reagir com
outras moléculas também de oxigénio e formar a molécula de Os. No método de
descarga corona ha dois eletrodos, um de alta e outra de baixa tensao, formando
um vao entre eles. Segundo KIM et al. (1999B), uma corrente alternada com alta
voltagem é aplicada através deste vao, na presenca de ar atmosférico ou
oxigénio, onde ocorre a excitacdo dos elétrons de oxigénio que, entdo, induz a
quebra das moléculas de O,. Os atomos quebrados combinam-se com outras
moléculas de oxigénio diatdmico e formam o ozénio. A produgédo de ozbnio varia,
dependendo da voltagem, da freqiiéncia da corrente, do vao de descarga elétrica
e da pressao absoluta no interior do vao. O método de descarga corona tem sido
largamente utilizado para produzir grandes quantidades de ozénio.
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Figura 3.1 — Formacao do Ozénio.

Para otimizar a producdo de ozénio um eficiente sistema de remogao de
calor € essencial. Ar seco é passado através de uma corrente de alta voltagem
dentro do vao de descarga e, assim, convertendo O, em Oz na concentragdo de
4%. O uso de Oz puro é recomendado ao ar seco para maximizar a producao de
0zbnio (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

1.2.2 Caracteristicas fisico-quimicas do 0zénio em solucao

Na temperatura de 112°C o 0zénio condensa em um liquido azul escuro. O
ozonio liquido é facilmente explosivel. A explosdo pode ser detonada por faiscas
elétricas ou mudangas bruscas de pressdao ou temperatura. Entretanto, em
praticas usuais, a explosao do ozénio é extremamente rara. Os trés atomos da
molécula de oxigénio sao arranjados em um angulo obtuso de 116° 49°, onde um
oxigénio central é atachado em dois 4tomos de oxigénio equidistantes e com
comprimento de ligacdo de 1278 A (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).
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Figura 3.2 — Angulo de formagéo do ozénio.

Com relacéo a solubilidade, o 0zénio segue a lei de Henry, que afirma que
um gas em solucdo, em uma dada temperatura, é linearmente proporcional a
pressao parcial do gas. A taxa de solubilidade, segundo Bablon (1991) citado por
KHADRE et al. (2001), aumenta conforme diminui a temperatura da agua. O autor
mostra um logaritmo negativo quando se relaciona a dissolu¢cdo de ozénio em

agua com a temperatura variando na taxa de 0,5°C a 43°C.

A pureza e o pH da agua afetam a solubilidade do ozénio em agua. KIM
(1998) borbulhou 0zénio em agua duplamente destilada, em agua deionizada e
em agua de torneira com os pH de, respectivamente, 5,6; 5,9 e 8,23 . Observou
que o alto pH da agua de torneira pode ter desestabilizado o 0zénio e a taxa de
solubilizagao diminuiu. Observou-se, também, que a matéria organica existente na
agua de torneira consumiu o 0z6nio. Em outro experimento, KIM (1998) borbulhou
ozbnio em agua com pH 5,0 a 9,0, e mediu a concentragcdo do gas apés 15
segundos. A estabilidade do 0z6nio em solugdo foi maior em pH 5,0 e diminuiu,
conforme os valores de pH aumentaram. O autor observou também que a
estabilidade do oz6nio depende da fonte de agua. Quanto maior a quantidade de
matéria organica presente na dgua menor a estabilidade do gés. Borbulhou 0zbnio
em agua destilada e em agua de torneira e monitorou as amostras a 25°C durante
8 minutos. A concentracdo de ozénio diminuiu em uma taxa mais acentuada na
agua de torneira em relagdo a agua destilada, demonstrando que o o0zbnio
degrada em maior proporcdo em agua de torneira que em &gua pura. O
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sanitizante é relativamente instavel em solugdo aquosa, sendo o pH o principal
fator que afeta esta instabilidade (KHADRE & YOUSEF, 2001).

Para KHADRE et al. (2001) a eficacia do oz6nio aparenta diminuir em pH
alcalino para rotavirus e poliovirus tipo 1. Apesar do ozdnio ser mais estavel em
pH baixo, com relagédo a inativacdo de microrganismos o gas é mais eficiente em
valores baixos de pH. Em pH acido o oz6nio, em solugdo aquosa, libera radicais

que contribuem para a eficacia do sanitizante.

Em baixas concentragdes o ozbénio ndo é um gas téxico, porém em altas
concentragdes pode ser letal ao homem. Depois de 1-2 horas de exposicdo de
ozbénio (0,65 ppm) cachorros demonstraram respiragcdo ofegante, enquanto que
longo tempo de exposicado (4-6 semanas) na concentracdo de 0,2 ppm jovens
ratos exibiram distensdo no pulmao. A toxidade do ozdnio é o mais importante
critério para sua aprovacdo nas plantas de processamento de alimentos. Em
humanos, o primeiro alvo € o trato respiratério, sendo que os sintomas sao dores
de cabeca, vertigens, sensagado de queimacgéao dos olhos e garganta e tosse (Hoof,
citado por GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

As regulamentacdes governamentais para os niveis do gas oz6nio variam.
Na Europa a exposicao continuada ao ozénio € permitida até o maximo de
0,15 ppm. No Canada os limites sdao de exposicdo maxima até 1,0 ppm. As
regulamentagdes dos EUA determinam que um individuo ndo pode ficar exposto a
concentracao de 0,1 ppm por mais de 8 horas/dia e néo pode ultrapassar de 10
minutos na exposigéo de 0,2 ppm (KADRE et al., 2001).

No Brasil a exposicao ao gas ozdnio segue a determinacées do Ministério
do Trabalho e Emprego através da Norma Regulamentadora 15, aprovada e com
redacao dada pela portaria N° 3214/78, que dispde sobre os limites de tolerancia
do oz6nio em atividades ou operagdes nas quais os trabalhadores ficam expostos.
O limite do géas para trabalhos de até 48 horas semanais é de 0,08 ppm (partes de
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gas por milhdo de partes de ar contaminado) ou 0,16 mg/m® (miligramas por metro
cubico de ar no ambiente).

1.2.3 Efeitos antimicrobianos do oz6nio

A molécula de 0z6nio atua como um dipolo com propriedades eletroliticas e
nucleofilicas, reagindo, em solugdes aquosas, com componentes organicos e
inorganicos (Bablon, citado por KHADRE et al., 2001).

O sanitizante inativa microrganismos pela progressiva oxidacao dos
componentes vitais da célula. A superficie das células das bactérias € sugerida
como o primeiro alvo de ozonizagdo. Dois mecanismos foram identificados para
inativacdo de microrganismos. Um dos mecanismos de inativagdo de
microrganismos indica que o0 0z6nio oxida os grupos sulfidrilas e os aminoacidos
das enzimas, peptideos e proteinas em peptideos menores. A oxidacdo dos
grupos sulfidrilas, que existem em abundancia em enzimas microbianas, podem
explicar a rapida inativagdao de microrganismos pelo sanitizante (GUZEL-SEYDIM
et al., 2004). O ozbnio oxida estes componentes selecionando as duplas ligagdes

dos compostos insaturados aromaticos e alifaticos.

Um outro mecanismo indica que o o0z6nio oxida acidos graxos
polinsaturados em peroxi-acidos. A degradacdo pelo ozénio de lipideos
insaturados na membrana celular resulta na ruptura da célula e,
conseqlientemente, vazamento do conteudo celular. As duplas ligacbes de
lipideos insaturados sdo particularmente vulneraveis aos ataques do oz6nio. Em
bactérias Gram-negativas as camadas de lipoproteinas e lipo-polissacarideos sao
o primeiro local da destruigéo, resultando no aumento da permeabilidade celular e,
eventualmente, quebra celular (KIM et al., 1999B).

A reagao com polissacarideos ocorre lentamente com o 0zdnio atuando na
conducao das quebras das ligacdes glicosidicas e formacao de aldeidos e acidos
alifaticos (Bablon, citado por KHADRE et al., 2001). Este autor verificou que o
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N-acetil glicosamina, um composto presente no peptideoglicano das células
bacterianas e na capsula dos virus, foram resistentes a acdo do ozénio em
solugdo aquosa em pH 3 a 7. Esta observacao pode explicar a maior resisténcia
das bactérias Gram-positivas comparadas as Gram-negativas, tendo em vistas
que estas tem menor quantidade de peptideoglicano na composicdo da membrana
plasmatica (NELSON & COX, 2002).

A reacao do 0z6nio com &cidos graxos saturados ocorre lentamente, porém
os insaturados sdo prontamente oxidados pelo sanitizante. Com relagcdo aos
nucleotideos, principalmente, timina e guanina, o ozbnio atua prontamente na
oxidacao destas bases liberando carboidratos e ions fosfato (KHADRE et al.,
2001).

RESTAINO et al. (1995) investigaram os efeitos antimicrobianos da agua
ozonizada contra microrganismos relacionados com alimentos e determinou que o
ozbnio efetivamente inativou bactérias Gram-positivas como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, B. cereus, Enterococcus fecais, assim
como bactérias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa e Yersinia
enterocoliticas. O pesquisador também determinou que ozénio inativa leveduras
como Candida albicans e Zygosaccharomyces bacieli e esporos de Aspergillus
niger. A destruicdo de bactérias pelo ozbnio é alcancada pelo ataque das

glicoproteinas e/ou glicolipideos da membrana bacteriana.

Segundo KIM & YOUSEF (2000), a concentracdo de ozb6nio varia, por
razbes praticas, conforme diferentes microrganismos sao testados. Para E. coli
O157:H7 e Pseudomonas fluorecens obteve-se resultados diferentes. A
quantidade de 0,2 ppm de 0z6nio inativou 0,9 ciclos logaritmicos de P. fluorecens
em 30 segundos, enquanto 1,2 ppm diminuiu a populagdo deste microrganismo
em 5 ciclos logaritmicos em tratamento de tempo similar. Quando E. coli O157:H7
foi tratada com 0,3 e 1 ppm de 0zb6nio por 25 segundos a contagem diminuiu em

1,3 e 3,8 ciclos logaritmicos, respectivamente.
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A Tabela 1.1 apresenta microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos,

respectivos tempo de atuacao e concentragdes de dgua ozonizada.

Tabela 1.1 — Inativagao de bactérias com utilizacdo de agua ozonizada.

Condicoes de Tratamento | Reducao
Bactéria Ozénio | Tempo Temp. de ciclo Referéncias
(mgL")| (min) | PM | () | 90t
Leuconostoc mesenteroides | 0,3 - 3,8 0,5 59| 25 | 1,3-~7 |Kim e Yousef, 2000
Listeria monocytogenes 02-1,8 0,5 59| 25 | 0,7-~7 |Kim e Yousef, 2000
Listeria monocytogenes 0,1 10 72| 25 |60-70% |Leeetal., 1998
S. aureus 0,3-1,97 10 4-6 |Lezcano etal., 1998
S. aureus 025 |70 25 >2,0 |Burlesonetal., 1975
Escherichia coli 0,065 0,5 3,5 Katzenelson et al., 1974
E.coli 0,004-0,8 |0,5-2,0| 6,9 0,5-6,5 |Finch et al., 1988
E.coli 023-0,26| 1,67 | 70| 24 4,0 Farooq e Akhlaque, 1983
E.coli 0,53 0,1 6,8 1 2,0 Fetner e Ingols, 1956
E.coli O 157:H7 0,3-10| <05 |59 | 25 |1,3-3,8 |Kime Yousef, 2000
Legionella pneumophila 0,32 20 70| 24 > 45 |Edelstein et al., 1982
Salmonella enteritidis 0,5-6,5 0,5 25 0,6 - ~4 |Dave, 1999
S.typhimurium 023-0,26| 1,67 | 70| 24 4,3 Farooq e Akhlaque, 1983
Pseudomonas fluorescens | 0,2-1,2 | <05 | 59| 25 0,9-5 |Kim e Yousef, 2000

(adaptado de KRADRE et al., 2001)

GREENE et al. (1999) propuseram o uso de agua ozonizada como um
sanitizante para plantas de processamento de alimentos de produtos lacteos. Os
autores compararam a eficiéncia da agua ozonizada com o calor e o cloro na
desinfeccdo de superficies de acido inoxidavel inoculados com Pseudomonas
fluorescens. Foi utilizado 0,6 ppm de 0zdnio por 10 minutos, 100 ppm de cloro por
2 minutos e 77 + 1°C por 5 minutos. Dez minutos de ozonizagdo reduziu a

populagdo bacteriana em 7,3 ciclos logaritmicos, seguido por 5,4 ciclos
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logaritmicos quando utilizado o calor e 3,07 ciclos logaritmicos pelo sanitizante
clorado.

Em estudo realizado por SHARMA & DEMIRCI (2003), a populagdo de
E.coli O157:H7 foi reduzida em 2,2 ciclos logaritmicos UFC g quando brotos de
alfafa foram tratados com uma concentragcdo de 21 ppm de o0z6nio durante 2
minutos de exposicédo. Ainda foi observado que para se obter a redugcdo de 2,0
ciclos logaritmicos UFC g' de E.coli no mesmo produto seria necessario a
utilizacdo de 500 ppm de hipoclorito de sédio durante 2 minutos. O uso de altas
concentragdes de cloro podem resultar em subprodutos potencialmente
problematicos para saude humana ou para o ambiente (GUZEL-SEYDIM et al.,
2004).

KHADRE & YOUSEF (2001) estudaram esporos de B. cereus e B. subtilis
com 11mg L de agua ozonizada, produzida pelo borbulhamento do gas em agua
destilada, durante 1 minuto na temperatura de 22°C, seguido de neutralizagao
com tiossulfato de sédio e observaram reducédo de 6,1 e 5,7 ciclos logaritmicos,

respectivamente.

A ozonizagdo € um tratamento altamente eficaz contra microrganismos
patogénicos ou deterioradores encontrados em frutas e verduras frescas, além de
estender a vida de prateleira destes produtos. De acordo com FOLEY et al. (2002)
a sanitizacdo de produtos frescos com agua ozonizada é uma excelente
ferramenta para reduzir a populacdo de microrganismos e parasitas da superficie
destes. Sua utilizacdo em alta escala podera reduzir o risco de doencgas, porém €
necessario avaliar a tolerancia de frutas e hortalicas quanto a doses e tempos de

exposi¢cao a agua ozonizada.
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CAPITULO 2 - INATIVACAO DE Escherichia coli 0157:H7 E Bacillus subtilis
POR AGUA OZONIZADA

RESUMO

O ozb6nio é um potente sanitizante para uso no processamento de alimentos,
utilizado com sucesso para a inativacdo de microrganismos patogénicos e
deterioradores. O objetivo deste trabalho foi estudar a eficiéncia da agua
ozonizada para a inativagdo de Escherichia coli O157:H7 e Bacillus subtilis. O
sanitizante foi utilizado nas concentragdes de 0,6, 0,8 e 1,0 mg L' e tempos de
contato de 1, 3 e 5 minutos. Para todo o experimento foi utilizada agua de
abastecimento publico na temperatura de 22°C e pH de 7,6 e a neutralizagdo do
ozbnio foi realizada pelo tiossulfato de sodio. A eficiéncia do sanitizante foi
avaliada em funcéo de contagens totais em placas para cada microrganismo alvo.
Obteve-se para E.coli O157:H7, nas concentracdes de 0,6, 0,8 e 1,0 mg L7,
reducdes de 1,9, 3,9 e 6,6 ciclos logaritmicos, respectivamente, para o tempo de
contato de 1 minuto, sendo que a concentragao inicial do microrganismo foi de
aproximadamente 108 UFC mL"'. Nos demais tempos de exposicdo (3 e 5
minutos), na concentracdo de 1,0 mg L™, a inativacdo da E. coli 0157:H7 foi total.
Para o B. subtilis, no tempo de exposicdo de 1,0 minutos e com a concentracéo
inicial de 102 esporos mL™, as reducées foram de 2,5 e 5,3 ciclos logaritmicos nas
concentragdes de 0,6 e 1,0 mg L™, respectivamente. Para o tempo de 3 minutos
os esporos foram inativados em até 5,8 ciclos logaritmicos na concentragcao de 1,0
mg L. O sanitizante mostrou-se eficaz na inativagdo de E. coli O157:H7 e

esporos de B. subtilis.

Palavras-chave: Escherichia coli O157:H7; Bacillus subtilis; agua ozonizada
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CHAPTER 2: Escherichia coli O157:H7 AND Bacillus subtilis INATIVATION
BY OZONE WATER

ABSTRACT

The ozone is a potent sanitizer for use in the processing of food products, used
with success for the inativation of pathogenic microorganisms and deteriorates.
The ozone water efficiency in the for the inactivation of Escherichia coli O157:H7
and Bacillus subtilis, was the objective of this work. The sanitizer was used in the
concentrations of 0,6, 0,8 and 1,0 mg L™ and, in all the concentrations, the times of
contact with the microorganisms were of 1, 3 and 5 minutes. In these experiment
was used current water in the temperature of 22°C and pH of 7,6 and the
neutralization of the ozone was accomplished by the sodium thiosulfate. The
efficiency of the sanitizer was evaluated in function of total enumeration in plates
for each target microorganism. It was obtained for E. coli O157:H7 reductions
varying of 1,9 to 6,6 logarithmic cycles for the time of 1 minute and the initial
concentration of the microorganism was about 1028 CFU mL™. In the other times of
exhibition (3 and 5 minutes), in the concentration of 1,0 mg L™, the inactivation of
E. coli O157:H7 was total. For the Bacillus subtilis, in the time of exhibition of 1,0
minutes and with the initial concentration of 10® spores mL™, the reductions varied
of 2,9 to 6,3 logarithmic cycles in the concentrations of 0,6 to 1,0 mg L™". For the
time of 3 minutes the spores were inactivated until 8,6 logarithmic cycles in the
concentration of 1,0 mg L. The sanitizer showed effective in the inativation of E.
coli O157:H7 and spores of B. subtilis in the concentrations and established times

compared to the other methods of existent sanitization.

Key Words: Escherichia coli O157:H7; Bacillus subtilis; ozone water.
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2.1 Introducao

A ozonizagado tem sido utilizada por anos na Europa para sanitizar agua
com destino ao consumo humano. Atualmente, outros usos comerciais sao
observados, incluindo tratamento de piscinas, sanitizacdo de galdes de agua,
superficies de alimentos, plantas e equipamentos de processamento de alimentos
e desinfec¢ao de carcacas.

O ozdbnio apresenta certas caracteristicas que o torna atrativo para o uso
como um sanitizante no processo de alimentos. E um forte agente antimicrobiano,
com alta reatividade e decomposi¢cao espontanea em produtos nao téxicos (KIM et
al., 1999A). Como se decompde rapidamente em agua, seu uso & seguro, pois
dificilmente deixara residuos nos alimentos. E utilizado com sucesso na inativagao
da microflora de carnes, lacteos, aves, peixes, frutas e vegetais (SHARMA &
DEMIRCI, 2003). A Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos da
América (EUA), recentemente aprovou o seu uso nas formas aquosa ou gasosa
para utilizagdo como sanitizante e em plantas de processamento de alimentos
quando combinado com a aplicagdo de boas préaticas de fabricacdo e teve sua
utilizacédo aprovada pelo departamento de agricultura dos EUA em 1997 (GUZEL-
SEYDIM et al., 2004; SHARMA & DEMIRCI, 20083).

O ozbnio € um sanitizante alternativo ao cloro e tem se mostrado muito
eficaz na inativacdo de bactérias, virus e cistos de Giardia e Criptosporidium,

ambos protozoarios resistentes ao cloro.

GUZEL-SEYDIM et al. (2004) explicam que para gerar 0zonio € necessario
que ocorra uma ruptura da molécula do oxigénio diatbmico, formando dois
fragmentos de oxigénio que podem reagir com outras moléculas também de
oxigénio e formar a molécula de Oz. No método denominado descarga corona ha
dois eletrodos, um de alta e outra de baixa tensdo, formando um vao entre eles.
Segundo KIM et al., (1999B), uma corrente alternada com alta voltagem é aplicada

através deste vao, na presenca de ar atmosférico ou oxigénio, onde ocorre a

27



excitacao dos elétrons de oxigénio que, entdo, induz a quebra das moléculas de
O2. Os atomos quebrados combinam-se com outras moléculas de oxigénio
diatbmico e formam o ozénio. A producdo de ozdnio varia, dependendo da
voltagem, da freqUéncia da corrente, do vao de descarga elétrica e da pressao
absoluta no interior do vao. O método de descarga corona tem sido largamente
utilizado para produzir grandes quantidades de ozénio.

Como sanitizante, o o0z6nio atua primeiramente na membrana celular,
reagindo com glicoproteinas ou glicolipideos. Em adicdo, interage com
substancias presentes no citoplasma e no nucleo, degradando purinas e
pirimidinas do DNA, sendo este um dos fatores responsaveis pela morte celular.
Sendo assim, o ozbnio deve primeiro se difundir através da superficie do
microrganismo e entao permear pela membrana e citoplasma, fazendo com que a
taxa de transferéncia de massa seja afetada por diversas reagdes intra e
extracelulares com biomoléculas (MACEDO, 2004).

A suscetibilidade de microrganismos ao ozdénio varia de acordo com o
estado fisioldégico das células, pH do meio, temperatura, umidade e a presencga de
aditivos, como acidos, surfactantes e agUcares. Concentragdes relativamente
baixas de ozbénio e um curto contato de tempo sao suficientes para inativar
suspensdes puras de bactérias, fungos, leveduras, parasitas e virus (KIM et al.,
1999B).

A pureza e o pH da agua afetam a solubilidade do ozénio em agua. KIM
(1998) borbulhou 0zénio em agua duplamente destilada, em agua deionizada e
em agua de torneira com os pH de, respectivamente, 5,6; 5,9 e 8,23 . Observou
que o alto pH da agua de torneira pode ter desestabilizado o 0zénio e a taxa de
solubilizagao diminuiu. Observou-se, também, que a matéria organica existente na

agua de torneira consumiu o 0zoénio.

RESTAINO et al. (1995) investigaram os efeitos antimicrobianos da agua

ozonizada contra microrganismos relacionados com alimentos e determinaram
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que o ozdnio efetivamente inativou bactérias Gram-positivas como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Enterococcus fecais,
assim como bactérias Gram-negativas como Pseudomonas aeruginosa e Yersinia
enterocoliticas. Os pesquisadores também determinaram que oz6énio inativa
leveduras como Candida albicans e Zygosaccharomyces bacieli e esporos de
Aspergillus niger. A destruicdo de bactérias pelo ozénio € alcangada pelo ataque

as glicoproteinas e/ou glicolipideos da membrana bacteriana.

KHADRE & YOUSEF (2001) estudaram esporos de B. cereus e Bacillus
subtilis com 11mg L' de agua ozonizada, produzida pelo borbulhamento do géas
em agua destilada, durante 1 minuto na temperatura de 22°C, seguido de
neutralizacdo com tiossulfato de sédio e observaram redugéo de 6,1 e 5,7 ciclos

logaritmicos, respectivamente.

Segundo KIM & YOUSEF (2000) a concentracdo de ozb6nio varia, por
razdes praticas, de acordo com os diferentes microrganismos testados. Para
Escherichia coli O157:H7 e Pseudomonas fluorecens obtiveram resultados
diferentes. A quantidade de 0,2 ppm de ozénio inativou 0,9 ciclos logaritmicos de
P. fluorecens em 30s, enquanto 1,2 ppm diminuiu a populacdo deste
microrganismo em 5 ciclos logaritmicos em tratamento de tempo similar. Quando
E. coli O157:H7 foi tratada com 0,3 e 1 ppm de ozbnio por 25 segundos a

contagem diminuiu em 1,3 e 3,8 ciclos logaritmicos, respectivamente.

A inativacdo de microrganismos por dgua ozonizada € possivel seguindo
diferentes cinéticas e dependendo da espécie de microrganismo a ser tratado.
Antes de o ozbnio ser aplicado com sucesso na industria de alimentos, os
comportamentos padrdes dos microrganismos devem ser elucidados. Portanto o
objetivo deste estudo foi avaliar a inativacao de E. coli O157:H7 e B. subtilis por

meio de tratamento por agua ozonizada em diferentes concentragoes e tempos.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Microrganismos e Meios de Cultura

As culturas de E. coli O157:H7 e B. subtilis ATCC 6633 utilizadas foram
obtidas na Secao de Colecao de Culturas do Instituto Adolfo Lutz.

A cultura de E. coli 0157:H7 ATCC 35150 foi mantida & temperatura de 4°C
em Agar Triptico Soja (TSA) inclinado. Semanalmente a cultura foi repicada para
manutengao da viabilidade das células (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1988).

A cultura de B. subtilis ATCC 6633 também foi mantida a temperatura de
4°C em Agar Triptico Soja (TSA) inclinado, sendo a cultura repicada
semanalmente para manutencdo da viabilidade das células. Para preparacao da
suspensado de esporos, foi empregado Agar Triptico Soja (TSA) adicionado de 3%
de sulfato de manganés (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1988).

2.2.2 Preparo do Inéculo

As suspensdes dos microrganismos foram preparadas utilizando-se tubos
contendo 10 mL de meio de cultura Agar Triptico Soja (TSA) inclinado, onde foram
estriadas a cepa de E. coli O157:H7 e a de B. subtilis ATCC 6633, incubados a
32-35°C, por 24 horas. Empregando-se 3 mL de solucéo fisioldgica estéril 0,1%,
foi transferida a cultura de E. coli O157:H7 crescida sobre o agar para uma garrafa
de Roux contendo 250 mL do mesmo meio de cultura (TSA). O frasco de Roux foi
incubado a 35°C por 24 horas. A cultura resultante na superficie do meio foi
lavada com 50 mL de solugéo fisioldgica 0,1% estéril, com o auxilio de pérolas de

vidro.

Da mesma forma, para cultura de B. subtilis foi empregado 3 mL de solug¢ao
fisioldgica estéril 0,1%, para lavagem da cultura crescida sobre o agar, que foi
transferida para uma garrafa de Roux contendo 250 mL do mesmo meio de cultura
adicionado de 3% de sulfato de manganés. O frasco de Roux foi incubado a 35°C
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por 5 dias. A cultura resultante na superficie do meio foi lavada com 50 mL de
solugdo fisiolégica 0,1% estéril, com o auxilio de pérolas de vidro. Na
padronizacado da suspensao procedeu-se em choque térmico, onde a suspensao
foi centrifugada, o sedimento ressuspenso com aproximadamente 50 mL de
solugdo fisioldgica e aquecido por 30 minutos a 70°C. A viabilidade dos esporos

foi assegurada por teste em placa.

Foram ajustadas as diluicbes de E. coli O157:H7 e B. subtilis, para
obtencao de solugbes com 60% de transmitancia no comprimento de onda de 580
nm empregando-se espectofotébmetro UV/VIS. Os inéculos foram ajustados a fim
de se obter suspensdes com contagens de aproximadamente 10® UFC mL
verificada pelo método de contagem em placa.

As suspensbes foram mantidas em geladeira a 4°C até o momento da
utilizagdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1988).

2.2.3 Gerador de Ozonio

O equipamento utilizado na produgédo de ozénio (Figura 2.1) foi fabricado
pela empresa Panozon, constando de gerador de o0z6nio modelo PNZ 714,
concentrador de oxigénio (90 a 95% de pureza), tanque de contato e um sistema
de injecdo com bomba para filtracdo. O sistema possui também um tanque de
gaseificacdo com a fungédo de separar o 0zénio que permaneceu na forma de gas
e retird-lo da tubulagdo, enviando o0 mesmo para um circuito interno onde é
destruido (reduzido a oxigénio). A 4gua ozonizada é recirculada em uma vazao de
20 L min" para uma cuba de ago inoxidavel com capacidade de 50 litros. O
equipamento permite o controle da concentracdo de o0z6nio produzido de
06mgL"a1,2mgL™".
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Figura 2.1 — Equipamento gerador de 4gua ozonizada.

2.2.4 Determinacao da Atividade Neutralizante do Tiossulfato de Sodio 10%

A atividade e inocuidade da solucdo de tiossulfato de sédio a 10%, foram
determinadas utilizando-se uma cepa de E. coli O157:H7.

Uma cultura de 24 horas da cepa de E. coli O157:H7 foi preparada e
padronizada conforme item 2.2.3. A partir desta suspensdo preparou-se uma
solugdo de trabalho 1:100, transferindo-se uma aliquota de 1 mL da suspensao
bacteriana inicial para uma garrafa de diluicdo contendo 99 mL de soro fisiol6gico
estéril e pérolas de vidro para facilitar a homogenizacdo da mesma, sendo sua
populacdo fixada em aproximadamente 10 UFC mL™". A partir da solucdo obtida
foram preparadas 4 solugdes denominadas A, B, C e D.

Para preparacéo das solugdes A,B,C e D, aliquotas de 1 mL da diluicdo da
suspensdo bacteriana foram transferidas para erlenmeyers de 250 mL distintos,
contendo respectivamente, 100 mL de agua destilada (Solugédo A), 100 mL de
agua destilada e 0,2 mL de tiossulfato de sddio 10% (Solugéo B), 100 mL de agua
ozonizada e 0,2 mL de tiossulfato de soédio (Solucdo C) e 100 mL de agua
ozonizada (Solugéo D).

As solugdes A,B,C e D tiveram suas densidades microbianas determinadas
pelo método padrdo de contagem (em placas), utilizando agar TSA, apés 3
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minutos do preparo. O mesmo ensaio foi realizado em triplicata a fim de

comprovar sua repetibilidade.

A utilizacao do tiossulfato de sédio esta relacionada com a neutralizagcao do
ozbnio nos experimentos in vitro para a avaliacdo da inativagdo dos

microrganismos apresentados.

2.2.5 Método para Quantificaciao do Ozonio Dissolvido na Agua

A concentracao de oz6nio livre foi determinada por meio de fotometria
utilizando-se o Kit Oz6nio 2 (Vacu-Vials) — CHEMetrics, Inc., que consistiu na
preparacdo de um branco com agua destilada e, em seguida, de uma leitura da
amostra de agua ozonizada recolhida em uma cubeta do equipamento. A
quantificacdo dos resultados foi realizada a partir de leituras no fotémetro
CHEMetrics, Inc. — Ozone2 — Tipo 1-2015.

2.2.6 Inativacao de Microrganismos com Tratamento de Ozénio

Os tratamentos com ozdnio foram divididos em trés grupos (0Z1, OZ2 e
0Z3), que se diferenciaram pela concentragdo de oz6nio utilizado de 0,6, 0,8 e 1,0
mg L™, respectivamente. Para cada grupo foi aplicado 3 tempos de exposicdo de
1, 3 e 5 minutos, com 3 repeticdes para cada tempo utilizando-se agua ozonizada
obtida do reservatério do equipamento de ozonizacado. Utilizou-se agua de
abastecimento publico a 22°C e pH 7,6, transportada em erlenmayer de 500 mL.

Para os tratamentos descritos, foram testadas as suspensdes dos dois
microrganismos escolhidos para o experimento e preparados conforme item 4.2.3.
Apbs as exposigdes dos microrganismos a agua ozonizada, em cada um dos
tempos estabelecidos, a acdao do ozénio foi interrompida com a adi¢ao de 0,1 mL
de solucdo de tiossulfato de sodio 10%, permitindo, assim, que as amostras
fossem analisadas e a densidade microbiana sobrevivente fosse determinada,
sem que a acdo residual do tratamento interferisse além do tempo pré
determinado para cada ensaio.

33



As contagens dos microrganismos sobreviventes foram realizadas por
plagueamento e os resultados expressos em UFC mL™.

Foram realizados dois ensaios distintos, para cada microrganismo com
finalidade de confirmacdo da eficiéncia do tratamento e os resultados obtidos

foram expressos em numero de redugdes de unidades formadoras de coldnias.
2.3 Resultados e Discussao

2.3.1 Atividade Neutralizante do Tiossulfato de Sédio 10%

A Tabela 2.1 apresenta os resultados que comprovam a eficiéncia e
inocuidade do agente neutralizante tiossulfato de sédio. As concentragdes iniciais
para os ensaios 1 e 2 foram, respectivamente, 6,3 x 10° e 8,4 x 10° UFCmL ' e 0

tempo de exposicao as suspensoes foi de 3 minutos.

Tabela 2.1 - Avaliacdo da eficiéncia e inocuidade do agente neutralizante
tiossulfato de sédio em relag@o a cepa de E. coli O157:H7.

Amostra Ensaio 1 Ensaio 2
A () 5,6 x 10° 2,9 x 10°
B (-) 4,2x10° 6,3 x 10°
C() 3,7 x 10° 5,1 x 10°
D (+) <10 <10

A = Suspenséo de células de E.coli em solugao aquosa.

B = Suspenséao de células de E.coli em solugao aquosa em presenga de tiossulfato de
sédio 10%

C = Suspensio de células de E.coli em solucdo de agua ozonizada (1 mg L") em
presenca de tiossulfato de sédio 10%

D = Suspensao de células de E.coli em solugcdo de agua ozonizada (1 mg L'1)
(+): As contagens foram efetuadas apds 3 minutos de exposicao .

Observou-se que nas suspensdes A e B ndo houve alteragdo na contagem
de E. coli O157:H7 apéds o tratamento com agua e agua com tiossulfato de sddio,
respectivamente, demonstrando que estas solugdes ndo possuem poder de
sanitizacdo. No ensaio C pode-se verificar que o tiossulfato neutralizou a agao do
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0z6nio, ndo permitindo a inativagdo do microrganismo alvo. Ja no ensaio D o

sanitizante, sem a presenca do tiossulfato de sodio, inativou o microrganismo.

A utilizacdo do tiossulfato de sédio é de extrema importancia para
neutralizar a atuacao do oz6nio e, com isso, verificar a eficiéncia do sanitizante no

periodo de tempo especificado, sem incorrer no erro do fator residual.

Os resultados apresentados estdo de acordo com aqueles observados por
KHADRE et al. (2001) que utilizaram, em seu trabalho de inativacdo de
microrganismos com agua ozonizada, os mesmos parametros de neutralizagdo

para interromper a agao do tratamento com 0zénio nos tempos determinados.

2.3.2 Quantificacido do Oz6nio Dissolvido na Agua

A Tabela 2.2 apresenta o estudo da permanéncia do teor residual de 0z6nio
apds sua diluicdo em 4agua, visando estabelecer a “meia-vida” do mesmo até sua

neutralizagao.

Tabela 2.2 - Teor residual de ozdnio em diferentes etapas com
concentracdo de 1 mg L™

Etapas - Tempo g::inutos) -
E1 1mglL’ 1mglL™” 1mglL’
E2 1mg L’ 1mglL’ 0,82mg L
E3 1mgL’ 1mglL’ 1mglL’

E1 = Agua utilizada no estudo da cinética;

E2 = Agua no tanque de tratamento das alfaces contaminadas
intencionalmente;

E3 = Agua circulante e recebendo folhas do vegetal.

Os resultados demonstram que o 0z6nio, sem renovacao do sanitizante
(E2), foi parcialmente consumido pela matéria organica apés 60 minutos de
exposicdo. Com o equipamento ligado e ocorrendo o tratamento com agua

circulante (E3), bem como o sanitizante em repouso em um béquer, sem a
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presenca de matéria organica (E1), ndo houve diminuicdo de concentracao até 60

minutos.

Contrariando dados deste trabalho, MACEDO (2004) explica que na
desinfeccao de vegetais pode-se utilizar 0 0zénio com a vantagem de que ele ndo
reage com a matéria organica presente na agua, evitando a formagado de
compostos toxicos como organoclorados e entende, ainda, como desvantagem, a
“meia-vida” do ozbnio, que é de apenas 20 minutos, o que ndo permite 0 seu
estoque por periodos mais longos.

KIM & YOUSEF (2000) estudaram o residuo de ozénio e o grau de
inativacdo quando utilizado 0,3, 1,1 e 2,1 mg L' de &gua ozonizada em uma
suspensdo com aproximadamente 10’ UFC mL™ de Listeria mesenteroides por
30 segundos e obtiveram uma inativagdo de, respectivamente, 4,8, 6,0 e 6,0
redugdes logaritmicas, sendo que a quantidade de ozdnio residual foi de 0,0; 0,5 e
0,9 mg L", respectivamente. Os autores estimaram que a demanda de 0z6nio
para 10’ UFC mL™" de L. mesenteroides foi de 0,83 mg L™ o que significa cerca de

10° moléculas de 0z6nio sdo necessarias para cada célula da bactéria.
2.3.3 Inativacao de E.coli 0157:H7 e B. subtilis por agua ozonizada

A Figura 2.2 mostra o numero de redug¢des de unidades formadoras de
colénias de E. coli O157:H7 por mL. As diferentes concentragées de 0z6nio foram
aplicadas, com pH de 7,0 e a temperatura utilizada foi de 22°C. As concentragdes
iniciais de microrganismos utilizadas para os experimentos nas concentracbes de
0,6, 0,8 e 1 mg L' de agua ozonizada foram de, respectivamente, 2,8 x 108,
4,2x10°e 6,9 x 10° UFC mL™".
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Figura 2.2 — Numero de redugbes de unidades formadoras de
colénias de E. coli O157:H7 em funcao do tempo de exposicdo as
diferentes concentracdes de agua ozonizada.

Observou-se que para as concentracdes de 0,6; 0,8 e 1,0 mg L de ozénio
testadas para a cepa de E. coli O157:H7, no tempo de 1 minuto, houve uma
reducao de 1,9; 3,9 e 6,6 ciclos logaritmicos respectivamente. No tempo de 3
minutos, obtendo-se reducbes de 4,0 e 5,9 ciclos logaritmicos para as
concentragdes de 0,6 e 0,8 mg L. Para concentragdo de 1,0 mg L™ a eliminagao
do microrganismo foi maior que 108 UFC mL™".

No tratamento de 5 minutos, na menor concentracdo (0,6 mg L), a
reducado foi de 5,1 ciclos logaritmicos, seguida por 7,7 na concentracdo de
0,8 mg L', e foi mantida a total destruicdo do microrganismo (108 UFC mL") com
a concentracdo de 1 mg L. Nota-se que para esta concentragdo obteve-se, para
1 minuto, uma inativagao de 99,99% para a E. coli O155:H7.

ACHEN & YOUSEF (2001) inocularam macas com contagem de
10° UFC mL" de E.coli 0157:H7 e mantiveram-nas armazenadas por 2,5 horas na
temperatura de 22 a 25°C. Posteriormente, as frutas foram mergulhadas em uma
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solugdo de 22 e 24 mg L™ de 4gua ozonizada por 3 minutos e observaram-se uma
reducdo de, respectivamente, 2,6 e 3,7 ciclos logaritmicos de UFC mL™. O oz6nio
foi gerado através do borbulhamento do gas em um bequer contendo 1000 mL de
agua deionizada. Para os autores a limitagdo da eficiéncia do sanitizante ocorreu
devido a transferéncia da bactéria para o interior do fruto durante o periodo de
inoculagao, acarretando, desta forma, um exposicao ineficiente da E. coli O157:H7
a acdo do ozénio borbulhado em agua. Diferentemente da pesquisa realizada
pelos autores, este trabalho estudou a inativagcao do referido microrganismo sem a
presenca de matéria-organica, onde foi encontrada uma reducdo de
aproximadamente 8 ciclos logaritmicos em exposicdo por 3 minutos na

concentragdo de 1,0 mg L ™.

KIM & YOUSEF (2000) estudaram a inativacao cinética de P. fluorescens,
E. coli O157:H7 e L. monocytogenes com diferentes concentragdes de agua
ozonizada. A quantidade de 0,2 mg L™ de ozénio inativou 0,9 ciclos logaritmicos
de P. fluorecents em 30 segundos, enquanto 1,2 mg L diminuiu a populacéo
deste microrganismo em 5 ciclos logaritmicos em tratamento de tempo similar.
Quando E. coli O157:H7 foi tratada com 0,3 e 1,0 mg L de ozénio por 25
segundos, a contagem diminuiu em 1,3 e 3,8 ciclos logaritmicos, respectivamente.
Contagens de L. monocytogenes reduziram em 4,6 e 5,7 ciclos logaritmicos
quando utilizado, respectivamente, 0,4 e 0,8 mg L™ de &gua ozonizada por 90
segundos de exposicdo. E interessante salientar que a suspenséo inicial estava
ajustada com 10® UFCmL" e ap6és o tempo especificado a solucdo foi
neutralizada com tiossulfato de sédio. Estes pesquisadores concluiram que os
microrganismos testados mostraram similar inativagdo cinética. As maiores
destruicées ocorreram nos primeiros 30 segundos e a resisténcia das bactérias
seguiu a seguinte ordem decrescente: E.coli 0O157:H7, P. fluorescens e
L. monocytogenes. Os dados deste trabalho confirmam os resultados encontrados

pelos autores acima referidos. Obteve-se no primeiro minuto uma destruicado maior
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e mais acentuada, alcancando reducbes de até 6,6 ciclos logaritmicos na
concentracdo de 1,0 mg L.

FINCH et al. (1988) determinaram a cinética de destruicdo de E.coli
utilizando 4,4 mg L™ de 0zénio em um tempo de contato de 30 e 120 segundos.
Os autores encontraram uma reducao de 0,5 e 6,5 ciclos logaritmicos de UFC mL",
respectivamente. Os dados deste trabalho nao confirmam os encontrados pelos
autores que utilizaram o dobro do tempo e uma concentragéo de ozdnio 4,4 vezes

maior para atingir a mesma reducao de 6,5 ciclos logaritmicos.

A Figura 2.3 mostra o numero de redugdes decimais de esporos de B.
subtilis submetida a um tratamento com agua ozonizada. As diferentes
concentragcdes de ozbnio foram aplicadas, com pH de 7,0 e a temperatura
utilizada foi de 22°C As concentracoes iniciais de microrganismos utilizadas para
os experimentos nas concentracdes de 0,6, 0,8 e 1,0 mg L' de agua ozonizada
foram de 2,2 x10°, 2,4 x10% e 3,7x10° UFC mL"".
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—+—0,8mg L
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N\ - m- -1,0mg
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Figura 2.3 — Numero de redugdes decimais de B. subtilis em fungéo
do tempo de exposicdo as diferentes concentracbes de agua
ozonizada.
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Observou-se, que para o B. subtilis as concentragdes de 0,6, 0,8 e
1,0 mg L de 0z6nio, no tempo de 1 minuto, houve uma reducgéo de 2,5; 4,3 e 5,3
ciclos logaritmicos, respectivamente. No tempo de 3 minutos, foram obtidas
reducdes de 4,0; 5,8 e 5,8 ciclos logaritmicos para as concentragdes de 0,6; 0,8 e
1,0 mg L', respectivamente. No tratamento durante 5 minutos, na menor
concentragdo (0,6mg L") a reducéo foi de 5,3 ciclos logaritmicos, seguida por 6,6
e 7,2 ciclos nas concentragdes de 0,8 e 1,0 mg L, respectivamente. A total
inativagcdo do microrganismo ndo ocorreu, provavelmente, pela forma de esporos

mostrar-se mais resistente do que o outro microrganismo estudado.

Em funcdo do estudo estar sendo realizado com esporos de B.subtilis, uma
forma mais resistente, observou-se que nos tempos de exposicdo de 3 minutos a
5 minutos houve maior resisténcia do microrganismo para sua inativacao, gerando

um cruzamento das linhas de regresséo na condi¢do de 0,8 e 1,0 mg L.

Os resultados obtidos foram semelhantes aos encontrados por MACEDO
(2004), que relatou a utilizagao de o0zénio em amostras de agua inoculadas com
populacdes de 10° esporos mL " de B. subtilis, obtendo uma redugao de 3,0 ciclos
logaritmicos para concentragdes de 0,35 a 0,70 mg L.

Observou-se que, quando comparado com células vegetativas, os esporos
de bactérias possuem maior resisténcia ao ozdnio. Pode-se observar que a E.coli
0O157:H7 apresentou reducao de 6,6 ciclos logaritmicos no tempo de 1 minuto e a
uma concentracdo de 1 mg L™, enquanto o B.subtilis, nas mesmas condigées,
apresentou 5,3 ciclos logaritmicos. Para os tempos de 3 a 5 minutos na
concentracdo de 1 mg L™ a E.coli O157:H7 apresentou reducdes superiores a 8
ciclos logaritmicos, enquanto que o B.subtilis 5,8 e 7,2 ciclos logaritmicos,

respectivamente.

BROADWATER et al. (1973) reportaram que na concentracao de 0,12 mg
L' de 4gua ozonizada o esporo de Bacillus sp apresentou inativagdo maior que

2,0 redugdes logaritmicas de UFC mL™" em 5 minutos de exposicéo. Esporos de B.
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cereus nas mesmas condicées de tempo e em concentracdo de 2,29 mg L de
agua ozonizada também obtiveram um numero de redug¢des decimais acima de

2,0 ciclos logaritmicos de UFC mL™.

KHADRE & YOUSEF (2001) compararam a agao do peroxido de hidrogénio
e da agua ozonizada em aproximadamente 1,3x10” esporos mL" de contagem
inicial de Bacillus sp. Enquanto 11 mg L de &gua ozonizada, por 1 minuto,
inativou até 6,1 ciclos logaritmicos, dependendo da espécie testada, 10% de
peroxido de hidrogénio, no mesmo periodo de exposi¢cao, reduziu até 1,6 ciclos
logaritmicos dos esporos. Os pesquisadores concluiram que o B. subtilis e o
B. cereus sdao mais sensiveis aos sanitizantes que os Bacillus stearothermophilus,
Bacillus megaterium e o Bacillus polymyxa. A inativacdo do B. subitilis e do B.
stearothermophilus por agua ozonizada foi de, respectivamente, 6,1 e 1,3 ciclos

logaritmicos.
2.4 Conclusoes
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- a 4gua ozonizada nas concentracdes de 0,6, 0,8 e 1,0 mg L™ nos tempos
de contato de 1, 3 e 5 minutos, € eficiente na inativacdo de E. coli
0O157:H7 e esporos de B. subtilis com redugdes variando de 1,9 a
inativagdo total de uma concentracdo inicial de aproximadamente 108

UFC ou esporos m L';

- observa-se que, quando comparado a células vegetativas, os esporos

possuem uma resisténcia ligeiramente maior ao 0zénio;

- 0 tiossulfato de sédio € uma excelente substancia para ser utilizada como

neutralizante da atuacao do ozénio;

-a meia vida do ozbnio gerado pelo equipamento, sem a presenca de

matéria organica, é superior a 1 hora.
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CAPITULO 3 - AVALIACAO DA INATIVAGAO DE Escherichia coli 0157:H7
INOCULADA EM ALFACE AMERICANA POR MEIO DE TRATAMENTO COM
AGUA OZONIZADA

RESUMO

O foco na seguranca do alimento para produtos frescos tem aumentado
recentemente. As hortalicas folhosas, especialmente a alface, tem sido
identificadas como veiculos significativos de patdégenos relevantes em saude
publica. O objetivo deste trabalho foi avaliar, microbiologicamente, alfaces
minimamente processada e in natura disponiveis no mercado e verificar a redu¢ao
de Escherichia coli O157:H7 intencionalmente inoculada na alface através da
sanitizagao por agua ozonizada. Amostras in natura e minimamente processadas
foram avaliadas quanto a contagem de microrganismos aerobios mesofilos,
bolores e leveduras, Enterobacteriaceae e Staphylococcus aureus, e
determinagdo do numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
termotolerantes. Dez amostras de alface americana foram inoculadas com E. coli
0157:H7 e submetidas & sanitizagdo por 1,0 mg L' de agua ozonizada durante
1,0 minuto. As alfaces minimamente processadas disponiveis no mercado
apresentaram contagens médias de 2,8x10° UFC g' e 3,2x10* UFC ¢"' de
populagcdes de aerdbios mesdfilos e Enterobacteriaceae, respectivamente,
enquanto para as alfaces in natura o valor médio das popula¢des de aerdbios
mesofilos foi de 2,2x10° UFC g e de 8,2x10° UFC g para Enterobacteriaceae.
Para as amostras minimamente processada observou-se que 0s coliformes
termotolerantes variaram de 2,1x10? a 1,1x10°. As amostras de alface americana
inoculadas com E. coli O157:H7 e sanitizadas com agua ozonizada apresentaram
uma redug¢do média de 3,2 ciclos logaritmicos.

Palavras-chave: ozénio, E. coli O157:H7, alface, alface processamento minimo,

sanitizacao.
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CHAPTER 3: THE INACTIVATION OF Escherichia coli INOCULATED IN
ICEBERG LETTUCE BY OZONE WATER

ABSTRACT

Recently it has been increasing the focus in alimentary safety for fresh products.
The vegetables, especially the lettuce, have been identified as significant vehicles
of important pathogens in public health. To evaluate, microbiological, lettuces
processed and in available nature in the market and to verify the reduction of
Escherichia coli O157:H7 intentionally inoculated in the lettuce through the
sanitization for ozone water was the objective of this study Samples in nature and
minimally processed were appraised as the enumeration of aerobics mesophilic
bacteria, molds and yeasts, Enterobacteriaceae and Staphylococcus aureus, and
determination of the most probable number (MPN), of total and thermtolerant
coliforms. Ten samples of Iceberg lettuce were inoculated with E. coli O157:H7
and submitted the sanitization for 1,0 mg L' of ozone water for 1,0 minute. The
lettuces available processed in the market presented medium enumeration of
2,8x10° CFU g and 3,2x10* CFU g of populations of aerobics mesophilic and
Enterobacteriaceae, respectively, while for the lettuces in nature the medium value
of the populations of aerobics mesophilic was 2,2x10° CFU g and 8,2x10° CFU
g for Enterobacteriaceae. For the samples processed minimally were observed
that the thermtolerant coliforms varied from 2,1x10% to 1,1x10® CFU g1. The
samples inoculated with E. coli O157:H7 presented a medium reduction of 3,2
logarithmic cycles.

Keywords: ozone, Escherichia coli O157:H7, lettuce, minimally processing,

sanitizer.
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3.1 Introducao

Muito se tem pesquisado em varios paises com relagdo a contaminagao de
frutas e hortalicas e surtos de toxinfeccdoes alimentares associados a esses
alimentos (BEUCHAT, 2001). Entre as hortalicas mais vendidas para consumo cru
esta a alface (Lactuca sativa L), bastante utilizada na confeccao de sanduiches,
saladas, sucos e decoragdes de pratos diversos (BERBARI et al., 2001).

Nos ultimos anos, tem aumentado o foco na seguranca de frutas e
hortalicas e, em particular, métodos para reduzir ou eliminar patégenos destes
produtos. Tecnologias tradicionais utilizam a agua com ou sem um agente
sanitizante para lavar frutas frescas e vegetais. O cloro € largamente utilizado para
melhorar a qualidade microbiolégica e o controle de patdégenos nos produtos
frescos, porém tem o seu efeito limitado para a destruicdo de bactérias na

superficie dos vegetais (XU, 1999).

Segundo PARISH et al. (2001), existem diversos métodos fisicos, quimicos
e biolégicos sendo investigados e utilizados para a reducao da carga microbiana
de frutas e hortalicas frescas, sendo que cada método apresenta vantagens e
desvantagens distintas, dependendo do tipo de produto, fatores intrinsecos e
extrinsecos e outras variaveis. A escolha do procedimento mais efetivo de
descontaminagcédo deve considerar a prevencdo da contaminagdo dos alimentos
com microrganismos patogénicos, niveis perigosos de residuos quimicos ou
contaminantes fisicos. Entretanto, isto ndo é sempre possivel e a necessidade da
limpeza e desinfeccdo de muitos tipos de produtos permanece de fundamental
importancia. Esses tratamentos sdo reconhecidos por reduzirem parcialmente a
populagdo microbiana e pela sua limitagcdo, por necessitarem de emprego dentro
de niveis que ndo causem impactos sensoriais inaceitaveis ao produto. Portanto,
deve-se notar que apd6s a contaminagdo das frutas e hortalicas por
microrganismos patogénicos, a limpeza e a desinfecgdo sdo improvaveis de

elimina-los totalmente.
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Embora perigos quimicos e fisicos sejam preocupantes, 0s perigos
especificos para vegetais minimamente processados residem, principalmente, nos
contaminantes microbianos. Bolores, leveduras e bactérias conseguem se
multiplicar rapidamente na superficie de vegetais e, por esta razdo, os grupos de
microrganismos encontrados nos produtos recém colhidos sdo bastante variados
(BEUCHAT, 1998). A presenca de numerosos géneros de esporos, bactérias,
bolores e leveduras em produtos frescos tém sido estudados por varios anos.
Varios surtos de gastrenterites humanas tém sido relacionados ao consumo de
frutas e hortalicas contaminadas. Saladas de vegetais contaminadas foram
identificadas como veiculo de diarréia de viajantes causada principalmente por
Escherichia coli 0157:H7 (BEUCHAT, 1995). Ainda, de acordo com este autor, as
hortaligas folhosas, especialmente a alface, tém sido identificadas como veiculos
significantes de patégenos relevantes em saude publica, incluindo e, com
destaque, a bactéria entero-hemorrdgica E. coli O157:H7.

O significado da presenga de E. coli em um alimento deve ser avaliado
sobre dois angulos. Inicialmente, E. coli por ser uma enterobactéria, uma vez
detectada no alimento, indica que este alimento tem uma contaminacao
microbiana de origem fecal e, portanto, estd em condicbes higiénicas
insatisfatérias. O outro aspecto a ser considerado é que diversas linhagens de E.
coli sdo comprovadamente consideradas patogénicas para 0 homem e para
animais (FRANCO & LANDGRAF, 2003).

De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), dos Estados Unidos
da América (EUA), a dose infecciosa para E. coli O157:H7 é desconhecida. No
entanto, a compilacdo de dados de surtos indica que pode ser tao baixa quanto 10
células (FORSYTHE, 2005). Este autor ainda comenta que a maioria dos surtos
infecciosos causados por E.coli entero-hemorragicas foi ocasionado por Linhagem
de E.coli O157:H7. Isso sugere que este sorotipo € mais virulento ou mais
transmissivel que outros. Contudo, ainda ha diferentes sorotipos de E.coli entero-

hemorrdgicas que foram implicados em surtos, sendo que a incidéncia destes
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casos parece estar aumentando. Mais de 50 casos desses sorotipos foram
associados a diarréias sanguinolentas ou HUS (sindrome hemolitica urémica) em

humanos.

Novos surtos ocorreram nos ultimos dez anos, sendo: em 1991, quando 23
pessoas foram atingidas nos EUA pelo consumo de suco de sidra de maga nao
pasteurizada. Em 1995, 92 pessoas em Montana, EUA, foram atingidas por um
surto provocado pelo consumo de alface contaminada com agua de irrigagdo. Em
1996 também foram registrados 4 surtos em escolas primarias do Japao,
envolvendo o consumo de saladas (SILVA et al., 2003).

Solugbes de hipoclorito e compostos de quaternario de amoénio tém sido
utilizados nos processos de alimentos para controlar a contaminagdo por
microrganismos, principalmente os patogénicos. O uso de alguns sanitizantes tem
tido seu uso reduzido ou totalmente eliminado tendo em vista causarem danos a
saude. Por outro lado, a necessidade de um antimicrobiano potente tem
aumentado nos Uultimos anos devido a contaminagdo por microrganismos
emergentes nos alimentos. A industria alimenticia esta pesquisando desinfetantes
que sejam efetivos contra estes patdgenos e sejam seguros para 0 USO em suas
plantas. Um dos candidatos é o 0zénio que esta sendo utilizado como sanitizante
no tratamento de aguas na Europa desde o inicio do século XX (KIM et al.,
1999A).

O ozdbnio é uma potente substancia antimicrobiana devido sua capacidade
oxidante. Foi reconhecido como seguro pelo FDA para uso como sanitizante de
alimentos e em plantas de processamento de alimentos quando combinado com a
aplicacao de boas praticas de fabricacdo e teve sua utilizagdo aprovada pelo
departamento de agricultura dos EUA em 1997 (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).

Um dos importantes efeitos da utilizacao de 0zdénio em estocagens a baixas
temperaturas € o efeito retardador do processo de amadurecimento de frutas e
hortalicas através da oxidacao do gas etileno produzido por estes produtos (RICE,
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1999). Foi verificado por BEUCHAT (1998) que macas e laranjas tratadas com gas

ozbnio em temperatura ambiente tiveram suas vidas de prateleira estendidas.

O sanitizante tem sido extensivamente utilizado para sanitizacdo de agua
para o consumo humano devido sua eficiéncia contra bactéria, bolores, leveduras
e protozoarios (RESTAINO et al., 1995). Além do mais, a agua ozonizada reduz a
populacdo de microrganismos e estende a vida de prateira de frutas frescas
fatiadas e vegetais (BEUCHAT,1998). Portanto, o uso de agua ozonizada tem sido
sugerido com uma interessante alternativa para os sanitizantes tradicionais devido
a sua eficiéncia em baixas concentragbes em um curto periodo de tempo, bem

como sua decomposicao em produtos nao toxicos (RICE, 1999).

A concentracdo de ozbnio varia, por razdes praticas, de acordo com os
microrganismos testados. Para E. coli O157:H7 e Pseudomonas fluorecens
obteve-se resultados diferentes. A quantidade de 0,2 mg L' de oz6nio inativou 0,9
ciclos logaritmicos de P. fluorecens em 30 segundos, enquanto 1,2 mg L
diminuiu a populacao deste microrganismo em 5 ciclos logaritmicos em tratamento
de tempo similar. Quando E. coli O157:H7 foi tratada com 0,3 e 1,0 mg L de
ozbnio por 25 segundos a contagem diminuiu em 1,3 e 3,8 ciclos logaritmicos,
respectivamente (KIM & YOUSEF, 2000).

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade microbioldgica da alface
americana minimamente processada e in natura adquiridas em varios pontos do
comércio da cidade de Santo André (SP), e verificar a inativacdo de E. coli
0O157:H7 inoculada intencionalmente em alface americana por tratamento com 1,0

mg L' de agua ozonizada durante 1,0 minuto.
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3.2 Material e Métodos
3.2.1 Natureza das Amostras

As amostras de alface americana para a realizagao deste trabalho foram
adquiridas no comércio local de Santo André, SP, no periodo de fevereiro a junho
de 2006. Foram adquiridas 15 amostras in natura e 15 minimamente processadas,

para avaliagcdo microbiologica dos produtos disponiveis no comércio.

Outras 10 amostras de alface americana foram preparadas (pesando 150
gramas cada) para serem inoculadas com E. coli O157:H7 e posteriormente

tratadas com agua ozonizada.
3.2.2 Preparo e Tratamento das Amostras

Os procedimentos utilizados para estudar a eficacia dos tratamentos com
ozbnio na descontaminacdo de alface foram aplicados simulando uma

higienizacdo das folhas em escala industrial.

Todos os utensilios e equipamentos utilizados nos experimentos foram
lavados com detergente clorado, preparado conforme orientacdo do fabricante, e

enxaguados com agua corrente.

As alfaces tiveram folhas externas defeituosas e danificadas removidas,
assim como os talos, recolhendo-se quantidade suficiente de alfaces para serem

utilizadas nas proximas etapas.

Porcdes de alfaces foram colocadas em peneira de ago inox onde foram

enxaguadas com 4gua corrente.
3.2.3 Microrganismo e Meios de Cultura

A cultura de E. coli O157:H7 ATCC 35150 foi obtida na Secao de Colecao

de Culturas do Instituto Adolfo Lutz.
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A cultura de E. coli O157:H7 foi mantida & temperatura de 4°C em Agar
Triptico Soja (TSA) inclinado. Semanalmente a cultura foi repicada para
manutengao da viabilidade das células (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1988). Para
contagem de Aerdbios Meséfilos, Enterobacteriaceae e bolores e leveduras foram
utilizados Agar Plate Count (PCA), Agar Violet Red Bile Dextrose Agar (VRBA) e
Agar Dextrose Acidificado (PDA), respectivamente. Para determinagdo do Nimero
Mais Provavel (NMP) de coliformes totais e termotolerantes foram utilizados os
Caldos Lauril Sulfato de Sédio, Bile Verde Brilhante e EC. O Staphylococcus
aureus foi isolado em Agar Baird Parker (BP) e para isolamento da Salmonella
foram utilizados o Caldo Seletivo Rappaport, o Agar Verde Brilhante e o Agar
BPLS. A pesquisa de E. coli O157:H7 foi realizada partindo-se da inoculagédo em
Caldo EC adicionado de novobiocina seguido de isolamento em Agar Mac Conkey
e Agar Verde Brilhante (SPECK, 1984).

3.2.4 Preparo do Inéculo

A suspensdo do microrganismo foi preparada utilizando-se um tubo
contendo 10 mL de meio de cultura Agar Triptico Soja (TSA) inclinado, onde foi
estriada a cepa de E. coli O157:H7 e incubada a 32-35°C, por 24 horas.
Empregando-se 3 mL de solugao fisiolégica estéril 0,1%, foi transferida a cultura
de E. coli crescida sobre o agar para uma garrafa de Roux contendo 250 mL do
mesmo meio de cultura (TSA). O frasco de Roux foi incubado a 35°C por 24 horas.
A cultura resultante na superficie do meio foi lavada com 50 mL de solucao
fisioldgica 0,1% estéril, com o auxilio de pérolas de vidro. Foi ajustada a diluicao
para obter uma solucdo com 60% de transmitancia no comprimento de onda de
580 nm empregando-se espectrofotébmetro UV/VIS.

Os indéculos foram ajustados a fim de se obter suspensdes com
aproximadamente 108 UFC mL™" verificada pelo método de contagem em placa.

As suspensdes foram mantidas em geladeira a 4°C até o momento da
utilizacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1988).
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3.2.5 Inoculacao

As folhas de alfaces separadas, apos a etapa de lavagem, foram levadas a
uma camara biossegura do tipo fluxo laminar, onde foram inoculadas com E. coli
0O157:H7. Para este procedimento 2,5 mL da cultura foi suspensa em 2,5 L de
agua previamente esterilizada e resfriada onde o vegetal foi imerso e
movimentado suavemente por 5 minutos para distribuicdo uniforme do in6culo.
Apb6s a contaminagao as folhas foram retiradas utilizando-se uma peneira de aco
inox estéril, facilitando dessa maneira o escoamento do excesso de agua e a
remocao do vegetal do banho a que foi submetido. As alfaces tratadas atingiram
uma contaminagdo aproximada de 10° UFC g'. Apds o tratamento as alfaces
foram estocadas a 7°C por 24 horas para uma melhor aderéncia do

microrganismo nas folhas.
3.2.6 Gerador de Ozo6nio

O equipamento utilizado na producéo de ozdnio foi fabricado pela empresa
Panozon, constando de gerador de ozénio modelo PNZ 714, concentrador de
oxigénio (90 a 95% de pureza), tanque de contato e um sistema de injecdo com
bomba para filtragdo. O sistema possui também um tanque de gaseificagdo com a
funcdo de separar o o0zbnio que permaneceu na forma de gas e retird-lo da
tubulagdo, enviando o mesmo para um circuito interno onde € destruido (reduzido
a oxigénio). A agua ozonizada é recirculada em uma vazdo de 20 L min” para
uma cuba de aco inoxidavel com capacidade de 50 litros. O equipamento permite
ajustar a concentragdo entre 0,6 mgL"'a1,2mgL™.

3.2.7 Avaliacao da Qualidade Microbiolégica de Alface Americana

Disponivel no Comércio

Quinze amostras in natura e quinze minimamente processadas foram
avaliadas quanto a contagem de microrganismos aerébios mesofilos, bolores e

leveduras, Enterobacteriaceae e S. aureus, e determinagdo do numero mais
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provavel (NMP), de coliformes totais e termotolerantes, além da pesquisa de
E. coli O157:H7, Salmonella sp. Os ensaios foram realizados segundo SPECK
(1984).

3.2.8 Inativacao da E. coli 0157:H7 Inoculada Intensionalmente nas Alfaces

As alfaces contaminadas com E. coli O157:H7 foram expostas ao

tratamento com 0zdnio na concentragdo de 1,0 mg L™ por 1 minuto.

As amostras de aproximadamente 150g de alface foram colocadas no
tanque para sanitizagdo, conforme apresentado na Figura 3.1. Ap6s o tempo de
processo, as amostras submersas foram retiradas com auxilio de uma cesta de
aco inoxidavel, enxaguadas em agua previamente fervida e resfriada e
armazenadas em sacos plasticos para enumeragdo dos microrganismos

sobreviventes. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Figura 3.1 — Tratamento de alface americana na cuba contendo agua ozonizada.
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3.3 Resultados e Discussao

3.3.1 Avaliacao da Qualidade Microbiolégica das Alfaces Disponiveis no

Comércio

A Tabela 3.1 apresenta a avaliagdo microbiol6gica de amostras de alface

minimamente processadas adquiridas no comércio da cidade de Santo André, SP.

O tempo de estocagem é referente ao dia de producédo informado no rétulo do

produto.

Tabela 3.1 - Avaliagdo microbioldgica de amostras de alface minimamente processada.

N EIE)TaZ:thIf:;gft)ﬂiSSI Enterobacteriaceae Co.ll_i;ct);Ees %%E:::;:EI:? S. aureus LB; (‘)’I:‘;ﬁfai Salmonella
(Dias) J(UFCg™)] (UFCg™) (NMP g")[ (NMP g™) (UFC g™ (UFC g™) | (em 25g)

1 1 1,1 x 10* 6,8 x 10* 46x10°| 2,1 x10% [1,5x10% 1,1 x 10° | Ausente
2 1 6,0 x 10* 1,5x 10* 1,1x10° | 1,5x10% [1,0x 109 2,9x 10° | Ausente
3 2  |2,3x10* 9,3x10° 1,1x10° | 7,5x10* [7,0x 109 3,3x 10° | Ausente
4 2 1,3x10° 8,0 x 10° 1,1x10° | 4,6 x10° [1,5x 109 2,5x 10° | Ausente
5 2 1,3 x 10° 8,0 x 10° 1,1x10° | 4,6 x10% [1,5x 109 2,5x 10° | Ausente
6 2 |39x10* 8,2 x 10° 4,6x10°| 2,3x10° |3,0x 10° 9,8 x 10° | Ausente
7 3 1,2x10° 7,9 x 10* 1,1x10° | 1,1 x10° |[5,0x 10| 1,7 x 10* | Ausente
8 3 2,2 x 10° 1,1 x10° 24x10°| 1,1x10° |3,0x 107 4,9x 10* | Ausente
9 3  [43x10° 3,2x10* 9,3x 10°| 4,6 x10° [1,0x 107 8,1 x 10° | Ausente
1] 3 1,9 x 10° 7,0 x 10* 1,1x10° [ 1,1 x10° [1,5x 109 6,7 x 10° | Ausente
11 3 |9,6x10* 1,8 x 10* 46x10°| 2,3x10° [1,5x10% 6,9x 10° | Ausente
12 4 |2,8x10° 9,8 x 10* 2,4x10°| 9,3x10° |50x 107 1,7x 10° | Ausente
13 4 |81x10* 3,6 x10° 2,4x10°| 4,6x10% [1,0x 10 4,2x 10° | Ausente
14| 5 163x10° 4,1 x10* 1,1x10° | 4,3x10° [2,5x 109 7,2x 10° | Ausente
15 5 ]51x10° 9,8 x 10° 46x10°| 2,4x10° [3,5x 107 3,2x 10° | Ausente

As analises microbiolégicas da alface minimamente processada

apresentaram variagdo de 1,3x10° a 2,2x10° UFC g de microrganismos aerdbios
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mesdfilos e para Enterobacteriaceae as contagens variaram de 3,6x10° a 1,1x10°
UFC g™'. Os coliformes totais e coliformes termotolerantes apresentaram variagdes
de 4,6x10%a 2,4x10° e 1,5x10% a 1,1x10° NMP g, respectivamente; a presenca
de S. aureus variou entre 5,0x10 e 1,0x10° UFC g e a variagdo para bolores e
leveduras foi entre 2,5x10% e 4,9x10* UFC g'. Nao foram detectadas E.coli
0157:H7 e Salmonella.

A diretoria colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
adotou a Resolucdo — RDC 12 de 02 de janeiro de 2001 para aprovar o
regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos. Segundo esta
resolucdo o indice maximo de coliformes termotolerantes a 45°C g™ permitido em
hortalicas, legumes e similares frescos, in natura ou preparadas e prontas para
consumo direto é de 100 NMP g™, devendo a Salmonella estar ausente em 25g do
produto. Assim, de acordo com a variagdo de coliformes termotolerantes
apresentada na Tabela 5.1, todas as amostras avaliadas estavam em desacordo
com a legislagao vigente.

Os resultados das analises microbiolégicas das alfaces minimamente
processadas mostraram a necessidade de se realizar tratamentos reduzir a
contaminagdo presente nas alfaces. A partir dos resultados obtidos, conclui-se
que os niveis altos de contaminacdao encontrados nas amostras minimamente
processadas indicam que os procedimentos de higienizacdo do vegetal ndo foram

satisfatérios, sugerindo processo insuficiente e/ou contaminacgao cruzada.

Varios estudos tém sido realizados no mundo quanto a contaminagao de
hortalicas, inclusive alface, por coliformes. No Brasil, 0 conhecimento da polui¢do
fecal de hortalicas data de 1945, quando Souto e colaboradores e citados por
FRANCO & HOEFEL (1983), encontraram E. coli em 29,3% das 252 amostras de
diversos vegetais analisados. CHRISTOVAO (1958) demonstrou a constante
poluicdo fecal das alfaces comercializadas em Sao Paulo. Alguns anos depois,
GELLI (1979) evidenciou alta poluicdo fecal em vérias hortalicas, tendo
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encontrado E. coli em quase 54% dos casos. No inicio da década de 80 LEITAO
et al. (1981) encontraram elevada incidéncia de coliformes e E. coli em trabalho
sobre a eficiéncia de desinfetantes na reducdo da contaminacdo bacteriana de
alface (FRANCO & HOEFEL, 1983).

Mais recentemente, SIQUEIRA (1997), analisando saladas cruas e servidas
em restaurantes industriais de Belo Horizonte, MG, constatou que 44% das
hortalicas apresentavam condi¢des higiénico-sanitarias insatisfatérias. SZABO et
al. (2000), na Austrdlia, analisaram 120 amostras de alface minimamente
processadas, adquiridas no comércio e observaram populagdes de
microrganismos aerébios totais entre 10° e 10° UFC g'. Em trabalho realizado na
cidade de Sao Paulo, SP, GOULARTE (2003) observou que alface minimamente
processada apresentou populacées de microrganismos aerobios mesofilos que
variaram entre 4,3x10* e 9,2x10° UFC g, com predominio de Enterobacteriaceae
e Pseudomonas sp. Os resultados deste trabalho confirmaram o de GOULARTE
(2003) e de SZABO et al. (2000), demonstrando variacdes entre 1,3X10° UFC g’

e 2,2X10° UFC g para o mesmo grupo de microrganismo.

BARBOSA NETA et al. (2004) evidenciaram que 80% das amostras de
alface consumidas no restaurante universitario da Universidade Federal do Rio
Grande do Norte estavam em desacordo com a legislacdo vigente. Os dados da
presente pesquisa também confirmam os resultados de FRODER (2005) que em
andlise de 133 amostras de vegetais folhosos minimamente processados,
adquiridos no comercio varejista da cidade de Sao Paulo, encontrou 1,3x10% UFC
g ' de Coliformes totais em alface crespa e 1,0x10° UFC g de Coliformes totais
em alface americana, demonstrando desta forma a real necessidade da

sanitizacdo adequada das hortalicas minimamente processadas.

Pode-se observar com esta pesquisa que o grande volume de vegetais
manipulados, aliado muitas vezes a precariedade das instalagdes fisicas locais

onde sao preparadas, impbe ao produto final qualidade higiénica sanitaria
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insatisfatéria. As plantas de processamento de vegetais constituem-se também

em foco significativo de contaminagdo cruzada, seja pela participagao na

composicao das mesmas ou através das maos de manipuladores,

utensilios, superficies e equipamentos que participam do processo, 0s quais 0s
vegetais tiveram contato (BEUCHAT, 2001).

A Tabela 3.2 apresenta os resultados microbiolégicos de amostras de

alface americana in natura somente selecionadas e enxaguadas.

Tabela 3.2 - Avaliacao microbioldgica de alface americana in natura.

Contagem de Bactérias

Enterobacteriasceae

Amostra AerélziLT:CMge_?)éfilas (UFC g™
1 1,9 x 10* 1,0 x 10*
2 5,2 x 10° 3,0x 10*
3 2,8x10° 1,1 x 10°
4 4,3 x10° 9,0 x 10°
5 1,2x10* 1,6 x 10°
6 3,3x10° 1,8 x 10*
7 2,0 x 10° 4,1x10°
8 6,7 x 10* 2,0x10*
9 6,3x 10* 4,6 x 10°
10 7,9x 10* 5,0 x 10°
11 8,1x10° 1,2x 10°
12 1,7 x 10° 1,1 x 10*
13 1,9 x 10° 7,0x 10*
14 6,5x 10* 6,3 x 10°
15 3,0x 10* 1,3 x 10*
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As analises microbiolégicas para o vegetal nessa condicdo apresentaram
em média 2,2x10° UFC g' de microrganismos aerébios mesdfilos com as
populacdes variando entre 4,3x10% e 2,0x10° UFC g ' e em média 8,2x10° UFC g
com variacgoes entre 1,1x1 0% e 4,1x10° de Enterobacteriaceae.

Estes dados estdo de acordo com os encontrados por KING et al. (1991)
que constataram variagdo de 4,1x10° e 1,0x10* UFC g em alface americana para
microrganismos aerébios meséfilos. GOULARTE (2003) encontrou populacdes de
microrganismo aerdbios mesofilos que variaram entre 1,2x10° e 4,1x10” UFC g
em 20 amostras de alface americana in natura na cidade de Sdo Paulo, SP. O
autor apresentou dados de Enterobacteriaceae, das mesmas 20 amostras,
variando entre 1,1x10° e 6,6x10° UFC g

ApGs os estudos, observou-se que, 0s niveis de microrganismos aerébios
mesoéfilos e Enterobacteriaceae encontrados em alfaces minimamente
processadas (Tabela 3.1) foram semelhantes aos encontrados nas amostras de
alfaces in natura (Tabela 3.2), 0 que sugere que a sanitizacao da alface nao foi
realizada de maneira adequada, ou que ocorreu multiplicagdo dos microrganismos
que sobreviveram ao processamento ou que houve contaminagdo posterior ao

processamento.

Estas consideragdes mostram que, de fato, boas praticas de
fabricacdo de hortalicas sdo essenciais para se obter um produto aceitavel em
termos de qualidade microbiolégica e que nao prejudiquem a integridade fisica do
consumidor. Os sanitizantes devem ser utilizados nos tempos e concentracoes

estabelecidos pelo fabricante.

3.3.2 Inativacao de E. coli 0157:H7 Inoculada em Alface Americana por meio
de Tratamento com Agua Ozonizada

A Tabela 3.3 apresenta o numero de reducdes decimais e as referidas
porcentagens da contagem inicial de E. coli O157:H7 inoculada intencionalmente
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em alface americana antes da aplicacdo de 1,0 mg L de 4gua ozonizada durante
1,0 minuto. A concentracdo microbiana utilizada para contaminagao inicial das
folhas foi de aproximadamente 10® UFC mL", o pH foi 7,6 e a temperatura de
22°C.

Tabela 3.3 - Alfaces americanas contaminadas com E.coli O157:H7, expostas ao
tratamento com agua ozonizada & concentracdo de 1,0 mg L™ minuto.

mosta | RIS | ¢ oy | Nimero

(UFC g% (UFCg™) Decimais*
1 8,3x10° 1,3x10° 2 81
2 1,1x10° 1,1x10° 3,00
3 3,4x10° 8,1x10° 3,62
4 56 x 10° 1,8 x 10 4,49
5 45x10° 1,1 x 10° 3.61
6 9,2x10° 3,7x10° 2,40
7 8,0 x 10° 1,4x10° 2,76
8 7,9x10° 1,4x10° 275
9 2,3x10° 1,1x10° 3,32
10 1,9x10° 1,1x10° 3,24

* NRD = log (concentracao inicial) — log (concentragao final)

A tabela 3.3 mostra que a contaminacéo inicial das alfaces variou entre
7,9x10° e 5,6x10° UFC g' e as amostras apds o tratamento com o sanitizante
apresentaram os resultados variando entre 1,8x10? e 3,7x10° o que representa um
numero de reducdes médio de 3,2 ciclos logaritmicos.

TAKEUCHI et al. (2000) observaram que as células de E. coli O157:H7 e
Listeria monocytogenes aderem preferencialmente na regido dos cortes, enquanto
P. fluorescens o faz nas superficies intactas e Salmonella spp adere tanto as
superficies intactas quanto a regido dos cortes.
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TAKEUCHI & FRANK (2000) evidenciaram que E. coli O157:H7 penetra
nos tecidos atingindo uma profundidade de até 73um e se aloja preferencialmente
na juncao das células da alface. Os autores demonstraram que na profundidade
de 30 a 40 pum, 68% das células de E. coli O157:H7 sobrevivem ao tratamento
com 200 mg de cloro livre por litro, com reducdo de apenas 0,4 a 0,5 ciclos
logaritmicos. Além da barreira fisica, a matéria organica que envolve as células
inativa o cloro (GOULARTE, 2003).

Estes estudos demonstrando que E.coli O157:H7 penetra nos tecidos
internos da alface a partir das folhas e das raizes, explicam a ineficiéncia dos
processos tradicionais de higienizacao e sanificacdo e evidenciam a importancia
da qualidade das aguas de irrigacdo e dos adubos organicos empregados no
cultivo da alface. Ou seja, quando estes materiais estiverem contaminados, a
alface estara contaminada e o processamento minimo seguido de sanitizacao nao
serao capazes de elimina-la (GOULARTE, 2003).

Conforme observado na Tabela 5.3, o numero de reducbes decimais no
referido tratamento variou entre 2,40 e 4,49 ciclos logaritmicos. VIJAYAKUMAR &
HALL (2002) estudaram a acdo de vinagre de maca (0,3% de acido acético) e
180mg L™ de solugdo de cloro e observaram uma reducdo de 2,7 e 1,6 ciclos
logaritmicos ap6s 10 minutos de exposicdo em uma temperatura de 21°C.
Verifica-se que o o0zb6nio possui um maior poder de sanitizagdo demandando

tempos e concentracdes inferiores aos necessarios para o cloro e acido acético.

SILVA et al. (2003) encontrou 2,57 redugdes decimais na populagcédo de E.
coli O157:H7 utilizando 200 ppm de dicloroisocianurato de sédio por 15 minutos
em temperatura ambiente. BEHRSING et al. (2000) avaliaram a eficiéncia do
hipoclorito de célcio contendo 100 mg de cloro livre por litro nos tempos de 2 e 5
minutos, pH de 6,5 e temperatura ambiente (25°C) e obtiveram de resultado a

reducao de 1,3 e 1,8 ciclos logaritmicos, respectivamente. Pode-se observar que
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0s sanitizantes clorados requerem maiores concentragdes e tempos de contato

quando comparados a sanitizagdo por agua ozonizada.

A inativagao de E. coli O157:H7 inoculada em alface americana utilizando
agua ozonizada, apresentou resultados inferiores aos demonstrados no capitulo 2
deste trabalho, quando utilizado a concentragdo de 1mg L. Essa diferenca pode
estar relacionada ao fato da morfologia das folhas (presenca de reentrancias) que
dificulta o contato dos microrganismos com o ozdnio, bem como a presenca de
matéria organica (alface propriamente dita) a qual consome parte do sanitizante

dissolvido na agua.
3.4 Conclusoes
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- a alface americana minimamente processada, encontrada no comeércio,
da cidade de Santo André, SP, apresentou risco a integridade da saude
humana, pois demonstrou ndo atender a legislacdo vigente no critério
microbiolégico, além de ter a contaminagao préxima da alface in natura, o

que representa auséncia de aplica¢do de boas praticas de fabricacao;

- as altas cargas microbianas encontradas na alface disponivel no mercado
(minimamente processada e in natura) apresentam um desafio para os

tratamentos de limpeza e sanitizacao utilizados atualmente;

- a utilizagdo de agua ozonizada mostra ser uma tecnologia promissora
para sanitizacdo de alface, uma vez que foi capaz de reduzir a
contaminagado de E.coli O157:H7 entre 2,40 e 4,49 ciclos logaritmicos
com uma concentragdo de 1,0 mg L' e um tempo de contato de 1,0

minuto.
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CAPITULO 4 — AVALIACAO DA VIDA DE PRATELEIRA DE ALFACE
AMERICANA (Lactuca sativa) TRATADA COM AGUA OZONIZADA

RESUMO

O consumo de saladas de vegetais vem aumentando nos ultimos anos e a
populagdo encontra-se mais exigente no quesito qualidade destes produtos. O
objetivo deste trabalho foi estudar a vida de prateleira de alface americana
armazenada a 2 °C, durante dez dias, apds ter sido sanitizada com &gua
ozonizada na concentragdo de 1,0 mg L' por 1, 2 e 3 minutos. Avaliou-se as
populagcdes de microrganismos aerdébios mesofilos, Enterobactereace, bolores e
leveduras, coliformes totais e coliformes termotolerantes. Obtendo-se reducdes,
no tempo zero, imediatamente apds o tratamento com o sanitizante, de 4,07, 3,36,
3,2, 2,18 e 2,18 ciclos logaritmicos, respectivamente, em 3 minutos de exposi¢ao.
O estudo verificou que as amostras tratadas com agua (controle) para o grupo de
coliformes termotolerantes permaneceu, por todo o periodo de avaliagdo e nos
trés tempos de contato, com as populagdes acima de 10° NMP g, condenando,
desta forma, a utilizagdo da &gua de abastecimento publico para sanitizar a
hortalica; em contrapartida as amostras sanitizadas apresentaram, durante todo o
periodo de estocagem, contagem menor que 3 NMP ¢g' para este
microorganismo. Os bolores e leveduras, apos 10 dias de estocagem no tempo de
contato de 1, 2 e 3 minutos apresentaram populacdes de 7,23 x 10*, 5,57 x 10% e
3,3x10° UFC g' respectivamente, enquanto que as amostras controle
apresentaram populacdes de 1,19x10%, 1,17x10° e 3,4x10° UFC ¢,
respectivamente. Os resultados demonstraram que a alface tratada com agua
ozonizada, durante todo o periodo de estocagem, permaneceu dentro dos

parametros da legislacéo.

Palavras-chave: vida de prateleira, alface americana, &gua ozonizada.
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CHAPTER 4: SHELF LIFE EVALUATION OF THE ICEBERG LETTUCE
TREATED WITH OZONE WATER

ABSTRACT

The consumption of vegetables salads comes increasing in the last years and the
population became more demanding in the inquiry quality of these products. To
study the shelf life of Iceberg lettuce storage at 2 °C , for ten days, after having
been sanitized with ozone water in the concentration of 1, 0 mg L' by 1, 2 and 3
minutes was the objective of this study. Evaluating populations of aerobic
mesophilic bacteria, Enterobactereace, molds and yeasts, total and thermtolerants
coliforms was obtained for these microorganisms reductions, in the time zero,
immediately after the treatment with the sanitizer, of 4,07, 3,36, 3,2, 2,18 and 2,18
logarithmic cycles, respectively, in 3 minutes of exhibition. The study verified that
the samples trated with water (it controls) for the thermtolerants coliforms group
stayed, for the whole evaluation period and in the three times of contact, with the
populations above 102 NMP g, condemning, the use of public water to sanitize
the vegetable, in the other hand the samples sanitized presented, during the whole
storage period, smaller enumeration than 3 MPN g for this microorganism. The
molds and yeasts, after 10 days of storage in the time of contact of 1, 2 and 3
minutes presented populations of 7,23x10%, 5,57x10° and 3,3x10° CFU g,
respectively, while the samples control presented populations of 1,19x105,
1,17x10° and 3,4x10° CFU g, respectively. The results demonstrated that the
lettuce treated with ozone water, during the whole storage period, stayed inside of
the foreseen of legislation.

keywords: shelf life, iceberg lettuce, ozone water
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4.1 Introducao

O consumo de saladas de hortalicas e frutas tem aumentado em
quantidade e variedade nos ultimos anos. O segmento desses produtos que mais
cresce no mercado é o produto lavado, descascado, cortado ou fatiado, embalado
cru e armazenado sob refrigeragdo. Com o aumento do consumo observou-se
uma maior freqiéncia de surtos de doencas associadas a frutas e verduras

minimamente processadas.

Frutas e hortalicas sdo parte essencial de dietas das pessoas em todo o
mundo. Onde existe terra disponivel, familias cultivam frutas e hortalicas para o
consumo proprio. Por outro lado, nos grandes centros, os produtos sao
comprados em supermercados e feiras livres para o preparo, em casa ou
restaurantes, de saladas ou como parte de pratos de carnes, aves e peixes
(BEUCHAT, 1999). Foram consumidas, no Brasil, 600 toneladas de hortalicas
folhosas em 2004 pelas tropas do Comando da Aeronautica, sendo que a alface
foi o vegetal de maior consumo atingindo 210 toneladas (MINISTERIO DA
DEFESA, 2004).

Para os vegetais frescos em geral, a contaminagdo por microorganismos
patogénicos pode ocorrer em diferentes fases, desde a sua producdo até o
consumo. Na fase de produgao agricola a contaminagao pode ter origem no solo
contaminado, na agua de irrigacdo contaminada, no adubo organico, nos
excrementos de animais, entre outros. Na colheita e no processamento, a
contaminagdo pode ocorrer de forma cruzada entre os operadores, contéineres,
equipamentos e durante o transporte. J& na fase de comercializagdo, os
microorganismos presentes no vegetal embalado podem multiplicar-se e,
dependendo do tempo e da temperatura de conservacao, podem atingir niveis que
comprometem a qualidade do produto e/ou a integridade fisica do consumidor
(BEUCHAT, 1995).

68



No caso da alface, as etapas do processamento que contribuem para o
controle microbiolégico sdo: selegdo, eliminagdo das folhas externas e partes
danificadas, pré-lavagem para remover as sujidades e terras aderidas as folhas,
lavagem, sanitizacdo, centrifugacdo, embalagem (em alguns casos em atmosfera

modificada ou a vacuo) e refrigeragao (ARRUDA, 2002).

Atualmente, segundo LEE et. al. (2004), a maioria da producdo de
hortalicas folhosas e frutas € sanitizada com produto clorado (50 a 200 ppm de
cloro ativo). Porém, este tratamento resulta em uma reducdo microbiolégica
méaxima de 2 ciclos logaritmicos de unidade formadora de colénia por grama de
alimento (UFC g¢”). Também, o tratamento com solugdes cloradas em altas
concentragdes pode produzir, como subprodutos, substancias prejudiciais a saude
como cloraminas e trihalometanos. Portanto, sdo necessarios tratamentos
alternativos mais efetivos que o cloro para reducao ou eliminacao de patégenos
humanos para produtos frescos.

Um caminho para manter ou melhorar a qualidade e a seguranca de
produtos frescos (opg¢do para os sanitizantes clorados) é a utilizagdo de agua
ozonizada. Dois tipos de sistemas podem ser utilizados para reduzir a contagem
de microorganismos da superficie dos produtos. Um deles consiste em pulverizar
0 sanitizante no produto e o outro consiste em mergulhar o alimento em uma
solugdo sanitizante. KIM et al. (1999) utilizaram agua ozonizada para lavar alface
cortada. Foi borbulhada 1,38 mM de 0z6nio em um fluxo de 0,5 L/min de agua
misturada com alface (1:20,p/v) com alta velocidade de agitacdo e obtido, apds
tré&s minutos, uma reducdo de 2 log UFC g' na contagem total de

microorganismos.

No capitulo 3 deste trabalho verificou-se que 1,0 mg L' com um tempo de
contato de 1,0 minuto de agua ozonizada, utilizada simulando uma produgao
industrial, foi capaz de reduzir em média, 3,2 ciclos logaritmicos em folhas de
alface inoculadas de E. coli O157:H7.
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Com o aumento atual no consumo de hortalicas e observando a alta carga
de microorganismos prejudiciais a saude publica nestes produtos, este trabalho
objetivou avaliar as populacdes de coliformes totais, coliformes fecais, contagem
total em placas e bolores e leveduras , acompanhando, durante 10 dias, a vida de
prateleira da alface americana tratada com &gua ozonizada e mantida sob
refrigeracao a 2°C.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Natureza das Amostras
A alface americana, para a realizacdo deste estudo, foi adquirida no
comércio local de Santo André, SP, no periodo de fevereiro a junho de 2006.
Foram preparadas 63 amostras pesando 150 gramas cada, para avaliagao
da vida de prateleira, apds ter recebido tratamento com 0z6nio e 63 amostras para

controle, somente tratadas com a agua.
4.2.2 Preparo e tratamento das amostras

Os procedimentos utilizados para estudar a eficacia dos tratamentos com
ozbnio na descontaminagcdo de alface foram aplicados simulando uma

higienizacdo das folhas em escala industrial.

Todos os utensilios e equipamentos utilizados nos experimentos foram
lavados com detergente clorado, preparado conforme fabricante, e enxaguados

com agua corrente.

As alfaces tiveram folhas externas defeituosas e danificadas removidas,
assim como os talos, recolhendo-se quantidade suficiente de alfaces para serem
utilizadas nas proximas etapas. As porcoes de alfaces foram colocadas em
peneira de aco inox para o enxagle com agua corrente ou o tratamento com o

sanitizante.
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4.2.3 Gerador de OzOnio

O equipamento utilizado na producdo de ozdnio foi fabricado pela empresa
Panozon, constando de gerador de ozénio modelo PNZ 714, concentrador de
oxigénio (90 a 95% de pureza), tanque de contato e um sistema de injecdo com
bomba para filtragdo. O sistema possui também um tanque de gaseificagdo com a
funcdo de separar o ozbnio que permaneceu na forma de gas e retira-lo da
tubulagdo, enviando o mesmo para um circuito interno onde € destruido (reduzido
a oxigénio). A agua ozonizada é transferida para uma cuba de ago inoxidavel com

capacidade de 50 litros.
4.2.4 Analises Microbioldgicas e Meios de Cultura

A fim de acompanhar a eficiéncia de tratamentos para descontaminacgao de
alfaces, foram realizadas contagens de microrganismos aerébios mesofilos,
bolores e leveduras e Enterobacteriaceae, determinagdo de coliformes totais e
coliformes fecais (NMP) e pesquisa de Staphylococcus aureus, Echerichia coli e
Salmonella sp..Os ensaios foram realizados segundo SPECK (1984).

Para contagem de aerdbios meséfilos, Enterobacteriaceae e bolores e
leveduras foram utilizados respectivamente Agar Plate Count (PCA), Agar Violet
Red Bile Dextrose Agar (VRBA) e Agar Dextrose Acidificado (PDA). Para
determinacdo do Numero Mais Provavel (NMP) de Coliformes Totais e Fecais,
foram utilizados os Caldos Lauril Sulfato de Sodio, Bile Verde Brilhante e EC. O
Staphylococcus aureus foi isolado em Agar Baird Parker (BP) e para isolamento
da Salmonella foram utilizados o Caldo Seletivo Rappaport, o Agar Verde
Brilhante e o Agar BPLS. A pesquisa de E. coli foi realizada partindo-se da
inoculagdo em Caldo EC adicionado de novobiocina seguido de isolamento em
Agar Mac Conkey e Agar Verde Brilhante.
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4.2.5 Tratamento das Amostras de Alface com Agua Ozonizada

Segundo os resultados apresentados no capitulo 2 deste trabalho, optou-
se por utilizar a concentracdo de 1,0 mg L' de ozénio para o estudo de vida de
prateleira de alface americana. Foram processados os lotes de alface,
promovendo-se a separacdo, enxagle, tratamento e embalagem em sacos
plasticos de polietileno de baixa densidade, contendo 150g de produto em cada
um, preparados para avaliagao microbiologica. Os experimentos foram realizados
nos tempos 1, 2 e 3 minutos. Foram utilizadas 21 amostras para cada um dos

tempos pré- estabelecidos.

O tempo de vida de prateleira foi determinado a partir de andlises
microbioldgicas, realizadas em triplicata, nos tempos de zero, 1, 2, 4, 6, 8 e 10
dias apds o tratamento de desinfeccdo com agua ozonizada, com as amostras
mantidas sob refrigeracao a 2°C. Para efeito de comparagéo foram utilizadas
amostras como controle (21 amostras para cada tempo de exposi¢cao), ou seja,
mergulhadas somente em &agua e acompanhadas, em paralelo, por analises

microbiolégicas, nas mesmas condigdes anteriormente descritas.

A etapa de higienizagdo por imersao das folhas das alfaces, em agua
ozonizada na concentragdo de 1,0 mg L, inclui enxaglie posterior em &gua

fervida (abastecimento publico) e resfriada.
4.3 Resultados e Discussao

A Figura 4.1 apresenta os resultados de crescimento microbiano em alface
. - . . = -1
americana sanitizada por agua ozonizada na concentragédo de 1,0 mg L~ por

minuto.
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Figura 4.1 — Crescimento microbiano em alface americana ap6s tratamento com agua
ozonizada na concentracdo de1 mg.L™" por 1 minuto.

Pode-se observar

que

todas as alfaces sanitizadas com o0zoénio

apresentaram uma reducao significativa em relagéo a carga inicial.
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Os microrganismos aerébios mesdfilos e Enterobacteriaceae apresentaram
um crescimento mais acentuado ap6s o sexto dia de estocagem. Ja os coliformes
termotolerantes, durante todo o periodo de estocagem das amostras sanitizadas,
apresentaram contagens inferiores a 3 NMP g'. Nas amostras somente
enxaguadas com agua observou-se um ligeiro acréscimo dos microorganismos
atingindo, no décimo dia a contagem, 1,1x10* NMP g".

Como néo foi detectada Salmonella em nenhuma amostra analisada e os
coliformes termotolerantes permaneceram todo o periodo de avaliacdo abaixo de
3 NMP g, pode-se afirmar que a concentragdo 1,0 mg L™ por 1 minuto atende a
RDC 12 da ANVISA (2001). Porém as altas contagens de microrganismos
deterioradores, ou seja, aerdbios mesbfilos, Enterobacteriaceae e bolores e
leveduras, nas amostras tratadas com agua corrente, a partir do sexto dia fizeram
com que as alfaces apresentassem mudancas na coloracdo, prejudicando a
aparéncia visual do produto. Segundo MORETTI (1999), os microrganismos
deteriorantes predominantes na alface sao representados por bactérias
psicotroficas, produtoras de enzimas pectinoliticas capazes de provocar colapso
do tecido colonizado, alterando rapidamente a textura e a coloragéo e exercendo
grande influéncia sobre a deterioragéao.

A Figura 4.2 apresenta os resultados de crescimento microbiano em alface
americana sanitizada por agua ozonizada na concentragdo de 1,0 mg.L”" por 2

minutos.
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Figura 4.2 Crescimento microbiano em alface americana apds tratamento com agua
ozonizada na concentragéo de 1,0 mg L™ por 2 minutos.

Pode-se observar que ocorreu no décimo dia uma reducdo em relagédo as
amostras enxaguadas com agua de 3,45, 0,82 e 3,32 ciclos logaritmicos, para,
respectivamente, os microrganismos aerébios mesdfilos, Enterobacteriaceae e
bolores e leveduras. Os aerdbios meséfilos e os bolores e leveduras, na amostra
tratada, apresentaram contagens de 1,97x10* e 557x10° UFC g,

respectivamente no décimo dia de avaliacao.
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Nao foram observadas alteragdes visuais no produto sanitizado em relacao
a cor e textura. No entanto as amostras controle, a partir do oitavo dia, devido as
concentragdes de aerdbios mesdfilos estarem acima de 1,63x10” UFC g e as
contagens de Enterobacteriaceae e bolores e leveduras apresentaram valores

acima de 4,1x10° UFC g, apresentaram alteracées na cor das amostras.

Para o grupo dos coliformes, observa-se na figura 4.2 um ganho ao décimo
dia de estocagem, de amostras sanitizadas em relagdo as amostras enxaguadas
com agua de 3,71 e 3,48 ciclos logaritmicos para coliformes termotolerantes e
totais, respectivamente. A contagem inicial de coliformes termotolerantes esté fora
do previsto na legislagdo vigente e permanece acima de 102 NMP g™ durante todo
o periodo avaliado, para as amostras controle, alcangcando a contagem de
1,563x10* NMP g ' no décimo dia. Em contrapartida, como ndo foi detectado
Salmonella em nenhuma amostra, as alfaces tratadas com &gua ozonizada
permaneceram dentro dos parametros microbiolégicos cobrados na RDC 12
(ANVISA, 2001).

A Figura 4.3 apresenta os resultados de crescimento microbiano em alface
americana sanitizada por 4gua ozonizada na concentracdo de 1,0 mg L por 3

minutos.
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Figura 4.3 - Crescimento microbiano em alface americana apés tratamento com agua
ozonizada na concentragdo de 1,0 mg.L™ por 3 minutos.

Observa-se que o tratamento com agua ozonizada, reduziu em 4 ciclos
logaritmicos as populacdées de microrganismos aerdbios mesoéfilos no primeiro dia
de armazenamento e que, apds quatro dias a 2°C, se mantiveram constantes. No

final do periodo de estocagem a redugcdo, em comparacao as folhas nao tratadas

foi de 5,56 ciclos logaritmicos.
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Para as populagbes de Enterobacteriaceae pode-se observar que as
contagens de 4,0x10* UFC g™ foram reduzidas em 3,31 ciclos logaritmicos, apds o

tratamento, e se mantiveram até o final do estudo.

Para o grupo dos coliformes, o efeito do tratamento apresentou uma
eficacia ainda maior, reduzindo as populagdes coliformes totais e termotolerantes
para menos de 3 NMP g na alface tratada no primeiro dia de estudo, mantendo-
se com esta contagem até o final do periodo de estocagem. O ganho em relacéo a
amostra controle foi de 3,56 ciclos logaritmicos para os coliformes termotolerantes,
no ultimo dia de estocagem.

Neste estudo, os bolores e leveduras apresentaram uma reducdo de
populacdo de 2,1x10* UFC g para 13 UFC g nos primeiros dias de estocagem,
mantendo-se baixo (10° UFC g até o final da avaliagdo. O ganho em relacéo as
amostras enxaguadas em agua foi de 4,01 ciclos logaritmicos no ultimo dia de
estocagem.

A figura 4.3 apresenta, ainda, que as populagbes de microrganismos
aerObios mesodfilos, Enterobacteriaceae, coliformes e bolores e leveduras,
encontradas nas populacdes iniciais das alfaces adquiridas no comércio para
avaliagdo da vida de prateleira, foram semelhantes as encontradas nas alfaces
minimamente processadas € in natura apresentadas no Capitulo 5.

Foi observado o aspecto geral das folhas apés o tratamento de 1,0 mg L™
por trés minutos, incluindo atributos de cor, escurecimento da nervura central e
das bordas. Os vegetais mantiveram-se com boa aparéncia, sem modificacoes
significativas até o décimo dia de estocagem. Ja os vegetais sem tratamento, no
sexto dia de estocagem a mesma temperatura de 2°C e a mesma condigio de
embalagem, apresentaram comprometimento na textura das folhas, amolecimento
e alteracdo na cor, notando-se uma grande e gradativa diminuicdo na sua
qualidade.
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Para as amostras tratadas com agua ozonizada todos os microrganismos
apresentaram contagens abaixo de 10° UFC g, porém verificou-se para as
amostras controles contagens acima de 10” UFC g de aerébios mesoéfilos apds 8
dias de avaliagao.

Figura 4.4 — Alfaces estocadas a 2° C para avaliacao de vida de prateleira, pés-
tratamento com 1,0 mg L™ de 4gua ozonizada.

Segundo ROLLE & CHISM (1987) a perda do valor comercial de produtos
frescos ocorre quando a contagem de microrganismos deterioradores atinge um
nivel populacional de 10° a 10® UFC g™, o que geralmente ndo excede 5 a 7 dias
sob temperaturas variando de 5 a 7°C.

CANTWELL (1996), estudando diferentes cultivares de alface, verificou que
o amolecimento e a descoloragcdo generalizada foram as principais injurias
causadas pelo aumento das concentracées de CO» no interior das embalagens. A
autora relatou que a exposicao da alface a teores elevados de CO, pode causar
desordem denominada mancha marrom, aparecendo primeiramente na superficie
da nervura central da folha como area amarelada e umedecida, com tamanho

variavel, tornando-se mais definida e marrom com o passar dos dias.
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FOLEY et al. (2002) irradiaram alface americana com 0,55kGy durante 3,0
minutos e obtiveram uma redugédo de 2,5, 2,14 e 5,0 ciclos logaritmicos para
bolores e leveduras, aerdbios mesofilos e E. coli O157:H7, respectivamente, sem
causar efeitos nos atributos sensoriais por 10 dias. As amostras foram tratadas
com 200 mg/mL de hipoclorito de s6dio por trés minutos antes da irradiagéo e a
carga inicial de E. coli O157:H7 era de aproximadamente 10’ UFC g

A Tabela 4.1 apresenta os numeros de reduc¢des decimais (NRD) para os
microrganismos estudados apdés serem tratados com 1,0 mg L' de &agua
ozonizada no tempo de contato de 1, 2 e 3 minutos. As amostras foram analisadas
imediatamente apods a exposi¢ao ao tratamento.

TABELA 4.1 — Numero de redugdes decimais da contaminacao inicial da alface
americana, apds tratamento com 1,0 mg L' de 4gua ozonizada.

Tempo (min) Numero de reducoes decimais*
1 2 3

Ozonio | Agua | Ozénio | Agua | Ozonio | Agua

Microrganismos

Aerobios mesobfilos 1,29 0,05 2,33 0,14 4,07 0,25

Enterobacteriaceae 1,66 0,06 3,19 0,09 3,36 0,27

Coliformes totais 1,55 0,31 2,06 0,19 2,18 0,07

Coliformes

1,84 0,09 1,88 0,33 2,18 0,25
termotolerantes

Bolores e Leveduras 1,05 0,06 1,65 0,09 3,20 0,34

* NRD = log (concentragao inicial) — log (concentracao final)

A Tabela 4.1 demonstra que o tratamento com agua (amostras controle)
nao obteve resultados significativos de redugédo de carga em relagcdo as amostras
tratadas com ozénio. A reducdo de coliformes termotolerantes foi de 1,84, 1,88 e
2,18 ciclos logaritmicos, respectivamente, para os tempos 1, 2 e 3 minutos e foi o
suficiente, nos trés tempos, para manter durante os 10 dias de estocagem as
alfaces com contagem menor que 3 NMP g'. Com relagdo aos aerébios mesofilos
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verificou-se uma variacao de 1,29 para 4,07 ciclos logaritmicos nos tempos 1 e 3
minutos, respectivamente. Estes ndmeros mostram a melhor qualidade visual

observada nas hortalicas durante o periodo de armazenagem.

SINGH et al. (2002) estudaram a aplicacdo de diéxido de cloro e agua
ozonizada, utilizados em conjunto, em alfaces romanas e cenouras inoculadas
com aproximadamente 102 UFC g"' de E. coli O157:H7. A agua ozonizada foi
utilizada na concentracdo de 9,7mg L™ por 10 minutos e o diéxido de cloro aquoso
na concentracdo de 10,0 mg L' por 10 minutos, ambos sanitizantes utilizados em
temperatura ambiente (22°C). A agua ozonizada seguida do diéxido de cloro
proporcionou uma reducao de 3,75 e 3,99 ciclos logaritmicos para alface e
cenoura, respectivamente, e a solucdo de didéxido de cloro seguida da agua
ozonizada reduziu a alface e a cenoura em 3,83 e 4,34 ciclos logaritmicos.

ZHANG & FARBER (1996) reportaram que a maxima reducdo de
L. monocytogenes em alfaces cortadas tratadas com 200 mg L de cloro por
5 minutos foi de 1,7 ciclos logaritmicos. BEUCHAT (1999) afirma que sanitizantes
clorados na concentragdo de 50 a 200 mg L' sdo amplamente utilizados na
industria de alimentos para frutas e hortalicas frescas, porém o tratamento
somente reduz a populacdo de bactérias em menos de dois ciclos logaritmicos.
Em adicao, o autor afirma que o cloro possui eficacia limitada pois possivelmente
pode formar compostos cancerigenos. Neste presente trabalho, embora ndo tendo
utilizado L. monocytogenes como microrganismo indicador, utilizando-se
concentracdes e tempos de contato efetivamente menores (1,0 mg'L de ozdnio
por 1 minuto) foram encontradas até 2,18 redugbes decimais de coliformes
termotolerantes.
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4.4 Conclusoes
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

- A 4gua ozonizada na concentracdo de 1,0 mg L™ no tempo de 3 minutos
foi capaz de reduzir em até 4,07, 3,36, 3,20, 2,18 e 2,18 ciclos
logaritmicos de aerdébios mesofilos, Enterobacteriaceae, bolores e
leveduras,  coliformes  totais e  coliformes  termotolerantes,
respectivamente, mantendo a qualidade microbiolégica da alface
americana dentro do previsto na legislacdo vigente, para todos os

microrganismos pesquisados.

- A agua ozonizada na concentacdo de 1,0 mg L™ nos tempos de 1 e 2
minutos, foi capaz de manter a qualidade microbiolégica da alface
americana no que tange as exigéncias da legislacdo, porém com altas
contagens de microrganismos aerobios mesdfilos, Enterobacteriaceae e

bolores e leveduras, apds 8 dias de estocagem;

- A sanitizacdo de alface americana disponivel do comércio com 1,0 mg L™
de agua ozonizada por 2 e 3 minutos mantém o produto dentro das

exigéncias legais, por dez dias, desde que estocado a 2°C.

- As amostras tratadas com agua (controle) para o grupo de coliformes
fecais permaneceu, por todo o periodo de avaliacao e nos trés tempos de
contato, com as populacdes acima de 100 NMP g, condenando, desta
forma, a utilizagdo da agua de abastecimento publico para sanitizar a
hortalica.
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CONCLUSOES GERAIS

Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

* O tiossulfato de sodio foi eficiente na neutralizacdo do ozdnio durante os
ensaios in vitro de inativagdo de E. coli O157:H7 e B. subtilis e nao

funcionou como agente sanitizante.

* Nao houve alteracdo, na auséncia de matéria organica, na quantidade de

0z6nio dissolvido em agua em até 60 minutos.

« Verificou-se que 1,0 mg L de agua ozonizada no tempo de 1 minuto, na
auséncia de matéria organica, é suficiente para reduzir, no minimo, 6,57 e
5,27 ciclos logaritmicos de E. coli O157:H7 e esporos de B. subtilis,

respectivamente.

» As populacbes de aerobios mesofilos e Enterobacteriacea nas alfaces in
natura e minimamente processada foram semelhantes, demonstrando que
0s processo de sanitizacdo utilizados foram ineficientes ou que ocorreu

contaminagao cruzada ou recontaminagao pos-processamento.

* As populagbes de coliformes termotolerantes em todas as amostras de
alface americana minimamente processada foram superior a 100 NMP g™,
condenando, desta forma, segundo a legislagdo vigente, a qualidade
microbiol6gica da hortalica.

« A agua ozonizada na concentragdo de 1,0 mg L, durante 1,0 minuto de
tempo de contato, reduziu entre 2,40 e 4,49 ciclos logaritmicos as
populagbes de E. coli O157:H7 inoculada artificialmente em alface

americana.
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As populacdes de coliformes termotolerantes, sanitizadas com 1,0 mg L™
de agua ozonizada, permaneceram, durante 10 dias de estocagem da
alface americana a 2°C, menores que 3 NMP g' nos trés tempos
estudados.

A sanitizagdo de alface americana por 1,0 mg L de agua ozonizada, nos
trés tempos deste estudo, foi capaz de manter o produto dentro do previsto
pela legislacéo vigente.

As amostras tratadas por agua corrente ndo reduziram as populacdes
iniciais dos microorganismos estudados, mantendo o produto improéprio

para o consumo desde o primeiro dia de estocagem.

Nao foi encontrada Salmonella sp em nenhuma amostra analisada.
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ANEXO A - Vida de Prateleira de Alface Americana

Concentracao inicial:

8,90 x 10*

Aerdbios Mesofilos

OZONIO - 1 minuto

AGUA - 1 minuto

Dias

1% Leitura

2% Leitura

3% Leitura

Média

DP

1° Leitura

2% Leitura

3% Leitura

Média

DP

0

7,60 x 10°

1,40 x 10°

4,80 x 10°

4,60 x 10°

3,10 x 10°

8,20 x 10*

9,50 x 10*

6,30 x 10*

8,00 x 10*

1,61 x 10*

8,90 x 10°

3,60 x 10°

5,20 x 10°

5,90 x 10°

2,72 x 10°

1,50 x 10°

2,00 x 10°

1,90 x 10°

1,80 x 10°

2,65 x 10*

9,10 x 10°

4,50 x 10°

6,70 x 10°

6,77 x 10°

2,30 x 10°

4,90 x 10°

4,00 x 10°

5,00 x 10°

463 x10°

5,51 x 10*

1,40 x 10*

8,70 x 10°

1,10 x 10*

1,12 x 10*

2,66 x 10°

7,20 x 10°

6,50 x 10°

6,20 x 10°

6,63 x 10°

5,13 x 10*

1
2
4
6

3,20 x 10*

2,90 x 10*

1,50 x 10°

2,53 x 10

9,07 x 10°

1,30 x 10°

1,30 x 10°

1,40 x 10°

1,33 x 10°

5,77 x 10

8

6,80 x 10°

5,30 x 10°

2,60 x 10°

4,90 x 10°

2,13 x 10°

8,10 x 10°

7,50 x 10°

9,60 x 10°

8,40 x 10°

1,08 x 10°

10

9,40 x 10°

8,70 x 10°

9,60 x 10°

6,35 x 10°

468 x 10°

1,00 x 10’

2,50 x 107

1,30 x 10’

1,60 x 10

7,94 x 10°

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

2,10 x 10°

4,01 x 10™

OZONIO - 2 minuto

AGUA - 2 minuto

Dias

1% Leitura

2% Leitura

3? Leitura

Média

DP

1% Leitura

2% Leitura

3% Leitura

Média

DP

0

9,60 x 10°

1,00 x 10°

8,70 x 10°

9,43 x 10°

6,66 x 10"

1,90 x 10°

1,80 x 10°

6,30 x 10*

1,44 x 10°

7,06 x 10*

1,00 x 10°

1,20 x 10°

9,40 x 10°

1,05x 10°

1,36 x 10°

2,20 x 10°

2,50 x 10°

2,80 x 10°

2,50 x 10°

3,00 x 10*

1,10 x 10°

1,70 x 10°

1,20 x 10°

1,33x 10°

3,21 x 10°

3,10 x 10°

450 x 10°

2,70 x 10°

3,43 x 10°

9,45 x 10*

2,20 x 10°

2,00 x 10°

1,90 x 10°

2,03 x 10°

1,53 x 10°

6,00 x 10°

5,50 x 10°

4,90 x 10°

5,47 x 10°

5,51 x 10*

1
2
4
6

5,60 x 10°

5,80 x 10°

3,30 x 10°

4,90 x 10°

1,39 x 10°

7,20 x 10°

1,20 x 10°

3,70 x 10°

2,92 x 10°

3,73 x 10°

8

7,10 x 10°

8,00 x 10°

6,50 x 10°

7,20 x 10°

7,55 x 10°

2,40 x 10"

1,50 x 10’

1,00 x 10

1,63 x 10

7,09 x 10°

10

1,90 x 10*

2,70 x 10*

1,30 x 10*

1,97 x 10*

7,02 x 10°

6,50 x 10"

7,00 x 107

3,00 x 107

5,50 x 107

2,18 x 107

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

2,50 x 10°

3,45 x 10°

OZONIO - 3 minuto

AGUA - 3 minuto

Dias| 1% Leitura | 2° Leitura | 3% Leitura

Média

DP

1% Leitura | 2° Leitura | 3% Leitura

Média

DP

Concentracao inicial

2,50 x 10°

Concentragéo inicial

2,50 x 10°

2,20 x 10

1,90 x 10

230 x 10’

2,13x 10

2,08 x 10°

2,40 x 10°

8,40 x 10*

9,40 x 10*

1,39 x 10°

8,73 x 10*

8,90 x 10'

3,60 x 10'

5,20 x 10°

5,90 x 10'

1,36 x 10"

3,90 x 10°

1,40 x 10°

2,10 x 10°

2,47 x 10°

1,29 x 10°

9,10 x 10

4,50 x 10’

6,70 x 10'

6,77 x 10

3,21 x 10

5,50 x 10°

5,20 x 10°

4,90 x 10°

5,20 x 10°

3,00 x 10*

1,40 x 10°

8,70 x 10°

1,10 x 10°

3,73 x 10°

1,53 x 10°

9,70 x 10°

7,60 x 10°

8,30 x 10°

8,53 x 10°

1,07 x 10°

o|hIN|=|O

3,20 x 10°

2,90 x 10°

1,50 x 10°

2,53 x 10°

1,39 x 10

5,00 x 10°

9,20 x 10°

5,10 x 10°

3,67 x 10°

2,38 x 10°

8

3,20 x 10°

2,90 x 10°

1,50 x 10°

2,53 x 10°

7,55 x 10°

3,10 x 10”

1,50 x 10’

2,90 x 10”

2,50 x 10"

8,72 x 10°

10

3,20 x 10°

2,90 x 10°

1,50 x 10°

2,53 x 10°

7,02 x 10

9,80 x 10"

9,40 x 10"

8,70 x 10’

9,30 x 10"

5,57 x 10°

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

5,56 x 10°
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ANEXO B - Vida de Prateleira de Alface Americana

Concentracao inicial:

3,00 x 10*

Enterobacteriaceae

OZONIO - 1 minuto

AGUA - 1 minuto

Dias|1? Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

8,30 x 10°

7,20 x 10°

4,10 x 10°

6,53 x 10°

2,18 x 10°

2,90 x 10*

1,80 x 10*

3,20 x 10*

2,63 x 10°*

7,37 x 10°

8,70 x 10°

9,10 x 10°

5,40 x 10°

7,73 x 10°

2,03 x 10°

3,60 x 10*

3,20 x 10*

4,50 x 10*

3,77 x 10°*

6,66 x 10°

9,30 x 10°

1,00 x 10°

7,70 x 10°

9,00 x 10°

1,18 x 10°

6,40 x 10*

5,70 x 10*

7,00 x 10*

6,37 x 10*

6,51 x 10°

1,60 x 10°

2,20 x 10°

9,20 x 102

1,57 x 10°

6,40 x 102

7,80 x 10*

6,90 x 10*

8,10 x 10*

7,60 x 10*

6,24 x 10°

1
2
4
6

1,50 x 10°

2,50 x 10°

1,30 x 10°

1,77 x 10°

6,43 x 10°

1,00 x 10°

1,30 x 10°

2,90 x 10°

1,73 x 10*

1,02 x 10°

8

1,00 x 10*

1,90 x 10*

1,50 x 10*

1,47 x 10*

451 x 10°

3,90 x 10°

3,50 x 10°

4,40 x 10°

3,93 x 10°

451 x 10*

10

8,10 x 10*

7,90 x 10*

9,50 x 10*

8,50 x 10*

8,72 x 10°

6,00 x 10°

6,20 x 10°

6,10 x 10°

6,10 x 10°

1,00 x 10*

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

3,10 x 10*

8,56 x 10”

OZONIO - 2 minuto

AGUA - 2 minuto

Dias

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

3,00 x 10°

2,00 x 10°

1,00 x 10°

2,00 x 10°

1,00 x 10°

3,10 x 10*

2,00 x 10*

2,50 x 10*

2,53 x 10*

551 x 10°

7,00 x 10°

9,10 x 10°

5,40 x 10°

7,17 x 10°

1,86 x 10°

4,20 x 10*

4,90 x 10*

3,60 x 10*

4,23 x 10*

6,51 x 10°

9,30 x 10°

1,00 x 10°

7,70 x 10°

9,00 x 10°

1,18 x 10°

5,90 x 10*

6,00 x 10*

5,50 x 10*

5,80 x 10*

2,65 x 10°

1,60 x 10°

2,20 x 10°

9,20 x 10°

1,57 x 10°

6,40 x 10°

7,20 x 10*

6,50 x 10*

7,80 x 10*

7,17 x 10°*

6,51 x 10°

1
2
4
6

1,50 x 10°

2,50 x 10°

1,30 x 10°

1,77 x 10°

6,43 x 10°

1,50 x 10°

1,00 x 10°

230 x 10°

1,60 x 10°

5,56 x 10*

8

1,00 x 10*

1,90 x 10*

1,50 x 10*

1,47 x 10*

451 x10°

410x 10°

3,90 x 10°

4,30 x 10°

410 x 10°

2,00 x 10*

10

8,10 x 10*

7,90 x 10*

9,50 x 10*

8,50 x 10*

8,72 x 10°

5,50 x 10°

6,00 x 10°

5,30 x 10°

5,60 x 10°

3,61x 10*

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

4,00 x 10*

8,19x 10"

OZONIO - 3 minuto

AGUA - 3 minuto

Dias

1? Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

1? Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

2,20 x 10

1,00 x 10’

2,00 x 10’

1,73 x 10’

6,43 x 10°

3,60 x 10*

1,80 x 10*

1,10 x 10*

2,17 x 10*

1,29 x 10*

3,00 x 10

1,00 x 10

2,00 x 10

2,00 x 10

1,00 x 10

2,50 x 10*

1,10 x 10*

4,30 x 10*

3,97 x 10*

1,33 x 10*

3,00 x 10

2,00 x 10

3,00 x 10

2,67 x 10

5,77 x 10°

3,10 x 10*

4,90 x 10*

4,70 x 10*

4,23 x 10*

9,87 x 10°

8,00 x 10

5,00 x 10"

4,00 x 10

5,67 x 10

2,08 x 10"

6,60 x 10*

5,80 x 10*

6,50 x 10*

6,30 x 10*

4,36 x 10°

1
2
4
6

1,00 x 102

6,00 x 10

7,00 x 10

7,67 x 10

2,08 x 10

1,50 x 10°

2,20 x 10°

3,30 x 10°

2,33 x 10*

9,07 x 10*

8

1,60 x 10°

8,00 x 10

8,00 x 10’

1,07 x 10°

4,62 x 10

1,00 x 10°

1,90 x 10°

1,50 x 10°

1,47 x 10°

451 x 10*

10

2,00 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,40 x 10°

5,20 x 10"

3,10x 10°

5,50 x 10°

2,50 x 10°

3,70 x 10°

1,59 x 10°

Redugao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

3,42 x 10°
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ANEXO C - Vida de Prateleira de Alface Americana

Coliformes Totais

Concentracao inicial: 4,60 x 102
OZONIO - 1 minuto AGUA - 1 minuto
Dias|1° Leitura|2® Leitura|3® Leitura| Média DP 1% Leitura|2° Leitura|3® Leitura] Média DP

0 [9,00x10%1,50x 10'[1,50 x 10'[1,30 x 10"[ 3,46 x 10°[ 2,30 x 10%]2,10 x 10°|2,30 x 10%|2,23 x 10%[1,15 x 10’
1 [2,30x 10']2,30 x 10']2,30 x 10'[2,30 x 10"[ 1,00 x 10| 4,60 x 10°] 7,50 x 10°| 4,60 x 10°| 5,57 x 10°[1,67 x 10°
2 12,00x10"[2,30 x 10'[2,00 x 10'|2,10 x 10"[1,73 x 10°| 7,50 x 10°| 1,10 x 10°[ 1,10 x 10°]9,83 x 10°[2,02 x 10°
4 [4,30x10'[9,30 x 10'[9,30 x 10'|7,63 x 10'[2,89 x 10'[1,10 x 10*] 2,10 x 10°|2,10 x 10°] 1,77 x 10°[5,77 x 10°
6 | 2,40 x 10°]4,60 x 10| 4,60 x 10%]3,87 x 10°[1,27 x 10°[4,60 x 10| 4,60 x 10°| 4,60 x 10°] 4,60 x 10°[0,00 x 10°
8 [ 4,60 x 10°[9,30 x 10%[9,30 x 10%|7,73 x 10°[2,71 x 10%[1,10 x 10*] 1,10 x 10*|1,10 x 10*] 1,10 x 10*[ 0,00 x 10°
10 [ 1,10 x 10°] 1,10 x 10°] 1,10 x 10°]1,10 x 10°[ 1,00 x 10"[4,60 x 10*| 1,10 x 10°]1,10 x 10°| 8,87 x 10%[3,70 x 10*
Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia: 1,91 x 10°

Concentracao inicial: 2,30 x 10*
OZONIO - 2 minuto AGUA - 2 minuto

Dias|1? Leitura|2° Leitura|3® Leitura] Média | DP  [1? Leitura|2® Leitura|3° Leitura| Média DP

Concentracao inicial Concentracao inicial| 2,30 x 10*
4,00 x 10°]4,00 x 10°] 4,00 x 10% 4,00 x 10%0,00 x 10°[2,30 x 10°]1,90 x 10°| 4,60 x 10°| 2,93 x 10| 1,46 x 10°
4,00 x 10°] 4,00 x 10°]4,00 x 10°[4,00 x 10°[0,00 x 10°[4,60 x 10%]4,60 x 10°| 7,50 x 10°|5,57 x 10°] 1,67 x 10°
4,00 x 10°]9,00 x 10°[ 4,00 x 10°]5,67 x 10°]2,89 x 10°[1,10 x 10°| 1,10 x 10°]1,10 x 10°| 1,10 x 10°|0,00 x 10°
9,00 x 10°]9,00 x 10°[9,00 x 10°[9,00 x 10°]0,00 x 10°[1,50 x 10°| 2,10 x 10°]2,10 x 10°| 1,90 x 10°|3,46 x 10°
1,50 x 10']9,00 x 10°]1,50 x 10']1,30 x 10'[ 3,46 x 10°[ 4,30 x 10°|4,30 x 10°| 7,50 x 10°| 5,37 x 10°|1,85 x 10°
8 11,50x10'[2,70x 10'[2,10 x 10'1,90 x 10'[3,46 x 10°| 1,10 x 10%] 1,50 x 10*[1,10 x 10*] 1,23 x 10*[2,31 x 10°
10 12,30 x 10'[4,30 x 10'[4,30 x 10']3,63 x 10'[1,15 x 10| 1,10 x 10°| 1,10 x 10°[ 1,10 x 10°] 1,10 x 10°[ 0,00 x 10°

o|_IN|=|O

Redugéao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia: 3,48 x 10°
Concentracao inicial: 4,60 x 102

OZONIO - 3 minuto AGUA - 3 minuto
Dias|1° Leitura|2° Leitura|3* Leitura] Média DP  |1? Leitura|2® Leitura|3® Leitura| Média DP

0 3,00 x 10°[3,00 x 10°] 3,00 x 10°]3,00 x 10°[ 0,00 x 10°| 2,40 x 10°| 4,60 x 10°| 4,60 x 10°| 3,87 x 10°[ 127 x 10°
1 3,00 x 10°]3,00 x 10°]3,00 x 10°[3,00 x 10°[0,00 x 10°]9,30 x 10°]9,30 x 10°[1,10 x 10°| 9,87 x 10°[9,81 x 10"
2 3,00 x 10°] 3,00 x 10°] 3,00 x 10°]3,00 x 10°[ 0,00 x 10°[4,60 x 10?] 1,10 x 10°]1,10 x 10°| 8,87 x 10%[3,70 x 10°
4 |3,00 x 10°[3,00 x 10°]3,00 x 10°]3,00 x 10°[ 0,00 x 10°[1,10 x 10*] 1,50 x 10°|2,10 x 10°] 1,57 x 10°[5,03 x 10°
6 | 3,00 x 10°]3,00 x 10°] 3,00 x 10°]3,00 x 10°[0,00 x 10°[4,60 x 10°]9,30 x 10°]1,10 x 10*| 8,30 x 10°[3,32 x 10°
8 3,00 x 10°[3,00 x 10°] 3,00 x 10°3,00 x 10°[0,00 x 10°[ 1,10 x 10*] 1,10 x 10*|2,40 x 10*] 1,53 x 10*[ 7,51 x 10°
10 [ 3,00 x 10°3,00 x 10°] 3,00 x 10°]3,00 x 10°[0,00 x 10°[4,60 x 10*| 1,10 x 10°]1,10 x 10°| 8,87 x 10%[3,70 x 10*
Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia: 4,47 x 10°
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ANEXO D - Vida de Prateleira de Alface Americana

Concentracao inicial:

Coliformes Termotolerantes

2,10 x 102

OZONIO - 1 minuto

AGUA - 1 minuto

Dias|

1% Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

1% Leitura

2% Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,50 x 10°

1,50 x 10°

2,10 x 102

1,70 x 10°

3,46 x 10

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

2,10 x 10°

2,10 x 10°

4,60 x 10°

2,93 x 10°

1,44 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 102

4,60 x 10°

7,50 x 10°

5,57 x 10°

1,67 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,00 x 10

1
2
4
6

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

2,40 x 10°

2,40 x 10°

1,50 x 10°

2,10 x 10°

5,20 x 102

8

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

2,40 x 10°

3,870 x 107

1,278 x 10°

10

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,10 x 10*

1,10 x 10*

1,10 x 10*

1,10 x 10*

1,00 x 10

Reducao do microrganismo em relacdo as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

4,60 x 10°

3,56 x 10°

OZONIO - 2 minuto

AGUA - 2 minuto

Dias|

1% Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

1% Leitura

2% Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,50 x 10°

230x 10

1,50 x 10°

1,08 x 10°

7,33 x 10

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

0,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 102

4,60 x 102

7,50 x 10°

5,57 x 10°

1,67 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

2,40 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,563 x 10°

7,51 x 10°

1
2
4
6

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

2,40 x 10°

2,40 x 10°

2,40 x 10°

2,40 x 10°

0,00 x 10°

8

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

4,60 x 10°

0,00 x 10°

10

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,10 x 10*

1,10 x 10*

2,40 x 10*

1,563 x 10*

7,51 x 10°

Reducao do microrganismo em relacdo as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

4.6 x 10°

3,71 x 10°

OZONIO - 3 minuto

AGUA - 3 minuto

Dias|

12 Leitura

2° Leitura

37 Leitura

Média

DP

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

2,30 x 102

9,30 x 10

4,60 x 10°

2,61 x 102

1,85 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 10°

1,50 x 10°

4,60 x 10°

5,57 x 10°

1,79 x 102

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

9,30 x 102

4,60 x 102

7,50 x 10°

7,13 x 10°

2,37 x 102

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

0,00 x 10°

1
2
4
6

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,50 x 10°

1,10 x 10°

1,10 x 10°

1,23 x 10°

2,31 x 10

8

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

4,60 x 10°

2,40 x 10°

2,40 x 10°

3,13 x 10°

1,27 x 10°

10

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

3,00 x 10°

0,00 x 10°

1,10 x 10*

1,10 x 10*

1,10 x 10*

1,10 x 10*

0,00 x 10°

Reducao do microrganismo em relacdo as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

3,56 x 10°
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ANEXO E - Vida de Prateleira de Alface Americana

Concentracao inicial:

7,20 x 10°

Bolores e Leveduras

OZONIO - 1 minuto

AGUA - 1 minuto

Dias

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

8,30 x 10°

7,90 x 10°

5,20 x 10°

7,13 x 10°

1,69 x 10°

7,10 x 10°

5,60 x 10°

6,10 x 10°

6,27 x 10°

7,64 x 10°

7,80 x 10°

8,10 x 10°

6,00 x 10°

7,30 x 10°

1,14 x 10°

9,10 x 10°

6,70 x 10°

8,50 x 10°

8,10 x 10°

1,25 x 10°

8,10 x 10°

8,40 x 10°

9,50 x 10°

8,67 x 10°

7,37 x 10

2,10 x 10*

2,00 x 10*

2,00 x 10*

2,03 x 10*

5,77 x 102

1,20 x 10°

1,10 x 10°

2,30 x 10°

1,53 x 10°

6,66 x 102

2,40 x 10*

1,90 x 10*

2,50 x 10*

2,27 x 10*

3,21 x 10°

1
2
4
6

3,50 x 10°

5,00 x 10°

4,90 x 10°

4,47 x 10°

8,39 x 10°

7,50 x 10*

8,10 x 10*

8,50 x 10*

8,03 x 10*

5,03 x 10°

8

1,40 x 10*

3,50 x 10*

2,10 x 10*

2,33 x 10*

1,07 x 10*

2,20 x 10°

3,10 x 10°

2,50 x 10°

2,60 x 10°

458 x 10*

10

5,60 x 10*

9,20 x 10*

6,90 x 10

7,23 x 10*

1,82 x 10*

8,80 x 10°

1,20 x 10°

1,50 x 10°

1,19 x 10°

3,10 x 10°

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

9,00 x 10°

1,22 x 10°

OZONIO - 2 minutos

AGUA - 2 minutos

Dias

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

12 Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

1,30 x 10°

1,70 x 10°

3,00 10°

2,00 x 10°

8,89 x 10

8,50 x 10°

7,90 x 10°

5,40 x 10°

7,27 x 10°

7,061,64

1,40 x 102

1,50 x 102

3,20 x 10°

2,03 x 10°

1,01 x 10°

1,00 x 10*

8,50 x 10°

8,30 x 10°

8,93 x 10°

9,29 x 10°

1,80 x 10°

2,20 x 10°

3,50 x 10°

2,50 x 10°

8,89 x 10

3,60 x 10*

1,50 x 10*

1,80 x 10*

2,30 x 10*

1,14 x 10*

3,10 x 10°

3,10 x 10°

4,30 x 10°

3,50 x 10°

6,93 x 10

6,30 x 10*

430 x 10*

3,90 x 10*

4,83 x 10*

1,29 x 10*

1
2
4
6

4,00 x 10°

2,50 x 10°

4,70 x 10°

3,73 x 10°

1,12 x 10°

9,80 x 10*

7,00 x 10*

8,50 x 10*

8,43 x 10*

1,40 x 10*

8

5,40 x 102

4,90 x 102

5,10 x 102

5,13 x 10°

2,72 x 10

3,60 x 10°

3,50 x 10°

5,20 x 10°

410 x 10°

9,54 x 10*

10

5,50 x 10°

5,20 x 10°

6,00 x 10°

5,57 x 10°

4,04x 10

1,00 x 10°

1,50 x 10°

1,00 x 10°

1,17 x 10°

2,89 x 10°

Reducao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

Concentracao inicial:

2,10 x 10*

3,32 x 10°

OZONIO - 3 minutos

AGUA - 3 minutos

Dias

1% Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

1? Leitura

2° Leitura

3? Leitura

Média

DP

0

1,00x 10

2,00 x 10

1,00 x 10

1,33 x 10’

5,77 x 10°

1,80 x 10*

5,60 x 10°

4,90 x 10°

9,50 x 10°

7,37 x 10°

3,00 x 10

3,00 x 10

2,00 x 10

2,67 x 10

5,77 x 10°

2,10 x 10*

6,90 x 10°

7,20 x 10°

1,17 x 10*

8,06 x 10°

6,00 x 10

4,00 x 10

7,00 x 10

5,67 x 10"

1,53 x 10

3,80 x 10*

9,50 x 10°

8,70 x 10°

1,87 x 10*

1,67 x 10*

1,20 x 102

8,00 x 10"

9,00 x 10

9,67 x 10"

2,08 x 10’

7,80 x 10*

3,30 x 10*

4,10 x 10*

5,07 x 10*

2,40 x 10*

1
2
4
6

1,40 x 10°

1,20 x 10°

1,00 x 102

1,20 x 10°

2,00 x 10"

1,50 x 10°

6,80 x 10*

7,10 x 10*

9,63 x 10*

4,65x 10*

8

2,30 x 10°

2,50 x 10°

1,90 x 10°

2,23 x 10°

3,06 x 10

7,40 x 10°

8,00 x 10°

8,10 x 10°

7,83 x 10°

3,79 x 10*

10

3,50 x 10°

4,00 x 10°

2,50 x 10°

3,33 x 10°

7,64 x 10

2,20 x 10°

3,90 x 10°

4,20 x 10°

3,43 x 10°

1,08 x 10°

Redugéao do microrganismo em relacao as amostras enxaguadas com agua no décimo dia:

4,01 x 10°

91



