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RESUMO

BAIRROS, Jacqueline Valle de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2018.
Ocorréncia, cinética de crescimento e transferéncia de Salmonella em manga
durante o banho hidrotérmico. Orientador: Wilmer Edgard Luera Pena.
Coorientadores: Nélio José de Andrade e Maria Cristina Dantas Vanetti.

Surtos envolvendo Salmonella em mangas oriundas do Brasil tém sido relatados em
paises importadores desta fruta, causando prejuizos sociais e econdmicos,
principalmente aos consumidores. Considerando a importancia do controle da
contamina¢cdo de mangas por Salmonella, na primeira etapa do estudo, verificou-se a
ocorréncia deste patégeno em mangas variedade Tommy Atkins comercializada no
municipio de Vigosa/MG. O patégeno ndo foi isolado em nenhuma das 100 amostras
analisadas. Na segunda etapa, determinaram-se os valores dos parametros cinéticos da
fase lag 4, tempo de geracdo G, taxa de crescimento u e populacdo maxima k, de
multiplicacdo de S. enterica nas temperaturas de 7 a 35 °C, em casca e polpa de manga
Tommy Atkins. Nao houve diferencas significativas destes parametros entre casca e
polpa da fruta. Observou-se que, nas temperaturas mais baixas (7, 10 e 15 °C),
ocorreram diferencas estatisticas (p < 0,05) nos valores da fase lag A e do tempo de
geracdo G, em relagdo as demais temperaturas, quando analisadas casca e polpa de
manga, separadamente. Nas temperaturas de 25, 30 e 35 °C ocorreram diferencas
significativas (p < 0,05) nos valores da taxa de crescimento u, observadas na casca e na
polpa da manga, individualmente. Os modelos secunddrios implementados (R*>0,88)
explicaram bem o efeito da temperatura na fase lag 4 e na taxa de crescimento u de S.
enterica em casca e polpa de manga. De modo geral, a casca de manga Tommy Atkins
propiciou melhor crescimento de S. enterica, em relagdo a polpa da fruta e o patégeno
foi capaz de crescer em todas as temperaturas estudadas. Na terceira etapa do trabalho,
avaliou-se a transferéncia de S. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 inoculada
em manga Tommy Atkins seguida da etapa do tratamento hidrotérmico adicionado de
200 mg.L" de cloro. As frutas foram inoculadas com 1 mL de suspensio de células
contendo 10° UFC/mL e 10® UFC/mL do patégeno. Foram realizados trés experimentos
para cada concentragdo de indculo. No primeiro experimento, em um lote de 10 mangas,
uma foi contaminada com S. Typhimurium, no segundo, trés de um total de 10 mangas
foram inoculadas e, no terceiro experimento, inoculou-se cinco de 10 mangas. O

tratamento hidrotérmico ocorreu a 46,1 °C por 65 min. A presenca de Salmonella nas
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superficies de mangas inoculadas foi verificada apds o tratamento hidrotérmico na
presenca ou auséncia de cloro. Excecdo foi observada em um dos experimentos
realizado com mangas inoculadas na concentragio de 10° UFC/mL e tratada
termicamente na presenga de cloro. A transferéncia de Salmonella da superficie da
manga inoculada para as outras frutas ndo inoculadas foi baixa. O tratamento
hidrotérmico com cloro foi mais eficiente na reducdo das taxas de transferéncia de S.
Typhimurium das superficies de mangas em relagdo ao tratamento hidrotérmico sem o
sanitizante, porém nao foi capaz de impedir a transferéncia do patégeno entre os frutos.
Conclui-se que € necessdrio criar estratégias que visem barrar condi¢des de
contaminagcdo por Salmonella em manga Tommy Atkins, pois a capacidade de
multiplicacdo do patégeno foi observada em ampla faixa de temperatura, tanto na casca
quanto na polpa da fruta e, o tratamento hidrotérmico combinado com 200 mg.L'1 de
cloro ndo impediu a transferéncia de Salmonella inoculada na casca da manga para a

superficie de outras frutas ndo inoculadas.
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ABSTRACT

BAIRROS, Jacqueline Valle de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2018.
Occurrence, growth kinetics and transfer of Salmonella in mango: during the
hydrothermal bath. Adviser: Edgard Luera Pefa. Co-advisers: Nélio José de Andrade
and Maria Cristina Dantas Vanetti.

Outbreaks involving Salmonella in mangoes originating in Brazil have been reported in
importing countries of this fruit, causing social and economic losses, mainly to
consumers. Considering the importance of the control of mango contamination by
Salmonella, in the first stage of the study, the occurrence of this pathogen was observed
in Tommy Atkins mangoes, marketed in the city of Vicosa, MG. The pathogen was not
isolated in any of the 100 samples analyzed. In the second step, the values of the lag 4
kinetic parameters, generation time G, growth rate 4 and maximum population k, of S.
enterica multiplication at temperatures of 7 to 35 °C were determined in bark and pulp
of manga Tommy Atkins. There were no significant differences between these
parameters between peel and fruit pulp. It was observed that, at lower temperatures (7,
10 and 15 °C), there were statistical differences (p < 0.05) in the lag 4 and G generation
time, in relation to the other temperatures, when analyzed for bark and mango pulp,
separately. At temperatures of 25, 30 and 35 °C there were significant differences (p <
0.05) in the values of the growth rate u, observed in the bark and in the pulp of the
mango, individually. Secondary models implemented (R2 > 0.88) well explained the
effect of temperature on lag 4 phase and growth rate p of S. enterica on bark and mango
pulp. In general, the Tommy Atkins mango peel provided a better growth of S. enterica
in relation to fruit pulp and the pathogen was able to grow at all temperatures studied. In
the third stage of the work, the transfer of S. enterica sorovar Typhimurium ATCC
14028 inoculated in Tommy Atkins mango was followed, followed by the step of the
hydrothermal treatment added with 200 mg.L'1 of chlorine. The fruits were inoculated
with 1 mL of cell suspension containing 10° CFU / mL and 10* CFU / mL of the
pathogen. Three experiments were carried out for each concentration of inoculum. In
the first experiment, in a batch of 10 mangoes, one was contaminated with S.
Typhimurium, in the second, three out of a total of 10 mangoes were inoculated and, in
the third experiment, five of 10 mangoes were inoculated. The hydrothermal treatment
occurred at 46.1 ° C for 65 min. The presence of Salmonella on inoculated mango

surfaces was verified after hydrothermal treatment in the presence or absence of
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chlorine. Exception was observed in one of the experiments performed with mangos
inoculated at the concentration of 10° CFU / mL and thermally treated in the presence of
chlorine. Transfer of Salmonella from the inoculated mango surface to the other
uninoculated fruits was low. Hydrothermal treatment with chlorine was more efficient
in reducing S. Typhimurium transfer rates of mango surfaces in relation to the
hydrothermal treatment without the sanitizer, but it was not able to prevent the transfer
of the pathogen among the fruits. It is concluded that it is necessary to create strategies
to avoid conditions of contamination by Salmonella in Tommy Atkins mango, because
the capacity of multiplication of the pathogen was observed in a wide temperature
range, both in the bark and the fruit pulp, and the combined hydrothermal treatment
with 200 mg.L'1 of chlorine did not prevent the transfer of inoculated Salmonella in the

mango shell to the surface of other uninoculated fruits.
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INTRODUCAO GERAL

O Brasil € um grande produtor de frutas que, além de abastecer o mercado interno,
apresenta crescimento das exportacdes destes produtos a outros paises. A manga
(Mangifera indica L.) figura entre as frutas lideres de exportacdo, o que justifica a
avaliacdo de potenciais riscos de contamina¢cdo microbiana e de estabelecer medidas
eficazes para a seguranca destes produtos. O tratamento hidrotérmico € indicado como
medida de controle no processamento de manga in natura. Este tratamento consiste na
imersdao das frutas em 4dgua a temperatura de 46,1 °C durante 65 min. e t€m como
finalidade, evitar problemas com a mosca-das-frutas e aumentar a eficiéncia do controle
de micro-organismos.

Dados da Secretaria de Vigilancia em Sauade (SVS), do Ministério da Saude (MS),
indicaram que, entre 2007 e 2016 ocorreram mais de 6.000 surtos de origem alimentar,
destes surtos, 0,6 % ocorreram em frutas, produtos de frutas e similares e Salmonella foi
o principal patégeno envolvido, em aproximadamente 7,5 % dos casos identificados
(BRASIL, 2016).

Na Europa, sdo relatados mais de 100.000 casos de infec¢@o por Salmonella em
humanos a cada ano e as frutas estdo entre os alimentos consumidos in natura que
representam maior risco de contaminacio por este patdgeno, perdendo apenas para os
vegetais folhosos (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2017). Ja nos
Estados Unidos, estima-se que Salmonella seja responsavel por cerca de um milhdo de
doencas causadas pela ingestdo de alimentos, 19 mil hospitalizacdes e 380 mortes,
anualmente (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION — CDC,
2017a). Nos ultimos sete anos, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
listou cinco grandes surtos de origem alimentar, relacionados a contaminagdo por
Salmonella em frutas frescas, sendo a maioria, ocorrida em frutas importadas
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION — CDC, 2017b).
Recentemente, em marco deste ano, um surto de S. Typhimurium oriundo de lascas de
coco cru vendido em embalagem comercial (Go Smile), infectou 13 pessoas, em oito
estados diferentes, resultando em trés internagdes hospitalares, sem Obitos. Os lotes
foram recolhidos da casa dos pacientes e do comércio pelo CDC e pelo Food Drug and
Administration (FDA) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION
— CDC, 2018).



Um dos casos mais graves envolvendo frutas frescas ocorreu em 1999 e
Salmonella Newport foi isolada em mangas importadas. Foram registradas 78 vitimas,
em 13 estados americanos, resultando em 15 pacientes hospitalizados com sinais de
diarreia hemorragica e dois dbitos. A investigacdo do CDC indicou que o produto era
proveniente de uma 4rea produtiva de manga do Brasil e o tratamento hidrotérmico foi
indicado como possivel ponto de contaminacao.

A contaminacdo por Salmonella em manga pode ocorrer ainda na etapa pré
colheita e a transferéncia deste patdgeno pode se perpetuar ao longo do processamento e
facilmente se propagar durante as operacOes de lavagem e corte com posterior
desenvolvimento durante a estocagem. Desta forma, faz-se necessdrio a compreensao da
cinética de crescimento. Geralmente, produtos oriundos da agricultura seguem acdes
implementadas de boas prdticas agricolas que podem ser reforcadas com outras
ferramentas de qualidade para seguranca de alimentos, como Boas Préticas de
Fabricacao e Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional. Embora esses programas
de qualidade sejam efetivos, o crescimento de micro-organismos pode ser
potencializado pelas condi¢des do ambiente de processamento e estocagem. Assim,
avaliar o efeito da temperatura na mudanca dos pardmetros cinéticos de crescimento se
torna importante para o controle microbiano. Neste contexto, a microbiologia preditiva
se apresenta como uma ferramenta importante para este proposito. Os modelos
matematicos t€m sido utilizados para estimar o comportamento de micro-organismos
sob diferentes condi¢des ambientais e mudancas do substrato. Além disso, modelos
preditivos podem ser usados para prever o tempo de vida ttil de produtos e otimizar as
cadeias de producdo e distribuicdo de alimentos. Por esses motivos, a pesquisa deste
estudo se justifica, ja que grande parte das mangas produzidas no Brasil sdo exportadas
para outros paises e, para isso, sdo armazenadas e comercializadas sob condi¢des
varidveis de temperatura. Dessa forma, considerando a relevancia deste produto no
cendrio do agronegdcio internacional, a deteccdao de Salmonella em manga caracteriza-
se como o primeiro passo de uma abordagem para se determinar a seguranga
microbioldgica desta fruta, as quais representam importante fonte de recursos para o
Brasil. Enquanto que a utilizacdo de modelos matemaéticos preditivos se torna vantajosa,

pois minimiza os riscos de perdas deste produto.



OBJETIVOS

Objetivo Geral
Analisar a incidéncia e o comportamento de Salmonella spp. em manga
variedade Tommy Atkins submetida a diversas temperaturas e em tratamento

hidrotérmico combinado com cloro.

Objetivos Especificos

e Avaliar a ocorréncia de Salmonella spp. em mangas variedade Tommy Atkins
comercializadas no municipio de Vigcosa/MG.

e Verificar a reducdo de S. Typhimurium inoculada na casca de manga Tommy
Atkins

e Estudar a transferéncia de S. Typhimurium da superficie da casca de manga
Tommy Atkins para outras superficies de mangas ndo inoculadas, durante o
tratamento hidrotérmico em solucdo clorada.

e Determinar os parametros cinéticos de multiplicacdo, fase lag A, tempo de
geracdo G, taxa de crescimento ¢ e populagdo méaxima x de S. enterica em casca
e polpa de manga Tommy Atkins, nas temperaturas de 7, 10, 15, 20, 25, 30 e 35

°C, utilizando modelagem primadria e secundaria.



1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 Manga

O Brasil € um dos trés maiores produtores de frutas do mundo, com uma produgao
que supera os 40 milhdes de toneladas (ANDRADE, 2017). A flora brasileira é dotada
de uma enorme diversidade de frutas que vem sendo explorada comercialmente,
principalmente para mercados internacionais, pois chama a atencdo pela qualidade
sensorial e composicdo nutricional. No primeiro semestre de 2017, as exportacdes
brasileiras de frutas frescas geraram receitas superiores a US$ 353 milhdes para um
quantitativo de 176 mil toneladas, entre seis principais frutas (DIB, 2017). Goiaba,
manga e mangostdes frescos estdo entre as frutas mais exportadas pelo Brasil. Os
principais destinos dessas frutas foram os Paises Baixos (46 %), Espanha (27 %) e
Portugal (11 %) (COMEX VIS, 2018).

No Brasil, ha extensa area de cultivo de manga (Mangifera indica L.) destacando-
se a produ¢do no Vale do Sdo Francisco, principalmente entre os estados da Bahia e
Pernambuco (AREVALO; LIMA, 2015). Nessas dreas, o cultivo da manga “tipo
exportacdo” pertence a variedade Tommy Atkins e é comercializada principalmente
para o mercado internacional devido a produtividade de rendimento, resisténcia ao
transporte, coloracao intensa e sabor atrativo (COMEX VIS, 2018; COSTA; SANTOS,
2004).

Além disso, a manga possui alto teor de fibras (Tabela 1) e compostos
antioxidantes (NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISAS EM ALIMENTACAO -
NEPA, 2011).



Tabela 1: Valores nutricionais em 100 gramas de manga Tommy Atkins

Informacoes nutricionais de manga Tommy Atkins, em porc¢oes de 100 gramas

Calorias 51 Kcal Sédio 0 mg
Gordura total Og Potassio 138 mg
Saturada Og Carboidratos totais 13 g
Polinsaturada Og Fibras alimentares 2 g
Monoinsaturada Og Acucares Og
Trans Og Proteina lg
Colesterol 0 mg Cdlcio 0 %
Vitamina A 0 % Ferro 0 %
Vitamina C 0 %

*Valores didrios percentuais sdo baseados em uma dieta de 2000 calorias. Seus valores
didrios podem ser maiores ou menores, dependendo de suas necessidades caldricas.
Fonte: Tabela Brasileira de Composicao de Alimentos (NEPA, 2011)

Conforme o padrao de importacio de cada Pais, a manga para ser exportada, deve
receber tratamento pos-colheita adequado, com o objetivo principalmente de controlar a
proliferacao da larva, inseto adulto e ovos da mosca-das-frutas (Anastrepha spp. e
Ceratitis capitata). O tratamento hidrotérmico é o mais indicado, pois além de evitar
problemas com as moscas-das-frutas (UNITED STATES DEPARTEMENT OF
AGRICULTURE - USDA, 2016) também minimiza o desenvolvimento de micro-
organismos sendo assim, este tratamento € estabelecido como um método de controle
para mangas exportadas para os Estados Unidos (SANTOS et al., 2011). O tempo de
imersdo no tanque de agua quente a 46,1 °C para a realizacdo do tratamento

hidrotérmico, dependera do peso da fruta (Tabela 2).



Tabela 2: Tempo necessdrio para a realizacdo do tratamento hidrotérmico de mangas

importadas aos Estados Unidos, conforme o peso do fruto (em gramas)

Conforme o peso da manga (em Tempo dispensado (em minutos):
gramas):
> 375 65
375 -500 75
501 - 700 90
701 - 900 110

Fonte: Manual Técnico (USDA, 2016).

Para mangas destinadas ao mercado americano, ainda € necessario que todo este
controle seja supervisionado por um técnico do Servico de Inspecdo da Saide Animal e
Vegetal do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA - APHIS)
(UNITED STATES DEPARTEMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2016). No Brasil,
os esforcos dos orgaos fiscalizadores em zelar pela qualidade sensorial e inocuidade de
frutas, € de responsabilidade do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Para os padrdes de
identidade e qualidade da polpa de frutas, submetida a processos industriais e destinadas
para o consumo humano como bebida, foi criado o Regulamento Técnico Instrucio
Normativa n° 01, de 7 de janeiro de 2000 e complementado pela Portaria n°® 58, de 30 de
agosto de 2016 que estabelece parametros fisico-quimicos para a polpa de manga, em
valores minimos de pH 3,50; solidos soliveis a 20 °C, 12,0 °Brix; acidez total expressa
em 4cido citrico (g.100 gfl), 0,30; solidos totais (g.100 gfl), 12,5; e, acido ascorbico
(mg/100g), 6,10 (MINISTERIO DA AGRICULTURA PECUARIA E
ABASTECIMENTO - MAPA, 2000, 2016). Quanto aos padrdes microbioldgicos, a
Resolucio da Diretoria Colegiada (RDC) n° 12 de 02 de janeiro de 2001 estabelece para
frutas frescas, in natura, preparadas (descascadas ou selecionadas ou fracionadas)
sanificadas, refrigeradas ou congeladas, para consumo direto; maximo de 5 x 102 UFC/g
de coliformes a 45°C e auséncia de Salmonella spp. em 25 g (AGENCIA NACIONAL
DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2001).



1.2 Salmonella spp.

As bactérias do género Salmonella spp. sdo micro-organismos bacilares de
aproximadamente 0,7 a 1,5 x 2,5 um, gram-negativos e incapazes de esporular. Esta
bactéria pode multiplicar-se em ampla faixa de temperatura (5 a 45 °C), em pH entre 4,0
¢ 9,0 e atividade de dgua (Aw) a partir de 0,995 (D’AUST, 2007; BRANDS et al., 2005;
BELL, 2002). Bioquimicamente sdo catalase e vermelho metila positiva, urease,
fenilalanina e oxidase negativa. Nao produzem indol, descarboxilam lisina, utilizam
citrato como fonte de carbono, fermentam xilose, maltose, porém geralmente ndo
fermentam lactose e sacarose, contudo, muitas cepas podem adquirir essa caracteristica
por meio de transferéncia plasmidial. Produzem gas a partir da fermentacao da glicose e
a maioria produz &cido sulfidrico a partir da reducdo do enxofre (JAY, 2005). Na
maioria das vezes, células de Salmonella spp. sao moveis devido a presenca de flagelos
peritriquios.

Sua taxonomia € definida conforme o esquema proposto por Kauffmann-White
(1920). Esse esquema designa um organismo por numero € letras que correspondem ao
antigeno especifico para a capsula, parede celular e flagelos, que sdo identificados pelas
letras K, O e H, respectivamente. As letras vém do uso original em alemao; K (kapsel)
representa capsula, O (ohne) representa a superficie celular ou antigenos corporais, H
(hauch) representa os antigenos flagelar que conferem (OLIVEIRA, 2013). Pertencem a
familia Enterobacteriaceae, compreendem um total de 2.579 sorotipos identificados,
entre os quais 2.557 pertencem a espécie S. enterica que € dividida em seis subespécies,
denominados: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica; e os demais a
espécie Salmonella bongori (SANCHEZ—VARGAS etal., 2011).

Salmonella spp. € encontrada no meio ambiente em lugares como o solo,
reservatorios de dgua e fezes (BEUCHAT,1996). Ecossistemas tropicais sdo ambientes
ideais para sobrevivéncia e multiplicacdo desse patégeno, devido a concentracdo alta de
nutrientes no solo e na dgua (WINFIELD; GROISMAN, 2003). Além disso, pode estar
presente também em alimentos como carnes, ovos, frutas, hortalicas e dgua, portanto,
podem trazer riscos para a saide do consumidor (ZENG et al., 2012). A contaminacao
de origem fecal é geralmente a fonte para contaminacdo dos produtos agricolas pela
dgua de irrigacdo contaminada, por contato direto em ovos e na carne durante o abate.
Os micro-organismos penetram no organismo do hospedeiro por via oral, invadem a

mucosa intestinal, e causam a doenca conhecida por salmonelose, que resulta em febre
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entérica, gastroenterite ou septicemia (JAY, 2005), responsavel por significantes indices
de morbidade e mortalidade, tanto nos paises emergentes quanto nos desenvolvidos. A
dose infectante € varidvel, mas segundo o Ministério da Sadde (2011), em pacientes
imunocomprometidos, concentragdes menores que 1.000 células podem causar
complicagdes (BRASIL, 2011). O quadro clinico geralmente € caracteristico por fezes
diarreicas aquosas, colicas abdominais e sistema febril com duracdo de dois a quatro
dias e a doenga pode evoluir causando desidratagdo, fezes sanguinolentas e até levar a

obito.

1.3 Contaminacao Cruzada em Frutas

Nos dltimos tempos, tem-se tornado comum, doengas causadas pela ingestdo de
alimentos estarem associadas ao consumo de produtos frescos (EUROPEAN FOOD
SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2013). O aumento no consumo de produtos in natura
se deve em parte, a combinagdo de serem produtos sauddveis e de facil preparo
(BERGER et al., 2010; SANT’ANA et al., 2011). Entretanto, frutas e hortalicas, por
serem na maioria das vezes consumidos crus, podem representar um risco potencial para
a saude, pois ndo recebem tratamento térmico ao longo da cadeia de producdo, sendo
que a unica etapa que pode auxiliar na reducdo da carga microbiana é a etapa de
lavagem e/ou sanitizacio (BEUCHAT, 2002; FUSTER-VALLS et al., 2008;
OLIVEIRA et al., 2010). A maioria desses riscos ocorre pelo processo de transferéncia
bacteriana ou contaminac¢do cruzada que s@o considerados como causa importante da
ocorréncia de doencas associadas ao consumo de alimentos (CARRASCO et al., 2012).
Entre os responsdveis por estes surtos, estdo as enterobactérias; Escherichia coli e
Salmonella, identificadas como os principais agentes causadores de surtos em produtos
frescos (QUIROZ-SANTIAGO et al., 2009; CRITZER; DOYLE, 2010).

Na area de plantio, os patdgenos entéricos podem permanecer no meio ambiente,
em fezes de animais colonizados (MUKHERIJEE et al., 2004; 2007), dgua de irrigagdo
(MELLOUL et al., 2001; STRAWN et al., 2013) ou alagamento (OROZCO et al.,
2008). J4 em ambito industrial, os produtos horticolas podem ser contaminados por
patdgenos entéricos durante o processamento (preparacdo, corte, lavagem, dreas de
embalagem, correia transportadora, centrifuga e dgua utilizada) (BUCHHOLZ et al.
2012a; 2012b). A contaminacdo cruzada também € relevante no cendrio comercial e de

consumo, principalmente, durante a manipulacdo e preparacao do corte através de
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superficies, utensilios e maos (PRECHTER et al., 2002; CHRISTISON et al., 2008;
TODD et al., 2009).

Apesar do conhecimento sobre as vias de contaminacdo dos agentes patogénicos
em diferentes fases, que se estende desde o plantio até o consumidor, estudos apontam
que o tempo de lavagem, uso de sanitizante e temperatura da dgua podem reduzir a
carga microbiana em produtos frescos (ALLENDE et al., 2008; DOYLE; ERICKSON,
2008; GIL et al., 2009; DANYLUK; SCHAFFNER, 2011). Entretanto, apenas o uso do
sanitizante ndo € capaz de impedir a transferéncia de Salmonella da superficie de frutas
(UKUKU; PILIZOTA; SAPERS, 2001). Contudo, a eficiéncia dos sanitizantes pode ser
potencializada quando a solugdo € aquecida.

Alguns fatores como tempo de contato, superficie de contato, tipo de micro-
organismo, concentracdo do micro-organismo, entre outros, tornam os estudos de
transferéncia de micro-organismos bastante complexos, j4 que pouco se sabe das
condi¢des e o modo com quem esses fatores podem afetar os resultados do processo de
transferéncia microbiana (JENSEN et al., 2015). Lin e Wei (1997) sugeriram que a
transferéncia de Salmonella da superficie do tomate para o interior durante o corte
possuia dependéncia em relacdo ao local onde o in6culo foi depositado. Para Ukuku e
Fett (2002) a transferéncia de Salmonella durante o corte de meldes frescos estd
correlacionada com a carga e a hidrofobicidade da superficie bacteriana. No estudo de
Ukuku, Pilizota e Sapers (2004) a transferéncia de Salmonella em meldes frescos
inteiros possui relacio com a concentracdo do indculo. Dessa forma, ressalta-se a
necessidade de se realizar mais pesquisas neste tema, afim de conhecer como ocorre o

mecanismo de transferéncia de Salmonella em mangas frascas.

1.4 Salmonella em mangas

Nos ultimos anos, o Centro de Controle e Prevencdo de Doengas (CDC) e a
Administracdo de Alimentos e Remédios (FDA) pertencentes ao Governo Federal do
Departamento de Satide e Servicos Humanos dos Estados Unidos que atuam juntamente
com Departamento de Agricultura (USDA) no intuito de desenvolver e criar agdes no
ambito da seguranca dos alimentos, entre outras listaram os surtos de origem alimentar,
relacionados a contaminagdo por Salmonella em frutas frescas e observaram que a

maioria destes, envolviam frutas importadas (CENTERS FOR DISEASE CONTROL
AND PREVENTION — CDC, 2017b).



As mangas exportadas do Brasil para os Estados Unidos foram causa de um
grave surto de origem alimentar envolvendo Salmonella Newport, em 1999. O surto
resultou em 78 vitimas, em 13 estados americanos, acometendo dois O&bitos
(SIVAPALASINGAM et al., 2003). Outro caso de salmonelose em mangas ocorreu em
2001, também nos Estados Unidos. A infec¢do por Salmonella Saintpaul foi confirmada
em 19 individuos, em dois estados diferentes. Neste surto, identificou-se o Peru como
pais de procedéncia da fruta (BEATTY et al., 2004).

Investigadores de satde publica no Canadd anunciaram um surto de Salmonella
Braenderup associado ao consumo de mangas da marca Daniella, importadas do
Meéxico. Neste surto, o patégeno foi responsdavel por acometer 17 casos na British
Columbia e cinco casos em Alberta. Casos associados a0 mesmo patdgeno, no mesmo
periodo, estavam sendo relacionados nos Estados Unidos. O CDC relatou que a
infec¢do acometeu 127 pessoas, em 15 estados e 33 pessoas foram hospitalizadas (CDC,
2012). Durante esse mesmo periodo, 16 pessoas apresentando sinais de salmonelose
foram relatados em outros trés estados americanos e o CDC relacionou o evento devido

ao consumo por mangas contaminadas com Salmonella Worthington.

1.5 Microbiologia Preditiva

A preocupacdo dos orgdos publicos e do publico consumidor em relagdo ao
fornecimento de alimentos microbiologicamente seguros e sauddveis impulsionou o
desenvolvimento da microbiologia preditiva (TELEKEN et al., 2011). Essa ciéncia
estuda como os alimentos podem ser afetados por micro-organismos utilizando
equacdes matemdticas e auxiliam na avaliagdo e gestdo de seguranca e qualidade
alimentar. (McDONALD; SUN, 1999). Microbiologia preditiva é uma ferramenta que
auxilia na quantificacdo dos efeitos de fatores intrinsecos e extrinsecos na inibicao,
crescimento ou inativacdo dos micro-organismos em alimentos. Para tanto, sdo
implementadas equag¢des matemdticas a partir de dados experimentais, gerados sob
condigdes ambientais de multiplicacdo, inibicdo ou inativacdo microbiana
(DANNENHAUER, 2010).

Os modelos matematicos incluem parametros que estio relacionadas ao processo
de deterioracdo do alimento, como: temperatura, Aw, concentracio de solutos e

potencial hidrogenionico (pH) (ROSS; DELGAARD, 2004). Além destes, outros
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fatores, como o tamanho do indculo e o seu estado fisiolégico, intera¢cdo microbiana, e
duracdo de experimentos sdo determinantes no desenvolvimento do micro-organismo
(MASANA; BARANYI, 2000; KOUTSOUMANIS et al., 2004; ROSS; DALGAARD,
2004; KOUTSOUMANIS, 2008).

Assim, os modelos matematicos servem para afericdo da seguranca alimentar e
avaliacdo de risco em alimentos. Com as curvas de crescimento, € possivel explicar
como ocorre a proliferacdo de um micro-organismo em um determinado alimento, bem
como prever a sua vida de prateleira. Esse tempo de estocagem pode ser maximizado
manipulando o pardmetro temperatura e informar ao consumidor até quando é possivel

utilizar o produto sem riscos.

1.6 Modelos Preditivos

Os modelos de microbiologia preditiva podem ser definidos como uma
expressdo matemdtica que descreve o crescimento, sobrevivéncia, inativacdo ou
processo bioquimico dos micro-organismos (McDONALD; SUN, 1999). Eles sdo
criados com base nas observacdes do comportamento microbiano ao longo do tempo em
funcdo das condi¢des ambientais, e cujos dados sdo obtidos a partir de: (i) estudos
publicados, (ii) base de dados disponivel e (iii) estudos de crescimento, inativa¢do e/ou
sobrevivéncia em alimentos e, ou em meios de cultura. Os dados sdo analisados e sao
identificados padrOes de resposta. Estes sdo expressos sob a forma de expressdes
matematicas com base nos melhores parametros que definam as caracteristicas de
determinado micro-organismo. O desempenho do modelo ajustado € testado. Quando se
obttm o modelo final, a equacdo € inserida em software especializado e ¢é
disponibilizada para a comunidade cientifica (McDONALD; SUN, 1999; ROSS, 2009).

A microbiologia preditiva utiliza os modelos mecanisticos e/ou empiricos
(McMEEKIN et al., 1993). Os modelos mecanisticos descrevem, com base tedrica, a
resposta microbiana, porém, € dificil o seu ajuste estatistico devido a complexidade de
representar quantitativamente o estado fisioldgico da célula. Representa a relagdo entre
a variavel de resposta e a(s) varidvel(eis) explanatéria(s) (McMEEKIN et al., 1993). Os
modelos empiricos sdo mais utilizados e descrevem um conjunto de dados
experimentais por meio de equacdes matemadticas, que se ajustam a fisiologia

microbiana (KRIST et al., 1998; McMEEKIN et al., 2002).
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Os modelos empiricos podem ser classificados em modelos cinéticos e
probabilisticos. Os modelos cinéticos sdo baseados no estudo do comportamento da
populagdo microbiana, taxa de crescimento ou inativagdo dos micro-organismos de
interesse, em fun¢do do tempo (NAKASHIMA et al, 2000). A modelagem
probabilistica enfoca o crescimento € ndo crescimento microbiano em diferentes
condi¢des dos fatores ou barreiras envolvidas no processo que influenciam na
probabilidade do micro-organismo crescer e se reproduzir (LOPEZ-MALO et al., 2000;
LOPEZ-MALO; PALOU, 2000).

Barany e Roberts (1992) classificam os modelos em: primdrios, secundérios e
tercidrios. Os modelos primdrios descrevem a variagdao do nimero de micro-organismos
em relacdo ao tempo, sem alterar o ambiente (LI et al., 2010). Os modelos primérios sao
modelos de crescimento, de inativacdo ou sobrevivéncia, pois sdo derivados diretamente
de dados experimentais. A partir deles se obtém a quantidade de Unidades Formadoras
de Colonias por mililitro ou grama, a quantificacdo de toxinas, os niveis de substratos e
produtos metabdlicos. Assim, € possivel a partir da curva de crescimento estimar 0s
parametros cinéticos como o tempo de lag, taxa especifica maxima de crescimento e
densidade maxima da populacdo (LI et al., 2010). Neste estudo, o modelo primario
utilizado a partir de Barany e Roberts (1994) foi aplicado no sentido de compreender a
dindmica do patégeno no alimento, e obter os parametros cinéticos de crescimento
como a fase lag e a taxa de multiplicagdo.

Os modelos secundarios sdo equacdes que descrevem a variagdo dos parametros
cinéticos (duracdo da fase lag, velocidade de crescimento e densidade maxima da
populacdo) em funcdo da variagdo de uma condicdo ambiental (SIQUEIRA et al.,
2014). A temperatura € fator preponderante, uma vez que a velocidade especifica
maxima de crescimento e a fase lag sdo altamente dependentes da temperatura
(GIANUZZI et al., 1998). Ao permitir simular diferentes condi¢des de abuso no
produto, principalmente durante o transporte e armazenamento de produtos
alimenticios, principalmente os pereciveis até a sua distribuicdo e venda, se torna
imprescindivel o uso destes modelos, pois podem auxiliar na determinacido da vida de
prateleira. Devido a isso, propds-se neste estudo, avaliar o efeito da temperatura sobre
os parametros cinéticos de multiplicacdo usando o modelo de Raiz Quadrada proposto
por Ratkowsky (1982).

Os modelos terciarios sdo constituidos por softwares que utilizam modelos

primdrios e secunddrios. Estes programas podem calcular curvas de crescimento
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microbiano sob diferentes condi¢des ambientais, comparar os efeitos nos micro-
organismos quando submetidos a diferentes condi¢des ou comparar o comportamento
de diversos micro-organismos (OLIVEIRA et al., 2013). Sdo com esses modelos
matematicos que é feita a previsao sobre o que pode acontecer com um micro-
organismo nas condi¢des em que os alimentos se encontram sem necessidade de
experimentos em laboratério, permitindo economia de recursos e possibilitando tomada
de decisdes rapidas. Neste estudo, no intuito de melhor discutir e compreender as
varidveis comportamentais deste patégeno na fruta, os resultados foram comparados as
situagdes similares veiculadas por estudos anteriores que utilizaram os softwares PMP e
ComBase.

Segundo Whiting (1995), entre as vantagens da utilizagdo por modelos
preditivos na microbiologia de alimentos destacam:

e Predicdo de riscos: pode-se estimar a probabilidade do patégeno
sobreviver durante a estocagem e/ou causar a doenga em um individuo.

e Controle de qualidade: a predicao dos efeitos dos fatores ambientais pode
auxiliar nas decisdes sobre pontos criticos de controle em uma Anélise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC). Esta aplicacdo é
particularmente 1til em situacdes em que ha interacdo dos fatores que
controlam o crescimento (WHITING; BUCHANAN, 1997).

e Desenvolvimento de produtos: a sobrevivéncia microbiana pode ser
prevista para mudancas no processamento e/ou nova formulacdo do
produto, sem a necessidade de andlises laboratoriais extensivas.
Alteragdes na composicdo ou processamento de alimentos podem ser
avaliadas rapidamente. Podem auxiliar na defini¢do de prazos de
validade, por meio de estimativas de crescimento de patdgenos
provaveis, que podem ser comparadas as de crescimento da microbiota
deteriorante (WHITING; BUCHANAN, 1997).

e Educacdo: O comportamento microbiano pode ser entendido por pessoas
técnicas ou ndo, devido a representacdo de ilustragdes em gréficos, sobre

os efeitos das condi¢des ambientais no micro-organismo.
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Destaques

O tratamento hidrotérmico com cloro foi eficiente na reducdo da populacdo de S.
Typhimurium em superficies de mangas em relacdo ao tratamento hidrotérmico sem o
sanitizante.

O tratamento hidrotérmico com cloro ndo impediu a transferéncia de S. Typhimurium
das superficies de mangas contaminadas para as frutas ndo contaminadas.

A eficiéncia antimicrobiana do tratamento hidrotérmico combinado com cloro foi
reduzida pelo aumento do nimero de mangas contaminadas por S. Typhimurium, bem

como pela concentracio do inéculo.
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Resumo

Surtos de salmonelose relacionados ao consumo de frutas in natura importadas aos
Estados Unidos t€m sido reportados na literura. Nesse contexto foi recomendado que
mangas importadas para os Estados Unidos recebessem banho de imersdo em dgua
clorada, a 46,1 °C por 65 min. com o objetivo de assegurar a auséncia de patégenos,
principalmente Salmonella. O objetivo desta pesquisa foi avaliar o tratamento
hidrotérmico combinado com cloro na reducdo da contaminagdo e a transferéncia de S.
Typhimurium da superficie da casca de manga (Tommy Atkins) para outras superficies
de mangas. As frutas foram inoculadas por gotejamento, em concentracdes de 3x10° e
3x10® UFC/manga de Salmonella Tyhphimurium. Foram realizados trés experimentos
para cada concentra¢do do in6culo. Foram utilizadas 10 mangas para cada experimento:
no primeiro, uma manga foi inoculada, no segundo; trés mangas foram incouladas e, no
terceiro experimento; indculou-se cinco mangas. O tratamento hidrotérmico combinado
com solucdo clorada na concentragcdo de 200 mg.L'1 de CRT ocorreu a 46,1 °C por 65
min. A presenga de S. Typhimurium na superficie de mangas inoculadas apds o
tratamento hidrotérmico com ou sem cloro foi confirmada em todos os experimentos,
exceto no primeiro experimento, quando apenas uma manga do lote foi contaminada na
concentragdo de 10’ UFC/manga seguido-se do tratamento hidrotérmico com cloro. A
transferéncia de Salmonella da superficie da manga inoculada para as frutas ndo
inoculadas, foi frequentemente menor que 50 %, tanto para o tratamento hidrotérmico
com cloro ou sem cloro. A excecdo constatada foi no experimento em que cinco
unidades da fruta de um total de 10 foram inoculadas. Nesta situacdo, observou-se que
houve 60 % de transferéncia de Salmonella para as superficies de mangas ndo
inoculadas, do tratamento hidrotérmico sem cloro. Dessa forma, conclui-se que o
tratamento hidrotérmico com cloro foi mais eficiente na reducdo das taxas de
transferéncia do patégeno inoculado na casca da manga, independente da concentracio
do inbéculo e mesmo quando se aumentou o nimero de frutas contaminadas. Os
resultados enfatizam a importancia de realizar a adequada clorag¢do da 4dgua utilizada no

tratamento hidrotérmico na prevencao contra Salmonella aderida a superficie das frutas.

Palavras-chave: Manga; Salmonella; Sanitizante; Transferéncia microbiana,

Tratamento hidrotérmico.
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1. INTRODUCAO

E crescente a discussdo que envolve relatos de surtos alimentares causados pelo
consumo de frutas frescas e outros vegetais pela comunidade cientifica (CALLEJON et
al., 2015; DENIS et al., 2016; HERMANN; HALLE; GOULD, 2015). Esses produtos
geralmente estdo expostos a contamina¢do microbiana que pode ocorrer desde a
colheita, durante o transporte, processamento e distribuicio (ALEGRE et al., 2010). No
Brasil, entre 2007 e 2016 ocorreram mais de 6.000 surtos de origem alimentar, sendo
que 0,6 % estiveram relacionados ao consumo de frutas, produtos de frutas e similares,
e Salmonella foi o principal patdgeno identificado em aproximadamente 7,5 % dos
surtos (BRASIL, 2016).

Na Unido Europeia, sdao relatados anualmente mais de 100.000 casos de
salmoneloses em humanos e as frutas estdo entre os alimentos crus que representam
maior risco de contaminagdo por este patdégeno, atrds apenas dos vegetais folhosos
(EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY - EFSA, 2017). Enquanto que nos
Estados Unidos estima-se que Salmonella seja responsdvel por cerca de um milhdo de
doencas causadas pela ingestdo de alimentos, 19 mil hospitalizacdes e 380 mortes, a
cada ano (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION — CDC,
2017). Em resposta a tais surtos, as agéncias de seguranga de alimentos nos Estados
Unidos, passaram a corrigir algumas regulamentagdes para importacao de frutas frescas,
entre elas, o tratamento de imersdo em d4gua quente (T102 — a Treatment Manual)
referente a importagdo de mangas (UNITED STATES DEPARTEMENT OF
AGRICULTURE - USDA, 2016). Isso porque, mesmo apds a sua implantacdo em
1988, ocorreram surtos por Salmonella relacionados ao consumo de mangas importadas
do Brasil, em 1999 (SIVAPALASINGAM et al., 2003), Peru, em 2001 (BEATTY et al.,
2004) e do Meéxico, em 2012 (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION — CDC, 2012). A ocorréncia destes surtos, em parte, se deve ao fato de
que, os galpdes de processamento da fruta, sdo estruturas abertas, facilitando a entrada
de animais que transportam patégenos humanos, como Salmonella e dessa forma,
possibilita a contaminacio da d4gua utilizada no tratamento a quente
(SIVAPALASINGAM et al., 2004).

Desta forma, as mangas para serem exportadas aos Estados Unidos devem
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receber o tratamento hidrotérmico que consiste na imersao das frutas em dgua quente
(46,1 °C) durante 65 min, esse tempo € vdlido para mangas com peso de até 375 g
(UNITED STATES DEPARTEMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2016). Entre as
novas diretrizes para que o tratamento hidrotérmico ocorra em conformidade estd a
exigéncia da cloracdo da dgua em 200 mg/L"' de CRT utilizada na etapa do banho de
imersdo (UNITED STATES DEPARTEMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2016).
Diante disso, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da utilizacdo da
dgua clorada na etapa do banho hidrotérmico em mangas na reducdo de Salmonella da
superficie desta fruta e na transferéncia deste patégeno para outras frutas ndo

contaminadas.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Mangas (Mangifera indica L.) da variedade Tommy Atkins foram adquiridas no
comércio de Vigosa/MG. Frutos maduros, sem lesdes e com peso de até 375 g foram
coletados em sacolas plasticas esterilizadas e transportadas ao Laboratério de Higiene e
Microbiologia de Alimentos (LHMA) do Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA) da Universidade Federal de Vicosa (UFV), a temperatura ambiente.

2.2 Sanitiza¢do das frutas

A lavagem e sanitizacdo das mangas seguiram as instrucdes descritas por Bastos
et al. (2006). As mangas foram lavadas em agua corrente e limpas utilizando esponja e
detergente neutro massageando-as manualmente por 10 min. Posteriormente, foi
realizada a sanitizacio em solucdo clorada na concentracdo de 200 mg.L"' de cloro
residual total (CRT), por 5 min, pH 6,5 £+ 0,2. A solu¢do clorada foi preparada a partir
do produto comercial (Sumaveg Diversy Brasil Industria Quimica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) em dgua com temperatura entre 10 a 15 °C. Foi utilizado o tiossulfato de sédio
(Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) a 0,25 % (m/v), 5 min, para a neutralizacdo do
agente sanitizante (SCOLFORO et al., 2017). Apds a sanitizacdo de cada lote de

mangas, uma das frutas foi utilizada como controle negativo.
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2.3 Recuperagdo de S. Typhimurium

S. enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium ATCC 14028 foi utilizado
nesta etapa. Uma aliquota do micro-organismo, congelada a -18 °C em caldo Infusdo
Cérebro e Coracdo (BHI, Himedia, Sao Paulo, Brasil) foi transferida para tubos
contendo 10 mL de caldo Triptona de Soja (TSB, Kasvi, Parand, Brasil) e incubada a 37
+ 1 °C/12 h. A cultura foi transferida novamente para outro tubo com caldo TSB e
incubada a 37 + 1 °C/6 h.

A suspensdo de células foi padronizada a uma absorvincia de 0,1 em
espectrofotometro (Kazuaki IL-227, Sdo Paulo, Brasil) no comprimento de onda de 625
nm equivalente a apeoximadamente 10° UFC/mL. Quando necessdrio, o inéculo foi
diluido em dgua peptonada tamponada (BPW, Kasvi, Parand, Brasil) para se alcancar a

concentracao de 10° UFC/mL.
2.4 Inoculagdo de S. Typhimurium

Nesta etapa, as mangas foram numeradas na sequéncia de um a dez, para
identificacdo. As mangas que receberam a inoculag@o foram colocadas individualmente
em um prato de vidro esterilizado e em seguida foi distribuido 3 mL do in6culo em cada
fruta, por gotejamento, conforme metodologia adaptada de Harris et al. (2001). A fruta
incubada foi deixada em repouso a 25 °C, por 2 h, para fixacdo do indculo. Foram

estudadas duas concentragdes de indculo, 3 x 10°e3x 10° UFC/manga, separadamente.
2.5 Tratamento hidrotérmico combinado com cloro

Em um recipiente de aco inoxidavel com capacidade de 20 L, previamente
higienizado, foram preparados 2 L de solucdo clorada na concentragdo de 200 mg.L'1 de
CRT, pH 6,5 £ 0,2, utilizando 4gua esterilizada na temperatura entre 10 a 15 °C,
conforme fabricante (Sumaveg Diversy Brasil Inddstria Quimica Ltda, Sdo Paulo,
Brasil). A solucdo clorada foi previamente aquecida, com auxilio de dois ebulidores
elétricos (EB Distribuidora, Gravatai, RS, Brasil, 770 W de poténcia) até a temperatura

de 46,1 £ 1 °C, para a simulac¢do do tratamento hidrotérmico. Para o acompanhamento
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da temperatura, utilizou-se um termostato digital (MasTech Tecnologia Ltda, Sao Paulo,
Brasil) com medidas da temperatura em intervalos de tempo de 5 min.

Manualmente, utilizando luvas de latex (Supermax, Brasil Importadora S/A,
Parand Brasil), as mangas contaminadas e as mangas ndo contaminadas foram imersas
na solucdo sanitizante aquecida, para a simulacdo do tratamento hidrotérmico. Os
experimentos A, B, C, D, E, F (Tabela 1) receberam o tratamento hidrotérmico por 65

min, com controle da temperatura. Nao houve agitacdo das mangas, durante o banho.

Tabela 1: Tratamentos hidrotérmicos conduzidos em duas concentra¢des de inéculo (10°
e 10® UFC/manga) em seis experimentos (A, B, C, D, E, F) de acordo com o nimero de
mangas inoculadas (1, 3, 5), simulando baixo (10 %), médio (30 %) e alto (50 %) nivel

de contaminagdo

Concentracao do Experimentos Numerode  Contaminacdo Simulacao

inoculo Mangas (%) de nivel
(UFC/manga) inoculadas
A 1 10 baixo
10° B 3 30 médio
C 5 50 alto
D 1 10 baixo
10° E 3 30 médio
F 5 50 alto

ApO6s a simulacdo do banho hidrotérmico, foram adicionados 2 L de tiossulfato
de sédio (Sigma-Aldrich, Sao Paulo, Brasil) a 0,25 % (m/v) por 5 min, para a
neutralizacdo do agente sanitizante. Posteriormente, as mangas foram retiradas do
recipiente de aco inoxiddvel manualmente, com as maos enluvadas e colocadas em
placas de Petri esterilizadas, por 30 min, em temperatura ambiente para o seu

arrefecimento.

2.6 Tratamento hidrotérmico sem cloro

Da mesma forma, os procedimentos dos Experimentos A, B, C, D, E, F

mencionados no item 2.5, bem como as duas concentracdes de indculo analisadas (105 e
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108 UFC/manga) foram realizados sem a adi¢cdo do cloro na dgua do tratamento

hidrotérmico.

2.7 Avaliacdo da transferéncia microbiana

A metodologia adotada para verificacdo da presenca por S. Typhimurium nas
superficies das mangas foi fundamentada a partir do método Organizacdo Internacioal
para Padronizacao (ISO) 6579:2002 (ANONYMOUS, 2002). As mangas foram
colocadas individualmente, em sacos plasticos esterilizados contendo 200 mL de dgua
peptonada tamponada (BPW, Kasvi, Parand, Brasil) e massageadas manualmente, por 2
min. As amostras (saco com a fruta) foram incubadas a 37 = 1 °C por 18 + 2 h. Apods a
incubacdo, foram semeadas aliquotas de 0,1 mL e 1,0 mL dessa suspensdo para 10 mL
de caldo Rappaport—Vassiliadis (RVS, Himedia, Sao Paulo, Brasil), seguindo de
incubacdo em banho-maria a 41,5 = 1 °C por 24 + 3 h e para 10 mL de caldo Mueller
Kauffman Tetrationato Novobiocina (MKTTn, Kasvi, Parana, Brasil), incubado a 37 +
1 °C por 24 + 3 h, respectivamente.

Foram retiradas aliquotas dos caldos RVS e MKTTn e realizadas estrias em placas
contendo Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Kasvi, Parani, Brasil) e Agar
Hektoen (HE, Kasvi, Parand, Brasil), incubadas a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h. Col6nias
presuntivas de Salmonella nas placas de XLD e HE foram recuperadas em Agar
Nutriente (NA, Himedia, Sdo Paulo, Brasil) e incubadas a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h. Testes
bioquimicos foram realizados, por semeadura em Agar Triplice Acticar Ferro (TSI,
Himedia, Sao Paulo, Brasil), Agar Lisina Ferro (LIA, Himedia, Sdo Paulo, Brasil), Agar
Sulfito de Hidrogénio, Indol e Motilidade (SIM, Himedia, Sao Paulo, Brasil) e caldo
Uréia de Christensen (Kasvi, Parand, Brasil), incubados a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h.

Culturas que apresentaram resultados tipicos de Salmonella foram testados por
aglutinacdo com o anti soro somatico polivalente (Poli O, BD Difco, Sao Paulo, Brasil).

Os resultados foram expressos como presenga ou auséncia de Salmonella por fruta.
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2.8 Andlise dos resultados

Todos os experimentos ocorreram em duplicata e foram repetidos trés vezes. Os
resultados dos ensaios de transferéncia de S. Typhimurium nas superficies de mangas

foram avaliados por andlise descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao se recuperou Salmonella spp. das amostras de mangas utilizadas como o
controle negativo, selecionadas apds a etapa de sanitizacdo. Nesta pesquisa, 0s
experimentos simularam a transferéncia que pode ocorrer quando mangas Tommy
Atkins contaminadas por S. Typhimurium e mangas ndo contaminadas sdo tratadas com
dgua aquecida, considerada obrigatéria para exportacdo da fruta, aos Estados Unidos. S.
Typhimurium nao foi recuperado da superficie de manga inoculada, com 10°
UFC/manga, apds o tratamento hidrotérmico com cloro, no experimento A. Contudo,
nos demais experimentos, foi detectado a presenca do patégeno das superficies de
mangas inoculadas, apds o tratamento hidrotérmico com ou sem cloro. A predominancia
de Salmonella nas superficies das mangas, mesmo apos os tratamentos hidrotérmicos,
sugere que o procedimento, adotado como controle sanitario, pode apresentar falhas e,
portanto, é necessario que sua técnica seja analisada e discutida a fim de minimizar
riscos associados a contaminacao por patdgenos nestas frutas.

Neste estudo, utilizou-se a temperatura, o tempo e a cloracido da dgua do banho
de imersdo de acordo com a recomendacdo proposta pelo Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (UNITED STATES DEPARTEMENT OF AGRICULTURE -
USDA, 2016), que € a utilizacdo de 46,1 °C, por 65 min, e 200 mg.L'] de cloro residual
total, respectivamente. Contudo, temperaturas mais elevadas da 4gua podem influenciar
no amadurecimento mais rdpido da fruta e com isso, trazer prejuizos para a
comercializacdo da manga (BENDER; SEIBERT; BRECHT, 2003). Ao passo que, o
aumento da concentragdo de cloro pode causar um forte cheiro do sanitizante e provocar
um sabor desagraddvel nas mangas (SERTTHIKUL; MAHAKARNCHANAKUL;
SAJJAANANTAKUL, 2003).

Dessa forma, aumentar a temperatura ou a concentragdo do cloro no banho de

imersdo de mangas para evitar possiveis contamina¢des microbiolégicas nao sdo opgoes
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véalidas. Porém, é possivel sugerir que o prolongamento do tempo do tratamento
hidrotérmico , pode diminuir a prevaléncia de S. Typhimurium na superficie das frutas.
Por outro lado, a auséncia do patégeno na superficie de mangas do experimento A, apds
o tratamento hidrotérmico com cloro, sugere que este fato possa ter ocorrido pela
combinacio da baixa concentracdo do inéculo, 10° UFC/fruta e pelo nimero de mangas
inoculadas, apenas uma, em um lote de 10 frutas, aumentando a possibilidade de
dispersdo do patégeno na solucdo clorada. Além disso, soma-se também a este fato, o
efeito térmico do tratamento e do poder oxidante do cloro.

Na Tabela 2 observa-se a porcentagem de transferéncia de S. Typhimurium nas
superficies de mangas contaminadas para outras superficies das frutas nado

contaminadas, apds o banho de imersdao com e sem cloro.

Tabela 2: Porcentagem de transferéncia de S. Typhimurium das superficies de mangas
Tommy Atkins contaminadas para superficies de mangas ndo contaminadas, apds a

etapa do tratamento hidrotérmico com e sem a adi¢@o de cloro

Concentracao Niimero de Tratamento  Tratamento
do inéculo mangas Experimento  hidrotérmico hidrotérmico
(UFC/manga) inoculadas com cloro (%) sem cloro (%)
1 A ND ND
10° 1,2¢3 B ND ND
1,2,3,4e5 C 20,00 40,00
1 D ND 11,11
10° 1,2e3 E 14,28 28,57
1,2,3,4¢5 F 40,00 60,00

e ND: ndo detectado

Observa-se que, nos experimentos A e B, ndo foi detectada a transferéncia de S.
Typhimurium das superficies de mangas para as outras frutas, em ambos os tratamentos
hidrotérmicos. A menor porcentagem (11,11 %) detectada oriunda da transferéncia de S.
Typhimurium das superficies de mangas para as demais frutas ocorreu no experimento
D relativo ao tratamento hidrotérmico sem cloro. No experimento F observou-se a
maior porcentagem (60 %) de transferéncia do patégeno no tratamento hidrotérmico

sem cloro.
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Foi percebido que a concentragdo do indculo, o nimero de frutas contaminadas e
a presenca ou auséncia do cloro no tratamento hidrotérmico sao fatores que influenciam
na porcentagem de transferéncia de S. Typhimurium da superficie de manga. Quanto
mais baixo foi a concentragdo inicial do in6culo, menor a transferéncia de Salmonella.
Este resultado foi potencializado quando o experimento foi realizado com sanitizante.
Ao passo que, quanto maior o nimero de mangas contaminadas por S. Typhimurium,
maior € a propor¢do da porcentagem de transferéncia observada nos experimentos, em
ambos os tratamentos hidrotérmicos.

A efetividade do tratamento hidrotérmico a 46,1 °C por 65 min, combinado com
cloro, na transferéncia de Salmonella de superficie de manga, realizado sob as
condig¢des correspondentes aos pardmetros de operacdo recomendados para a seguranca
alimentar, ndo foi relatado em outros estudos cientificos. Outras pesquisas semelhantes
ao tema relacionaram a reducdo de Salmonella da casca de frutas em funcdo da
temperatura da 4gua (UKUKU; PILIZOTA; SAPERS, 2004); do tratamento por imersao
com ou sem cloro (UKUKU; HUANG; SOMMERS, 2015; UKUKU; FETT, 2006); e
da quantidade de frutas em razdo da quantidade de solucdo sanitizante (BEUCHAT;
DAVID; ALALI, 2012).

Embora tenha se observado uma baixa deteccio de Salmonella para as
superficies de mangas ndo contaminadas (Tabela 3), € importante ressaltar que a
transferéncia do patégeno ja foi reportada e o motivo esteve relacionado a dgua utilizada
nos tanques de processamento (SIVAPALASINGAM et al., 2004). A dgua pode ser
contaminada por distintos motivos, incluindo a exposicdo de animais em galpdes
durante o processamento. Desta forma, apds o tratamento hidrotérmico, as fibras
alimentares da fruta que esta aquecida se contraem durante o resfriamento e uma
diferenca de pressdo hidrostatica interna entre os gases, absorve a dgua, assim como
também, absorve os patdgenos (BUCHANAN et al., 1999). Por isso, a 4gua
utilizada no processamento de frutas deve ser filtrada e adequadamente clorada e se a
agua fria for utilizada posteriormente, € necessdrio que se tenha um minimo de 30
minutos de arrefecimento entre 4gua quente e fria (UNITED STATES
DEPARTEMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2016).

Penteado, Eblen e Miller (2004) explicam que se ocorrer a internalizacdo do
patégeno, os tratamentos convencionais de descontaminacdo da superficie da fruta ndo
reduzirdo o risco potencial de um surto alimentar quando o produto for consumido. O

uso de dgua ndo tratada ou que ndo estd adequadamente clorada ou que se torna
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contaminada durante o processamento pode servir como vetor para contaminacdo de
mangas e para internalizacdo de patdgenos. Este processo inclusive ja foi evidenciado
em pesquisas sobre tomates (ZHUANG; BEUCHAT; ANGULO, 1995), magas
(BUCHANAN et al., 1999) e mangas (BORDINI et al., 2007; PENTEADO; EBLEN;
MILLER, 2004) e, os autores concluiram que geralmente este processo ocorre através
do pedinculo (UNITED STATES DEPARTEMENT OF AGRICULTURE - USDA,
2016). Porém, ndo € descartada a transferéncia de Salmonella da casca para a polpa das
frutas. Inclusive, ja foi evidenciado em outros estudos, que isto pode ocorrer durante o
descascamento ou o corte da fruta (GILBERT et al. 1955; GKANA; LIANOU;
NYCHAS, 2016; LIN; WEIL 1997, WANG; RYSER, 2016).

A Tabela 3 demonstra a porcentagem total da contaminacao de S. Typhimurium
entre as superficies de mangas Tommy Atkins apds os tratamentos hidrotérmicos com

ou sem o sanitizante.

Tabela 3: Porcentagem da contaminagdo total por S. Typhimurium entre as superficies

de mangas apds a etapa do tratamento hidrotérmico com e sem a adi¢do de cloro

Concentracao Niimero de Tratamento Tratamento
do indculo mangas Experimento  hidrotérmico hidrotérmico
(UFC/manga) inoculadas com cloro (%) sem cloro (%)
1 A ND 10
10° 1,2e3 B 30 30
1,2,3,4e5 C 60 70
1 D 10 20
10° 1,2¢3 E 40 50
1,2,3,4e5 F 70 80

e ND: nio detectado

Nio foi detectada contaminagdo de S. Typhimurium na superficie de manga no
experimento A, apds o tratamento hidrotérmico com cloro. A maior porcentagem de
contamina¢do do patégeno ocorreu no experimento F (80 %), observada no tratamento
hidrotérmico sem cloro. De forma geral, percebe-se que os experimentos tratados com
cloro apresentaram porcentagens menores de contaminacdo por Salmonella das

superficies de mangas quando comparados as porcentagens dos valores dos
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experimentos tratados sem o sanitizante. Esses resultados sugerem que o tratamento
hidrotérmico com cloro foi mais eficiente em relagcdo ao tratamento hidrotérmico sem o
sanitizante. Porém, as interpretacdes destes resultados, ndo podem ser conclusivos e
devem levar em consideragado fatores que nao foram analisados neste estudo.

Desta maneira, sdo considerados fatores limitantes desta pesquisa a condi¢do do
in6culo e o método de inoculacdo (SINGH et al., 2002), tipo de superficie (hidrofébica,
hidrofilica, lisa, rugosa) (HAN et al., 2001), método de aplicacio do sanitizante
(imersdo, pulverizacdo, lavagem) (SINGH et al., 2002), temperatura da 4gua (ANNOUS
et al., 2001; BUCHANAN et al., 1999; LIA et al., 2001), processamento da amostra
(homogeneizacdo, lavagem manual), monitoramento do cloro livre (RUSHING;
ANGULO; BEUCHAT, 1996) e método de recuperacdo bacteriana (meio seletivo)
(HAN et al.,, 2001). Portanto, ndo se pode afirmar que, os menores valores das
porcentagens observadas sdo decorrentes da eficicia do tratamento hidrotérmico
combinado com cloro.

Diante do exposto, ressalta-se que a lavagem em 4gua de frutas ou hortalicas €
considerada essencial para remoc¢do das sujidades destes vegetais, contudo ndo € capaz
de remover completamente os micro-organismos que possam estar aderidos a
superficies destes alimentos, sendo entdo necessario que ocorra a cloracdo adequada da
dgua, com a finalidade de reduzir a contaminacdo por patogenos. Os resultados deste
estudo indicam que a exposi¢do de superficies de mangas Tommy Atkins durante o
tratamento hidrotérmico com soluc¢do clorada pode reduzir o risco de uma infecc¢do

causada por salmonelose.

4. CONCLUSAO

O tratamento hidrotérmico com cloro ndo ¢é suficiente para eliminar S.
Typhimurium da superficie de mangas, principalmente em concentracdes de indculo
superiores da 3 x 108 UFC/manga. O tratamento hidrotérmico com sanitizante
demonstrou ter efeito contra a transferéncia de S. Typhimurium para as superficies de

mangas ndo inoculadas.
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Destaques

Salmonella spp. ndo foi isolada de mangas Tommy Atkins.

O crescimento de S. enterica ocorre com maior prevaléncia na casca do que na polpa da
manga.

Temperaturas entre 20 e 35 °C potencializaram o crescimento do patégeno, em casca e
polpa de manga.

Construiu-se modelo secundario sobre efeito da temperatura nos parametros cinéticos de

crescimento de Salmonella em manga.
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Resumo

Mangas exportadas do Brasil aos Estados Unidos ja foram causa de surto de origem
alimentar envolvendo S. enferica. A presenga deste patégeno em frutas, pode estar
relacionada a capacidade de multiplicagdo em condi¢des adequadas de pH, atividade de
dgua e temperatura. O objetivo deste estudo foi avaliar a incidéncia de Salmonella em
manga Tommy Atkins (Mangifera indica L.) e estimar os parametros cinéticos de
crescimento deste patégeno inoculado em casca e polpa de manga, sob condi¢des de
temperatura de 7 a 35 °C. Nao foi verificada ocorréncia de Salmonella spp. nas 100
amostras de manga coletadas em estabelecimento comercial. Para determinacdo dos
parametros cinéticos de crescimento, foi utilizada S. enterica subsp. enterica inoculada
na casca e na polpa da manga na concentracio de 10 UFC/g . Os resultados mostratam
que ndo houve diferenca significativa nos parametros cinéticos (4, G e u) quando
avaliados entre casca e polpa de manga sob a mesma temperatura. Os valores da fase 4
em casca e polpa de manga a 7 e 10 °C diferiram estatisticamente (p < 0,05) dos valores
da fase 4 em temperaturas acima de 15 °C. Houve diferenca estatistica (p < 0,05) nos
valores do G de S. enterica inoculada na casca de manga entre as temperaturas a 7, 10 e
15 °C, enquanto que na polpa da fruta, esta diferenca estatistica (p < 0,05) também foi
observada a 20 °C. Nas temperaturas de 7, 10 e 15 °C os valores da u de S. enterica
obtidos em casca e polpa de manga, diferiram significativamente (p < 0,05) dos valores
da u a 20, 25, 30 e 35°C. A partir dos valores obtidos dos parametros cinéticos da fase
lag 4, do tempo de geracdo G e da taxa de crescimento y, pode-se concluir que casca e
polpa de manga Tommy Atkins oportunizaram o crescimento de S. enterica, em
temperaturas variando de 7 e 35 °C. Contudo, nas temperaturas mais baixas o
desenvolvimento de S. enterica foi mais lento, pois apresentou maior tempo de fase lag
e menores valores das taxas de crescimento. Os modelos secunddrios criados foram
capazes de descrever o efeito da temperatura no logaritmo natural da fase lag e na raiz
quadrada da taxa de crescimento de S. enterica em casca e polpa de manga. Além disso,
os dados obtidos com os modelos secundérios, quando comparados com os dados de
crescimento deste patdégeno obtidos a partir de modelos computacionais (PMP e
ComBase) apresentaram pequena variacdo dos valores da In 1 e \/,u. Desta forma, os
resultados deste estudo comprovam a capacidade de S. enterica crescer em casca e
polpa de manga Tommy Atkins, sob temperaturas de armazenamento que variam entre

7a35°C.
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microbiana.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, dados da Secretaria de Vigilancia em Satide, do Ministério da Saude,
indicaram que entre 2007 e 2016 ocorreram 6.632 surtos de doengas causadas por
alimentos, sendo Salmonella o principal patégeno envolvido, em aproximadamente 7,5
% dos casos confirmados. Frutas, produtos de frutas e similares representaram 0,6% da
relacdo destes alimentos, nos surtos em geral (BRASIL, 2016).

Sabe-se que Salmonella é uma bactéria enteropatogénica que pode estar
amplamente difundida no ambiente e que pode contaminar os frutos a partir do contato
com o solo, poeira, dgua, fezes de animais e pela manipulagdo humana (CDC, 2015).
Além disso, pode ocorrer transferéncia do patégeno via contaminacdo cruzada no
momento do descasque e/ou corte da fruta (CDC, 2015) assim como, ocorrer a
internalizacio do patégeno durante o tratamento hidrotérmico (BORDINI et al., 2007).

Mangas exportadas do Brasil para os Estados Unidos foram causa de um grave
surto de origem alimentar envolvendo Salmonella Newport, em 1999. O surto resultou
em 78 vitimas, em 13 estados americanos, acometendo dois Obitos
(SIVAPALASINGAM et al., 2003). Outro caso de salmonelose em mangas ocorreu em
2001, também nos Estados Unidos. A infec¢do por Salmonella Saintpaul foi confirmada
em 19 individuos, em dois estados diferentes. Neste surto, identificou-se o Peru como
pais de procedéncia da fruta (BEATTY et al., 2004). Outro surto, dessa vez envolvelndo
Salmonella Braenderup em mangas exportadas do México acometeram 127 pessoas, nos
Estados Unidos, em 2012 (CDC, 2012).

Outras frutas também ja estiveram associadas a surtos por contamina¢do com
Salmonella Typhimurium em tomates (CDC, 2006), Salmonella Thompson e
Salmonella Panama como mamoes (CDC, 2011a; 2017), Salmonella Agona em meldes
(CDC, 2011b). A presenca deste patégeno em frutas, pode estar relacionada a
capacidade de multiplicacio em condi¢des adequadas de pH, atividade de 4gua e
temperatura (KEERTHIRATHNE et al., 2016). A temperatura € o fator ambiental de
grande influéncia no crescimento de bactérias nos alimentos (MCMEEKIN et al., 2008).
Dessa forma, estudos de modelagem do efeito deste fator no crescimento de Salmonella
em frutas, tém sido relatados nos ultimos anos (PENTEADO et al., 2014; PENTEADO
e LEITAO, 2004; REZENDE et al., 2016; SCOLFORO et al., 2017).

Para descrever o efeito desses fatores no desenvolvimento microbiano, modelos

matemadticos tem sido ajustados a partir de dados experimentais sob condicdes
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definidas. Essas equagdes matemdticas obtidas auxiliam na compreensao de como esses
fatores ambientais favorecem ou n3o a multiplicacdo, inibicio ou morte dos
microrganismos, contribuindo dessa forma para seguranga dos alimentos.

Neste estudo, foi avaliado a incidéncia de S. em manga e determinado os
pardmetros cinéticos de crescimento: fase lag A, tempo de geracdo G, taxa de
crescimento u e populacdo médxima x, de S. enterica em casca e polpa de manga Tommy

Atkins, sob condi¢des de temperaturas entre 7 a 35 °C.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

Mangas variedade Tommy Atkins foram avaliadas quanto a incidéncia de
Salmonella, seguindo as normas da ISO 6579:2002 (ANONYMOUS, 2002). Foram
analisadas 100 unidades adquiridas em diferentes pontos comerciais da cidade de
Vigcosa/MG, durante o periodo de janeiro a abril de 2017. Frutos maduros, sem lesdes e
com peso médio de 300 g foram coletados em sacolas pldsticas esterilizadas e
transportadas para o Laboratério de Higiene e Microbiologia de Alimentos (LHMA) do
Departamento de Tecnologia de Alimentos (DTA) da Universidade Federal de Vigosa

(UFV), em temperatura ambiente e imediatamente analisadas.

2.2 Detecgdo de Salmonella

Cada fruta foi colocada em sacola pléstica esterilizada contendo 250 mL de dgua
peptonada tamponada (BPW, Kasvi, Itdlia), seguindo-se por massagem manual, por 2
min. As amostras (sacola com a fruta) foram incubadas a 37 + 1 °C por 18 + 2 h. Apés a
incubacgdo, foram semeadas aliquotas de 0,1 mL e 1,0 mL dessa suspensdo em 10 mL de
caldo Rappaport—Vassiliadis (RVS, Himedia, India), seguindo de incubagio em banho
maria a 41,5 £ 1 °C por 24 + 3 h e para 10 mL de caldo Mueller Kauffman Tetrationato
Novobiocina (MKTTn, Kasvi, Itdlia), incubado a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h,
respectivamente.

Foram retiradas aliquotas dos caldos RVS e MKTTn e realizadas estrias em placas

contendo Agar Xilose Lisina Desoxicolato (XLD, Kasvi, Italia) e Agar Hektoen (HE,
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Kasvi, Itdlia), incubadas a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h. Coldnias presuntivas de Salmonella
nas placas de XLD e HE foram recuperadas em Agar Nutriente (NA, Himedia, India) e
incubadas a 37 + 1 °C por 24 + 3 h. Testes bioquimicos foram realizados, por semeadura
em Agar Triplice Actcar Ferro (TSI, Himedia, fndia), Agar Lisina Ferro (LIA,
Himedia, India), Agar Sulfito de Hidrogénio, Indol e Motilidade (SIM, Himedia, India)
e caldo Uréia de Christensen (Kasvi, Itdlia), incubados a 37 £ 1 °C por 24 + 3 h.
Culturas que apresentaram resultados tipicos de Salmonella foram testados por
aglutinacdo com o anti soro somdtico polivalente (Poli O, BD Difco, Brasil). Os

resultados foram expressos como presenca ou auséncia de Salmonella por fruta.

2.3 Determinacdo dos pardmetros de crescimento (fase lag A, tempo de geracdo G, taxa
de crescimento u e populagdo maxima k) de S. enterica em casca e polpa de manga

Tommy Atkins

2.3.1 Amostras

Mangas variedade Tommy Atkins foram utilizadas nesta etapa do estudo. As
mangas foram higienizadas seguindo as instru¢des descritas no Processamento Minimo
de Frutas (BASTOS, 2006). As mangas foram lavadas em &4gua corrente utilizando
esponja e detergente neutro massageando-as por 10 min. Posteriormente, foi realizada a
sanitizacdo em solucdo clorada na concentragdo de 200 mg L de cloro residual total,
por 5 min, pH 6,5 + 0,2. A solug@o clorada foi preparada a partir do produto comercial
(Sumaveg, Brasil) em dgua com temperatura entre 10 a 15 °C. Foi utilizado o tiossulfato
de sédio (Sigma-Aldrich, USA) a 0,25 % (m/v), 5 min, para a neutralizacdo do agente
sanitizante (SCOLFORO et al., 2017).

2.3.2 Cultura bacteriana

S. enterica subsp. enterica isolado de alface (SILVA, 2013) foi utilizado nesta
etapa. O micro-organismo congelado a -18 °C em caldo Infusdo Cérebro e Coracdo
(BHI, Himedia, Brasil) foi transferido para tubos contendo 10 mL de caldo Triptona de
Soja (TSB, Kasvi, Italia) e incubado a 37 = 1 °C por 12 h. A cultura foi transferida

novamente para outro tubo com caldo TSB e incubada a 37 = 1 °C por 6 h. O inoculo
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foi padronizado a 0,1 de absorvancia em espectrofotdometro (Kazuaki IL.-227, Brasil) no
comprimento de onda de 625 nm, equivalente a 102 UFC.mL"! (SCOLFORO et al.
2017).

2.3.3 Avaliagdo do pH e Aw

As medidas de pH e atividade de 4gua (Aw) foram realizadas conforme
metodologia descrita pelo Instituto Adolfo Lutz (2008). Para andlise do pH foram
pesados 10 g da polpa da fruta e maceradas em 100 mL de dgua destilada. Em seguida,
foi realizada a leitura em pHmetro (Ion PHB-500, Brasil). A Aw foi mensurada
utilizando o medidor de atividade de 4gua de ponto de orvalho 4TE (Aqualab®,
Decagon, Washington, USA).

2.3.4 Inoculagdo e enumeracdo de S. enterica

Para a retirada da casca da fruta foi utilizado bisturi € um molde de 5 cm?,
esterilizados. Ja a polpa da fruta foi retirada com auxilio de faca esterilizada removendo
cortes da polpa com peso de aproximadamente 1 g. Casca e polpa da fruta foram
colocadas individualmente, em placas de Petri esterilizadas e inoculadas com 0,1 mL de
S. enterica para obter uma concentracdo final em torno de 10° UFC/g. As amostras
foram incubadas em diferentes temperaturas (7, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C) e a
enumeracdo de Salmonella foi realizada em tempos diferentes de acordo com a
temperatura de incubacdo (baseado em dados de crescimento da bactéria simulados pelo
Programa - PMP, versdao 7.0, disponibilizado pelo Departamento de Agricultura -
Servigo de Pesquisa Agricola USDA - ARS).

Para a enumeracdo bacteriana as amostras foram individualmente transferidas para
frascos de vidro contendo 9 mL de dgua peptonada 0,1 % (BD, Difco, Brasil), seguindo
de homogeneizacdo em vortex (Vortex Genie® 2 G-560, Scientific Industries, Inc.,
Bohemia, Nova York, USA), durante 2 min. Em seguida, foram realizadas dilui¢cdes
seriadas e o plaqueamento em Agar XLD (Kasvi, Itdlia), pela técnica de microgotas
(MORTON, 2001). As placas foram incubadas a 37 £ 1 °C por até 24 h e os resultados
expressos em UFC/g da amostra. Este experimento foi realizado duas vezes e em

duplicata.
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2.3.5 Modelagem do crescimento

Os dados de crescimento de S. enterica em casca e polpa de manga sob condicdes
de estocagem de 7 a 35 °C foram ajustadas segundo o modelo de Baranyi (BARANYI e
ROBERTS, 1994) (Equagcdes 1-3), utilizando o DMFit, versio 2.1. Excel
(www.ifr.ac.uk/safety/DMFit).

Hmax AM) |

In(N (1)) =In( Ny) + gt A(F) —In| 1+ Ty Equacio 1;

Alt)=t+ In 0 Equagio 2;
Hmax 1+ q0
In| 1+ L
A= —Clo Equacio 3;
Hmax

Em que: In(N(¢)) [In(UFC/mL)] € o logaritmo natural da concentracdo de células
no tempo ¢ [h]; In(Ny) € o logaritmo natural da concentragcdo inicial de células; .y
[1/h] € a taxa méaxima especifica de multiplicacdo; A(t), € a funcdo de ajuste; In(Nqy) €
o logaritmo natural da concentracio maxima de células; ¢",6 uma medida do estado
fisiolégico da célula quando 7=ty; A, tempo de lag

O modelo de Ratkowsky et al. (1982) foi usado para descrever a fase lag 4 e a taxa

de crescimento y em func¢do da temperatura (Equacdes 4 € 5).

InA=a(T —TO0) Equacio 4;
Vlmax = a(T —TO0O) Equacio 5;

Para o célculo da fase lag A, os dados foram transformados em logaritmo natural

(In A). A umax € a taxa maxima de multiplicacdo microbiana, a € o coeficiente de
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regressdo, T € a temperatura de incubagdo (°C); TO € a temperatura minima nominal
(°O).

Os modelos obtidos neste estudo foram comparados com modelos implementados
com dados de crescimento gerados pelo programa PMP (Programa de Modelagem de
Pat6genos) fornecido pelo Departamento de Agricultura (USDA) e pelo programa

ComBase Predictor (https://www.combase.cc/index.php/en/) nas condi¢des de pH e Aw

da fruta analisada.

2.4 Andlise dos resultados

Os parametros cinéticos de crescimento, fase lag A, tempo de geracdo G, taxa de
crescimento u e populacdo maxima x de S. enterica, em casca e polpa de manga, foram
avaliados pela andlise de varidncia (ANOVA) seguidos pelo teste t de Tukey utilizando
o software Statistica 7.0. Valores de p < 0,05 foram considerados significativos

estatisticamente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A incidéncia de Salmonella foi avaliada em 100 amostras de mangas Tommy
Atkins. Neste estudo, o patégeno nao foi detectado, apesar da crescente associacdo de
frutas e vegetais frescos com surtos de doencas provocadas por alimentos contaminados
(LYNCH et al. 2009) e principalmente relacionados a infec¢do por Salmonella (CDC,
2017; 2012; 2006). Outros estudos também demonstraram a baixa incidéncia deste
patogeno em frutas. Bordini et al. (2007) analisaram 100 unidades de manga Tommy
Atkins e S. enterica foi encontrada na superficie de apenas duas amostras. Penteado e
Leitdao (2009) analisaram meldo, melancia e mamadao, totalizando 120 superficies
amostrais e nao foi detectado Salmonella em nenhuma das frutas. Rezende et al. (2009)
obtiveram cinco amostras contaminadas com Salmonella entre as 585 superficies de
caquis analisados. O mesmo autor e seus colaboradores, em 2016, analisaram 200
unidades de abacate e maca, observando a casca e a polpa dos frutos, totalizando 800
andlises, e obtiveram apenas trés amostras positivas contaminadas com S. Typhimurium
na polpa de maca.

A auséncia do patdégeno pode estar relacionada a varios fatores, entre eles, as boas
priticas agricolas que ocorrem ainda na lavoura e que se estendem ao correto
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processamento das frutas pds colheita. Rezende et al. (2016) sugeriram em seu estudo,
que o motivo da baixa incidéncia de Salmonella em casca e polpa de abacates e magas
esteve relacionado aos processos de colheita, manuseio, distribuicdo ou armazenamento
destas frutas, que ocorreram em condicdes higi€nicas adequadas. Embora, os estudos
confirmaram baixa incidéncia deste patdgeno nas frutas analisadas, Perez-Rodriguez et
al. (2014) recomendaram a implementacdo de estratégias de amostragem para andlise
microbioldgica em frutas, levando-se em conta o aumento do consumo destes alimentos
(SILVA; SMITH-MENEZES e DUARTE, 2016). Ressalta-se entdo, sobre a
importancia de gerar dados sobre a incidéncia de Salmonella em mangas, no intuito de
desenvolver formas de controle deste patdgeno e suas consequéncias no ambito da
saude publica.

Na Tabela 1, € possivel observar os valores dos parametros cinéticos de S.
enterica observados na casca e polpa de manga. De modo geral, o menor tempo da fase
lag 4 (0,50 e 0,69 h), o menor tempo de geracdo G (1,00 e 1,10 h), e o maior valor de
taxa de crescimento x4 (0,69 e 0,63 1/h) ocorreram respectivamente, na temperatura de

35°C.
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Tabela 1: Parametros cinéticos de crescimento (tempo de laténcia (1), tempo de geracdo
(G) e taxa de crescimento (1)) de S. enterica em casca e polpa de manga sob condi¢des

de estocagem a 7, 10, 15, 20, 25,30 e 35 °C

Parametros
Temperatura (°C) ‘ Casca Polpa
cinéticos

2 (h) 25,32 +3,07% 25,2 +2,78%

7 G (h) 35,56 + 1,40%° 35,37 + 1,06%
w (1/h) 0,02 + 0,00** 0,02 + 0,00

2 () 11,60 + 3,52%8 16,38 + 4,00*8

10 G 16,21 +2.37% 13,99 + 0,27
(/) 0,04 +0,03% 0,05 + 0,01

2 () 8,34 + 1,278 7,67 1,15

15 G ) 9,19 + 0,75 8,55 + 0,96°C
2 (1/h) 0,08 £ 0,01*8 0,08 £0,01%

2 () 3,01 £0,13% 2,48 + 0,80

20 G ) 3,40 + 0,014 3,37 £0,14%8
2 (1/h) 0,20 + 0,008 0,21 £0,01%

2 () 1,00 £0,71% 1,53 £0,52%

25 G ) 1,94 0,194 1,89 + 0,198
2 (1h) 0,36 + 0,03% 0,37 + 0,04%°

2 () 0,66 + 0,26 1,48 + 0,36

30 G ) 1,35 £0,22* 1,13 £0,10*
2 (1/h) 0,51 + 0,08 0,61 +0,05*8

2 () 0,50 + 0,36 0,69 + 0,31

35 G ) 1,00 0,013 1,10 £ 0,04
2 (1/h) 0,69 + 0,01 0,63 + 0,028

? Letras mindsculas diferentes na mesma linhas e para o0 mesmo pardmetro cinético indicam diferengas significativas
(p <0,05) de acordo com ANOVA seguida do teste t Tukey, em func¢éio da temperatura de estocagem de S. enterica
entre a matriz alimenticia (casca ou polpa de manga).*®®F Letras maitisculas diferentes na mesma coluna e para o
mesmo parametro cinético indicam diferencas significativas (p < 0,05) de acordo com ANOVA seguida do teste t
Tukey, em funcdo da temperatura de estocagem de S. enferica por matriz alimenticia (casca ou polpa de manga).
Resultados expressos como média e desvio padrdo de duas repeticdes.
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Sabe-se que a temperatura € um fator que influencia na velocidade de
multiplicacdo dos micro-organismos (MCMEEKIN et al., 2008). Considerando a
temperatura 6tima de multiplicacdo de Salmonella em torno de 37 °C (ICMSF, 2003),
condi¢des ambientais favordveis (clima tropical) e os resultados da Tabela, se torna
preocupoante a comercializagdo destas frutas, pois na maioria das vezes ¢
comercilazada sem refrigeracdo adequada. De acordo com Penteado et al. (2014) ha
necessidade de se analisar a sanidade de casca e polpa de frutas visto que, Salmonella
pode se desenvolver e ser facilmente transferido no momento do corte ou entdo, na
contaminacdo de superficies e equipamentos.

Pelos resultados nao houve diferencga estatistica entre os valores dos parametros
cinéticos 4, G e i de S. enterica quando analisados entre casca e polpa de manga sob a
mesma temperatura. Embora nao se tenha observado diferencgas significativas do mesmo
parametro cinético entre as matrizes alimenticias, dados de literatura indicam que tempo
de fase lag, o tempo de geracdo e a taxa de crescimento podem apresentar valores
distintos de acordo com o tipo e a matriz da fruta analisados (ABADIAS et al., 2008;
CAPONIGRO et al., 2010).

Foi possivel observar (Tabela 1) que os valores da A de S. enterica em casca e
polpa de manga, resultaram em diferencas significativas (p < 0,05) analisados por
matriz alimenticia, nas temperaturas de 7 e 10 °C, em comparacdo as demais
temperaturas estudadas. Na casca da fruta obteve-se os valores da A de S. enterica de
25,32ha7° e, 11,60 ha 10 °C. Nestas mesmas temperaturas, na polpa da manga esses
valores foram de 25,20 e 16,38 h, respectivamente. Desta forma, observou-se que os
maiores valores da fase lag ocorreram a 7 ° C, tanto na casca quanto na polpa de manga.
Nas temperaturas acima de 15 °C, em ambas as matrizes alimenticias, ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas.

O valor do G de S. enterica analisado em casca de manga a 7, 10 e 15 °C
apresentou diferenga significativa (p < 0,05) por matriz alimenticia (Tabela 1). Na casca
da fruta obteve-se os valores de G de S. enterica de 35,56 ha 7 °C, 16,21 ha 10 °C e
9,19 h a 15 °C. O valor do tempo de geracdo de S. enterica em polpa de manga a 7, 10,
15, 20, 30 e 35°C apresentou diferenga significativa (p < 0,05) observado por matriz
alimenticia. Os valores de G encontrados para este parametro foram de 35,37; 13,09;
8,55; 3,77; 1,13 e 1,10 h, respectivamente, ou seja, quanto menor a temperatura

estudada, maior o valor do tempo de geragdo encontrado.

52



Os parametros cinéticos, 4 e G de S. enterica foram afetados pelas condi¢cdes de
temperatura e pela matriz da fruta (casca ou polpa de manga). Em baixas temperaturas,
0s micro-organismos apresentaram crescimento lento e em parte, isso pode estar
relacionado a reducdo nas atividades enzimadticas e metabolicas (RUSSELL, 2002).
Beuchat (2002) explica que a capacidade de sobreviver e/ou crescer do patdgeno estéd
relacionada a sua condi¢cdo metabdlica, que sofre influéncia direta de fatores intrinsecos
e extrinsecos. Portanto, a temperatura de armazenamento € um desses fatores que
afetam os pardmetros cinéticos de crescimento (BEUCHAT, 2002) microbioldgico.
Contudo, na tentativa de sobrevivéncia, Salmonella ainda € capaz de se adaptar ao
ambiente, em resposta ao estresse causado pela baixa temperatura. Esta fase de
adaptacdo bacteriana pode demorar horas ou até dias (MOREY e SINGH, 2012), isto
explica os altos valores de 4 e de G a 7 °C, neste estudo.

Conforme a Tabela 1, os valores da u de S. enterica apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) por matriz alimenticia, nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C.
Na casca da fruta os valores da taxa de crescimento de S. enterica foram de 0,20; 0,36;
0,51 € 0,69 1/h e na polpa foram 0,21; 0,37; 0,61 e 0,63 1/h, respectivamente. Pode-se
observar que os valores encontrados para a taxa de crescimento do patégeno em casca e
polpa de manga estdo muito préximos entre si € ocorreram nas temperaturas mais
elevadas. Diante desse resultado, pode-se discutir que o comportamento do patégeno €
influenciado, ndo somente por fatores externos, como também por caracteristicas
préprias do alimento.

A manga variedade Tommy Atkins possui pH que varia entre 3,5 a 3,7 (LUCENA
et al., 2007) chegando até mesmo a 4,6 conforme Manica et al. (2001). Neste estudo, foi
observado o pH de 4,2 na polpa da manga, possibilitando o crescimento de Salmonella
uma vez que este patdégeno foi capaz de se desenvolver em valores de pH menores
(BEUCHAT e MANN, 2008; KEERTHIRATHNE et al, 2016; STRAWN e
DANYLUK, 2010a, 2010b). Além disso, o valor da Aw medido na polpa de manga foi
de 0,987, evidenciando que a manga € um potencial substrato para o crescimento de
Salmonella, ja que, este patdgeno consegue multiplicar-se em valores de Aw variando
entre 0,940 e 0,990 (JAY, LOESNER e GOLDEN, 2005).

De modo geral, os maiores valores da taxa de crescimento de Salmonella foram
observados na polpa da manga em relacdo a casca. As diferencas desses valores da x do
patdgeno entre as matrizes alimenticias podem ser explicados pela presenca da

microbiota natural da fruta e pela composicio de nutrientes. Neste estudo, ndo se
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analisou a contamina¢do da microbiota natural em casca e polpa de manga, e nem se
pesquisou sobre a maneira com que a presenca desta contaminacdo pode afetar o
crescimento de Salmonella, nas matrizes alimenticias estudadas. Além disso, ha de se
considerar que, na polpa de manga encontram-se nutrientes, como aguicares e vitaminas,
que podem fornecer substrato para favorecer o crescimento de Salmonella,
diferentemente da casca.

Pela Figura 1, é possivel verificar que S. enterica cresceu tanto na casca como na
polpa de manga incubadas a temperaturas entre 7 a 35 °C. O patégeno atingiu
populagdes maximas k de 8 a 9 log UFC/g, em ambas as matrizes alimenticias. Os
dados experimentais representaram curvas caracteristicas de multiplicacdo microbiana
indicando bom ajuste ao modelo de Baranyi e Roberts (1994) (R2 > 0,98) para as
condi¢des de temperaturas estudadas. Nao foram observadas diferencas significativas

deste parametro cinético na casca e/ou na polpa de manga.
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Figura 1. Crescimento de S. enterica em casca e polpa de manga sob condicOes de

estocagem a 7, 10, 15, 20, 25,30 e 35 °C

Estes resultados demonstram que o crescimento de Salmonella pode ser acelerado
em temperaturas mais elevadas e ser mais pronunciado apds um periodo de incubacgdo
mais longo. No estudo de Penteado e Leitdo (2004), o crescimento de Salmonella
Enteritidis em polpa de melancia, meldo e mamao ocorreu sob condi¢des de 10, 20 e 30

°C, atingindo populagdes entre 8 e 9 log UFC/g, exceto em mamao onde a populacio
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atingiu o valor maximo de 4 log UFC/g a 10 °C. Os autores relacionaram a acidez da
polpa de maméo (valor médio de pH 4,8) um fator inibitério para o crescimento do
patégeno combinado a baixa temperatura. Entretanto, neste estudo, a acidez da manga
nido impediu que o patégeno atingisse valores maiores da populacio. E possivel que o
estresse, causado pelo pH da polpa da manga, possa ter ativado o sistema de resposta a
dcido do micro-organismo e desta forma, possibilitado o crescimento (FOSTER e
SPECTOR, 1995; STRAWN e DANYLUK, 2010a; KEERTHIRATHNE et al. 2016).
Além disso, em condi¢des de armazenamento a 10 °C, o crescimento de Salmonella é
mais lento, porém ndo € fator inibitdrio.

Esses fatos evidenciaram que o crescimento de Salmonella pode ocorrer em casca
e polpa de diversas frutas, e que uma vez iniciada a multiplica¢do, niveis altos de
populacdo bacteriana podem ser encontrados. Determinar a populagdo maxima é
necessdrio, pois alguns estudos sugerem que a dose infecciosa do patégeno pode ser
menor que 1000 célula, dependendo do estado de saide do hospedeiro (BRASIL, 2016).

Conforme a Figura 1, € possivel observar que Salmonella necessitou de mais
horas para atingir valores mais altos da populacio, nas temperaturas mais baixas. E
evidente que o controle da temperatura pode auxiliar na manutencdo da qualidade da
manga, evitando o aumento da taxa respiratéria e consequentemente, uma deterioracao
mais rdpida (SIM et al., 2013). Por isso, sugere-se que o armazenamento dessa fruta
ocorra em temperatura entre 10 a 13 °C (HATTON, 1990; MEDLICOTT et al. 1990).
No entanto, ndo se pode afirmar sobre como ocorre o0 modo de armazenamento de frutas
pelo consumidor. Nesse sentido ha potencial muito grande para que ocorra o
crescimento de Salmonella caso o fruto esteja contaminado por este patdgeno.

Diante deste contexto, fica evidente que a temperatura em que a manga é
exposta, apos a colheita, € um dos fatores determinantes no comportamento da S.
enterica e, portanto, deve ser controlada durante o transporte, armazenamento,
distribuicao, comercializacdo até chegar ao consumidor final. Neste estudo, para melhor
esclarecer o efeito da temperatura no tempo de fase lag e na taxa de crescimento foi
utilizado o modelo de raiz quadrada de Ratkowsky et al. (1982). Para a criacdo dos
modelos secunddrios, foram utilizados os valores médios de 4 e u de S. enterica em
casca e polpa de manga e comparados com modelos criados a partir de dados de
crescimento de Salmonella spp. obtidos pelos modelos tercidrios, PMP e ComBase

(BARANYI e TAMPLIN, 2004) (Tabela 2, Figura 2).
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Tabela 2: Modelos secundarios obtidos dos valores médios da fase lag 4 e da taxa de
crescimento u de S. enterica em casca e polpa de manga sob condi¢des de estocagem a
7, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 °C e comparacdo com valores obtidos nos programas

computacionais PMP e ComBase.

Logaritmo natural da fase R? Raiz Quadrada da taxa de R?

lag 4 crescimento u

Casca  In /= - 0,1458%(T-4,072) 0,96 u=0,025612%(T-2,324453) 0,99
Polpa  InJ=-0,128*(T-3,9411) 0,95 u=0,025467*(T-1,854400) 0,98
PMP  InJ=-0,1162%(T-2,60929) 0,88 <= 0,04102*(T-3,450000) 0,98
ComBase InJ=-0,1561%(T-8,91095) 0,94 ~u=0,02285%(T-4,504399) 0,99

Conforme a Tabela 2, o R? dos modelos secunddrios de In A de S. enterica foram
de 0,96 e 0,95, em casca e polpa de manga, respectivamente e, utilizando os valores do
PMP e do ComBase foi de 0,88 e 0,94. O ajuste dos modelos secundérios R? dos valores
da \/,u de S. enterica em casca e polpa de manga foram 0,99 e 0,98, assim como, 0s
valores obtidos pelo PMP e ComBase de 0,98 e 0,99. Esses dados indicam que a fase
lag e a taxa de crescimento desse patégeno em casca e polpa de manga foram
excelentes. Desta forma, os modelos secundérios construidos neste estudo, podem ser
aplicados na predigdo do comportamento de S. enferica em casca e polpa de manga

afetados pela temperatura.
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Figura 2. Variacdo do efeito da temperatura no crescimento de S. enterica a partir dos
valores médios da fase lag A e da taxa de crescimento p observados na casca e polpa de
manga comparada com os valores obtidos pelos programas computacionais PMP e

ComBase

Como observado na Figura 2, a temperatura afeta os valores de In A e da Vu de S.
enterica indicando variacdo entre as matrizes da fruta (casca e polpa) comparado aos
valores derivados do PMP e ComBase. O valor do In A de S. enterica variou 1,50 h entre
o PMP e a polpa de manga na temperatura de 10°C. A maior influéncia da temperatura
observada foi a 30 °C, quando o valor da \Vu do patégeno variou 0,57 1/h, entre o PMP

comparado ao ComBase.
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Essas diferencas entre os valores da fruta em comparacio ao software podem ser
resultantes do modo de constru¢do das curvas de crescimento microbiano, ja que os
modelos computacionais, PMP e ComBase, em sua maioria, utilizaram dados
experimentais a partir de meios de cultura (BARANYTI et al. 1995), enquanto que, neste
estudo, utilizou-se o préprio alimento. Desta forma, os modelos secundérios
desenvolvidos aqui, permitem a predicdo do crescimento de S. enterica em casca e
polpa de manga Tommy Atkins sob o efeito das diferentes variacdes na temperatura
durante o seu processamento até o consumidor final. Assim, o controle da temperatura
durante as condi¢des de estocagem, € um fator determinante para o controle do

crescimento de S. enterica nesta fruta.

4. CONCLUSAO

Embora ndo tenha sido encontrado o patégeno Salmonella nas amostras
analisadas ressalta-se a importancia de investigar a incidéncia deste micro-organismo
em manga, visto que ja houve reincidéncia de surtos neste alimento.

Os resultados confirmaram que S. enterica foi capaz de se adaptar, crescer e
atingir elevada populacdo microbiana tanto em casca quanto em polpa de manga, em
ampla faixa de temperatura.

Observa-se que a geracdo de dados sobre o comportamento microbiano em
frutas 4cidas, como a manga, ainda € muito pouco abordado em estudos cientificos.
Diante da complexidade dos fatores que contribuem para o crescimento deste micro-

organismo nestas matrizes ha necessidade de aprofundar as pesquisas neste tema.
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CONCLUSAO GERAL

Devido as suas propriedades funcionais, cada vez mais haverd interesse na
comercializa¢do e consumo de manga. Devido a isto, € necessdrio criar estratégias que
visem barrar condi¢des de contaminagdo por patdgenos nesta fruta.

S. Typhimurium apresentou reducdo nos valores de transferéncia das superficies
de manga inoculadas, durante a combina¢do do tratamento hidrotérmico com cloro em
comparacao apenas ao tratamento hidrotérmico. Conclui-se que a utilizac@o do cloro, no
tratamento hidrotérmico, potencializou para que ocorresse valores menores na taxa de
transferéncia do patégeno para outras frutas.

S. enterica conseguiu se desenvolver em casca e polpa de manga em condi¢des de
estocagem sob diferentes temperaturas, porém os dados dos parametros cinéticos acima
de 20 °C promoveram melhores condi¢des de desenvolvimento do patégeno, bem como
a polpa da fruta em relacdo a casca.

Diante disso, conclui-se que a microbiologia preditiva, se torna uma ferramenta
necessdria na area da seguranca dos alimentos, podendo demonstrar 0 comportamento

deste patdgeno em manga, sob diferentes temperaturas de armazenamento.
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