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RESUMO

ALVES, JORDANA DOS SANTOS. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO, dezembro de 2022. Avaliacdo das técnicas de nebulizacdo e imersdo com
sanitizantes quimicos na inativacdo de patogénicos em superficie de aco inox.
Orientador: Dr. Leandro Pereira Cappato. Coorientador: Dr. Celso Martins Belisario.

A tecnologia de nebulizacédo apresenta-se como técnica Util para o combate do surgimento
de contaminagdes ambientais que devem ser rapidamente combatidas de forma complexa.
Podendo ser utilizada com ampla gama de soluc@es desinfetantes para descontaminacao
superficial, consistindo na difusdo do agente sanitizantes no estado liquido na forma de
névoa, possibilitando que haja a cobertura de descontaminacdo em 3D. A técnica pode
ser usada em conjunto com outros métodos de descontaminacdo e se destaca por usar
baixas quantidades de agua e sanitizantes em relacao a dispersdo destes recursos na forma
liguida. Com o surgimento de microrganismos resistentes e doencas emergentes, 0s
métodos de descontaminacdo dentro da industria precisam garantir a seguranca dos
produtos alimenticios e dos colaboradores que a mantém em operacdo. A nebulizagdo
atua, sendo um método de descontaminacdo que ajuda a remover as cargas microbianas
transportadas pelo ar do ambiente, superficies de equipamento e alimentos. Os
bioaerossodis constituidos por bactérias, fungos e virus podem, em condicdes favoraveis
de temperatura e umidade, causar uma serie de problemas, desde a reducdo do prazo de
validade a surtos de intoxicacdo alimentar. Embora ainda haja poucos relatos de estudos
usando ou simulando um espaco real da indUstria alimenticia, a nebuliza¢do pode ser um
aliado fundamental na desinfeccdo desses ambientes e surgindo como forma estratégica
de controle na propagacdo de microrganismos. Este trabalho teve como objetivo expor a
nebulizacdo apontando sua versatilidade, foi empregada a descontaminacao em superficie
de aco inox via nebulizacdo e imersdo de desinfetantes comerciais (a base de Hipoclorito
de sodio - 200 ppm e de acido peracético - 108 ppm), utilizando S. Thyphimurium, E. coli
(tempos de 1, 3, 5 e 15 minutos) e Estafilococos aureus (tempos de 3, 5, 7 e 15 minutos),
para a verificagdo do comportamento da inativagdo microbiana. O efeito da inativagao
destes agentes patogénicos foi relatado e observado na reducdo da contaminacgdo
microbiana analisada pelo presente estudo.

Palavras-chave: Aerossolizacdo, descontaminacdo, hipoclorito de sdédio, patégenos,
acido peracético.



ABSTRACT

ALVES, JORDANA DOS SANTOS. Goiano Federal Institute — Rio Verde Campus —
GO, December de 2022.Evaluation of the combined effect of nebulization and
immersion with chemical sanitize on the pathogenic microorganisms inactivation.
Advisor: Dr. Leandro Pereira Cappato. Co- advisor: Dr. Celso Martins Belisario.

Nebulization technology presents itself as a useful technique for avoid the appearance of
environmental contaminations that must be quickly combated in a complex manner. It
can be used with a wide range of disinfectant solutions for surface decontamination,
consisting of the sanitizing agent diffusion in a liquid state in the form of a mist, enabling
a 3D decontamination coverage. The technique can be used in conjunction with other
decontamination methods, and its notable because of the use of low water and sanitizers
quantities compared to dispersing these resources in liquid form. With the emergence of
resistant microorganisms and emerging diseases, decontamination methods within the
industry need to ensure the safety of food products and the employees that keep it running.
Nebulization acts as a decontamination method that helps remove airborne microbial
loads from the environment, equipment surfaces, and food. Bioaerosols consisting of
bacteria, fungi, and viruses can, under favorable temperature and humidity conditions,
cause a host of problems, from reduced shelf life to food poisoning outbreaks. Although
there are few reports of studies using or simulating a real food industry space, nebulization
can be a fundamental to disinfection of these environments and emerge as a strategic way
to control the spread of microorganisms. The objective of this work was to expose the
nebulization technique pointing out its versatility. The decontamination of the stainless-
steel surface by nebulization and immersion of commercial disinfectants (based on
sodium hypochlorite - 200 ppm and peracetic acid - 108 ppm) was used, using S.
Thyphimurium, E. coli (times of 1, 3, 5 and 15 minutes) and Staphylococcus aureus (times
of 3, 5, 7 and 15 minutes), to verify the microbial inactivation behavior. The inactivation
effect of these pathogens was reported and observed in the reduction of microbial
contamination analyzed by the present study.

Keywords: Aerosolization, decontamination, sodium hypochlorite, pathogens, peracetic
acid.



1 INTRODUCAO GERAL

A inocuidade dos alimentos e do ambiente de processamento sdo cruciais para que
ndo haja contaminag6es por microrganismos de origem alimentar. A ma higienizacdo na
area industrial pode gerar a formacdo de biofilmes que sdo microrganismos aderidos a
equipamentos ou ao espaco fabril como paredes, teto e ralos, assim, 0 ambiente pode ficar
sujeito a contaminac@es pelo ar interno de circulacdo. Toda a linha de producgéo deve ser
observada rigorosamente a fim de evitar o surgimento de poeiras, o controle de
temperatura e umidade também sdo detalhes primordiais que garantem a seguranca
microbioldgica dos produtos (BAGGE-RAVN et al., 2003).

O desenvolvimento de tecnologias adicionais as técnicas convencionais de
higienizacdo vém sendo desenvolvidas e aprimoradas ao longo do tempo, com intuito de
garantir maior eficiéncia. A nebulizacdo, também conhecida por aerossolizacdo, € uma
tecnologia de desinfeccdo bastante versatil para industria de alimentos, podendo ser usada
para descontaminacdo ambiental, em equipamentos e na superficie de alimentos.

A técnica consiste na dispersdo de agentes desinfetantes liquidos em forma de
névoa fina no ar (< 5 um), possibilitando a distribuicdo volumétrica ¢ homogénea da
solucdo no ambiente, alcancando assim, areas de dificil acesso. Devido a dispersdo em
névoa fina, a técnica possibilita a reducdo do volume da solucéo, além de atuar contra a
recontaminacdo do ambiente na producdo. Recentes publica¢fes nesta area demostram
seu uso para a descontaminacéo superficial e de vegetais, utilizando sanitizantes quimicos
ja amplamente utilizados como o acido peracético, solucdo de hipoclorito de sodio e
também tendéncias atuais como o uso de acidos organicos e 6leos essenciais (MASOTTI
et al., 2019a; MASOTTI et al., 2019b; OLIVEIRA et al., 2018; BATTERSBY et al.,
2017).

Além do uso voltado para descontaminacdo na cadeia produtiva de alimentos,
recentemente com o surto de Covid-19, a nebulizacdo passou a ser utilizada na
descontaminacdo de areas e pessoas. A pandemia levou ao fechamento de fabricas e a
escassez de produtos, resultando em prejuizo econémico de 13,6 bilhdes de dolares nos
Estados Unidos durante o més de abril de 2020. Neste cenario, a nebulizagdo ganha mais
destaque, podendo auxiliar na reducdo de propagacdo do virus dentro do ambiente de
processamento de alimentos. A criacdo de praticas de seguranca alimentar é de

responsabilidade dos pesquisadores, € fundamental manter a satde dos trabalhadores,



montando estratégia para prevenir a disseminacdo de microrganismos pelas instalacdes
(ZIMMERMAN et al., 2021).

Portanto, este estudo teve como objetivo realizar a revisao bibliografica do uso da
nebulizacdo na industria de alimentos, com intuito de promover o uso da técnica, dando
destaque para o uso da técnica para descontaminacdo de equipamentos e do ambiente de
processamento. Concomitante, a pesquisa visou avaliar a persisténcia de microrganismos
comumente encontrados em contaminacdes de origem alimentar Estafilococos aureus,
S.Typhimurium e E.coli, através dos processos de nebulizacdo e imersdo com sanitizantes
comerciais a base de &cido peracético (108 ppm) e outro a base de hipoclorito de sodio

(200 ppm), em superficies de aco inox.
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2 OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar o efeito da nebulizacéo e da imersdo de solucdes sanitizantes comerciais
na inativacdo da Salmonella spp., E. coli e Estafilococos aureus em superficie de aco

inox.

2.2. Especifico

e Elaborar um artigo de revisao sobre o uso do processo de Nebulizagéo na industria
de alimentos, mostrando o potencial desta tecnologia para descontaminagédo
ambiental e de superficies;

* Avaliar a efetividade de nebulizagdo com os sanitizantes comerciais na inativagdo
dos pools de cepas de Estafilococos aureus (ATCC® 25923™ e cepa isolada a
campo proveniente de aves comerciais), Escherichia coli (NEWP® 0022, ATCC®
25922™ e cepa isolada a campo proveniente de aves comerciais) e S.
Thyphimurium (ATCC® 13311™ e ATCC® 14028™)

e Comparar a dindmica de inativacdo dos microrganismos utilizados (gram-
negativo e gram-positivo), os sanitizantes aplicados da forma liquida e em

nebulizacéo.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1. CAPITULO I — Nebulizacio na descontaminacdo ambiental e de superficies para

industria de alimentos: Uma abordagem sobre os desafios e perspectivas da técnica.

RESUMO

A nebulizagdo é uma tecnologia de descontaminacdo que auxilia na eliminacdo das cargas
microbianas existentes no ar, nas superficies e de equipamentos. Os bioaerossois
disseminados no ar de circulacdo séo constituidos por bactérias, fungos e virus, em
condicdes de temperatura e umidade favoraveis podem causar diversos problemas,
podendo acarretar desde o encurtamento da vida de prateleira dos produtos a casos de
DTAs (Doencas Transmitidas por Alimentos). Ainda pouco estudada na area alimenticia,
a nebulizacdo podera ser uma aliada fundamental na desinfeccdo do ambiente industrial,
sendo um meétodo estratégico para a contencdo da disseminacdo de microrganismos,
abrangendo todas as localidades de forma homogénea. A humanidade esta enfrentando
nesses ultimos anos sequéncia de casos de contaminacGes ocasionadas por doencas
emergentes e microrganismos resistentes, e a higienizacdo industrial eficaz garante a
inocuidade microbioldgica dos produtos e a seguranca dos colaboradores. O presente
artigo faz breve revisao sobre a nebulizagdo na inddstria de alimentos em superficies e
ambientes, trazendo abordagem dos desafios encontrados na atualidade.

Palavras-chave: Nebulizagcdo, Aerossolizagdo, Descontaminacdo industrial e

Higienizacao.



ABSTRACT

Nebulization is a decontamination technology that helps to eliminate microbial loads in
the air, surfaces and equipment. The bioaerosols disseminated in the circulation air are
composed of bacteria, fungi and viruses, in favorable temperature and humidity
conditions can cause various problems, ranging from shortening the shelf life of products
to cases of foodborne diseases. Still little studied in the food area, nebulization may
become fundamental in the industrial environments disinfection, being a strategic method
to contain the microorganisms spread, covering all locations in a homogeneous way.
Humanity has been facing in recent years a sequence of contamination cases caused by
emerging diseases and resistant microorganisms, where effective industrial hygienization
guarantees the microbiological safety of final products and the safety of employees. This
paper briefly reviews the use of fogging in the food industry on surfaces and
environments, addressing the challenges encountered today.

Keywords: Nebulization, Aerosolization, Industrial decontamination and

Sanitization.



3.2. INTRODUCAO

A disseminacdo de cargas microbianas na area de processamento de alimentos
pode ser causada por diversos meios, desde a contaminacdo cruzada entre o produto
acabado e a matéria-prima, até a méa higienizacédo de espacos de dificil acesso como ralos,
ou sistema de circulagdo de ar. Além do risco de formacao de biofilmes na estrutura fabril,
podendo disseminar DTA’s (Doencas transmitidas por Alimentos), atualmente esta em
voga o combate as doencas infecciosas emergentes como a COVID-19 e o surgimento de
microrganismos resistentes. Este fato, esta fazendo com que os protocolos de desinfeccao
sejam cada vez mais exigentes a fim de evitar transtornos por conta do nimero de
contaminagdes (ARYAL & MURIANA, 2019; FILIPE et al., 2021; OLIVEIRA et al.,
2018a).

Neste cenéario, a nebulizacdo ou aerossolizacdo destaca-se como importante
método de descontaminacdo ambiental e de superficies. A técnica baseia-se no uso de
equipamento nebulizador para gerar a névoa a partir de sanitizante liquido, difundindo
pelo ambiente. Assim, a névoa distribui-se em todo ambiente fazendo a cobertura 3D,
agindo, principalmente nas areas de dificil acesso no local de fabricacdo, promovendo a
descontaminacdo do ar, superficies, produtos e equipamentos presentes no ambiente.
Além disso, por utilizar o sanitizante em forma de névoa, a nebulizagdo favorece a
reducdo do uso de desinfetantes quimicos e de agua, contribuindo para que 0s recursos
hidricos e gastos com o tratamento de efluentes sejam poupados. E necessério frisar que
durante a aplicacdo o ambiente deve ser isolado e que seja realizado a verificagdo da
natureza oxidativa do desinfetante, pois a sua dispersdo pode causar problemas
relacionados a corrosdo de alguns materiais (OLIVEIRA et al., 2018b; SKARA &
ROSNES, 2016; KAKURINOV, 2014).

Existem varios sistemas que estdo disponiveis para a entrega da solucdo
desinfetante em névoa (BROWN & WRAY, 2014). De forma geral, pode-se encontrar
dois tipos de nebulizacdo, sendo ambas dependentes da condigdo da solugéo sanitizante
a ser empregada, podendo ser da forma Umida ou seca. A solucdo Umida a frio, forma
uma névoa que se espalha em goticulas pela area, o nevoeiro disperso de forma térmica e
seca se comporta como gas fazendo com que o desinfetante ndo se deposite sobre as
superficies, formado por goticulas menores que 2 pum, possuindo teor minimo de umidade
(KAKURINOV, 2014; OH et al., 2005b).

O processo de nebulizagdo tem sido amplamente utilizado por fabricantes de

alimentos refrigerados, saladas, sanduiches, pratos prontos e no processamento de



laticinios. Vale ressaltar que a técnica ndo deve ser considerada como substituto na etapa
usual de limpeza, atuando, portanto, como técnica adicional aos processos convencionais.
Sdo poucos os trabalhos publicados nesta area e mais pesquisas sobre a nebulizacéo se
fazem necessarias para avaliar o efeito dos parametros para cada tipo de produto quimico,
umidade relativa e temperatura (MASOTTI et al., 2019 a).

Esta revisdo demonstra o avanco dos estudos sobre a nebulizacéo descrevendo os
principais fatores e parametros necessarios para a aplicacdo desta tecnologia no combate
a contaminacdo ambiental, trazendo abordagem do cenério atual, e estd se tornando
imprescindivel o refor¢o da seguranga frente aos microrganismos resistentes e as doencas

infecciosas emergentes.

3.3 PROCESSO DE HIGIENIZACAO

A higienizacdo é composta pela limpeza e sanitizagdo, e na etapa de limpeza,
ocorre a remocao das sujidades organicas e inorganicas através do uso de detergentes, ja
na sanitizacdo, ocorre a reducédo dos niveis de microrganismos presentes, por meio do uso
de agentes quimicos ou fisicos. E importante salientar que os sanitizantes quimicos ao
entrarem em contato com matéria organica sofrem a minimizacdo no seu potencial de
acao, por isso, deve-se realizar limpeza eficaz do equipamento, visando garantir a
sanitizacdo eficiente (KAKURINOV, 2014).

ContaminacGes dentro da fabrica podem ser compostas por diversos tipos de
microrganismos, tendo aumento em areas com a presenca de restos de matéria organica e
umidade elevada e a secagem é de dificil execugdo. Alguns exemplos desses locais de
potencial contaminacdo sdo: os ralos, as rodas de carrinhos de transporte e pontos de
acumulo de condensados de refrigeradores. (SKARA & ROSNES, 2016). Desta forma, o
processo de higienizacdo é fundamental para que os alimentos fabricados sejam seguros
para o consumo. A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) definiu higiene alimentar
como quaisquer condicdes e medidas tomadas durante a producdo, processamento,
armazenamento e distribui¢do dos alimentos que possam garantir a sua integralidade. A
caréncia de higiene alimentar pode gerar casos de doencas, alguns dados apontam que
contaminacdes cruzadas, armazenamento e o reaquecimento inadequado séo as fontes da
propagacdo de DTA 's (KAMBOJ et al., 2020).

Em relagdo a escolha do desinfetante, é determinante que seus compostos ndo

sejam associados a formacéo de substancias inoportunas de potencial toxico, este aspecto



¢ uma condicdo que pode influenciar fortemente o mercado a adotar ou ndo uma
tecnologia de descontaminacdo. Alguns desinfetantes séo largamente usados, como as
solucdes cloradas, acido peracético, peréxido de hidrogénio e quaternario de amonio
(SKARA & ROSNES, 2016).

As solugdes cloradas sao os sanitizantes mais baratos e os mais frequentemente
usados nas industrias, sendo a eficiéncia dos outros sanitizantes sempre testados e
comparados aos de a base de cloro, mesmo ndo sendo tdo eficientes ao combate de
bactérias Gram-negativas, endosporos e bacteriéfagos, o0s compostos clorados
apresentam reatividade podendo gerar substancias carcinogénicas. Por esse motivo, a
utilizacdo do cloro tem sido reduzida, principalmente na Unido Europeia e nos Estados
Unidos da Ameérica, onde foram criados limites maximos para a quantidade de cloro livre
nos residuos industriais (ARYAL & MURIANA, 2019).

Outro sanitizante de destaque é o &cido peracético, um agente oxidante mais forte
que o cloro, este acido organico se desassocia em componentes indcuos como &cido
acético e agua. E um desinfetante comumente utilizado pelas industrias de processamento
de alimentos sendo eficiente contra bactérias, leveduras e fungos. As regulamentacdes
federais fazem a proibicdo da utilizacdo de acido peracético superior a 200 ppm em
superficies de contato com alimentos, 0 uso de concentracfes mais altas, s6 podem ser
aplicadas mediante ao enxague posterior (HORN & NIEMEYER, 2020; ORTH, 1998;
KOIVUNEN & HEINONEN-TANSKI, 2005; ARYAL & MURIANA, 2019).

Em seu modo de acdo o &cido peracético € um oxidante inespecifico de ligacGes
dupla C-C e atomos reduzidos. Neste mecanismo as chances de desenvolvimento de
resisténcia de microrganismos ao sanitizante sdo baixas. A resisténcia acontece quando o
microrganismo ndo € eliminado ou inibido, dada a concentracéo do agente antimicrobiano
que era atuante na maioria das células. Os pedidos para a aprovacdo do uso de novos
desinfetantes devem crescer na Unido Europeia e é fundamental que a documentagédo
sobre a sua acdo faca parte dos tramites (WESSELS & INGMER, 2013).

O quaternario de amdnio e o peroxido de hidrogénio sdo sanitizantes com uso
mais especificos, sendo utilizados em frigorificos (sistema lava botas e higienizagdo do
chéo, paredes) e para descontaminacdo de embalagens cartonadas no processo UHT,
respectivamente. O quaternario amonio é surfactante, as cargas catidnicas ligam-se as
proteinas da membrana bacteriana acarretando a sua ruptura e escoamento do material
intracelular. E um sanitizante de baixa toxidade e tem melhor atividade em bactérias

gram-positivas, leveduras, fungos e virus. Possuindo efetividade de eliminacéo fraca
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frente a bactérias Gram-negativas, endosporos e bacteriofagos (ARYAL & MURIANA,
2019).

Ja os peroxidos, sdo comumente usados como desinfetantes e apresentam baixa
toxicidade. O peroxido de hidrogénio ndo produz compostos carcinogénicos ao reagir
com substancias organicas decompondo em &gua e oxigénio. Atuando contra grande
gama de microrganismos, o principal modo de acdo desse desinfetante é pela oxidacao e
producdo de radicais livres que atacam os lipidios presentes na membrana rompendo-as
e levando a atingir o DNA e outros componentes celulares (SKARA & ROSNES, 2016;
ARYAL & MURIANA, 2019).

Dentre 0s sanitizantes citados, o &cido peracético possui algumas vantagens como
ndo reagir com proteinas para a geracao de substancias nocivas a saude, ter baixo impacto
ambiental e ser mais ativo contra biofilmes. Porém, para a ado¢do do sanitizante sempre
deve ser ponderada frente aos beneficios em relacéo a custos e a sua eficiéncia (ROSSONI
& GAYLARDE, 2000).

Além da escolha correta do sanitizante para o combate do microrganismo alvo,
fatores como pH, temperatura, tempo de tratamento, dureza da 4gua e concentracdo da
solucdo sdo os influenciadores no desempenho dos sanitizantes. E possivel ocorrer a
resisténcia natural nas células, pelas trocas genéticas ou mutagdes, isso pode ser
ocasionado pela exposicdo a componentes biocidas. As bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas sdo da mesma forma capazes de ampliar a resisténcia aos antibioticos
quando submetidos ao uso de biocida (ARYAL & MURIANA, 2019).

As bactérias Gram-negativas possuem uma camada de peptidoglicano e uma
membrana externa constituida de lipopolissacarideos e proteinas (Porina), as Gram-
positivas, nas quais a maioria da parede celular é formada por peptidoglicano
(NAZZARO et al., 2013). Para melhor compreensao da diferenca das bactérias Gram-
negativas e Gram-negativas a figura 1 aponta os componentes de cada uma, demostrando
como ocorrem as alteracdes celulares sobre efeito da acdo de 6leo essencial.

A estrutura das bactérias Gram-positivas permite que as moléculas hidrofobicas
penetrem facilidade na membrana celular provocando o declinio na célula bacteriana. O
lipopolissacarideos é um glicolipidio composto pelo lipidio A, o oligossacarideo central
e 0 antigeno O. As bactérias Gram-negativas sdo mais resistentes aos 6leos essenciais do
que as bactérias Gram-positivas por causa dos lipopolissacarideos. A parte acila do lipidio
A confere natureza hidrofébica aos lipopolissacarideos, enquanto o oligossacarideo

central e 0 antigeno O sdo de natureza hidrofilica. Sendo assim, os lipopolissacarideos
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tornam a membrana externa impermeavel a esses tipos de moléculas (hidrofilicas e
hidrofobicas) (ROJAS et al., 2018; VASCONCELDOS et al., 2018). Porém, a membrana
externa e praticamente impermeavel a moléculas hidrofobicas sendo que algumas delas a

depender da estrutura quimica podem passar pelas porinas (NAZZARO et al., 2013).

Flagellum

Pilus

Capsule
(variable)

J

{0
Outer ARL
membrane W

‘]H‘

il

)\ ) ~ —_- —L-ring
OCEOC 7
Basal -

- — Murein
body rings ]

~— P-ri
Periplasmic s::?,g
space e ~M-ring
. .lr: T XXM Coring
ATA! !
(A

. {
191 { } ",f

| \ [
‘I} '\"

I
b4

}

ol |_Cytoplasmic
membrane

PAVIRIRIRIRARARAYAY,
I

\?luv I “'r}
D OGN L)

Gram-negative

(A)

® o
Damage the cell wall oy

Essential oil
Cytoplasm

Alteration of proton
motive force

Leakage of
cytoplasmic
materials

Inhibition of
ATP production

EO’s penetrating the
cell’s wall structure

2,
Co‘;ﬁgil)lfion

i ; K, " Loss of ions
. £ PO;
permeability

Alteration of membrane
lipid composition

Decrease
membrane
Cell Membrane Cell Wall potential

(B)

Figura 1 - Diferenca entre as paredes celulares de bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas e 0 mecanismo de acdo dos 6leos essenciais. Fonte: Tille, 2015 (A); Pizzo et
al. 2023 (B).



12

O efeito antimicrobiano dos Oleos essenciais se da pelas reacfes que as
substancias (principais e secundarias) presentes no meio provocam, agindo de forma
associada. Na atuacdo dos 6leos essenciais 0 tipo da bactéria interfere no resultado da
atividade antimicrobiana, pois, as bactérias Gram-negativas sdo mais persistentes do que
bactérias Gram-positivas (HYLDGAARD et al., 2012; NAZZARO et al., 2013)

Os Oleos essenciais sdo incorporados aos alimentos pelas suas funcgdes
aromatizantes, flavorizantes e se apresentam como Otimos conservantes naturais, as
pesquisas mostram que estes compostos sdo capazes de reduzir demanda por aditivos,
controlando a contaminacgdo presente nos alimentos, consequentemente melhorando a
extensdo da vida de prateleira, satisfazendo a busca atual dos consumidores por produtos
mais “naturais” (REIS et al., 2020).

Atualmente, a industria tem sido pressionada para entregar produtos minimamente
processados, mais frescos em sabor e na aparéncia, com menos conservantes e de vida
util prolongada, tornando o processo de higienizagdo ainda mais importante dentro da
producéo de alimentos (MASOTTI et al., 2019a). E notavel a busca por comodidade pelo
consumidor, os alimentos que possuem solucBes de facilidade para o dia a dia, como 0s
alimentos prontos para comer chamados ready to eat — RTE que ndo passardo por
qualquer preparo prévio, como por exemplo o aquecimento (HYUN & LEE., 2020). Outra
tendéncia é o consumo de produtos clean label que possuem componentes comuns do
conhecimento do consumidor, contam com o uso de ativos naturais e excluem a demanda
por aditivos, como por exemplo os conservantes (ASIOLI et al., 2017). Neste contexto, a
busca de novas tecnologias adicionais as técnicas convencionais, como a Nebulizacdo

gue apresenta grande destaque para a garantia da seguranca dos alimentos.

3.4 TECNOLOGIA DA NEBULIZACAO

A técnica de nebulizacdo apresenta grande destaque para descontaminagdo
ambiental de equipamentos e da superficie de alimentos, mostrando ser a técnica versatil.
Na producéo de alimentos a nebulizagdo pode ser usada na descontaminagéo da superficie
de vegetais, areas de embalagem, armazenamento, linhas de processo e camaras de
resfriamento. Em geral, o sistema pode ser constituido de equipamentos que séo formados
por bicos fixados ou por uma unidade mével (KAKURINOV, 2014).

Em comparacgéo com a aplicagéo de desinfetantes gasosos, a aerossolizagdo possui

vasto espectro de sanitizantes que podem ser aplicaveis (PARK et al., 2012). Nos
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trabalhos sobre a nebulizacdo na industria de alimentos, pode-se observar pesquisas na
sanitizacdo das superficies da fabrica e estudos voltados a aplicacao direta em alimentos.
Foram utilizados agentes como o &cido peracético, solucbes cloradas, peroxido de
hidrogénio, quaternario de amonio e os 6leos essenciais (OLIVEIRA et al., 2018b; OH et
al., 2005a; BATTERSBY et al., 2017; CHOI et al., 2012b; SALUSTIANO et al., 2004).

Um pardmetro de importancia para efetividade da técnica é o didmetro das
goticulas nebulizadas, influenciando diretamente, na distribuicdo e permanéncia da
neblina pelo ar. Particulas menores contribuem para a formacéo de nevoeiro seco e as
maiores geram rapida deposicao de solugdo levando a formagdo de fase liquida sobre as
superficies (MASOTTI et al., 2019a). De acordo com SALUSTIANO et al. (2004), a
névoa com goticulas menores (< 2um) tem semelhanca com a dispersdo da fumaca, isto
é, proporciona uniformidade de suspensédo por todo o ambiente.

Segundo Burfoot et al. (1999), para a fixacdo em superficies verticais e voltadas
para baixo as goticulas em suspensdo precisavam ter entre 10 e 20 um, favorecendo a
névoa formada para que fique por maior tempo dispersa na area, e o projeto da disposicao
dos bicos proximos aos alvos auxilia a solucdo a chegar em locais especificos.
Desinfetantes oxidantes mais fortes como &cido peracético ou aldeido colaboram para
maior redugdo dos microrganismos.

Park et al. (2012) e Choi et al. (2012a) estudaram o efeito da nebulizacdo com
desinfetantes a base de hipoclorito de sédio (100 ppm), acido peracético (100, 200 e 400
ppm) e peroxido de hidrogénio (0,25% e 0,5%) em biofilmes maduros de Escherichia
coli O157:H7, Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes. Em geral, o0s
resultados demonstraram que a técnica foi capaz de exercer reducGes microbianas, e
tempo de exposicao e concentracao das solugdes influenciaram nos niveis de eficacia do
método. Compreender os efeitos da reducdo microbiana em biofilmes maduros pode
revelar como o0 método interage na resisténcia sobre a estrutura destes complexos (PARK
etal., 2012).

Em relacdo a descontaminacdo ambiental, a implementacdo de um tratamento
programado para desinfec¢do do ar constitui estratégia auxiliar de grande importancia,
principalmente para alimentos mais suscetiveis a contaminagdes, como RTE e clean
label. A higienizacdo convencional direciona as agOes, basicamente a desinfecgéo de
superficies de equipamentos, chdo, parede, entre outros, contudo muitas vezes
negligencia a questdo ambiental. Um ambiente contaminado pode resultar em

recontaminacfes recorrentes em equipamentos e alimentos, pela deposicdo de
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microrganismos presentes no ar, podendo comprometer a seguranga durante a producao
(KHAN & YADAYV, 2020).

Neste contexto, a nebulizacdo apresenta grande destaque, possibilitando a
cobertura 3D do ambiente, realizando a descontaminacdo em todo ambiente aplicado.
Além disso, a técnica favorece a reducdo da quantidade de volume de rejeitos gerados
durante a sanitizacdo, comparado aos métodos convencionais (INIGUEZ-MORENO et
al., 2018; MASOTTI et al., 2019a). Contudo, apesar do potencial da técnica, 0 uso da
nebulizacdo para a desinfeccdo do ar de ambientes na indUstria de alimentos é tema ainda
pouco estudado (MASOTTI et al.,, 2019a). Pesquisas que reportem o efeito da
nebulizacdo na descontaminacdo ambiental sdo fundamentais para que o método se
consolide comercialmente na proporcao do seu potencial.

Wood et al. (2013), avaliaram o efeito da nebulizacdo com uma mistura de 22%
de perdxido de hidrogénio e 4,5% de &cido peracético, na desinfecgdo ambiental de uma
camara piloto (24 m3) de aco inoxidavel, usando esporos de Bacillus anthracis. Os autores
observaram a reducdo de 4,78 log de esporos viaveis, demonstrando a efetividade da
técnica.

Em outra pesquisa, MASOTTI et al. (2019b) investigaram o ar interno de uma
indGstria de laticinios, observando as suas atuacdes como fonte ou veiculo de
contaminacdo microbiana. Foram realizadas as avaliaces dos efeitos da desinfec¢édo do
ar por ozonizacao e aerossolizacao quimica por peréxido de hidrogénio. O resultado das
andlises verificou que a microbiota consistia em 11 espécies de fungos isolados que
consistiram principalmente de Cladosporium spp., Alternaria spp. e Penicillium spp.; as
leveduras foram representadas principalmente por Cryptococcus spp., Debaryomyces
spp., Bulleromyces spp. e Sporobolomyces sp.. Ambos os tratamentos de desinfeccédo
foram eficazes no combate aos microrganismos presentes no ar. A pesquisa concluiu que
a ocorréncia de contaminagdo foi promovida por um processo de recontaminagdo
ambiental e dos equipamentos, despertando o interesse de implementacgéo da técnica para
prevencdo destes casos.

Em um fumeiro de salméo, oito cepas de L. monocytogenes se mostram
persistentes no ambiente de fatiamento, foi verificado que os drenos formaram um nicho
e que a exposicdo a espuma de hipoclorito utilizada rotineiramente ndo eliminou os
microrganismos efetivamente, mas o tratamento de acido peracético nebulizado mostrou
melhor desempenho para a eliminacdo das cargas microbianas. A pesquisa concluiu que

0 L. monocytogenes em biofilmes consegue mostrar resisténcia a alguns sanitizantes
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como o hipoclorito e que analisar o impacto na acdo dos sanitizantes para determinados
microrganismos pode corroborar para o sucesso da operacdo (BAGGE-RAVN et al.,
2003).

Além do uso no ambiente de processamento de alimentos, a nebulizacdo tem sido
estudada em outros ambientes, apresentando resultados promissores. Estudos em
ambientes de forma geral, podem ser parametro para 0 uso na area de processamento de
alimentos. Battersby et al.,, 2017 avaliaram o efeito da nebulizacdo sob
Enterobacteriaceae e Campylobacter sp, em pontos estratégicos dentro de um aviario,
como comedouros, bebedouros e paredes. Os autores constataram que a nebulizagéo
térmica com a combinacg&do de peroximonossulfato de potéssio, acido sulfamico e cloreto
de sodio (5%, v/v) ou o complexo glutaraldeido e amonio quaternario (0,3%, v/v) foram
eficazes no controle microbiano. Porém, o estudo alerta para a possivel revisdo no sistema
de descontaminac&o, pois o procedimento pode manter um ciclo de contaminag&o cruzada
por Campylobacter entre os lotes. Essas localidades escolhidas como ponto de coleta
chamam a atencdo para o desempenho dos sanitizantes em areas que contém altas taxas
de residuos organicos por serem locais ndo efetivamente limpos e desinfetados.

Krishnan et al. (2012) avaliaram a aplicacdo da nebulizacéo a seco de uma solucao
comercial de &cido peracético na descontaminacdo laboratorial, através de cupons de aco
inox contendo Escherichia coli, Estafilococos aureus, esporos de Bacillus atrophaeus e
0 adenovirus humano. Paralelamente a descontaminacdo, foi avaliada a compatibilidade
do método diante de equipamentos eletrdnicos. O experimento obteve sucesso na reducao
dos microrganismos e apdés seis rodadas de aplicacdo ndo comprometeu funcionalmente
os eletrdnicos. Estes resultados apontam para a possibilidade de utilizacdo da tecnologia
em ambientes equipados com componentes eletronicos sensiveis a aplicacdo de
desinfetantes liquidos, sendo a solu¢édo de descontaminagdo nestes casos, mostrando uma
alternativa ao uso de peroxido de hidrogénio vaporoso e a fumigacdo com formaldeido
frequentemente usados na descontaminacéo de laboratérios.

A desinfeccdo de ambientes na area de saude foi estudada por Andersen et al.
(2006). Os autores utilizaram um sistema de descontaminacédo usando o aerossol seco de
perdxido de hidrogénio em superficies internas de salas, ambulancias e diferentes tipos
de equipamentos médicos, e obteve bons resultados. O uso do vapor de peroxido de
hidrogénio ja era conhecido por ter bom desempenho na erradicacdo de Estafilococos
aureus resistente a meticilina. Porém, muitos vapores usados para este fim ndo sdo

eliminados pela breve aeracdo. O desenvolvimento de equipamentos de controle de
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infeccdo ambiental é de extrema importancia, esses locais sdo frequentemente
contaminados com esporos de antraz, Legionella spp., Mycobacterium tuberculosis, virus
da sindrome respiratoria aguda grave, Marburg, Lassa, Ebola e entre outros.

Recentemente com o cenario de COVID-19, a sanitizacdo no setor de varejo de
alimentos e servicos de alimentagéo passou a ter grande destaque, como a desinfecgéo
periodica de superficies de alto toque (FRASER et al., 2021). Em resposta a propagacao
da doenca foram desenvolvidas diversas medidas para minimizar a propagacéo, como o
uso da nebulizacdo em camara de desinfeccdo humana e para objetos, como carrinho de
supermercado. Contudo, para humano, alguns cuidados sdo exigidos para a aplicagéo
segura, uma vez que a pulverizacdo ou a aerossolizagéo podem ocasionar toxicidade por
inalacio ou  absorcdo dos  componentes (WICKRAMATILLAKE &
KURUKULARATNE, 2020).

Mesmo para a classe de servicos e varejo de alimentos a higienizacdo pode
apresentar alguns desafios na sua implementacdo, dentre os empecilhos apresentados
alguns sdo frequentemente apontados, como: o uso de diferentes produtos com instrugdes
especificas, tempo limitado para o ciclo de limpeza e a alta rotatividade de colaboradores
implica na falta de pessoal treinado para completar a etapas adequadamente em menor
tempo. Sem sombra de duvidas a simplificacdo dos mecanismos é muito desejavel, assim
com a reabertura das lojas no periodo de pandemia a procura por procedimentos de
higienizacdo de grandes areas se tornou popular como os métodos de nebulizacdo, misting
e spray eletrostatico. Porém a eficicia e riscos de métodos como estes devem ser
ponderados criteriosamente, servindo como tecnologia potencialmente de apoio na rotina
de higienizacdo (FRASER et al., 2021).

3.5 DESAFIOS NO GERENCIAMENTO DAS MEDIDAS DE DESCONTAMINACAO
AMBIENTAL

A pandemia da SARS-CoV-2 teve grande impacto na vida das pessoas, oscilando
0s mercados internacionais e atingindo as industrias. De acordo com o Fundo Monetario
Internacional (FMI), o resultado da pandemia na economia provocou a reducgéo de cerca
de 3% no ano de 2020 (VLASCEANU & TIGU, 2021). Dentro das empresas a caréncia
de um projeto higiénico dos sistemas de circulacdo de ar e procedimentos de limpeza e
desinfeccdo adequados podem causar perdas significativas a economia e acarretar
doencas epidémicas (LOPEZ-GOMEZ et al., 2013).
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A crise de COVID-19 ilustra os perigos inseridos em uma pandemia de virus
transmitido pelo ar, constituindo risco para a salde de todos os colaboradores, para a
economia e para a seguranca alimentar. Nos ultimos anos pode-se presenciar um nimero
crescente de surtos virais como a de SARS, MERS-COV, H1NL1 e o Ebola. O cenario
atual aponta que os futuros surtos pandémicos precisam ser tratados através de um plano
de acdo ativo, que consiga rapidamente resposta efetiva a estes problemas. E
indispensavel para os avancos tecnologicos, dentro da etapa de sanitizacao, aprimorar 0s
protocolos de seguranca alimentar, considerando a descontaminacéo de superficies e do
ambiente. Neste contexto, torna-se fundamental a execucdo de estudos que simulam
ambientes reais, facilitando a limpeza e desinfeccdo manual da qual pode ser trabalhosa
e demorada (ZIMMERMAN et al., 2021; FU et al., 2012).

A propagacdo de bioaerossois podem ter diferentes origens, como: em matérias-
primas in natura, na falta do controle pragas, &gua contaminada, condi¢cdes de
processamento inadequados, zoneamento ineficiente, drenos abertos, bem como
operacdes de limpeza Umida e seca por escovacdo, formando goticulas umidas ou de
poeira seca. A composicdo dos bioaerossois envolve associacdo de particulas e
microrganismos sobrevivendo no ar, e as bactérias patogénicas podem desenvolver um
ambiente favoravel para a producéo de biofilme em superficies. Podem-se encontrar vasta
mistura de espécies de microrganismo dentro das industrias alimenticias, como
enddsporos e exdsporos de bactérias, células vegetativas em maioria de bactérias Gram-
positivas, fungos e leveduras (MASOTTI et al., 2019a).

O conhecimento sobre as fomites que interagem na dindmica de transmissao séo
importantes para a determinacao da sobrevivéncia do microrganismo em superficies. Em
relacdo aos virus, a ventilacdo, temperatura ambiental e o fluxo de ar, regulam o
comportamento da sua ocorréncia. Os danos da SARS-CoV-2 na industria de alimentos
envolvem a transmissdo pelo contato na area de trabalho na interac&o dos colaboradores,
pelo ar ou de forma indireta em superficies externas das embalagens. As pesquisas
indicam que manobras de desinfeccdo superficiais em embalagens ndo causam reducao
se ndo estiverem aliadas a higienizacdo das méos e o uso de mascaras de protecdo. Para
0s consumidores a contaminacdo pela ingestdo de alimentos com o virus é improvavel,
pois o recebimento de varios processos como a acidificacéo e o tratamento térmico podem
reduzir significativamente estes niveis (BAKER & GIBSON, 2022).

O ataque bioterrorista do 11 de setembro de 2001 mostrou que a operacao de

desinfeccdo emergencial deve incluir uma serie de pontos para a mitigacao de riscos de
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propagacdo microbioldgica. Incluindo a descontaminagdo volumétrica, ou seja, a
liberacdo gases, vapores ou névoa que possam permear todo o ambiente, em que 0s
operadores possam executar o0 método de maneira simples sem a necessidade de
treinamentos, podendo ser feito a utilizacdo de agente sanitizante que extermine grande
gama de microrganismos e que seus componentes ndo tragam alteragdes indesejadas aos
variados tipos de superficies que podem ser encontradas na estrutura do ambiente
(RICHTER et al., 2018).

3.6 PERSPECTIVAS PARA A AREA DA SANITIZACAO DE ALIMENTOS POR
MEIO DA NEBULIZACAO

E irrefutavel que haja a necessidade da criacio de protocolos que visem a
seguranca dos alimentos em carater emergencial, principalmente abordando esses casos
atuais de contaminacdo por doencas emergentes. A inocuidade dos produtos
industrializados e o varejo da area alimenticia sdo altamente impactados pela falta de
gestdo proativa das contaminacdes microbioldgicas, prejudicando a saude de
trabalhadores e consumidores, causando graves danos a economia, fazendo com que
ocorra o fechamento de industrias e acarrete na escassez da oferta de produtos. Mais
tecnologias de descontaminacéo precisam ser implementadas com o intuito de induzir o
uso principalmente nestes casos de eventualidade, garantindo que os procedimentos
ocorram de forma rapida e facilitada. A nebulizacdo ja se mostra uma tecnologia de
desinfeccédo interessante para problemas recorrentes como a incidéncia de biofilmes,
descontaminacdo do ar de circulacdo e locais de dificil acesso. Porém, mais estudos
devem ser elaborados a fim de definir parametros para estabelecer o uso da tecnologia,
como:

% Verificar a existéncia de mudancas indesejadas na estrutura industrial ao receber

o tratamento, incluindo a parte eletrénica presente na area;

< Estabelecer desinfetantes adequados para serem usados nas superficies, em que
seus residuos ao entrarem em contato com os alimentos ndo provoquem alteragdes
fisico-quimicas ou sensoriais;

+« Desenvolver padrdes de tempo x dosagens eficazes, abrangendo as mais diversas
exigéncias de contaminacdo que possam ocorrer no ambiente, inclusive em

industrias com produtos clean label e RTE;
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« Elaborar padrdes para que a desinfeccdo possa ser facilitada, e os colaboradores
consigam aplicar o método de maneira rapida em condi¢es emergéncias;

% Avaliar a aplicacdo em superficies de embalagens para a verificacdo da
integridade dos materiais apds o método.

Embora os estudos relacionados ao uso da nebulizacdo sejam escassos, 0S
resultados das pesquisas apontam resultados promissores no campo da microbiologia,
sendo alternativa que gera menores quantidades de residuos e consome menos recursos
hidricos, sendo a solucgdo para 0s processos de limpeza com baixa umidade apresentando
uma opcao vidvel a ser adotada como complemento das rotinas de higienizacdo das

empresas.
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4 CAPITULO Il — Avaliagdo dos efeitos de sanitizantes comerciais na
inativacdo de patdgenos em superficie de inox através das técnicas de nebulizagédo
em imerséo

RESUMO

A nebulizacdo ou aerossolizacdo é uma técnica que se baseia na difusdo de uma
névoa fina no ar utilizando desinfetante liquido, possibilitando que a etapa de
descontaminacdo tenha cobertura tridimensional, conseguindo atingir até mesmo locais
de dificil acesso. Este trabalho objetivou a avaliar o processo de descontaminacéo e o
comportamento de inativagdo microbiolégica de trés microrganismos patogénicos S.
Thyphimurium, E.coli e Estafilococos aureus frente aos processos de nebulizacao e
imersdo utilizando dois sanitizantes comerciais, sendo um a base de Hipoclorito de sédio
(200 ppm) e outro de &cido peracetico (108 ppm) em superficie de aco inox. Foram usados
para a aplicacdo do processo de nebulizagéo e imersdo os tempos de 1, 3, 5 e 15 minutos
para os pools de S. Thyphimurium e E.coli, para o pool de Estafilococos aureus foram
usados os tempos de 3, 5, 7 e 15 minutos. Apds o tempo de 15 minutos os tratamentos de
nebulizacdo com o desinfetante a base de hipoclorito de sédio conseguiram reduzir 4,4 e
até no minimo 5 logs do pool de Estafilococos aureus, S. Thyphimurium e E.coli
respectivamente, para os tratamentos com o desinfetante a base de acido peracético houve
areducdo de 5,4 e de no minimo 6 logs do pool de Estafilococos aureus, S. Thyphimurium
e E.coli respectivamente. Somente a bactéria E.coli conseguiu atingir contagens abaixo
do limite de deteccdo (1 log UFC/mI) ap6s 15 minutos para os tratamentos de nebulizacao
de ambos os desinfetantes. Todos os tratamentos de imersédo com a solugéo de hipoclorito
de sodio a 200 ppm atingiram contagens abaixo do limite de detec¢do (1 log UFC/ml)
apos 15 minutos de acdo, ja a solucdo de acido peracético a 108 ppm conseguiu atingir o
mesmo valor em menores tempos 7 minutos para o pool de Estafilococos aureus, 5
minutos para os pools de S. Thyphimurium e E.coli. O desinfetante a base de acido
peracético teve melhor desempenho em ambos os métodos. Os resultados deste estudo
mostraram que a etapa de descontaminacdo utilizando a nebulizacdo de sanitizantes
comerciais pode ser de grande auxilio no controle microbiolégico em fabricas.

Palavras-chaves: Descontaminagdo, E.coli, S. Thyphimurium, Estafilococos

aureus e Aerossolizagéo.
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ABSTRACT

The nebulization or aerosolization is a technique based on the diffusion of a fine
mist in the air using a liquid disinfectant, this allows the decontamination step to have a
three-dimensional coverage, reaching even places of difficult access. This work aimed to
evaluate the decontamination process and the microbiological inactivation behavior of
three pathogenic microorganisms, S. Thyphimurium, E. coli and Staphylococcus aureus,
using two commercial sanitizers, one based on sodium hypochlorite (200 ppm) and the
other on peracetic acid (108 ppm) on stainless steel surfaces. The mist and immersion
processes were applied in 1, 3, 5, and 15 minutes for the S. Thyphimurium and E. coli
pools, and 3, 5, 7, and 15 minutes for the Staphylococcus aureus pool. After the 15 minute
time the mist treatments with the sodium hypochlorite-based disinfectant were able to
reduce 4, 4 and up to at least 5 logs of the Staphylococcus aureus, S. Thyphimurium and
E.coli pool respectively, for the peracetic acid-based disinfectant treatments there was a
reduction of 5, 4 and up to at least 6 logs of the Staphylococcus aureus, S. Thyphimurium
and E.coli pool respectively. Only E.coli bacteria were able to reach counts below the
detection limit (1 log CFU/ml) after 15 minutes for the mist treatments of both
disinfectants. All immersion treatments with 200 ppm of sodium hypochlorite solution
reached counts below the detection limit (1 log CFU/mI) after 15 minutes of action, while
the 108 ppm peracetic acid solution reached the same value in shorter times (7 minutes
for Staphylococcus aureus pool, 5 minutes for S. Thyphimurium and E.coli pools). The
peracetic acid-based disinfectant performed better in both methods. The results of this
study showed that the decontamination step using commercial sanitizers spray can be of
great help in microbiological control in factories.

Keywords: Decontamination, E.coli, S. Thyphimurium, Staphylococcus aureus

and Aerosolization.
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4.1. INTRODUCAO

A Higienizacéo € o processo que engloba a limpeza e sanitizagdo, sendo uma etapa
fundamental para a producdo de alimentos seguros. Enquanto a etapa de limpeza consiste
na remocao dos residuos aderidos a superficie, através do uso de detergentes, a etapa de
Sanitizagdo busca eliminar microrganismos patogénicos e reduzir a carga microbiana
deteriorante, através do emprego de agentes quimicos ou fisicos. Em ambas as etapas, €
fundamental a escolha dos agentes e as respectivas concentracdes a serem utilizadas, a
fim de evitar danos nas superficies, como por exemplo, corrosdes e alteragdes estruturais
da matéria (KAKURINOQOV, 2014).

ContaminagOes microbianas no ambiente de processamento de alimentos podem
ser ocasionadas por varias vias, através da contaminacao cruzada entre produto acabado
e matéria-prima, ma higienizacdo de espacos de dificil acesso como ralos, drenos e dutos
de circulacdo de ar, contato com matéria-prima contaminada e através da manipulacéo
inadequada. Nestes casos bactérias como a E.coli O157:H7, Salmonella spp.,
Estafilococos aureus e Listeria monocytogenes, podem se tornar grande problemas,
principalmente pela capacidade de formacdo de biofilmes nas instalacdes, podendo
acarretar a ocorréncia de surtos alimentares (ARYAL & MURIANA, 2019).

A Salmonella e a E. coli sdo microrganismos Gram-negativos. As infec¢des por
Salmonella spp tém casos registrados por todo o mundo sendo um dos patégenos de
origem alimentar encontrados com mais frequéncia em produtos de origem animal que
ndo passaram por aquecimento térmico. De acordo com o CDC (2018), as infec¢fes por
Salmonelose representam cerca de 11 % das DTA’s, ocasionando aproximadamente,
1.027.561 pessoas doentes a cada ano. Além da Salmonella, outro patégeno de
importancia € a E. coli coloniza o corpo humano logo ap6s o nascimento, estando presente
naturalmente no trato intestinal, porém algumas cepas microbianas podem causar grande
variedade de enfermidades intestinais (MIRSEPASI-LAURIDSEN et al, 2019; ENG et
al, 2015). Ja& o Estafilococos aureus é uma bactéria Gram-positiva sendo um
microrganismo facilmente encontrado na pele e mucosa nasal dos humanos, possuindo a
capacidade produzir toxinas (OLIVEIRA et al., 2018).

Atualmente com a tendéncia do consumo de alimentos clean label e de alimentos
Ready to Eat — RTE, o controle das condi¢bes higiénico sanitarias durante o
processamento, deve ser realizado de forma ainda mais rigorosa, uma vez que Sao
alimentos mais propensos a contaminagfes. Neste contexto, técnicas adicionais aos

métodos convencionais de higienizagdo, como a nebulizagdo, vém obtendo grande
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destaque, com intuito de melhorar a qualidade e garantir a segurangca microbioldgica
desses alimentos, principalmente (LOPEZ-GOMEZ et al., 2013; ASIOLI et al., 2017;
HYUN et al., 2020; RAZA et al., 2021). A nebulizacdo ou aerossolizacdo baseia-se na
difusdo de agentes sanitizantes liquido, em uma névoa fina pelo ar, isso possibilita a
cobertura homogénea tridimensional do espaco, proporcionando atingir localidades de
dificil acesso nos equipamentos, além de promover a descontaminagdo ambiental. Essa
técnica € um auxilio na eliminacdo das contaminacdes que podem persistir nas rotinas
tradicionais de limpeza e desinfeccdo (BROWN & WRAY, 2014).

Além de promover a descontaminacdo nos equipamentos e no ambiente de
processamento, a nebulizacdo também pode ser utilizada para descontaminacgdo
superficial de alimentos, demonstrando ser uma tecnologia bastante versatil para industria
de alimentos (MASOTTI et al., 2019). Vale destacar que o uso da nebulizacao, assim
como as demais técnicas utilizadas na higienizacdo convencional, deve ter seus
parametros de concentragdo dos agentes e tempo de aplicacdo, por exemplo, validados
para o0 uso comercial nas industrias.

Adicionalmente a versatilidade da técnica durante o processamento de alimentos,
a nebulizacdo pode ser aliada na reducdo da propagacdo de doencas respiratorias
emergentes como a COVID — 19 (FILIPE et al., 2021; OLIVEIRA et al., 2018).

Assim, neste cenario, o objetivo do trabalho foi avaliar a eficiéncia da nebulizacéo
e da imersdo com hipoclorito de sodio (200 ppm) e a um desinfetante comercial (a base
de éacido peracético - 108 ppm), na persisténcia de patdgenos (Estafilococos aureus,
S.Typhimurium e E.coli), em superficies de aco inox.

4.2. MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de microbiologia aplicada do
Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO. As cepas foram gentilmente cedidas
pelo INTEGRALAB, Cascavel — PR, Brasil e pela Universidade Federal de Goiés,
Goiania — GO, Brasil. Foram utilizadas duas cepas bacterianas de Estafilococos aureus
(ATCC® 25923™ e cepa isolada a campo proveniente de aves comerciais), Escherichia
coli (NEWP® 0022, ATCC® 25922™ e cepa isolada a campo proveniente de aves
comerciais) e S. Thyphimurium (ATCC® 13311™ e ATCC® 14028™) para a verificagio
da influéncia dos tratamentos de nebulizacéo e imersdo frente aos microrganismos. As
cepas foram mantidas por transferéncias mensais em tubos com agar nutriente sendo

acondicionadas em camara incubadora BOD (Limatec, modelo LT 320 T) a 4°C.



29

4.2.1. Preparo e padronizagéo do in6culo

Inicialmente, as cepas de Estafilococos aureus, E.coli e S. Thyphimurium foram
cultivadas, separadamente, em tubos Falcon com caldo Brain Heart Infusion Broth (BHI)
e incubadas em estufa bacterioldgica (Thelga, modeloTE64CB) a 37°C/24 horas. Apds
este periodo, realizou-se a centrifugacdo (Solab, modelo SL-701 da marca) a 3500 X g
(5190 rpm) por 10 minutos a 4°C, e em seguida, foram retirados os sobrenadantes e
realizado a lavagem dos pellets por 3 vezes seguidas utilizando solucdo salina 0,85%.
Apobs, os pellets foram reidratados com agua salina 0,85% para ajuste da concentracéo
através da escala de McFarland. As cepas foram individualmente padronizadas em 1,5 x
108 UFC/mI (Tubo 0,5), em seguida foi feita a mistura para a formagédo dos pools de
Estafilococos aureus, S. Thyphimurium, E.coli. Para confirmacdo da concentracéo, foi
utilizado 0,1 ml em superficie do agar PCA para quantificacdo das células, sendo

incubado em estufa bacterioldgica a 37°C por 24 horas.

4.2.2. Preparacdo dos cupons de aco inox

Os cupons de aco inox 304 foram padronizados em 5 x 2 cm de acordo com o
trabalho de Choi et al. (2012), com modificagdes. Para remocéo de sujidades foi realizado
a limpeza dos cupons com detergente neutro e apos a secagem eles foram colocados em
solucdo alcalina de hidréxido de sodio (NaOH) a 1% sendo sonificados (Cristofoli,
modelo cuba de ultrassom cristéfoli) por 20 minutos. Apés esta etapa os cupons foram
rinsados com agua destilada, sendo adicionado uma gota de fenolftaleina nessa dgua para
a conferéncia da retirada da solucdo alcalina dos cupons. Ap6s a secagem, 0S Cupons
foram imergidos em solucdo de &cido fosforico (H3PO4) a 15 % e sonificados novamente
por 20 minutos, e foram rinsados com &gua destilada novamente conferindo a retirada da
solucdo acida. Os cupons secos foram colocados individualmente nas placas de Petri,
contendo papel filtro (para nebulizacdo somente), seguindo todo material para
esterilizacdo 121°C/15 min (BS equipamentos indUstria e comércio Itda, modelo 1 .2).
Ap0s a secagem em estufa as placas com os cupons foram identificadas, e posteriormente
foram inoculados 0,1 ml de cada pool nos diferentes cupons. Com auxilio da al¢a de
inoculagdo descartavel previamente estéril, foram espalhadas as aliquotas por toda a
superficie do cupom. Para auxiliar na fixagdo dos microrganismos ao inox, aguardou-se
30 minutos para a secagem dos cupons no Fluxo Laminar (Filterflux, modelo SBIIA1)
com ventilacdo de ar. Para nebulizacdo, ap6s a secagem das placas de Petri (90 cm?)

contendo os cupons contaminados, seguiu-se para a pesagem em balanca analitica (BEL,
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modelo M214Ai) antes e depois da aplicacdo do processo, para posterior conferéncia do
volume utilizado em cada tratamento (Figura 1a e 1b).

4.2.3. Aplicacgéo das solugdes sanitizantes nos processos de nebulizac¢éo e imersao
Para o preparo da solucdo comercial & base de acido peracético (Vortexx™ ES
ECOLAB - 13,5% p/p acido peracético), foi utilizada a diluicdo recomendada no rétulo
de 0,8 ml para 1 L de agua destilada esteéril, resultando em concentracdo de 108 ppm. Para
0 preparo da solugdo de hipoclorito de sédio a 200 ppm foi utilizada &gua sanitéria
comercial (considerando a concentracdo de no minimo de 2,0 % p/p cloro ativo), e foi
diluido 10 ml em 1 L de &gua destilada estéril.
O compartimento do nebulizador (VENTISOL, modelo U-04), mangueira plastica
e caixa de acrilico (30 L) usados para a aplicacdo da técnica foram previamente limpos
com &gua e detergente neutro, sendo posteriormente descontaminados com alcool 70% e
exposicdo a luz UV por 30 minutos. Apds essa etapa foi colocado no nebulizador a 500
ml de solucdo sanitizante. Foi acoplado ao nebulizador uma mangueira que conduzia a
névoa a caixa de acrilico (figura 1c). Para o processo de imersédo foi utilizado 25 ml de

cada sanitizante para cada placa de Petri contendo os cupons Figura 1d.

Figura 1 - Cupom inoculado para nebulizacao antes (A) e depois (B) do processamento,
aplicacdo dos Tratamentos de nebulizacéo (C) e de imerséo (D). Fonte: Propria autora.
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Em relacéo aos tempos de cada processamento, foram aplicados para os pools de
S. Thyphimurium e E.coli, os tempos de 0, 1, 3, 5 e 15 minutos, enquanto para 0 pool
Estafilococos aureus foram usados os tempos de 0, 3, 5, 7 e 15 minutos para ambos 0s
tratamentos. Todas as placas receberam os tratamentos com o lado contaminado do

cupom de inox voltado para cima.

4.2.4. Determinacdo da concentracao dos persistentes

Ap0s a aplicacdo do tratamento, os cupons foram colocados com o auxilio de uma
pinca estéril em tubos Falcon de 50 ml, contendo solucdo de 30 ml de &gua peptonada
tamponada com 0,25% de tiossulfato de sodio, para neutralizar a agdo dos sanitizantes, e
com 1,5 g de pérolas de vidro, para facilitar o desprendimento dos microrganismos dos
cupons. Além disso, do uso de pérolas de vidro, foi utilizado um swab para auxiliar no
desprendimento dos microrganismos. Os tubos foram levados ao vértex na velocidade
maxima por 30 segundos. Apés o vortex, 1 ml de amostra foi retirado do tubo Falcon e
realizado a técnica da dilui¢do seriada e o plagueamento em superficie em agar PCA. As
analises foram feitas para as amostras de cupons de cada tratamento, em duplicatas, e as

placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.

4.3. RESULTADOS

Os resultados da inativacdo microbiana para os pools de E.coli, S. Thyphimurium
e Estafilococos aureus, nos diferentes tratamentos e tempos realizados, estdo relatados
nas figuras 2 e 3. A figura 2 mostra a dinamica da aplicacdo da nebulizacédo (Figura 2A)
e imersdo (Figura 2B) em relacdo a contagem dos persistentes expressos na base em log
UFC/ml ao longo do tempo em minutos, enquanto a Figura 3 apresenta os persistentes
em relagdo aos sanitizantes aplicado.

Para os experimentos de nebulizacdo no tempo de 15 minutos (Figura 2A), a
solucdo de hipoclorito de sddio conseguiu reduzir cerca de 3, 4 e no minimo 5 logs para
o0s pools de Estafilococos aureus, S. Thyphimurium, e E. coli respectivamente. Ja para o
acido peracético (Figura 2B) houve a reducédo de 5, 4 e no minimo 6 logs para 0s pools
de Estafilococos aureus, S. Thyphimurium, e E. coli respectivamente.

A figura 3, demonstra a comparagdo de desempenho dos em relagcdo aos

microrganismos estudados, sob nebulizacdo e imersdo. Em relagdo aos pHs, o0s
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sanitizantes a base de acido peracético e de hipoclorito de sodio atingiram valores de 4 e
6 respectivamente.

Independente do sanitizante aplicado, todos os tratamentos de imersao
desempenharam melhor performance na reducao microbiana nos cupons, em comparagédo
ao processo de nebulizacdo. As contagens dos microrganismos ficaram abaixo do limite
de deteccdo (1 log UFC/mI) apds 15 minutos para a imersdo com hipoclorito de sddio. Os
tratamentos de imersao utilizando o sanitizante a base de acido peracético, reduziram as
contagens abaixo do nivel de deteccdo (1 log UFC/mlI) em 7 min para o pool de
Estafilococos aureus e de 5 minutos, para o pool de S. Thyphimurium, e de E. coli.

De maneira geral, pode-se observar que a bactéria E.coli se mostrou mais sensivel
do que as outras, sendo a Unica a atingir contagens abaixo do limite de detec¢édo (1 log
UFC/ml) ap6s 15 minutos do tratamento de nebulizacdo para ambos os desinfetantes. O
Estafilococos aureus foi a bactéria que obteve as menores reducbes, sendo a mais
persistente em comparacdo com as demais.

O sanitizante comercial a base de acido peracético alcancou as maiores reducdes
microbianas em menor tempo, exceto o tratamento de nebulizacdo com hipoclorito de
sodio para a bactéria E. coli. A diferenca dos valores na contagem de E.coli para 0 método
de nebulizacdo entre os sanitizantes ficaram préximos no tempo de 5 minutos. Os
métodos de nebulizacdo e imersdo com hipoclorito de sddio para a reducdo da contagem
da E.coli nos cupons de inox tiveram comportamentos semelhantes, atingindo quase 0s
mesmos niveis na descontaminacgdo ao longo do tempo de aplicacao.

O Estafilococos aureus nos tratamentos de nebulizagdo obteve a maior diferenca
dos niveis de contaminacdo para o tempo de 15 minutos comparando os desinfetantes,
cerca de 1,54 logs UFC/ml, sendo neste caso, a solucdo de acido peracético tendo o
melhor efeito antibacteriano. Comparando o desempenho dos sanitizantes para 0 método
de nebulizacdo, os niveis de contaminacdo nos minutos finais ficaram proximos, S.

Thyphimurium e E. coli.



A
Staphylococcus aureus
7,0
6.0 —aA— Hipoclorito de sédio
- 50 ‘. -
= —B— Acido peracético
ﬁ 4,0
j, 3,0
Q
= 20
1,0
0,0
0 3 6 9 12 15
Tempo (min)
Staphylococcus aureus
7,0
6,0 —a— Hipoclorito de sédio
5,0 A -
_, —B— Acido peracetico
S 40
[T
)
= 3,0
o]
-
2,0
1,0
0,0
0 3 6 9 12 15
Tempo (min)

S. Thyphimurium

7,0
6,0 - : Sdi
—aA— Hipoclorito de sodio
50 p
»é —B— Acido peracético
& 4,0
- 30
al
Q
= 20
1,0
0,0
0 3 6 9 12 15
Tempo (min)
70 S.Thyphimurium

6,0

g 50 —a— Hipoclorito de sédio
€ ;
9 4,0 —B— Acido peracético
o)
&30
-

2,0

1,0

0,0

0 3 6 9 12 15

Tempo (min)

LOg UFC/mL

7,0
6,0
5,0
4,0
3,0
2,0
1,0

0,0

33

E. coli

—a— Hipoclorito de sédio

—B— Acido peracético

6 9 12 15
Tempo (min)

E. coli

—aA— Hipoclorito de sddio

—B— Acido peracético

6 9 12 15
Tempo (min)

Figura 2 — Populacdo de persistentes (Log UFC/ml) de Estafilococos aureus, Salmonella e E.coli nos cupons de ago inox, apés a aplicagdo

de diferentes sanitizados (Hipoclorito de sodio e Acido peracético), sob os processos de nebulizagio (A) e imersio (B).
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4.4. DISCUSSOES

Contaminac@es na industria de alimentos podem ser provenientes de diferentes
formas, como: através de bioaerossois, biofilmes, matéria-prima e agua contaminada,
entre outros. Os bioaerossois sao particulas microscopicas que circulam nas correntes de
ar, provenientes de poeiras e goticulas contaminadas contendo bactérias, fungos e virus.
O controle sobre as transferéncias microbianas na industria alimenticia é essencial, uma
vez que a disseminacao de biaerossois pelo ar pode gerar recontaminacGes no ambiente
de processamento, podendo levar o desenvolvimento de biofilmes nas superficies de
equipamentos (MASOTTI et al., 2019 a).

Além de promover contaminagfes nos alimentos, a formacdo de biofilme pode
resultar trocas genéticas e/ou mutagdes, fazendo com que 0s microrganismos passem a
ter resisténcia aos agentes quimicos. Existe ainda relatos sugerindo a correlacdo do uso
de compostos biocidas com o desenvolvimento da resisténcia a antibidticos, tanto em
bactérias gram-positivas como gram-negativas. Por isso, 0s 6rgdos reguladores chamam
a atencdo ao emprego de novos desinfetantes e novas técnicas de descontaminacgéo para
evitar este problema (ARYAL & MURIANA, 2019).

Os biofilmes podem ser gerados no transporte, processamento ou armazenamento
dos produtos, esses microrganismos podem se fixar nas superficies irregulares e partes
hidrofobicas de alimentos ou dos materiais, isso dificulta o processo de sanitizacdo (OH
et al., 2005). Os procedimentos de higienizacdo devem dar énfase as localidades de maior
dificuldade para que haja a eliminacao efetiva dos microrganismos.

Neste contexto, a nebulizacéo apresenta como tecnologia de grande versatilidade
para a industria de alimentos, visto que pode ser empregada, tanto para descontaminacao
superficial de alimentos, mas também para descontaminacdo de equipamentos e de
ambientes em salas de processamento de alimentos. Além da versatilidade, a
aerossolizacdo pode ser feita com grande gama de soluges antimicrobianas, como
sanitizantes quimicos, mas também como acidos organicos e dleos essenciais. Contudo,
tanto a nivel comercial quanto a nivel de pesquisa, 0 uso desta tecnologia estad muito
aquém do seu potencial (MASOTTI et al., 2019a).

No processo de nebulizacdo, os principais fatores que devem ser controlados séo
concentracdo, tempo de aplicacdo, temperatura, umidade relativa e tamanho de particula,
além da escolha do desinfetante a ser utilizado (MASOTTI et al., 2019a). O tamanho de
particula apresenta como parametro especifico de importancia da técnica, uma vez que

estd relacionado a dispersibilidade da solugdo no meio. Segundo Oh et al. (2005),
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tamanho das goticulas menores que 2 um tem o mesmo comportamento dos desinfetantes
gasosos, possibilitando o espalhamento da neblina de forma uniforme.

Assim como no presente trabalho, as pesquisas encontradas na literatura,
demonstram que a nebulizacdo promove a reducdo da carga microbiana na superficie de
equipamento, consolidando a técnica como promissora para a area de alimentos. Em
geral, os estudos existentes avaliam o uso de agentes a base de hipoclorito, &cido
peracetico e peroxido, por serem 0s principais sanitizantes utilizados na industria, em
relagdo aos principais patogenos formadores de biofilme e DTA’s, como a E. coli
0157:H7, Salmonella spp e Listeria spp e Estafilococos aureus.

Resultados similares ao presente estudo, referente ao grau de reducéo e efetividade
do agente sanitizante, foram obtidos por Park et al. (2012). Os autores verificaram a
eficacia da nebulizacdo na reducéo de biofilmes de seis dias em cupons de aco inoxidavel
e PVC, tratados com hipoclorito de sddio (100 ppm) e &cido peracético (100, 200 e 400
ppm) por 5, 10, 30 e 50 minutos. Foi concluido que o tratamento com 100 ppm de &cido
peracético foi mais eficaz do que a mesma concentracdo de hipoclorito de sédio, com o
aumento do tempo de tratamento. Para os tratamentos de &cido peracético de 200 e 400
ppm foi alcancada a reducéo de células abaixo do nivel detectavel (1.48 log UFC/cupom),
apos 10 minutos para cepas de E. coli O157:H7 e S. Typhimurium e 30 minutos para L.
monocytogenes.

Em outro estudo envolvendo a descontaminacdo de equipamentos, Choi et al.
(2012) demonstraram a eficacia para reducdo de biofilmes de Escherichia coli 0157:H7,
Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes em superficie de inox, através da
nebulizacdo de peroxido de hidrogénio em duas concentracBes de 0,25% e 0,5%. Para
todos os patdgenos, o limite de deteccdo (1 log) foi atingido ap6s 60 minutos de processo
na concentracdo de 0,25%, enquanto para a concentracdo de 0,5 %, os limites foram
atingidos apds 15 minutos para E.coli O157:H7; 20 minutos para S. Typhimurium e 30
minutos para L. monocytogenes.

Diferentemente dos estudos apresentados em superficie de aco inox, Oh et al.
(2005), avaliaram o uso sanitizantes a base de acido peracético (1800 ppm) e de peroxido
de hidrogénio (8800 ppm), durante 1 hora de nebulizacdo, em placas de Petri
contaminadas com B. cereus, L. innocua, S. Typhimurium e S. aureus, sob diferentes
orientacOes espaciais em um semitrailer, simulando ua descontaminacdo ambiental. Os
autores conseguiram comprovar redugdes microbianas de 3.09; 7.69; 6.93; 8.18 logs para

B. cereus, L. innocua, S. aureus e S. Typhimurium, respectivamente. Além disso, 0s
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autores observaram que os esporos de B. cereus ndo foram eliminados tdo rapidamente
quanto as células vegetativas, devido a resisténcia a sanitizantes quimicos.

A disposicdo da microbiota pode mudar de acordo com o sanitizante usado, a
adocdo de mudanca do agente sanitizante pode ser um aliado no combate a adaptacéo dos
microrganismos ao sanitizante quimico. Mesmo uma limpeza minuciosa ndo é capaz de
propiciar uma linha de producdo estéril, porem é possivel reduzir significativamente o
nivel de contaminacdo. Na presenca de matéria organica o acido peracético é mais eficaz
que o hipoclorito de sodio. Os estudos em laboratorio ndo levam em consideracdo o
procedimento de limpeza do espaco, cada procedimento deve ser verificado para se
adaptar melhor a planta de processamento. As localidades imidas como os drenos podem
alojar biofilmes e dar condicdes para que ele ndo consiga sofrer interacdo com o
desinfetante (BAGGE-RAVN et al., 2003).

Este trabalho também demonstrou diferenca na efetividade dos sanitizantes, em
que os tratamentos de nebuliza¢do do desinfetante a base de acido peracético a 108 ppm
tendem a causar maiores reduces microbianas se comparado ao de hipoclorito de sodio
a 200 ppm. O sanitizante a base de peroxido de hidrogénio a 0,5% utilizado no trabalho
de Choi et al. (2012) alcangou a reducdo limite (1 log) apds 15 minutos para E.coli
mostrando desempenho semelhante aos outros desinfetantes usados no presente estudo.

O procedimento de nebulizacdo é capaz de reduzir cargas microbiana, porém, o
método ndo € capaz de substituir a etapa de higienizacdo convencional. BAGGE-RAVN
et al. 2003, conduziram um estudo em areas de processamento de salméo, e foi feita a
verificacdo apds a higienizacéo, as porcentagens de amostras com 10* UFC por local de
amostragem diminuiram para 1 a 29% sob aerossolizacdo de peréxido de hidrogénio (15-
30%), acido peracético (5%) e acido acético (5-15%) em comparacdo a higienizacdo
convencional com a sanitizacdo por espuma de hipoclorito de sédio (1000 a 1250 ppm);
ralos e o tapete de borracha foram apontados como areas mal limpas, e algumas amostras
foram positivas para L. monocytogenes.

A Salmonella e a E.coli constituem os patdgenos entéricos mais importantes, a
sua sobrevivéncia fora de um hospedeiro é um pardmetro para a propagagédo natural, a
capacidade dessas bactérias de se perpetuar na cadeia alimentar é em grande parte pela
capacidade de adaptacgéo a serie de condi¢Bes ambientais adversas. Sendo capaz de formar
biofilmes em variedade de materiais como metal, plastico e borracha (INIGUEZ-
MORENO et al., 2018).
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Neste trabalho as contagens durante a inativacdo mostram que as bactérias Gram-
negativas (E. coli e S. Typhimurium) tendem a ser mais facilmente eliminadas do que as
Gram-positivas (Estafilococos aureus) seguindo a mesma tendéncia relatada pelos
estudos de Choi et al. (2012) e Park et al. (2012). O procedimento com desinfeccdo com
acido peracético foi melhor em relacdo ao hipoclorito de sodio, as bactérias Gram-
negativas foram dominantes no ambiente, porém, as Gram-positivas foram as
sobreviventes, assim como também foi observado no estudo de Bagge-Ravn et al. (2003).

A nebulizacéo se destaca se comparada aos outros métodos de descontaminacéo
ambiental como a irradiacdo de luz ultravioleta (UV) e a ozonizagdo. Pois, ndo ha
problemas como: a baixa penetracdo aos espagos na aplicacdo de luz UV e a alta
reatividade que o 0zonio tem com muitos materiais (tintas, metais, materiais organicos,
plasticos, entre outros). O método se mostra promissor como aliado a descontaminacao
convencional sem provocar altos custos com &gua ou sanitizantes, sendo 6tima escolha
na descontaminacéo das superficies e do ar (KAKURINOV, 2014).

Além de patdgenos de importante, como 0s avaliados nesta pesquisa, outros
microrganismos de interesse podem ser utilizados como indicadores da efetividade do
processo de nebulizagdo, como: a Campylobacter spp, grandes contaminantes em granjas
e Geobacillus stearothermophilus por sua elevada resisténcia térmica e a produtos
quimicos. Nos estudos de Battersby et al. (2017), os métodos de espuma, spray e termo
nebulizacdo foram aplicados no combate a Campylobacter spp. em granjas de frango,
foram usados diferentes desinfetantes, os resultados mostraram que a termonebulizagéo
(peroximonossulfato de potassio, &cido sulfamico e cloreto de sodio, 5%, V/v;
(gluteraldeido e complexo de amdnio quaternario, 0,3%, v/v) foi o Unico método eficaz
na sanitizacdo, eliminando efetivamente a bactéria. Espagos como as granjas que possuem
alto teor de matéria organica a ser removida na limpeza, podem dificultar a obtencao de
sucesso na operacéo de nebulizacao.

A Unica pesquisa encontrada na literatura, comparando o processo por nebulizacao
com o processo de imersdo foi 0 estudo conduzido por Hayrapetyan et al. (2020). Os
autores estudaram a cinética de inativagdo de esporos de Geobacillus stearothermophilus
com solucdes de &cido peraceético a 0,06% e peroxido de hidrogénio a 12% aplicando o
agente sanitizante nebulizado e em forma liquida. Ambos os métodos e solucdes
mostraram efeitos de redugdo microbiana, e a nebulizagdo de &cido peracético (0,06%)
inativou mais de 5 logs em 10 minutos em gabinete de 728 L de volume, enquanto o

peroxido de hidrogénio (12%) reduziu 4 Logs em 30 min. Os tratamentos com a aplicagéo
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da solucdo na forma liquida gastaram menores tempos para a inativacdo, esta mesma
caracteristica foi observada para as solucGes neste presente estudo, podendo ser explicado
pela necessidade de tempo para atingir a concentragéo critica do ativo quimico presente
nas goticulas que se condensam gradativamente hidratando os esporos depositados nos
cupons no gabinete.

Além dos estudos envolvendo o efeito da nebulizacdo em superficies, 0
conhecimento da eficacia da técnica na descontaminacdo ambiental € fundamental para a
garantia da seguranca na producdo de alimentos. Um ambiente contaminado pode
promover recontaminagfes recorrentes em equipamentos, pela deposicdo de
microrganismos e afetar a seguranca dos alimentos (KHAN & YADAYV, 2020).

MASOTTI et al. (2019b) realizaram monitoramento da carga microbiana do ar
em areas selecionadas de uma fabrica de laticinios e avaliaram o efeito da desinfeccao
por ozonizagdo (5 ppm) e aerossolizacdo quimica com peroxido de hidrogénio (5-15%).
Tanto a 0zonizagdo quanto a nebulizacdo com perdxido de hidrogénio foram eficazes na
inativacdo, porém foi percebida a diferenca no nivel de contaminacdo em espacos e houve
poucas passagens de trocas de ar, com menor fluxo de funcionarios e no local de
armazenamento. Este resultado demonstra que mesmo com a sanitizacdo efetiva o
planejamento da construcdo pode provocar processo sucessivo de novas contaminagoes.
Além disso, 0s autores comprovaram a ocorréncia de contaminacdo nos equipamentos
devido ao processo de recontaminacdo ambiental, demonstrando a importancia da técnica
para descontaminagdo ambiental.

Outra questdo que deve ser levada em conta é o efeito da nebulizagdo sobre
equipamentos eletrénicos. Além do efeito sob microrganismos, Fu et al. (2012) e
Krishnan et al. (2012) estudaram a eficacia da nebulizacdo utilizando respectivamente,
peréxido de hidrogénio e &cido peracético, em relacdo a equipamentos eletrénicos.
Ambos 0s autores comprovaram que, além da inativacdo microbiana, a nebulizagdo ndo
comprometeu o funcionamento dos equipamentos, demonstrando que a técnica pode ser
aplicada em ambiente de processamento, laboratorios e areas comerciais.

Além da questdo da descontaminacdo tanto ambiental, quanto na superficie de
equipamentos, a nebulizacdo pode ser reduzir a circulacdo de surtos virais, como SARS,
MERS-COV, H1IN1. Somente de 2011 a 2018, a Organizacdo Mundial da Saude fez a
documentacao de 1.483 eventos epidémicos em 172 paises. Recentemente a pandemia da
SARS-CoV-2 teve grande impacto na vida das pessoas e na cadeia produtiva de

alimentos. Por ser um virus de facil propagacdo pelo ar no ambiente de producdo, a
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indUstria alimenticia enfrentou grandes tribulagdes como o fechamento de fabricas e a
escassez na oferta de alimentos. Desta forma, faz-se necessario estudos para identificar o
efeito da nebulizacéo na reducédo da propagacéo desses virus pandémicos, a fim de reduzir
prejuizos e garantir a seguranca dos alimentos e dos colaboradores (ZIMMERMAN et
al., 2021).

Os resultados deste estudo mostraram que a técnica de nebulizacdo com a
utilizacdo dos sanitizantes comerciais teve efeito no combate aos microrganismos
estudados sobre a superficie de aco inox, promovendo a acao antibacteriana. Mostrando
que a conjuncdo do tratamento da aplicacdo liquida e de nebulizacdo poderia levar o
ambiente a ter niveis de contaminacdo de microrganismos patogénicos a valores
inexpressivos. Mais estudos devem ser elaborados a fim de definir dosagens e tempo de
aplicacdo sobre os diferentes microrganismos que possam ser encontrados no ambiente,
apontando a cinética de inativacdo, podendo ser op¢do a ser adotada na descontaminacéo
industrial, atendendo as diferentes necessidades encontradas nessa etapa.

4.5. CONCLUSAO

conclui-se que os desinfetantes comerciais a base de acido peracético e hipoclorito
de sodio sdo eficazes na reducdo dos microrganismos patogénicos inoculados nas
superficies de aco inox. Os desinfetantes utilizados podem ser Uteis para prevenir o
crescimento bacteriano, sendo 6tima opcao para auxiliar na desinfeccéo das instalagdes
sem elevar o0s custos com insumos e adgua. Para a adog¢do da técnica pela indistria com o
emprego desses sanitizantes estudados, faz-se necessario pesquisas voltadas a outros
microrganismos a fim de propiciar que o método garanta a eficiéncia na etapa de

descontaminacgéo.
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5. CONCLUSAO GERAL

A producdo de alimentos seguros, sem qualquer risco quimico, fisico ou
microbiologico é um desafio que vem sendo enfrentado. A nova tendéncia imposta pelo
mercado consumidor de produtos livres de aditivos alimentares, como por exemplo 0s
conservantes, forca a adogéo de tecnologias capazes de dirimir as cargas microbianas de
patégenos que possam estar presentes na area de processamento.

Os prejuizos ligados a propagacdo de microrganismos envolvem custos como
recall de produtos contaminados, casos de disseminacdo de DTAs e infelizmente gracas
a pandemia do virus da Covid-19 foi observado o afastamento em massa de varios
colaboradores nas industrias pela contaminagdo contraida no proprio ambiente de
trabalho. Neste contexto, a nebulizacdo surge como opcdo de descontaminagdo viavel,
sendo grande aliada na sanitizacdo nas diversas superficies encontradas no espaco fabril,
podendo assim ser mais um meio de garantir a seguranca alimentar.

A nebulizacdo se mostra como técnica promissora na complementacdo e
aprimoramento nas técnicas convencionais de higienizagdo ambiental e de equipamentos,
servindo como possibilidade em um uso estratégico nos casos de desinfeccdo de
emergéncia (ataques bioldgicos e pandemias), podendo ser aplicado sem a exigéncia de
treinamento prévio rigoroso para ser executado.

Os desinfetantes comerciais a base de &cido peracético (108 ppm) e hipoclorito de
sodio (200 ppm) foram eficazes na reducdo nos pools de Estafilococos aureus, S.
Thyphimurium e E.coli inoculados na superficie de aco inox. Foram observadas reducdes
na aplicacdo de ambos os tratamentos para todos os microrganismos envolvidos. As cepas
Gram-positivas foram mais resistentes do que as Gram-negativas, sendo o desinfetante a
base de acido peracético com o melhor desempenho em ambos os métodos. Este estudo
mostra que o emprego da aplicacdo na forma liquida mais a nebulizacdo poderiam garantir
que todas as superficies do espaco sejam descontaminadas, sendo essa tatica pode ser
utilizada a fim de evitar propagacéo de bactérias patogénicas por erros de aplicacdo, como

areas em que os colaboradores ndo depositaram solucéo.
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6. ANEXOS
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