UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS E AGRICOLA
RREC EIC

4::,2@ ol Lete Aefoiood.Sles M
Lovoeo 5 af& C/v&c/,?f% 2 % / e

/a/cZa, CZWM@ Ma—aéha, Ltee OF-09-L£¢,
%W O te adecl oo/ TLS

RESISTENCIA DE Salmonella typhi E Clostridium

perfringens AO USO CONTINUO DE HIPOCLORITO DE

SODIO E DE UM COMPOSTO DE AMONIO QUATERNARIO.

JAIR VICENTE DE OLIVEIRA
Médico Veterinario
05/5?
ORIENTADOR:

Prof. Dr. ANTONIO DE MELO SERRANO

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia de Alimentos e
Agricola da Universidade Estadual de Campinas para obten-

Gao do Grau de Mestre em Ciéncia de Alimentos.

UNICA MmP
BIBLIOTECA CENTRAL

Campinas, S.P., 1985.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Mato Grosso  do
Sul, ao Departamento de Tecnologia de Alimentos e Saide Publica
do Centro de Ciéncias Biolbgicas e da Sadde e a Universidade
Estadual de Campinas por tornarem possivel a realizacao deste
Curso de Mestrado;

ho professor Antdonio de Melo Serrano vela

amizade e conhecimentos transmitidos;

Aos amigos Benedito Dutra Pimenta, Maria
Eliza Trouy Gales e Eliezer José Marques pelo apoio constante,

que tornou possivel a minha participagao neste curso;

A Associacao Brasileira de Indastrias da
Alimentar~ac (ABIA), que deu o suporte financeiro para as copias

"xerograficas" desta tese;

Acos amigos Paulo, Lucio e Fernando pela
amizade e cooperagao;
Ao Prof. Frederic C. Strong III, pela cor

recao do resumo em inglés do trabalho;

As industrias HENKEL DO BRASIL S/A, e a

DIVERSEY S/A pelo fornecimento dos sanificantes para a execugao

deste trabalho;



A todos os professores, colegas e funcio
narios do Departamento de Ciéncia de Alimentos e Departamento

de Tecnologia de Alimentos da UNICAMP;

Aqueles que, diretamente ou indiretamen

te, contribuiram para a realizagao deste trabalho, .

Muito obrigado.

ii



Aos meus pais pelo carinho e
apoio, & minha esposa,com pro
funda admiragao, pela compreen
sao e

Aos meus filhos.

idi



INDICE

Resumo €M POrtUgUES ...ceeercoconoscncnes e ceeeseseee
SUMATY ocveoooeasosonnsnanarosenssonsssssesesnonersccessess
1 INtTOGUGAD +.vereensoecnsonnsosoncasessnsasecscreces ..
2 Revisdo Bibliografica ....cecececcerennoccncreoccecnens
2.1 Uso dos compostos clorados ....... ceeessaesansaes
2.1.1 Modo de AGCA0 «.ceevocncnsassscnns ceeeeeeee

2.1.2 DOSAQEM .oeeeovsessnsosansescnosscoccoosce

2.1.3 Uso do cloro em alimentos e superficies...

2.2 Uso dos compostos de amonio quaternario .........
2.2.1 MO0 A€ ACAO «vveeeseorcnasnnancnsscsonccs
2.2.2 DOSAJEM sessecesvsseasssnssncsssnassscescccs
2.2.3 TInativacdo do sanificante .........cccecee

2.3 1Injaria de cé&lulas microbianas .........c.ecceeces

3 MateriaisS © MEtOAOS .vceeceecsrsennnnnscnossccnnnnnnss

3.1 Materiais ........ hecsssesesceveneenasessassases
3.1.1 CULLUTAS eeveennneenncaccssonnnsnnnannnsss
3.1.2 Sanificantes ....c.iciiieiensecsnccssancns
3.1.3 Equipamentos de laboratdrio ..............
3.1.4 Meios de cultura e reagentes ....caeecoens

iv

14



3.2 MEtOAOS +sivecrrsnncnecnns Ceressesennns .
3.2.1 Exposigao das culturas ao sanificante em

tubo de ensaio ...eeceercieiiianne cesrens

3.2.2 Exposigado das culturas ao sanificante em
superficie de ago inoxidavel ............ .

3.2.3 Coeficiente fendlico ...cevereenccercnanns
3.2.4 Dosagem do cloro ativo ...ceveecenens oo
3.2.5 Exame MicCroscOPiCO ...eeeveeereccncnnanans
Résultados ...........................................
4.1 Contagens doS mMicrorganisSmoS ....cececcscccecncns
4.1.1 Clostridium perfringens .........cccuce.n..
4.1.2 Salmonella typhi ......cccciiiiciiececcnse

4.2 Coeficiente fendliCO ...iieereinnencannnnocanconns
4.2.1 Clostridium perfringens ......cccceceeceaen
4.2.2 Salmonella typhi ......cceieienecianann.

4.3 EXame MiCroSCOPICO .:iveicesnnncennencnccscansesss
4.3.1 Clostridium perfringens .......c.ccccecee..
4.3.2 Salmonella typhi ........... s eseeseenees
DiSCUSSAO v eeseeeenacanecosssasssasasnsnssascasensessssn
5.1 Acdo do hipoclorito em tubos .......c.eeieeiinn..
5.2 Agao do CAQ em tubOS ....ccevvirencecnennnnnccanns
5.3 Acao do hipoclorito em superficie ...............
5.4 Acao do CAQ em superficie .........ocviieinnen.n.

33

33

36
41
41

41

43

43
43
46
49

49

49

63
63

64

70
70
71
72

72



6

7

ConcluSOeS «veereenss t e ecvecsssscesseceeresienen s

Referéncias Bibliograficas ...

vi



RESUMPO

Foram utilizadas culturas de Clostridium

perfringens e Salmonella typhi ambas submetidas a aplicagOes

repetidas de hipoclorito de sbdio, solugao com 9,5% de cloro
ativo na diluicdo 1/500 e ao composto de amdnio guaternario

(CAQ), cloreto de laurildimetilbenzil - amonio a 50%, na dilui

¢ao 1/2000.

Uma parte do experimento foi realizada de
forma tipica de laboratdrio, utilizando tubos de ensaio, onde
se usava 3 ml da cultura e juntava-se 3 ml de CAQ, deixava-se

atuar o sanificante por 1 minuto e 30 segundos, transferindo-se
depois 1 ml da mistura sanificante e cultura para o meio de tio

glicolato, as cepas de Clostridium perfringens, e para o caldo

nutriente, a Salmonella typhi. Repetia-se esta operagao até ao

5¢ dia, ao 69 dia neutralizava-se o CAQ com solugéo de tween 80

a 6% mais solugdo de lecitina a 4%. Apds a neutralizagao, este

conjunto diluia-se em série e plaqueava-se, O Clostridium per

fringens em dgar de Shahidi Ferguson Perfringens (SFP) e a

Salmonella typhi em &gar, para contagem em placa (ACP). Ao A%

dia, apbs a contagem, retirava-se uma colonia e transferia-se
para os tubos contendo meio de enriquecimento apropriado para

cada microrganismo (caldo nutriente e tioglicolato). O mesmo



procedimento foi feito com o hipoclorito de sbdio, variando a
atuagao, que foi de 2 minutos e o neutralizante que foi a solu

cdo de tiossulfato de sodio a 5%.

Na outra parte do experimento foil usada
superficie de ago inoxidavel estéril, na qual se espalhava 5 mi
de caldo de carne e mais 1 ml da cultura e em seguida adiciona
va-se 5 ml do sanificante e agitava-se o conjunto. O tempo de
atuacdo foi o mesmo utilizado para a metologia dos tubos. ApOs
a atuagdo, com uma zaragatoa, coletava-se amostra de 15 cm? em
tres diferentes locais da superficie e em seguida transferia-se

a zaragatoa para os tubos contendo meio de enriquecimento ja

descrito.

As células de Clostridium perfringens e

Salmonella typhi apresentaram resistencia ao hipoclorito de soO

dio guando usados tubos, enguanto gue nos outros casos, as ce

pas, tanto de Clostridium perfringens como de Salmonella typhi,

foram destruidas.



SUMARY

Cultures of C. perfringens and S. thphi were both

submitted to repeated applications of sodium hypochlorite 9,5 %
solution of active chlorine diluted (1:500) and 5% quaternary am
monium compound (Q.A.C.), laurydimethylbenzilammonium chloride

diluted 1/2000.

One part of the experiment was performed in a ty -
pical laboratory test tube procedure by mixing 3 mL of Q.A.C.
with 3 mL of culture and letting it act for a period of 1'30''.
Then 1 mL of this mixture, sanitizing compound plus C. perfrin-
gens Culture was transferred to a thioglycolate medium,and 1 mL
of the other mixture (sanitizing compoud plus S. typhi) was
transferred to nutrient broth. This procedure was repeated until

h h

day; on the 6t day, the Q.A.C. was neutralized with a

the St
solution consisting of 6% Tween 80 and 4% lecithin. After the
neutralization, the solutions were diluted in a serial range.
The C. perfringens was transfered to an agar plate (Shaihd

Ferfunson Perfringens-SFP) and the S. typhi to a Plate Count Agar
h

(PCA). On the 7t day, after counting, the colony was withdrawn
and transferred to tubes with the appropriate medium (thioglyco
late or nutrient broth). The same procedure was followed with

the sodium hypochlorite, changing the time to two minutes and

the neutralizing agent to 5% sodium thiosulphate.



In the other part of the experiment, 5 mL of meat
broth, 1 mL of culture and 5 mL of sanitizing compound were pla
ced on sterilized stainless steel surface and shaken. The time
period used were the same as thouse in the test tube method.
After reaction, samples from the different places on the surfage
were collected with swabs and transferred to tubes with the me

dium described above.

The cells of C. perfringens and S. typhi were re-

sistant to treatment with sodium hypochlorite int test tubes,

while in the other cases the strains C. perfringens and S. typhi

were killed.



1 INTRODUCAO

Na literatura brasileira e mesmo na de outros pal

g . N -~

ses nao foi encontrado gualguer trabalho referente a resisten
cia de microrganismos em decorréncia do uso continuo de um sa

nificante gqualquer,

O qgue se obserya na literatura & a existéncia de
alguns trabalhos gque testam a eficiéncia dos sanificantes fren
te aos microrganismos, quando o sanificante & aplicado até o

149 dia.

As operacoes fundamentais de higienizagao e con
trole sanitario das indistrias de alimentos e casas comerciais
ou qualgquer lugar onde se manipulam alimentos, as vezes, sao
efetuadas em condicoes inadequadas, com concentragoes incorre
tas dos agentes quimicos. Por isso, resolvemos verificar se o
uso continuo de sanificantes para higienizagao da indistria de
alimentos, quando se utilizam concentragoes sub-letais, pode

provocar resisténcia das células bacterianas. Se essa resistén

cia houvesse, acreditavamos que na pratica de aplicagao em lo

cais de produtos alimenticios, onde se podem usar, por economia
ou por ignorancia, concentragoes mais baixas que as recomenda
das, também pudesse ocorrer o fenomeno da resistencia com ara

ves prejuizos higiénico-economicos.



Para desenvolver a experiéncia, escolhemos dois

microrganismos, Salmonella typhi e Clostridium perfringens, um

gram negativo e aerdbio e o outro gram positivo e anaerobio, en

contrados frequentemente em alimentos.

Utilizamos dois sanificantes de uso comum na ipn
distria de alimentos, um composto de cloro e outro,um composto
de amdnio quaternario. Esses sanificantes foram avaliados em
seu poder germicida durante 3 meses de forma a obtermos dosa
gens sub-letais e gue permitissem a recuperagao de células vi

vas.

Escolhemos dois métodos de aplicagao dos sanifi
cantes: um na forma tipica de laboratdrio, usando tubos de en
saio, e outro, em condicOes similares as da indistria de alimen
tos, utilizando superficie de ago inoxidavel, como se fosse su
perficie de eguipamento ou utensilio. Por falta de trabalhos an
teriores em que nos pudessemos apoiar, usamos estes diferentes

métodos, na esperanca de gue um pelo menos, fosse o conveniente.

Esperavamos gue se viéssemos a provar que aresis
téncia poderia ocorrer, outras pesquisas ulteriores deveriam

completar o conhecimento.



2. REVISARO BIBLIOGRAFICA
2.1 Compostos Clorados

2.1.1 Modo de agao

Entre os halogénios, o cloro e seus compostos sao
os mais comumente usados (31,55). Tem sido estudados os seus
efeitos e as suas variagoes que dependem de diferentes fatores,
tais como a populagao de células, o pH, a concentragdo do sani
ficante, o tempo de contato com as bactérias, a temperatura, a
matéria organica presente no meio, a espécie e forma do micror

ganismo (53).

Os compostos de cloro tem sido usados por muitos
anos na sanificagéo de utensilios de restaurantes e indistrias
de alimentos, na sanificagao de equipamentos e varias superfl
cies, na redugao da flora microbiana de carnes de frango (43),
pedagos de carne (3,4,45), alimentos marinhos (29) e verduras
(41,63), no tratamento de aguas para bebidas ou para uso indus

trial, etc.

Quando o cloro & adicionado a agua, uma pegquena
guantidade, reage com as impurezas nela contidas. O cloro tam

bém perde sua atividade, na presenga de luz e calor. Esse cloro



consumido nao tem propriedades germicidas, constituindo a deman

da do cloro (31,56).

AZEVEDO NETTO (8) considera que ao se examinar o
efeito bactericida da cloragao, & essencial conhecer os compos
tos produzidos na agua, os quais dependem da natureza das impu

rezas presentes e do pH da agua.

Desse modo, dois casos extremos poder ser conside
rados: reagOes do cloro com a agua, com a formagao do cloro re

sidual livre e reagao do cloro com a amonia formando o cloro re

sidual combinado.

O cloro (Cl2), gquando adicionado a agua, hidroli
za-se formando &acido hipocloroso (HOCl). O &cido hipocloroso
formado dissocia-se em cations de hidrogénio (H*) e anions hipo

clorito (OCl17). (8,30,52,56), da seguinte forma

Clp + Hp0 — HoCl + HY + c1”
'——

+ -
HOC1l — H + 0Cl1

A proporgao relativa do acido hipocloroso para

ions hipoclorito depende do pH, temperatura e forga idnica (53).

Os compostos clorados sao mais efetivos em pH bai
x0, gquando entao a presenca de acido hipocloroso & dominante.

Quando o pH & elevado, o ion hipoclorito & dominante e a solu



¢ao tém menor efeito antimicrobiano (31).

SHANON et alii (67) usando como constante a con
centracao do cloro e o tempo de agdo do sanificante sobre uma
mesma cepa de microrganismo, tendo como variavel o pH, conclui
ram que o hipoclorito de sddio era mais efetivo em pH 5,8 que

em pH 8,4.

O cloro existente na agua na forma de acido hipo

cloroso e de ion hipoclorito & definido como cloro residual 1i

vre (62).

Quando o cloro & aplicado as aguas com presenca
de matéria organica, ambnia e/ou compostos amoniacais, forma
compostos clorados, denominados cloraminas. O cloro, sob a
forma de acido hipocloroso, combinando-se com amonia presente

na agua, forma monocloramina (NH7Cl), dicloramina (NHClz) e tri

cloreto de nitrogenio (NC13), de acOrdo com as seguintes rea
goes:
NH*4 +  HOC1 &= NHCl  + H,0 + H'
) NH,C1 + HOCl &— NHCZ'LZ + H,0
NHC1, + HOCl &— NCl3 + HZO
A dicloramina (NHCl,;) & de maior efeito bacteri
cida.



O cloro se combina também com outros composto ni
trogenados, formando derivados mono e diclorados que se denomi
nam derivados monocloraminos e derivados dicloraminos, gquando

o nitrogenio pertence a um radical amino (8).

Em resumo, o cloro quando adicionado a agua, nap
sO6 forma compostos bactericidas, mas também se consome, confor

me o0 esquema (8):

CLORO (Cl3)
Residual Demanda
I ] | 1
Livre Combinado Materia Luz Calor
| Organica
I l i l 1
HOC1 oCl™ NH,C1 NHCl, NClj
Como foi dito anteriormente, os compostos de

maior interesse na desinfecgdo das aguas sao o acido hipocloro

so e a dicloramina.

10



Mas segundo MOOD (47), o cloro residual livre &
um bactericida mais efetivo do que o cloro residual combinado,

no tratamento de aguas.

Quanto a inativagao das células microbianas, al
guns autores inicialmente pensaram na formagao de um compostq
toxico N-cloro, responsavel pela inibigdo da oxidagcdao da glico

se ou ainda da inibigao da oxidagao do grupamento sufidrila(54).

FREIBERG (25), usando cloro radiocativo, observou
que ao primeiro contato, a reagao de oxidagao com o microbio re
sultava na formagao de cloramina no protoplasma celular, nao

causando destruigao inicial da bactéria. Ainda o mesmo autor,

num outro trabalho, usando fosforo marcado radiocativamente con
cluiu gue o microrganismo na presenga de cloro sofre uma des
truicao da membrana celular e como consequéncia alterava-se a

permeabilidade da célula (26).

Em trabalho mais recente, CAMPER & FETERS (14),
relataram que o cloro prejudica a funcao da membrana celular,no
transporte extracelular de nutrientes, e que as células tratadas

"com cloro sao incapazes de utilizar carboidratos e aminoacidos.

BERNARD et alii (9), usando didxido de cloro e
marcando o carbono do aminoacido com radiotividade, notaram que,

para cepas de E. coli, o cloro bloqueia a sintese de proteinas.

Dos trabalhos realizados com microrganismos espo

11



rulados WYATT & WAITES (85), relataram que os compostos clora
dos estimulam a germinagao de esporos, e em seguida os inativa.
KULIKOVSKY et alii (39), verificaram que o cloro altera a per
meabilidade do esporo através de alteragao no tegumento, resul
tando na liberacdo da Ca'tt, acido dipiconilico, &cido ribonu

cleico (RNA) e acido desoxiribonucleico (DNA).

O hipoclorito de sodio & enérgico agente oxidan
te, inativador de proteinas, tendo estas caracteristicas como
propriedade fundamental, sendo por isso letal para todos os mi-

crorganismos (56).

2.1.2 Dosagem

E de inegavel importancia, no contexto do nosso
trabalho, mencionarmos alguns dos poucos relatos existentes re

ferentes a sensibilidade e resisténcia dos microrganismos aos

compostos clorados, em especial ao hipoclorito de sddio.

Hipoclorito de sodio numa solugao com 10 ppm de

cloro livre provocou a destruigao de 99,9% das células de E. co

1li no tempo de 15 segundos (20).

Por outro lado NIELSEN (52), notou inativagao com

pleta de fagos de E. coli e Streptococcus por hipoclorito de

sddio com 50 ppm de cloro ativo no tempo de 5 minutos.

12



O cloro na concentragao de 12,5 ppm. foi mais efe

tivo contra Salmonella derby no pH 5,6 do que no pH 7,2 (48).

Os resultados obtidos por SHANON et alii (68),mos
traram gue o cloro pode ser usado efetivamente como um agente
saneante contra enterococos a 100 ppm em 0,25 minutos. Aindé
SHANON et alii (68), avaliando diferentes concentragdoes de clo
ro, notaram que 10 ppm de cloro livre, destruiram parcialmente
os enterococos apds 2 minutos de exposicao, ao passo que 5 ppm
por 30 minutos nao destruiram por completo gualquer linhagem de

enterococos.

SCHEUSNER et alii (65), observaram gue ocorria in
jiria de células bacterianas guando expostas a uma solugao de
hipoclorito de sodio com 5,25% de cloro ativo no tempo de 60 se

gundos.

SADOVSKI & FABER (63), estudaram o efeito do hipo

clorito de sddio em culturas de Streptococcus faecalis e Strep

tococcus faecium, tanto na fase logaritmica de crescimento como

na fase estacionaria, observando que a fase de crescimento nao

influenciava a resisténcia de tais microrganismos. O Streptococ

cus faecium apresentava a maior resisténcia aos efeitos do clo

ro numa concentracao de 0,126 ppm de cloro disponivel, com o}
tempo de contato de 30 segundos; o Streptococcus faecalis era
reduzido em 85% nas mesmas circunstancias. Quando usada uma

13



concentragao de 0,168 ppm, mais de 50% da populagcao de Strepto

coccus faecium sobreviveu, ao passo gue nd3o se recuperavam cé&

lulas viaveis de Streptococcus faecalis.

A temperatura 22°C e no pH 10, esporos de Bacil
lus (20), protegidos por matéria organica, podem sobreviver a’
acao de 2.000 ppm de cloro por varias horas, porém, quando na
auséncia da matéria organica, 99% dos esporos dos Bacillus fo

ram destruidos em 31 minutos por 500 ppm de cloro.

Bacillus anthracis esporulados foram destruidos

entre 15-45 minutos, quando usado cloro na faixa de 10 a 50 ppm,

a um pH 8-9, & temperatura 20-25°9C (75).

DYE et alii (22), estudaram o efeito do cloro em
suspensao de varios esporos e relataram que em 200 ppm de cloro

scombinado (cloramina T), o Clostridium welchii foi o que apre

sentou maior resisténcia das oito diferentes espécies de espo

ros bacterianos estudados.

2.1.3 Uso do Cloro em Alimentos e superfi

cie.

Na pratica industrial, com o objetivo de reduzir
a contaminagdo da superficie de equipamentos e utensilios,o clo
ro tem sido o mais utilizado (5,51,53). Em alguns casos de ali

mentos também tem sido muito utilizado (47,49,51,60). Por outro

14



lado, o uso e a eficiéencia dos compostos de cloro na desinfec

¢do de aguas de abastecimento publico ja sao bem reconhecidas.

Quando ao uso do cloro em pedacos de carnes MAR
SHALL et alii (45), usando hipoclorito de sd6dio comercial com
200 a 250 mg/l sob pressao a jato, aplicado a superficie de pé
dagos de carne e em seguida estocando a 3°C, relataram que a re
dugao da contagem foi de aproximadamente 27%. ANDERSON et alii
(4), analisando redugao microbiana na superficie de cortes de
carne, também encontraram resultados semelhantes. Ainda ANDER
SON (3), utilizando cloro com 200 a 250 ppm para aplicagao em
superficie de cortes de carne concluiram que aplicagoes de hipo
clorito causam uma reduc¢ao inicial significativa de 0,31 log.
sendo gue ands incubacao a 23°C per 48 horas observam um aumen

to na contagem de 0,53 log., nao indicando efeito residual do

cloro.

LEITAO et alii (41), estudaram a redugao dos mi
crorganismos encontrados na folha de alface pelo efeito do hipo
clorito de sodio nas concentragSes de 50, 100 e 200 mg/l e des
tacaram gue nenhuma das_concentragaes reduziu de forma drastica

a contaminacao inicial.

CRISTOVAO (18), avaliou o efeito germicida de um
composto de cloro na concentracdo de 50 ppm, para reduzir a con
taminagao de folhas de alface e observou que a lavagem inicial

reduzia em aproximadamente 80% da contaminagao dos coliformes

15



das folhas. No entanto, a destruicdo posterior dos microrganis
mos pela agao do cloro era muito lenta, sendo necessirio um pe
riodo de exposicao ao redor de 2 horas para diminuir em aproxi

madamente 80% da microflora remanescente.

Por outro lado, HOBBS & GILBERT (34), recomenda’
ram que para reduzir ou eliminar os riscos de contaminagao por

Salmonella typhi, as folhas de alface deveriam ser lavadas em

solugOes contendo de 60 a 80 ppm de cloro livre, com um tempo

de contato nao inferior a 3Q segundos.

J& com o uso do cloro para superficies de equipa
mentos, HAYS et alii (33), avaliaram a capacidade de destruir
microrganismos presentes em eguipamentos de indastrias de lati
cinios e relataram gue o hipoclorito foi eficiente nas concen
tragoes entre 25 a 50 ppm, desde que os equipamentos estivessem

limpos e nas superficies a alcalinidade fosse baixa.

MOSLEY et alii (48), usando varios microrganismos

tais como E. coli, Salmonella derby, Staphylococcus sp. e ou

tros, que em superficie de ago inoxidavel foram submetidos a
acao do hipoclorito de sddio na concentracao de 12,5 e 25 ppnm,

encontraram que o hipoclorito foi muito eficaz como sanificante.

Segundo GUTHRIE (31), a dosagem de cloro recomen
dada para higienizagéo de utensilios e equipamentos, gquando em

imersdo ou circulagdo, & de 100 ppm; ja para aspersao e nebuli

16



zagao & de 200 ppm, sendo que o tempo de exposicio devera ser

de 1 a 2 minutos com uma temperatura em torno de 240C.

A "U.S. Public Health Service Ordinance and Code
Regulating Eating and Drinking Establisments" (55), estipula que
gquando o hipoclorito €& usado para utensilios, os mesmos devem:*
ser imersos no minimo por 2 minutos em banho morno contendo no

minimo 50 ppm de cloro livre.

Quanto a atuagao do cloro sobre a flora 1latica,
SGHEDONI (65), relatou que Q,001% de cloro interfere na conta
gem dos microrganismos na prova da redutase, em consequéncia

da diminuicao dos germes do leite.

Por sua vez LEGGAT (40) também utilizando hipoclo
rito, testou a sua propriedade bactericida em presenga de maté
ria organica (nata de leite) e concluiu gque o desinfetante nao
foi bactericida a 0,01% e que o hipoclorito teve uma atuagao di

ferente em relacao as bactérias gram positivas e negativas.

ODLAUG & PFLUG (54) analisaram o efeito do cloro
em aqua de resfriamento e concluiram que a presencga do cloro na
agua era muito efetiva, reduzindo a microflora aerdbia total
guando o acido hipocloroso nao dissociado era predominante e no
tou que quando o nivel de acido hipocloroso na agua de resfria
mento era superior a 1 ppm., a microflora predominante ficava

restrita a esporios.
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ITO & SEEGER (36), estudaram o efeito germicida
do cloro em microrganismos presentes em aguas de resfriamento de
latas em indUstrias de alimentos e mencionaram que as bactérias
nao esporogénicas eram destruidas de 99,8 a 99,9%, quando expos
tas durante 5 minutos numa solugao com teor de cloro livre en

tre 0,01 a 0,07 ppme« num pH 7,0.

2.2 Uso de Compostos de Amdnio Quaternario

Estes compostos sao substancias tensoativas catid
nicas, com pequena atividade como detergentes, porém muito ati
vos como germicidas, sendo basicamente derivadas de composios
de amdnio, pela substituicdo de um hidrogénio por radicais orga
nicos, tendo o nitrogénio uma covaléncia de cinco (31). O nitro

génio polar carregado positivamente & agregado por uma longa ca

deia de carbono (28).

— -
R 2 R 1

N ——-mmmmm ] o X~
R 4 \R3

R 1 - Grupos longos (C8 - C18) de alquila ou

arila.
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R 2, R 3, R4 - Hidrogénio, grupos alquila, arila

ou heterociclico.

X~ - Anionte inorganico, geralmente cloreto ou

brometo.

2.2.1 Modo de agao

Estes compostos agem geralmente inativando as en

zimas envolvidas na oxidagao ou fermentacao ou, ainda, provocan

do vasamento de constituintes celulares (31,55).

A formagao de cations parece ser um importante fa
tor da agao dos compostos de ambnio quaterndrio sobre a membra

na bacteriana (28).

O CAQ precipita as proteinas seguindo-se danos da

membrana celular (28).

A inibicao das enzimas que estdao envolvidas no
transporte de elétrons da fosforilagao oxidativa tem sido de

monstrada com baixas concentragaes de CAQ (32).

Os CAQ possuem a vantagem de permanecer relativa
mente estaveis na presenca de matéria organica, altas temperatu

ras e serem ativos numa dupla faixa de pH (31,55).
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DUM (21), BOTWRIGTH (12), relataram que a eficién
cia do CAQ nao era afetada em presenga de grande concentragao
de matéria organica, nem por refrigeragdo ou por aguecimento su

perior a 500C por 18 dias.

As desvantagens dos CAQ consistem em serem pouco
eficientes contra bactérias gram negativas (coliformes, psicrd

filos) e ineficientes contra bacteritfagos (31,55).

Como desvantagens dos CAQ, cabe salientar que as
bactérias gram positivas s3ao mais suceptiveis que as gram nega
tivas, poréem a atividade contra microrganismos gram negativos
pode ser aumentada com o uso do acido etilenodiamina tetra acé
tico pois este quela alguns componentes da parede celular,

facilitando a penetracao do CAQ pela membrana (28).

2.2.2 Dosagenm

Estudos iniciais realizados com estes compostos
(CAQ) revelaram gque a sua.eficiéncia frente aos microrganismos
era alta. FANSLAU (24) usando uma solugao aquosa 1/100Q, num

tempo de 10 minutos, destruiu todos os Staphylococcus aureus.

BLUMKE (11) concluiu que CAQ, tem uma grande ac¢ao inibidora so

bre o Bacillus polimyxa, como também impede a germinacao do es

poro. LEGGAT (40) também utilizando CAQ testou a sua proprieda

20



de germicida em presenca de matéria orgfnica (pelicula de leite)
e concluiu que o desinfetante nido & bactericida a 0,01%, mas ja
na concentragao de 0,1% paralisou todas as multiplicaces bacte
rianas, havendo pequena diferenga entre os efeitos sobre os

Gram-positivos e os Gram-negativos, porém maior sobre aqueles.

SCHEUSNER et alii (64), encontraram injaria celu
lar para estafilococos quando se usava o composto guaternario de

amonio numa solugao com 50 dg/ml, principalmente.

ADAIR et alii (1), observaram resisténcia em Pseu

domonas aeruginosa quando a concentragao do sanificante era de

0,02%. Aumentaram depois o nivel da concentragido do sanificante
para 0,36% e verificaram ainda tolerincia das células; a 4% a

cepa ainda resistiu.

Utilizando o caldo de triptona com glicose e ex

trato de levedura (TGY) acrescido de 750}¥yﬁd de CAQ, WASHAM

et alii (81) notaram crescimento de Pseudomonas aeruginosa, e,

variando o pH do meio, concluiram que a resisténcia do germe
ocorria no pH entre 7,0 e 8,5. Os mesmos autores, (80) em outro

trabalho, no mesmo caldo, selecionaram Pseudomonas com habilida

de de crescer em 770 ppm de CAQ. Ainda WASHAM et alii (82) ,0b

servaram colonias de Pseudomonas aeruginosa crescidas em caldo

TGY + 500 ppm de CAQ e notaram que a morfologia das colonias
de células sensiveis ao CAQ apresentaram-se granulares e homogé

neas. Ja as coldnias resistentes ao CAQ, crescidas no  mesmo
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meio, apresentaram forma granular nao homogénea e continham nu
merosas areas densas. Com a ajuda do microscdpio eletrdnico, foi
possivel verificar que as células resistentes apresentavam-se

menores que o habitual das Pseudomonas e ocorria auséncia de

flagelo.

SCHEUSNER et alii (63) submeteram células de

Escherichia coli a um composto de ambnio quaterndrio e detecta

ram inibigao e injliria através de contagens comparativas entre

agar tripticase-soja e agar vermelho violeta-bile.

SOPREY et alii (70) repicou E. coli diariamente
em tubos de caldo nutriente gque continham 28 fJg/ml de CAQ. O mi
crorganismo conseguiu crescer so até ao 149 dia. De forma iden

tica repicou P. fluorescens e verificou que o crescimento so

se deu ate 12¢ dia.

CROCKER (19) notou variagOes nas caracteristicas

de Escherichia coli induzidas pela acao dos CAQ. As células re

sistentes perderam capacidade de produzir g3s em meio liquido e
apresentaram coldnias pequenas, atipicas, no meio de &gar deso

xicolato. As coldnias também nao apresentaram brilho metadli

co no meio confirmativo para coliformes.

O CAQ na concentracao de 100 pom foi testado nas
condigoes da indistria como desinfetante provocando destruicao

de 99,9% de Escherichia coli no tempo de 2 minutos (20).
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ANDERSON (3) utilizou 3,78 g/1 de CAQ para apli
car em superficie de cortes de carne e notou que o sanificante

reduziu a flora contaminante de 0,79 log para 0,03 log.

Uma outra experiéncia realizada com CAQ na redu
gao da flora microbiana do leite, foi feita por SGHONI (66). ©
pesquisador adicionou 0,001% do sanificante ao leite cru e no
tou que ocorria redugado na flora litica imediatamente apds adi

¢ao e que tal redugdo niao era tdo significante quando o leite

mais CAQ era incubado por 24 ou 48 horas.

Na pratica indGstrial para higienizagao e sanifi
cagao, o CAQ & aplicado em pH 6,0 ou mais, numa temperatura prd
xima aos 249C, por um tempo de exposicao de 2 minutos € numa
concentragao de 200 ppm, caso seja por imersio ou circulagao.
Ja no caso de aspersao ou nebulizagao deve ser usada numa con

centragao de 400 ppm em 2 minutos (31).

2.2.3 Inativagao do sanificante

A célula bacteriana atacada pelo CAQ poder ser
recuperada pela inativagao do CAQ. Este processo de recuperacio

pode ser feito em poucos minutos apbs a agéo do sanificante;

depois de um certo periodo o processo & irreversivel (20).

WEBER and BLACK (83) descreveram que a lecitina
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geralmente usada para inativar o CAQ nao protege todos os tipos
de células bacterianas e que deve ser dispersada por um emulsi

ficante adequado.

O lubrol w as vezes & usado como agente disper
sante para a lecitina, muito embora o lubrol w possa ser t6xicd
para certos tipos de bactéria. Assim & que cepas de S. diaceti
lactis nao crescem em agar que contenha 0,005% de lubrol ou em

leite que contenha 0,05% (apud 20).

GARVIE & CLARK (29) encontraram que o lubrol w &
um inativador satisfatOrio do CAQ para proteger E. coli, enguan
to que para o S. aureus se torna necessario a adigao da leciti

na ao lubrol.

Na pratica & usual inativar o CAQ com uma solugao

de lubrol w a 3%, misturada a uma solucao de lecitina a 2% (20).

A recomendacao da Association Official of Analyti
cal Chemists (AOAC) consiste no uso de uma mistura da solucao

de Tween 80 ou lubrol a 6%, com a.solucao de lecitina a 4% (7).

Além da lecitina, Tween 80 e lubrol w pode ainda
ser usado para neutralizar o CAQ o vermelho congo a 0,02%, solu

géo de leite a 50%, estearato e outras substancias anionicas

(20) .
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COLLINS, HSUEH e JOHANSSON (l17) encontraram que
o vermelho congo (tinta anidnica solivel em acido) usado na pro
porcao de 10:1 em relagao ao CAQ foi um inativador satisfatorio
e que até 400 ppm de vermelho congo nao foi significativamente

toxico para E. coli e S. aureus.

MEANWELL (apud 20) encontrou cepas que prontamen

te cresceram em meio de agar contendo 0,02% de vermelho congo.
0 vermelho congo nesta concentracdo & um inativador  satisfatd

rio para o CAQ, nao causando prejuizo para E. coli e Streptococ

cus lactis.

Considerando ainda os inativadores do CAQ, MEAN
WELL (apud 20) relatou que a solugao de leite a 50% & um neutra

lizador satisfatdrio para o CAQ.

O cloro usado a 100 ppm. também pode ser usado co
mo inativador do CAQ, que residualmente pode subsistir nas su

perficies desinfetadas mesmo apds enxague (20).

Outro caso de inativacao de CAQ ocorre gquando se
aumenta a alcalinidade para favorecer a efetividade deste sani
ficante. Ent3o, em presenca de gordura forma-se sabao que inati

va parcialmente o CAQ (20).
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2.3 Injuria de Células Microbianas

BUSTA (13) descreveu que a injiiria celular pode
ser causada pelo calor, frio, congelamento, irradiagao ultra
violeta, dessecagdo e por agentes quimicos. Estes agentes quimi.
cos usados para sanificacao nas indastrias de alimentos, indu
zem a@ injiria nas bactérias. Também os coliformes. ap0s exposi
cao ao calor ou agentes quimicosjapresentaram—se menos reprodu
tivos nos meios seletivos que as c&lulas nao expostas a tais

agentes (64,72).

O mecanismo da recuperacdo de cé&lulas injuriadas
pelo calor ainda nao tem sido bem elucidado, porém a sintese de

r-RNA desempenha um importante papel no reparo de injuaria (79).

TOMLINS & ORDAL (77), notaram que células de Sal

monella typhimurium quando submetidas ao calor, sofriam inja

ria e verificaram que na recuperagdo dessas cé&lulas, ndo ocor
ria sintese de &acido desoxiribonucleico, sendo gue a sintese de
adcido ribonucleico - ribossémico durante a recuperagao, nao foi
expressivo. Notou ainda gue uma peguena mas significante quan
tia de proteina foi formada durante o Gltimo periodo de recupe
ragao. Ainda TOMLINS & ORDAL (76) relataram gue a recuperagao

das células de S. typhimurjum injuriadas pelo calor depende da

formagao de novas proteinas.
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TOMLINS et alii (78), estudaram a biossintese de

lipidios durante a recuperagdo de S. typhimurium injuriadas pe

lo aquecimento. O resultado obtido demonstrou que ocorria inati

vagao parcial da enzima acido ciclopropano sintetase, durante a
injoria. Ainda os mesmos autores, num outro trabalho (75), de
monstraram que as enzimas envolvidas no ciclo tricarboxilico fo
ram severamente inativadas nas células de S. aureus e S. typhi

murium injuriadas pelo calor.

No entanto, para as ceélulas de S. aureus injuria
das pelo calor, a sintese de proteina nido & envolvida no proces
so de recuperagao e sim a sintese de acidos nucleicos (69). 0
uso de antibidticos infbidores de proteina, acrescidos ao meio
de cultura usado para recuperacao de S. aureus injuriados pelo
calor (55°C por 15 minutos), indica que a sintese de proteina
nao & comprometida no processo de recuperacdo das cé&lulas por
gue estas crescem (62). Porém IANDOLO & ORDAL (35) empregando o
uso de actinomicina D (inibidor de RNA) no meio de recuperagao
de S. aureus injuriada pelo calor verificaram que a recupera

cao foi suprimida por completo.

LEVINSON & HYATT (42) relataram que 94% dos espo
ros de B. subtilis submetidos ao aguecimento de 75-850C conser
varam o poder de germinar, porém eram incapazes de formar colé

nias.

Células de B. subtilis injuriadas pelo calor, na
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presenca de inibidores de sintese de proteina (clorofenicol) e i
‘nibidorés da sintese de parede celular (vancomicina e pinicilina)
recuperam-se. Estes agentes inibidores nao tiveram portanto
efeito durante a recuperag@o. Porém gquando se usavam inibidores

de RNA (actinomicina D) nao houve, por completo, recuperacao,

pois nao podia haver a sintese do RNA (46).

BEUCHAT & LECHOWICH (10) determinaram o acido ribo

nucleico de células de Streptococcus faecalis apds injlria pe

lo aquecimento e relataram que houve reducido do RNA, porém o
percentual reduzido nao foi diretamente proporcional a redugao

de células viaveis.

Tanto esporos, como células vegetativas de B. sub

tilis foram mais exigentes As necessidades nutricionais, apos

O tratamento térmico, do que as ndo expostas ao calor (23).

CLARCK et alii(15,16)encontraram resultados que in

dicam a participacao da sintese de RNA na recuperacao das célu

las de 5. faecalis e §. typhimurium injuriadas pelo calor.

A injaria de E. coli pelo congelamento foi deter
minada pela capacidade das células formarem coldnias no agar
tripticase-soja com extrato de levedura e a nao formacao de co

lonias em agar violeta vermelho-bilis (58). Meios seletivos co
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mo o desoxicolato com sais biliares inibiram diferentes soro

tipos de Salmonella injuriadas pelo congelamento (38). Culturas

de S. aureus submetidas & temperatura de 5°C apresentaram sensi
bilidade no meio seletivo &gar manitol ao passo que apds a recu
peragdo houve formag3o de coldnias no meio seletivo (37). Ji pa
ra as células de S. aureus injuriadas pelo frio, a sintese de
RNA foi altamente necessdria para o primeiro estigio de recupe

ragao (27).

SINSKEY et alii (68) caracterizaram a injaria de

Escherichia coli pelo frio e encontraram gque a sintese do RNA

precede a sintese de proteina, ao passo gue a sintese de DNA
ocorre no inicio do crescimento normal. RAY & SPECK (59) estu
dando também o processo metabdlico de E. coli na recuperacido da
injiria pelo frio, obtiveram dados indicativos que as células
sintetizam energia para formar trifostato de adenosina (TPA) e
provavelmente utilizam-se do TPA no processo de recuperacao,uma
vez que a adigao de TPA ao meio de cultura, facilitou a recupe
ragdo das células. Ainda os mesmos autores, num outro trabalho

(56), caracterizando a recuperagao de Salmonella anatum injuria

da pelo frio, sugeriram que,no processo de recuperagao, a célg
la também envolve energia para formar TPA. Tém-se verificado
que ny recuperagao de E. coli injuriada pelo frio, o acréscimo
de fosfato inorganico ao meio de cultura, auxilia a recuperacgao

das células injuriadas (60).
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Na injiria de Salmonella anatum pelo uso do frio

e dessecagao, as células requereram sintese de proteina, acido
ribonucleico, ou mucopeptideo a parede celular, e ainda neces
sitaram de ATP sintetizada através da fosforilagao oxidativa

(57).

Células de Pseudomonas fluorescens e E. coli sub

metidas a estocagem em temperaturas abaixo de 0°C apresentaram
injuria. Porém apds recuperagao de ambas as células foram nota
dos danos referentes a motidade da celula (6). MacLEOAD et alii
(44) relataram gque a injlria metabdlica das bactérias submeti
das ao congelamento compromete a membrana celular. SORRELES(71)
relatou que as células injuriadas velo frio n3o apresentam muta

coes.

A injuria metabdlica devido as baixas temperatu
ras, diminui a capacidade da bactéria sintetizar componentes es
sérciais para a célula, impendindo-a de crescer em meio minimo
(49,73). Porém nao em meios ricos com complexos nitrogenados em
que pode formar aminoacidos, peptideos, vitaminas, purinas e pi

rimidina e outros materiais celulares essenciais (73).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

3.1.1 Culturas

Foram utilizadas culturas de Clostridium perfrin

ens e Salmonella'txghi, ambas isoladas de alimentos no Bra

sil, a primeira obtida na Faculdade de Engenharia de Alimentos
e Agricola (FEAA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP)

e a segunda no Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL).

3.1.2 Sanificantes

Foram usadas uma solugao de hipoclorito de sddio
com 9,5% cloro ativo e um composto de amdnio guaternario (clore

to laurildimetilbenzilambnio) em solugdo a 50%.

3.1.3 Equipamento de laboratdrio

O equipamento utilizado constou do seguinte:

- Um aparelho para obtengao de atmosfera  anaerd

bia adaptado as nossas condicSes de trabalho, composto de jar

ras para anaerobiose constituidas de recipientes plasticos
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ou panelas de pressao, a cujas tampas se adaptaram duas tornei
ras do tipo das utilizadas em instalagBes de gis: uma destinada
d tubulagao de borracha ligada & bomba de vicuo e a outra a
idéntica tubulag@o em "T" para o mandmetro e os cilindros de ni

trogénio e gi3s carbonico.

- Microscopio Optico, marca Zeiss

- Microscopio de contraste de fase, marca Nikon,

com equipamento fotografico

- Potencidmetro, marca Micronal

- Balanga analitica, marca Sauter, P.200g d=0,1mg

- Estufas, marca Fanem, com controle para 37°c *
10cC

- Contador de coldnias, marca Hellige

- Moldes metadlicos com abertura retangular de
3X5acm

- Zaragatoas com hastes de 14 cm de comprimento
contendo em uma extremidade algodao nao absor
vente, com medida de 1,3 cm de diametro por
3,0 cm de comprimento

- Bomgé de vacuo, 1/3 C.V.

- Bandeja de aco inoxidavel 40 X 25 cm

- Tubos de ensaio 150 X 16 mm

~ Demais materiais de uso comum em laboratdorio de

microbiologia.
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3.1.4 Meios de cultura e reagentes

- Caldo nutriente (Difco )

- Tioglicolato fluido

- BRgar para contagem global em placa (ACP) Difco

- Meio de Shahidi Ferguson Perfringens (SFP)segun
do SHAHIDI & FERGUSON, 1971 (67)

- Solugdo tiossulfato de sddio a 5%

- Solugao tween 8Q, a 6%

- Solugao lecitina a 4%

3.2 Metodos

3.2.1 Exposigao das culturas ao sanifican

te, em tubos de ensaio

As culturas foram reativadas a temperatura de

37°C, em dias sucessivos: o Clostridium perfringens no meio de

tioglicolato e a Salmonella typhi em caldo nutriente.

3.2.1.1 - Foram retirados 3 ml da

cultura de Clostridium perfringens para cada um de dois tubos
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de ensaio com rosca: um contendo 3 ml de CAQ em solugao a
50%, diluido a 1/2000 e outro contendo 3 ml de hipoclorito de
s6dio com 9,5% de cloro ativo, diluido a 1/500 (fig.1l). O tem
po de atuagao do CAQ foi de 1 minuto e 30 segundos e o do hi
poclorito de s6dio 2 minutos. Apds o tempo de exposicao da
cultura frente aos sanificantes, retirava-se 1 ml da mistura

sanificante e cultura de Clostridium perfringens e transfe

ria-se para tubos contendo 10 ml de tioglicolato. Incubava- se

O conjunto por 24 horas a 37°C (fig. 1).

Em dias subsequentes (5 dias) repetia-se a expo
sicao das cultuas recuperadas do dia anterior frente aos sani

ficantes, como se fez no primeiro dia.

Ao sexto dia, apOs a atuacao dos sanificantes co
mo se fizera nos dias anteriores, retirava-se 1 ml da cultura
com sanificante e transferia-se para um tubo de ensaio gque con
tinha 9 ml de agua peptonada com neutralizante (tiosulfato de
sbddio para neutralizar hipoclorito de sddio e mistura da solu
cao de tween 80 a 6%, com solugao de lecitina a 4%, para neu
tralizar CAQ). Apos homogenizacgio e neutralizagao por 1 minu
to, faziam-se diluigoes seriadas e plaqueavam-se em meio de
SFP. Incubavam-se as placas a 37°C por 24 horas e ao fim rea

lizavase a contagem das colbnias. Posteriormente uma coldnia de
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Clostridium perfringens era passada para tioglicolato e incu

bada por 24 horas a 379C (fig. 1).

A partir desta cultura repetiam-se nas semanas

seguintes todas as operacoes da primeira semana.

3.2.1.2 - A metodologia usada para a

Salmonella typhi era semelhante 3 de 3.2.1.1, porém o meio de

enriquecimento era caldo nutriente e o meio de plagueamento era

ACP (fig.2).

3.2.2 Exposigao das culturas ao sanifican

te em superficie de aco inoxidavel.

3.2.2.1 - Foram limpadas e esteriliza

das duas superficies de ago inoxidavel (bandejas).

Sobre uma, posteriormente, jogava-se 5 ml de
caldo de carne (simulando contaminacdo de indistria) espalhan
do-o com zaragatoa. Depois foi contaminada com 1 ml de cultu

ra de Clostridium perfringens e 5 ml de hipoclorito de sddio.

A bandeja era em seguida agitada para espalhar todos os liqui

dos.

Na outra superficie a técnica era semelhante,

porém usava-se C.A.Q. ao invés de hipoclorito de sddio (fig.3).
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O tempo de atuagdo dos sanificantes era de 1 mi
nuto e 30 segundos para C.A.Q. e 2 minutos para hipoclorito de
sddio.

Usando-se cotonete, foram coletadas amostras em

3 diferentes partes de cada bandeja usando-se moldes metalicos

e transportadas para tubos com 10 ml de tioglicolato.

Logo ap0s, os tubos eram incubados por 24 horas
a 379C. Todas as operagOes foram repetidas diariamente até o}
6¢ dia, ao fim do qual apds exposicao da cultura frente aos sa
nificantes, eram retiradas amostras com zaragatoa que se passa
va por 45 cm?  da superficie e passadas para tubo de rosca con
tendo 9 ml de agua peptona com os inibidores dos sanificantes

(fig.3).

Apds isto, faziam-se as diluigSes em série e pla
gueavam-se em SFP. Incubavam~-se as placas por 24 horas e reali
sava-se a contagem,

Posteriormente, ao 79 dia, uma coldonia era passada

para tioglicolato e incubada por 24 horas a 37¢C.

Foram repetidas nas semanas seguintes todas es

tas operagoes com a cultura utilizada na primeira semana.

3.2.2.2 - A metodologia usada para Sal

monella typhi (fig.4) era a mesma de 3.2.2.1, porém o meio de

enrigquecimento era caldo nutriente e o meio de plagueamento era

ACP.
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3.2.3 Coeficiente fenolico

O coeficiente fendlico para os microrganismos e

sanificantes foi medido pelo método de Rideal ( 7 ), no ini

cio da pesquisa e a cada gquatro semanas.

3.2.4 Dosagem de cloro ativo
A dosagem do cloro ativo para a solugao de hipo

clorito foi efetuada pelo método iodométrico, no inicio da pes

guisa e todas as semanas, segundo AWWA/APH/WPCA( 2).

3.2.5 Exame microscopico

O exame microscopico dos microrganismos foi feito,

apds coloracao pelo método de Gram, como se segue.

3.2.5.1 - Exame do Clostridium per

fringens no 19 dia apbs atuacao do hipoclorito por 2 minutos e
do C.A.Q. por 1 minuto e 30 segundos (fig.l e 3),e também depois

de 24 horas adicionais de incubacao dos tubos.
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3.2.5.2 - Exame de todos os micror
ganismos ao quinto dia das semanas apds a atuacao do hipoclo
rito por 2 minutos e do C.A.Q. por 1 minuto e 30 segundos (fig.

1,2,3,4).

3.2.5.3 - Exame de todos os micror
ganismos ao sétimo dia das semanas, a partir das colodnias

(fig. 1,2,3,4).
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4 RESULTADOS

4.1 Contagens dos Microrganismos

4.1.1 Clostridium perfringens

O quadro 1 mostra as contagens das culturas de

Clostridium perfringens sujeitas a acao continua de hipoclorito

de sb6dio e de CAQ, em tubo de ensaio.

‘ O hipoclorito, quando usado em tubo, praticamente
nao provocou reducao nem aumento da contagem até ao 56 dia. Pos
teriormente, as contagens aumentaram até ao 105 dias para depois

manterem-se constantes (quadro 1 e fig. 5).

J& com o hipoclorito de s&dio usado em superficie
de ago inoxidavel, dos 49 dias em diante, as células de Clostri

dium perfringens sofreram uma redugao até desaparecerem ( qua

dro 1, fig. 5).

Com as células de Clostridium perfringens sujei
tas ao CAQ, em tubos ou em superficie, houve uma redugao grada
tiva na contagem, sendo que aos 56 dias nao ocorreu mais cres

cimento em tubos e aos 63 dias nao ocorreu crescimento em super

ficies (gquadro 1, fig.5).
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Quadro 1 - Contagens de Clostridium perfringens (microrganis

mos/cm3) apos aplicacao de hipoclorito de sddio (di
luigao 1/500 da solugao com 9,5% de cloro ativo), e
cloreto lauridimetil benzilaménio (diluicdo 1/2000

da solugao de 50% do sanificante).

Dias HT HS QT 0s
079 4,3 x 10° ,8 x 10° ,2 x 107 ,7 x 10°
149 3,6 x 10° ,2 x 10° ,6 x 10° ,1 x 10°
219 4,3 x 10° ,5 x 10° ,4 x 10° ,7 x 103
289 4,1 x 10° ,4 x 10° ,8 x 10° ,3 x 10°
35¢ 3,9 x 10° ,5 x 103 ,4 x 10° ,2 x 10°
42¢- 2,6 x 10° ,3 x 103 4 x 10° )2 x 10°
490 1,9 x 10° ,1 x 10° ,0 x 10° 0,7 x 102
569 1,3 x 10° ,4 x 107 - 0,2 x 102
639 1,0 x 10’ - - -

700 3,0 x 10° - - -

779 1,5 x 10° - - _

840 7,2 x 10° - - -

91 8,6 x 10° - - -

989 2,3 x 1010 - - -
1059 1,9 x 1011 - - -
1129 1,3 x 10tt - - -
1190 2,0 x 1011 - - -
1269 1,9 x 101! - - -
1330 2,2 x 1011 - - -

HT = hipoclorito em tubo
HS = hipoclorito em superficie
QT =C.A.Q. em tubo

QS =C.A.Q. em superficie
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4.1.2 Salmonella typhi

Os dados obtidos para Salmonella typhi mostraram

que os microrganismos, quando na presenga de hipoclorito de so
dio em tubo, se mativeram aproximadamente constantes em nlmero
até aos 28 dias, diminuindo em seguida até aos 42 dias; entao
voltaram a aumentar até aos 70 dias, a partir dos quais se mati

veram mais ou menos constantes (quadro 2, fig.6).

Quanto a Salmonella typhi em hipoclorito de so

dio, na superficie de ago inoxidavel,a contagem manteve-se cons
tante até aos 21 dias, entre os 28 e 42 dias foi mais elevada,
para entao as contagens decrescerem até aos 77 dias quando atin

giram zero (quadro 2, fig.6).

Ja para o CAQ, em tubo, as células de Salmonella

typhi sofreram um decréscimo ao longo do tempo chegando a zero

aos 56 dias (quadro 2, fig.6).

Em superficie as contagens atingiram zero aos 98

dias (quadro 2, fig.6). -

Em resumo verificou-se que, em todas as aplica
¢oes de sanificante, os microrganismos foram exterminados, com

excecao da aplicacao de hipoclorito em tubos,
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Quadro 2 - Contagens de Salmonella typhi (microrganismos/cm3)

apds aplicagdo continua de hipoclorito de sdédio (di
luigdo 1/500 da solugao com 9,5% de cloro ativo), e
cloreto laurildimetil benzilamonio (diluigéo 1/2000

da solugao de 50% de sanificante).

Dias HT HS QT QS
07¢ 2,6 x 10° ,0 x 10° 2 x 10° 9 x 10°
140 2,2 x 108 2 x 10° 6 x 10° ,7 x 10°
219 2,4 x 10° 7 x 10° 4 x 107 4 x 10°
280 1,6 x 10° 0 x 10° 4 x 10° 2 x 10°
35¢ 5,0 x 10’ 5 x 10° 0 x 10° 6 x 10°
420 3,2 x 10’ 7 x 10° 4 x 10° ,0 x 10°
499 9,8 x 10’ 4 x 10° ,0 x 10° 1,0 x 10°
560 1,7 x 108 ,8 x 10° - 6 x 10°
630 1,5 x 10° ,0 x 10° - 5 x 10°
709 2,9 x 10° 0 x 10% - ,2 x 10°
770 3,2 x 10° - - 1 x 102
840 2,8 x 10° - - 8 x 102
910 3,6 x 10° - - ,5 x 10
98¢0 3,4 x 10° - - -
1059 3,0 x 10° - - -
1129 3,2 x 10° - - -
1199 3,8 x 10° - - -
1260 3,6 x 10° - - -
1330 4,0 x 10° - - -

HT= hipoclorito em tubo
HS= Hipoclorito em superficie
QT= C.A.Q. em tubo

0S= C.A.Q. em superficie
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4.2 Coeficiente Fendlico

4.2.1 Clostridium perfringens

As células de Clostridium perfringens em tubos em

gue se usou hipoclorito apresentaram O mesmo comportamento,apro

ximadamente, do comego ac fim da pesquisa (quadro 3 e 4).

Em superficie de ago inoxidavel aos 56 dias, as
células acusaram sensibilidade maior ao sanificante (guadro 3 e

5).

As células de Clostridium perfringens em tubos em

gue se usou CAQ se tornaram mais sensiveis ao sanificante (qua

dro 6 e 7).

Em superficie sucedeu fato analogo (quadro 6 e 8).

4.2.2 Salmonella typhi

As células de Salmonella typhi em tubos em que se

usou hipoclorito apresentaram uma sensibilidade aproximadamente
constante (quadro 2 e 10), com excecgoes da gue apresentou-se

por volta dos 56 dias um tanto maior.

Em superficie a sensibilidade das células aumen
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tou (quadro 9 e 11}.

Usando CAQ em tubo a sensibilidade manteve-se
inalterada até aos 28 dias (quadro 12 e 13). Porém aos 56 dias

ndo havia mais microrganismos.

Quando a aplicacao foi em superficie apareceu uma

sensibilidade aproximadamente igual (quadro 12 e 14).
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Quadro 3 = Coeficiente fendlico ‘de Clostridium perfringens an
' tes do desenvolvimento da pesquisa.

Dia de . . . -

Observagao Tempo Fenol Hipoclorito de sodio
L 1 1 1 | 1 1 1 R ! 1
Diluigao 50 60 70 80 90 200 300 400 500 600
6 min. - - - + + - - + + +
0 dia 4 min. - - + + C+ - + + + +
) ) 2 min. - + + + + + + o+ + +
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Quadro 4

Coeficiente fendlico de Clostridium perfringens

su
jeito a exposigoes ao hipoclorito -de s6dio em tubo.
Dia da _ Tempo Fenol : -
. observacao emp eno hipoclorito de sodio
Diluigao | 1| 1 (1 ['1 _ |1 |1 |t |1 1 1
: 70 80 90 100 110 200 300 | 400 500 600
6 min, - - - - + - - + + +
28 dia
- 4 min. - + + + + - + + + +
2 min. + + + + + + + + + +
6 min. - - - - + - - + + +
56 dia 4 min. - - - + + - + + +
2 min. + + + + + + + + + +
6 min. - + + - + + - - - + +
84 dia 4 min. + + + + + - + + + +
2 min. + + + + + + + + + +
6 min. - + + + + - - + + +
112 dia. 4 min, + + + + + - + + + +
2 min. + + + + + + + + + +
]




Quadro 5 Coeficiénte fendlico de Clostridium perfringens sy

jeito a exposigoes ao hipoclorito de sddio, em sy
perficie.

3>

Dia da : - -
Observagao Tempo ' Fenol. . hipoclorito de sodio
L~ 1 1 1 -1 1 1 1 1 1 1
Diluigoes 70 | 80 90 | 100 110 | 200 | 300 | 400 { 500 600
6 min. - - - + + - - - - +
28 dia 4 min. - + + - + - - + + +
| i
. 2 min. + + + + + + + + . . i
6 min. - - L - - + - - - - -
56 dia 4 min. - - - + 1+ - = -1 - 4
2 min, - -1 - + + - - - + +
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Quadro 6

Coeficiente fendlico de Clostridium perfringens

an
tes do desenvolvimento da pesquisa.
Tempo de
Observagao Tempo Fenol C. A. Q.
_ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Diluigao 50 60 | 70 80 90 | 400 | 500 {600 | 700 | 800
4.5 min. - - - + + - - - + +
0 dia 3.0 min. - - + + + | - + + + +
) 1.5 min. - + + + + + + + + +
C.A.Q = Composto de amdnio quaternario
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Coeficiente fendlico-de Clostridium perfringens su

55

Quadro 7
' jeito a uma exposicdo de 28 dias a um composto de
anonio quaternario, em tubo.
Dia da : "
" Observacao Tempo Fenol C. A. Q _
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Diluigao 70 80 | 90 100 110 | 500 | 600 | 700 | 800 | 900
4.5 min. - - - - + - - -~ + +
28 dia 3.0 min. - - + + + - + + + +
. 1.5 min. + + + + + - + + + +
C.A.Q Cdmposto de amdnio quaternario



. Quadro 8 . Coeflclente fenollco de Clostrldlum perfringens ’ su

jeito a uma esposicao de 28 dias a um composto de

amonio quaternarlo, em superflcle.

Dia da _
Observacao Tempo ) Fenol : C. A. Q.
. 1 1 1 1 1 1 1_ 1 1 .1
Diluigao 70 80 90 100 110 500 | 600 { 700 800 900
4.5 min. - - - = + - - - + +
28 dia 3.0 min. - - + + -+ - + + + +
- 1.5 min. + + + + + - + + + +

C.A.Q = Composto de amdonio quaternirio
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Quadro 9

Coeficiente fendlico de Salmonella typhi

desenvolvimento da pesquisa.

antes  do

Dia da _ o
. Observacgao Tempo Fenol hipoclorito de sodio
- RS - :;1 N ‘_-1 —§ . l_, 1 l _1 . ,_1 - ..,1” —— . 1 - 1_ -
Diluigao
50 60 70 80 90 200 300 | 400 500 600
6 min. - - - + + - - - + +
0 dia 4 min. - - + + + - + + + +
) : 2 min. - + + + + + + + + +
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Coeficiente fendlico de Salmonella typhi sujeita a

Quadro 10
exposigoes ao hipoclorito de sddio, em tubo.
Dia da
Observagao Tempo Fenol hipoclorito de sodio
L 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Diluigao 50 | 60 | 70 80 90 | 200 [ 300 {400 | 500 | 600
6 min. - - - - + - - - + +
28 dia 4 min, - + + + + - + + + +
’ ¥ 2 min. + + + + + + + + + +
6 min. - - - + + - - - + +
56 dia 4 min. - - + + + - - + + +
2 min. 4 + + + + + + + + +
6 min, - - - + + - - + + +
84 dia 4 min. - + + + + - + + + +
2 min. + + + + + + + + + +
6 min. - - - + + - - + T+ +
112 dia 4 min. - + + + + - + + + +
2 min. + + + + + + + + + +
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Quadro 11 ‘Coeficiente fendlico de Salmonella tyohi sujeita
: a exposig¢des ao hipoclorito de sddio, superficie,
Dia da j
observagao Tempo Fenol . hipoclorito de sddio ]
_ 1 1 1 1 I R U 1 1 1|
Diluigao 70 80 | 90 100 110 300 | 400 500 | 600 | 700
6 min, - - + + + - - - + +
28 dia 4 min, - + + + + = + + + +
. ) 2 min. + + + + + + + + + +
6 min. - - - - + - - - - -
4 min, - - - + + - - - + +
. 56 dia a
' 2 min. - + + + + - + + + +
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Quadro.lz " Coeficiente fendlico de Salmonella typhi antes ' d¢
desenvolvimento da pesquisa.
Dia da E
Observacgao Tempo Fenol - - C. A. Q.
L 1 1 1 )1 1 1 1 1 1 1
Diluigao 50 60 70 80 90 400 500 600 700 800
0 d.1a 2.0 min. - - + + + - - + 4+ +
1.5 min. - + + o+ + + + + + +

C;A.Q = Composto

de amonio quaternario
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Quadro 13 Coeficiente fendlico de Salmonella typhi sujeita a

uma exposicdo de 28 dias a um composto de  amdnio
éuaternério; em tubo.
Dia da
Observaggo Tempo Fenol Cc Ao Q
L 1 1 1 1 1 1 1)1 1 1
Diluigao 50 60 70 | 80 90 | 400 | 500 | 600 | 700.| 800
4.5 min. - - - - + - - - + +
28 dia 3.0 min. - ~ + + o+ - - + + +
1.5 min, - + + + 4 + + + + +

C.A.Q = Composto de ambnio quaternario
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Quadro 14

Coeficiente, fenélico‘de Salmonella typhi sujeito-

a uma exposicao de 28 dias a um comoosto de amd
"nio quaternirio em superficie.
Dia da
Observacad Tempo Fenol C. A. Q.
. 1 1|1 1 1 1 1 1 1 1
Diluigao 50 | 60 | 70 | 80 | 90 | 400 | 500 | 600 | 700 | 800
4.5 min. - - - - + - - - -+
28 dia 3.0 min. - - - + + - - + + +
? 1.5 min. - + + + + - + + + +
4.5 min. - - - - + - - - - +
56 dic 3,0 min. _ _ _ + + _ _ . . .
1.5 min. - + + + + - + + + +
C.A.Q = Composto de amdnio quaternario
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4.3 Exame Microscopico

4.3.1. Clostridium perfringens

4.3.1.1 - Algumas células do micror
ganismo no 19 dia de atuagdo do sanificante esporularam, outras
nao e muitas morriam. As imagens ao fim de 24 horas de atuagao
do sanificante sobre o microrganismo eram semelhantes as ante

riores (fig.7).

4.3,1.2 - Em tubos ao quinto dia an
tes de se criar resistencia, as células sobreviventes apresen
taram modificagOes morfoldgicas: eram compridas, em cadeia, cur

vas enoveladas e com estrutura interna diferente das normais

(fig. 8 e 9).

4.3.1.3 - Em tubos no exame ao sétimo
dia apresentaram as mesmas alteracoes de cé&lulas gque as mencio

nadas acima (fig. 10 e 11), mas n&o tao pronunciadas.

Apos 63 dias de aplicagao dos sanifi
«cantes, aqueles microrganismos que ficaram resistentes, apresen

taram predominantemente formas similares &s normais (fig.12

e 13).
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4.3.2 Salmonella typhi

Os exames ao longo do tempo em que foi feita a
pesquisa mostraram células mortas, c@lulas com condensagoes de
cromatina e outras alteragdes morfolbdgicas (fig.l4). Porém quan
do apresentaram resisténcia ao hipoclorito (em tubo), as formas

voltaram ao normal ( fig. 15).
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5 DISCUSSEO

5.1 Acgdo de Hipoclorito em Tubos

A aplicagdo de hipoclorito de sddio nas circuns
tancias da pesguisa criou resisténcia dos dois microrganismos,

Clostridium perfringens e Salmonella typhi a esse sanificante,

quando se usaram tubos de ensaio. Contagens microbianas chega

ram a aumentar claramente, com o Clostridium perfringens,e nao

muito pronunciadamente com a Salmonella tthi (Quadros 1 e 2 e
fig. 5 e 6).
Essa resisténcia frente ao hipoclorito, objetiva

da pelas contagens dcs microrganismos, foi também confirmada ao
longo da pesquisa pela mesma sensibilidade aproximada do micror
ganismo, denunciada pelo coeficiente fendlico, como se ve no

Nuadro 4 e 14Q.

Destes dois microrganismos, a Salmonella typhi pa

rece ter sofrido uma fase mais critica que o Clostridium per

fringens, pois aquela evidenciou uma queda clara de contagem en
tre o 359 e 569 dia (Quadro 2 e fig. 6) e uma maior sensibili
dade guando estudada atraves do coeficiente fendlico (Quadro 10)

Ja o Clostridium perfringens manteve aproximadamente as mesmas

contagens (Quadro 1 e fig., 5) e a mesma sensibilidade frente
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hipoclorito, no método de Rideal (Quadro 4).

O exame microscbpico, ao mostrar o que se passou
com os microrganismos, também confirma a resist&ncia. O Clostri

dium perfringens procurou resistir inicialmente ao sanificante,

formando esporos (fig.7), o que normalmente nao se consegue em
laboratdrio, a nao ser com meios especiais. As suas formas and
malas aparecem depois e mantém-se até por volta do 569 dias;por
fim voltam ao normal na fase em que as contagens sao maiores,

guando resiste facilmente ao sanificante. A Salmonella typhi

também apresentou inicialmente formas alteradas e, por fim, nor

mais,

E de admitir gue a dosagem do sanificante usada

com o Clostridium perfringens foi menos injuriante para este mi

crorganismo do gque a dosagem que se usou com a Salmonella ty

phi.
5.2 Agao de CAQ em Tubos
Ainda em tubos, os dois microrganismos nao
resistiram ao CAQ. E possivel que doses menores deste sanifi

cante, se fossem estabelecidas, pudessem ter criado resisténcia
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5.3 Acao do hivoclorito em superficies

Quando se usou hipoclorito em superficie, as célu
las microbianas, ndo resistiram e morreram, enquanto que a mes
ma dose em tubos deu resisténcia, como se discutiu em5.1, Hi que
admitir que em superficie houve outros efeitos deletérios para
os microrganismos: dessecagao que sofreram as células, bem como
agao de quantidade maior de cloro ativo do gue nos tubos ( onde
esse cloro seria mais baixo, por ter havido maior consumo pela
matéria organica); ainda a agao da atmosfera aerdbia sobre o

Clostridium perfringens.

Se assim for, €& de crer gue doses mais baixas do

sanificante também pudessem dar resisténcia aos microrganismos.

5.4 Acgao de C.A.Q. em superficie

O C.A.Q. em superficie também nao provocou resis
téncia das células, mas, pela mesma ordem de idéias, talvez do

ses menores a poderiam provocar.



6 CONCLUSOES

De acordo com as condigoes e os resultados de nos

sa pesquisa, concluimos que:

6.1 Houve resisténcia de Salmonella typhi e Clos

tridium perfringens ao uso continuo do hipoclorito de sddio no

experimento realizado em tubos.

6.2 Essa resisténcia foi comprovada pelo exame
dos microrganismos pelo método de GRAM, que denunciou, primeiro,
alteragéo da estrutura microbiana, para, mais tarde, evidenciar
estruturas normais quando as bactérias superavam uma fase criti

ca.

6.3 A contagem microbiana em placas de Petri mos
trou ser um método melhor para a avaliacdo da resisténcia micro

biana que o coeficiente fendlico.
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