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RESUMO

MODELAGEM DOS PARAMETROS CINETICOS DE MULTIPLICACAO DE
Salmonella Enteritidis SE86 EM MAIONESE CASEIRA E PRATICAS DE
PREPARO, ESTOCAGEM E CONSUMO DESSE ALIMENTO NO RIO
GRANDE DO suL?

Autora: Susana de Oliveira Elias
Orientador: Prof. Dr. Eduardo César Tondo
Co-orientador: Prof. Dr. Anderson de Souza Sant’Ana

Uma cepa especifica de Salmonella Enteritidis (SE86) tem sido iden-
tificada como o principal agente etioldgico responsavel pela salmonelose, no
Rio Grande do Sul (RS) e o principal alimento envolvido vem sendo a maionese
caseira (MC). Assim, este estudo objetivou modelar a multiplicacdo de SE86 na
MC e estudar as praticas de preparo, estocagem e consumo de MC no RS.
SE86 foi inoculada na MC e armazenada a 7, 10, 15, 20, 25, 30 e 37°C. Curvas
de multiplicacdo foram construidas utilizando-se o DMFit de Baranyi, gerando
valores de R? maiores que 0,98 para os modelos primarios. J4 o modelo se-
cundéario foi realizado por meio da equacdo de Ratkowsky, obtendo valores de
R? e RMSE de 0,99 e 0,016, respectivamente. Os dados experimentais mostra-
ram que SE86 ndo se multiplicou na MC a 7°C, durante 30 dias, enquanto que
a 37°C alcancou-se a dose infectante (10° UFC/g) em 6 h e a populacéo final
(10° UFC/g) em 13 h. As fases lag de SE86 na MC foram menores que as Si-
muladas nos modelos terciarios, sugerindo que SE86 adapta-se rapidamente
nesse alimento. Além disso, 0 questionario que avaliou as praticas adotadas
por consumidores e manipuladores de MC demonstrou que a maioria dos en-
trevistados apresentou um nivel baixo de IPShp (indice de prevencao de surto
harmonico ponderado), principalmente devido a falhas relacionadas ao bin6-
mio tempo e temperatura. Em suma, o modelo desenvolvido pode ser utilizado
para prever a multiplicagcdo de SE86 na MC em varias temperaturas e MC pode
ser preparada se forem utilizados ovos seguros e mantendo-a abaixo de 7°C.

! Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente
- Microbiologia de Alimentos, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universi-
dade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (X p.) Fevereiro,
2014.



ABSTRACT

MODELING GROWTH KINETIC PARAMETERS OF Salmonella Enteritidis
SE86 ON HOMEMADE MAYONNAISE AND PRACTICES OF PREPARATION,
STORAGE AND CONSUMPTION OF THIS FOOD AT RIO GRANDE DO SUL,
SOUTHERN BRAZIL?

Author: Susana de Oliveira Elias
Supervisor: Prof. Ph.D. Eduardo César Tondo
Co-supervisor: Prof. Ph.D. Anderson de Souza Sant’Ana

A specific strain of Salmonella Enteritidis (SE86) has been identified
as the major etiological agent responsible for salmonellosis, in Rio Grande do
Sul (RS) and the main food involved has been the homemade mayonnaise
(HM). This study aimed to model growth of SE86 on HM and to analyze practic-
es of preparation, storage and consumption of HM in RS. SE86 was inoculated
on HM and stored at 7, 10, 15, 20, 25, 30 and 37°C. Growing curves were built
by fitting data to the Baranyi’'s DMFit, generating R? values greater than 0.98 for
primary models. Secondary model was fitted with Ratkowsky equation, generat-
ing R?> and RMSE values of 0.99 and 0.016, respectively. Experimental data
showed that SE86 did not grow on HM at 7°C, for 30 days, while at 37°C infec-
tive dose (10° CFU) was reached at 6 h and final population (10° CFU/g) was
attained at 13 h. Experimental data demonstrated smaller lag phases than
those generated by tertiary models, suggesting that SE86 is well adapted for
growing on HM. In addition, the questionnaire that assessed the practices
adopted by HM consumers and handlers showed that the majority of respond-
ents had a low level of IPShp (outbreak prevention weighted harmonic index),
mainly due to failures related to the combination of time and temperature. In
conclusion, the developed model can be used to predict growth of SE86 on HM
under various temperatures and HM can be prepared if safe eggs were used
and HM were stored below 7°C.

2 Master of Science dissertation in Food Microbiology, Institute of
Basic Health Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
RS, Brazil. (X p.) February, 2014.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a salmonelose humana é a doenca de origem alimentar
com maior ocorréncia em nivel mundial, sendo que Salmonella Enteritidis tem
sido apontado como o principal causador de surtos alimentares no Brasil e no
Rio Grande do Sul (RS). Muitos isolados desse patégeno, originarios de cente-
nas de surtos ocorridos no RS, foram caracterizados por analises tradicionais e
moleculares, as quais permitiram a identificagdo de uma cepa predominante,

denominada de S. Enteritidis SE86 (SE86).

Os ovos tém sido identificados como o principal veiculo de transmis-
sdo de S. Enteritidis responséavel por infeccdes em humanos. A maionese ca-
seira (MC) preparada com ovos crus e amplamente consumida no RS tem sido
identificada como o principal veiculo de transmissédo de salmonelose nesse Es-
tado. Ainda que essa informacdo seja conhecida ha muitos anos, a MC conti-
nua sendo amplamente consumida no RS e a SE86 persiste causando surtos
alimentares, indicando que as medidas de controle implementadas ndao tém
sido totalmente eficazes ou que a dindmica da contaminacdo da MC necessita

ser melhor estudada.



Modelos matematicos aplicados a microbiologia preditiva tém sido
utilizados para descrever e simular cinéticas da multiplicacdo microbiana em
diversos alimentos, e podem ser usados para uma melhor compreensdo da
multiplicacdo de SE86 em MC. Porém, a utilizacdo isolada desses modelos
pode ndo ser suficiente para entender a contaminacdo de SE86 em MC no RS,
uma vez que os habitos que envolvem esse alimento sédo diversificados. No
intuito de melhor compreender os fatores que influenciam a veiculacdo de
SE86 por MC no RS, informacdes sobre as praticas de preparo, de estocagem
e de consumo da MC devem ser estudadas, a fim de poder construir correta-
mente 0s modelos matematicos de microbiologia preditiva e propor medidas de
controle adequadas. Em vista disso o objetivo do presente estudo é apresenta-

do abaixo.

1.1 Objetivo geral

Modelar os parametros cinéticos de multiplicacdo de SE86 na MC e
estudar as préticas de preparo, de estocagem e de consumo desse alimento no

RS.

1.2 Objetivos especificos

e Determinar os parametros cinéticos de multiplicacdo (tempo de fase

lag, taxa de multiplicacdo e populacdo maxima) de SE86 na MC;

e Construir modelos primario e secundario de multiplicacdo de SE86

na MC;



Validar os modelos de multiplicacdo obtidos nesse estudo por meio
dos valores do coeficiente de determinacéo (R?) e do erro quadratico

meédio (RMSE);

Comparar os modelos de multiplicagdo obtidos nesse estudo a mo-
delos gerados por programas (ComBase Predictive Model e Patho-

gen Modeling Program 7.0) e outros descritos em literatura,

Elaborar e aplicar o questionario para coleta de informacdes sobre

praticas de preparo, de estocagem e de consumo de MC no RS;

Avaliar o perfil do manipulador e/ou consumidor de MC em relagéo

as Boas Praticas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Salmonella spp.

O género Salmonella, pertencente a familia Enterobacteriaceae, esta
dividido em duas espécies (S. enterica e S. bongori) e mais de 2.600 sorotipos,
todos potencialmente patogénicos (Grimont & Weill, 2007). Essa bactéria € um
bastonete Gram-negativo, anaerdbio facultativo, ndo formador de enddsporos,

sendo a maioria movel por meio de flagelos peritriquios (Forsythe, 2013).

Os sorovares ou sorotipos sao classificados por meio da sorotipifica-
cdo que se baseia no esquema de White-Kaufmann-Le Minor. Essa técnica
relaciona a caracterizacdo dos antigenos somaticos (O) de parede, dos flagela-
res (H) e dos capsulares (Vi), para definir um sorotipo (Guibourdenche et al.,

2010).

Animais de sangue frio e quente atuam como reservatoérios de diver-
sos sorotipos de Salmonella em seu trato digestério, podendo contaminar solo,
vegetacdo, agua e alimentos (Cardoso & Carvalho, 2006). Em geral, a trans-
missdo de Salmonella ocorre pela ingestdo de alimentos contaminados, princi-
palmente os que possuem alto teor de umidade, de proteina e de carboidrato,

4



como carne bovina, suina e de aves, ovos, leite e derivados, frutos do mar e
sobremesas (Buchholz et al., 2005). Esse micro-organismo também pode ser
veiculado por frutas e vegetais minimamente processados devido ao controle
inadequado da temperatura, da adocédo de préaticas de manipulacdo incorreta

ou por contaminacgao cruzada (Shinohara, 2008).

A salmonelose humana € a doencga de origem alimentar com maior
ocorréncia em nivel mundial (Chai et al., 2012; Scallan et al., 2011; Wattiau et
al., 2011). Essa enfermidade geralmente causa uma gastrenterite auto-limitante
cujos sintomas séo nauseas, vomitos, dores abdominais e de cabeca, calafrios,
diarreia e febre, que se manifestam de 12 a 36 h ap6s o consumo de alimentos
ou bebidas contaminados, durando de 2 a 3 dias. Porém, infec¢gbes graves tais
como bacteremia, meningite, peritonite e miocardite tém sido relatadas (Sirina-
vin et al., 1999; Belloso et al., 2011; Papamichalis et al., 2011; Vidal et al.,
2011). A dose infectante tipica da salmonelose varia de 10° a 10® UFC/g, con-
tudo a quantidade de células necessaria para causar uma infeccdo humana
depende da viruléncia de cada cepa, do grau de resisténcia do hospedeiro, da
matriz alimentar na qual as bactérias foram ingeridas e do estado fisiolégico
das células bacterianas (Humphrey, 2004). De acordo com Blaser & Newman
(1982) surtos podem ocorrer com doses infectantes inferiores a 10 células de

Salmonella por grama.

Uma  estimativa mundial demonstra que a  quantidade
de gastrenterites causadas por Salmonella spp. € superior a 93,8 milhdes de

casos, 0 que resulta em 155.000 mortes por ano (Hendriksen et al., 2011; Tso-



lis et al., 2011). O sorovar Salmonella Enteritidis foi isolado pela primeira vez
durante a década de 1980, em diversos paises, como uma das principais cau-
sas de surtos de salmoneloses relacionados ao consumo de frango e de ovos
crus ou mal cozidos (Campioni et al, 2013). Atualmente, S. Enteritidis continua
a ser o sorotipo mais frequentemente isolado em todo o mundo, corresponden-

do a 43,5% de todos os isolados de origem humana (WHO, 2012).

No Brasil, o primeiro surto de S. Enteritidis foi relatado por Mota et
al. (1983). Mesmo assim, a prevaléncia desse sorotipo parece nao ter aumen-
tado até a década de 1990, quando um expressivo aumento de 1% para 64,9%
foi registrado no Estado de Sdo Paulo e na regido Sul (Bau et al., 2001; Fer-
nandes et al., 2003). Dados recentes demonstram que de 2000 a 2013, foram
notificados 8.746 surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) e Salmo-
nella spp. foi o principal patégeno envolvido, representando aproximadamente

40% do total de agentes etiologicos identificados (SVS, 2013).

O RS possui um dos mais ativos sistemas de vigilancia epidemiolo-
gica de surtos alimentares no Brasil, sendo o Estado com maior notificacdo
desses eventos em territdrio nacional (Malheiros et al., 2007). Dados oficiais da
Vigilancia Sanitaria do RS apontam que Salmonella spp. € o principal causador
de surtos desde 1993 (Téo & Oliveira, 2005). Nos anos de 2000 a 2002, foram
investigados 527 surtos de DTA nesse Estado, os doentes representaram
6.986 e os hospitalizados totalizaram 2.508, o principal agente etiolodgico identi-
ficado nesses surtos foi Salmonella spp. (44,76%) (Cunha, 2008). Além disso,

muitos isolados desse patdgeno, originarios de surtos ocorridos no RS, foram



caracterizados por analises tradicionais e moleculares, as quais permitiram a
identificacdo de uma cepa predominante, chamada de SE86 (Tondo & Ritter,

2012).

211 Salmonella Enteritidis SE86

Salmonella enterica sorovar Enteritidis (cepa SE86) foi isolada de
salada de repolho em um surto de salmonelose ocorrido no RS, em 1999
(Geimba et al., 2004). Essa bactéria vem sendo o principal micro-organismo

causador de DTA, nos ultimos anos, nesse Estado (Tondo & Ritter, 2012).

No RS, de 1999 a 2006, isolados de S. Enteritidis de varios surtos de
origem alimentar demonstraram uma relagéo clonal, apés serem submetidos a
andlises moleculares por PCR-ribotipificacdo, RAPD, PFGE e sequenciamento
de DNA (Oliveira et al., 2007). Esse clone foi responsavel por mais de 95% das
salmoneloses ocorridas no Estado, recebendo o nome de S. Enteritidis SE86
(Geimba et al., 2004; Oliveira et al., 2007; Oliveira et al., 2010; Tondo & Ritter,

2012).

Vérios estudos vém sendo realizados, a fim de caracterizar essa ce-
pa, e 0s principais resultados foram os seguintes: SE86 apresentou um aumen-
to expressivo da resisténcia ao acido nalidixico e a ampicilina, ao longo da dé-
cada de 1997 a 2006 (Geimba et al., 2005; Oliveira et al., 2009; Paula et al.,
2011). Essa cepa foi capaz de formar biofilmes em ago inoxidavel e em poli-
propileno (Tondo et al., 2010), ela também sobreviveu ao hipoclorito de sédio

200 ppm durante 15 minutos (Machado et al., 2010), expressando as proteinas



RpoS e Dps apds essa exposicao a referida solucdo desinfetante (Ritter et al.,

2012).

Além disso, comparando SE86 com outras cepas de Salmonella foi
possivel observar que SE86 multiplicou-se mais rapidamente durante as pri-
meiras 6 horas em MC, do que S. Typhimurium e S. Bredeney (Malheiros et al.,
2007). Também, apds a exposi¢cdo a um pH sub-letal (pH 4,0), SE86 tornou-se
acido-adaptada e demostrou ser mais acido e termo-resistente que 0s outros
sorovares de Salmonella pesquisados (Malheiros et al., 2008). SE86 acido-
adaptada apresentou maior viruléncia do que SE86 nao-acido-adaptada e do
que S. Typhimurium &cido-adaptada em camundongos livres de microbiota
intestinal (Perez et al., 2012). Assim, essas caracteristicas podem estar relaci-
onadas com o frequente envolvimento dessa cepa em salmonelose no RS.
Também nos surtos ocorridos de 1997 a 2004 o alimento mais comumente en-
volvido como veiculo para Salmonella foi a salada de batata feita com maio-
nese caseira preparada com ovos crus (Costalunga & Tondo, 2002; Silveira &

Tondo, 2006; Wagner et al., 2014).

2.2 Ovos e Maionese Caseira

Os ovos e os produtos a base de ovos crus ou mal cozidos sdo 0s
mais importantes alimentos veiculo de Salmonella Enteritidis, causadoras de
infecgbes em humanos (Braden, 2006; Barancelli et al., 2012). O ovo pode es-
tar contaminado na superficie externa (casca) e/ou internamente (Zhang et al.,
2013). Em geral, a contaminagéo externa é devido as fezes da galinha durante

ou apos a oviposicao, por outro lado a infecgéo interna pode ser resultante da



penetracdo através da casca ou da contaminacao direta dos conteudos do ovo,
antes da oviposicao, proveniente de infec¢cdo dos orgaos reprodutivos (Figura

1) (Gantois et al., 2009).
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Figura 1: Patogénese da contaminacdo de ovos por Salmonella. Adaptado de
Gantois et al. (2009). (a) Salmonella é ingerida pela galinha e entra no trato
digestério. Essa bactéria comeca a colonizar o intestino, sendo capaz de inva-
dir as células epiteliais intestinais. Como consequéncia, macrofagos sao atrai-
dos para o local da invasao e internalizam Salmonella. Isso permite que essa
bactéria sobreviva e multiplique-se dentro do macréfago, favorecendo a sua
motilidade, visto que os macrofagos infectados migram para os érgaos inter-
nos, tais como o0s 0rgaos reprodutores. Além dessa disseminacao sistémica,
Salmonella também pode colonizar o oviduto por meio de infeccdo ascendente
da cloaca. (b) Contaminacéo dos ovos pela penetracdo de Salmonella através
da casca e das membranas da casca ap0s a contaminacdo do exterior da cas-
ca. Essa contaminacdo da superficie da casca pode ser o resultado de uma
infeccdo da vagina ou contaminacgéo fecal. (c) Contaminacgéo direta da gema,
do albumen, das membranas da casca e da casca proveniente da infeccao do
oviduto. (d) Apo6s oviposicdo, Salmonella presente no albumen é capaz de so-
breviver e se multiplicar. Essa bactéria também possui a capacidade de migrar
e penetrar na gema, alcancando esse ambiente rico, pode se multiplicar ex-
pressivamente.



A prevaléncia de Salmonella Enteritidis em ovos in natura é de 0,8%
na Europa (EFSA, 2010) e de um ovo a cada 20.000 nos Estados Unidos da
América (Ebel & Schlosser, 2000). Ja no Brasil, observou-se uma grande dife-
renca nos niveis de prevaléncia desse patdgeno relatados por diversos traba-
Ihos, variando desde a auséncia até prevaléncia de 33% em ovos (Tabela 1).
Além disso, nao foi encontrado nenhum estudo brasileiro que tenha pesquisado
a guantidade de Salmonella em ovos, experimentalmente. Téo & Oliviera,
(2005), sugerem que o numero de células de S. Enteritidis seja de aproxima-
damente 10 por ovo contaminado no Brasil. De acordo com Humphrey et al.
(1991) 72% dos ovos naturalmente contaminados com S. Enteritidis tinham

menos que 20 células por ovo em seu conteldo interno no Reino Unido.

Tabela 1: Prevaléncia de Salmonella em ovos no Brasil. Apresenta o estudo
(referéncia), o valor da prevaléncia encontrado e o local que foi realizado.

Referéncia Prevaléncia de Salmonella no ovo Local
Oliveira & Silva, 2000 9,6% na casca e 3,2% na gema Campinas
Bau et al., 2001 Auséncia em 94 ovos Pelotas
Flores et al., 2003 4,98% Santa Maria
Andrade et al., 2004 4,46% Goiania
Téo & Oliviera, 2005 Menos de 1,00% Brasil
Carvalho et al., 2006 Auséncia em 96 ovos Rio de Janeiro
Dantas et al., 2006 15,55% Salvador
Salles, 2007 Auséncia em 720 ovos Fortaleza
DDTHA, 2008 1,6% Brasil
Galdino, 2010 Auséncia em 800 ovos Séao Paulo
OI|ve|ra262§L'1raham, 33% Distrito Federal
Kottwitz et al., 2013 20% Parana

A maionese, frequentemente preparada com ovos crus, é ampla-

mente consumida e, provavelmente, o molho mais usado em todo o mundo
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(Guerra & Miguel, 2010). Ainda que a maionese possa exercer acao inibidora
ao desenvolvimento de micro-organismos, na maioria das vezes, ela propicia
elevada multiplicacdo microbiana. O ovo, principalmente a gema, apresenta
caracteristicas de um meio de cultura enriquecido, devido as suas propriedades
nutritivas. Logo, microrganismos contaminantes podem se multiplicar rapida-
mente, caso a temperatura ou o pH dessa preparacdo nao sejam controlados.
Também a microbiota presente nos vegetais (como, por exemplo, a batata) e
nos ovos, a falta de higiene dos manipuladores durante o seu preparo e seu
manuseio, bem como as condicBes de armazenamento do produto, permitem
gue 0S micro-organismos possam ocasionar deterioracdes no alimento ou DTA
nos consumidores (Seixas, 2008). Dessa forma, esses motivos podem contri-
buir para a MC estar frequentemente envolvida com surtos de origem alimentar
em todo o mundo (Stein-Zamir et al., 2009; Di Pinto et al., 2010; Fica et al.,

2012; Norton et al., 2012).

Além disso, produtos a base de ovos, como, por exemplo, a MC, tém
sido identificados como a principal preparacdo de alimento envolvida com sal-
monelose no Brasil (SVS, 2013). No RS, a MC foi identificada como o principal
veiculo envolvido com salmoneloses (Costalunga & Tondo, 2002; Wagner et
al., 2014; Tondo & Bartz, 2014; Capalonga et al., 2014). Nesse Estado, a MC,
comumente, é preparada com ovos crus e cozidos e misturada a batata cozida,
sendo esse o principal acompanhamento do churrasco, refei¢ao tipica do povo

gaucho e altamente consumido nessa regiao do Brasil (Albrecht, 2010).
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Apesar dessa problematica da contaminacdo da MC por SE86, ser
bastante recorrente no RS, as caracteristicas fisiolégicas que permitiram a essa
cepa tornar-se o principal patdégeno alimentar desse Estado ainda ndo estao
completamente esclarecidas. Por isso, o estudo da cinética de multiplicacédo
desse micro-organismo pode auxiliar na compreensao do comportamento de

SE86 na MC.

2.3 Multiplicagdo Microbiana

A multiplicacdo microbiana € caracterizada pelo aumento do niumero
de células de um determinado micro-organismo. Quando essa cultura desen-
volve-se em um sistema fechado, isso permite a construcdo de uma curva de
multiplicacéo tipica. Essa curva é dividida em quatro fases: lag, exponencial
(log), estacionaria e de declinio ou morte, como apresentado na Figura 2 (Ross

& McMeekin, 2003).

A ;
Lag Log . Estacionaria Morte

N° de células

Tempo

Figura 2: Curva de multiplicagdo microbiana dividida em suas quatro fases
(Lag, Log, estacionaria e morte).
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A fase lag € um periodo de adaptacédo, no qual ocorre a sintese de
varias enzimas e/ou outros constituintes celulares necessarios a absorcéo dos
nutrientes presentes no meio. Nessa fase ainda ndo ha um aumento significati-
vo da populagcédo, uma vez que as células estdo se ajustando a esse meio. Na
fase log os micro-organismos apresentam multiplicacdo exponencial, visto que
as células estdo adaptadas, consumindo os nutrientes, sintetizando seus cons-
tituintes e se duplicando rapidamente. E nessa fase que a populacdo microbia-
na aumenta expressivamente em pouco tempo, possibilitando atingir doses
infectantes ou degradar alimentos. Na fase estacionaria o numero de células
qgue se dividem é equivalente ao numero de células que morrem, visto que a
quantidade de nutrientes esta diminuindo, enquanto os produtos toxicos estédo
tornando-se mais abundantes. Assim, o numero de células permanece prati-
camente inalterado, ao longo do tempo. Também nessa fase séo sintetizados
varios metabdlitos secundarios, como, por exemplo, antibiéticos e enzimas de
interesse biotecnoldgico. Por fim, na fase de declinio a maioria das células esta
em processo de morte, embora outras ainda estejam se dividindo. Nessa fase,
0 numero de células diminui expressivamente, uma vez que o ambiente tornou-
se inadequado para a populacdo microbiana. Ainda que haja um grande nime-
ro de células mortas nessa fase, em condicfes naturais, dificilmente, todos os
individuos da populacdo serdo inativados. Aqueles que permanecem viaveis
sdo considerados os mais resistentes e, se tiverem condi¢fes, voltardo a se

multiplicar (Martinko et al., 2010).

Além disso, a multiplicacdo microbiana em alimentos é dependente

de varios fatores tanto intrinsecos quanto extrinsecos. Os fatores inerentes do
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alimento (intrinsecos) sdo: pH, atividade de agua (ay), potencial de oxidacéo-
reducdo, conteudo de nutrientes, constituintes antimicrobianos, estruturas bio-
l6gicas e microbiota do alimento. Ja os fatores ambientais (extrinsecos) sao
temperatura, umidade relativa e presenca e composicao dos gases (Téo & Oli-

veira, 2005).

Os principais fatores que afetam a multiplicacdo de Salmonella spp
sdo: a temperatura que varia de 2°C (minima), 37°C (6tima) até 49,5°C (maxi-
ma), entretanto abaixo de 7°C a maioria dos sorotipos nao se multiplica, sendo
destruida em temperaturas acima de 55°C (D’Aoust, 1991; Cardoso & Carva-
lho, 2006). O pH para multiplicacdo deve ser entre 3,7 (minimo), 6,0 a 7,5 (G6ti-
mo) e 9,6 (maximo). Outro fator determinante é a atividade de agua, sendo que
o valor minimo para a multiplicacdo é de 0,94, porém esse patdgeno é capaz
de sobreviver por mais de um ano em alimentos de baixa atividade de &gua

(Forsythe, 2013).

A cinética da multiplicacdo microbiana caracteriza o desenvolvimen-
to dos micro-organismos por meio de varios parametros como o numero inicial
de células, tempo de fase lag, nUmero maximo de células e taxa de multiplica-
cao especifica tanto em alimentos como em meio de cultura (Malheiros et al.,
2007). O estudo desse tema possibilita a determinagdo de caracteristicas es-
pecificas de um micro-organismo, propiciando o entendimento do comporta-
mento dele perante diferentes substratos e temperaturas. Além disso, os para-

metros cinéticos podem ser utilizados para construcdo de modelos matemati-
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cos que sejam capazes de predizer a multiplicacdo microbiana em condicbes

nao testadas experimentalmente.

2.4 Microbiologia Preditiva

A microbiologia preditiva prevé a evolucao quantitativa da populacéo
microbiana ao longo do tempo, utilizando modelos matematicos para descrever
a cinética dessa multiplicacdo ou morte microbiana. Esses modelos podem ser
classificados em: modelos de sobrevivéncia ou de multiplicacdo, dependendo
da ocorréncia de mortalidade ou de duplicacdo celular. Também é possivel dis-
tingui-los entre modelos empiricos, que descrevem matematicamente um com-
portamento especifico ou tedrico que buscam mecanismos ocultos em fenéme-
nos ja observados. Um exemplo de modelo empirico é o de Ratkowsky et al.
(1982), que determina uma relacdo linear entre a raiz quadrada da média da
taxa de multiplicagcdo de um micro-organismo e a temperatura. Enquanto que
um modelo mais teérico como é o de Baranyi (Baranyi & Roberts, 1994), se
concentra em entender as causas da fase lag e introduz novos conceitos, como

o estado fisioldgico das células (Ferrer et al., 2009).

Além disso, os modelos podem ser divididos em primarios, secunda-
rios e terciarios. O modelo primario representa a dindmica da populacao micro-
biana ao longo do tempo sob determinadas condicdes ambientais e de cultivo,
utilizando os seguintes parametros: numero inicial de células, taxa de multipli-
cacgdo, tempo de fase lag e densidade populacional maxima (McKellar & Lu,
2004). Dentre os modelos primarios mais utilizados (Gompertz e Baranyi), opta-

se pelo modelo de Baranyi, pelo fato do modelo de Gompertz poder superesti-
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mar o tempo de fase lag e a populacdo maxima, conforme observado em al-

guns trabalhos (Baranyi & Roberts, 1994; Zwietering et al., 1990).

Ja o modelo secundéario descreve a resposta dos parametros do
modelo priméario as mudancgas no meio ambiente, predizendo o comportamento
do sistema modelado (Gumudavelli et al., 2007). Ele pode descrever, por
exemplo, a taxa de multiplicagdo em funcdo da temperatura ou do pH. Visto
que, a temperatura € o principal fator que afeta a multiplicacdo microbiana e
que ela pode mudar drasticamente durante o processamento e 0 armazena-
mento, os modelos que avaliam a variacdo de temperatura sdo os mais utiliza-
dos, dentre eles 0 modelo da raiz quadrada, também conhecido como modelo

de Ratkowsky (Ratkowsky,1982) se destaca (Whiting & Buchanan, 1993).

Por fim, o modelo terciario utiliza um ou mais modelos secundarios e
primarios para gerar um software de facil utilizacdo, que pode ser utilizado de
forma sistematica por ndo-modeladores (Baranyi & Tamplin, 2004). Sdo exem-
plos desse modelo os seguintes programas: Pathogen Modeling Program,
ComBase Predictive Models, Food MicroModel e Seafood Spoilage Predictor,
sendo que os dois primeiros séo de livre acesso, enquanto os dois Ultimos séo

comerciais (Ross & McMeekin, 2003).

Ha diversos modos de avaliar a qualidade dos modelos gerados pe-
los pesquisadores. Podem ser utilizados, por exemplo, o calculo do coeficiente
de determinacédo (R?), o qual é uma medida geral da predicdo calculada pelo
modelo desenvolvido e o erro quadratico médio (RMSE) utilizado para oferecer

uma medida padrao da adequacdo de um modelo com os dados utilizados para
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produzi-lo (Wang et al., 2013). Os programas de computador (modelos tercia-
rios) podem simular situacdes similares as estudadas por uma determinada
pesquisa, dessa forma suas simulacfes podem ser utilizadas para comparacao

dos resultados entre esses estudos (Sant’Ana et al., 2012).

Atualmente, trabalhos envolvendo a modelagem da multiplicacéo e
da sobrevivéncia de diversos micro-organismos em diferentes alimentos vém
sendo desenvolvidos (Zwietering & Besten, 2011). Esses estudos tém envolvi-
do micro-organismos patogénicos, decompositores e fermentadores, sendo que
a producdo de toxinas microbianas também tem sido abordada (McKellar &
Delaquis, 2011; Wang et al., 2013). Em relagdo aos alimentos estudados ha
trabalhos relacionados tanto a produtos de origem vegetal, quanto animal

(Sant’Ana et al., 2012; DaSilva et al., 2012).

A microbiologia preditiva é também uma ferramenta importante para
a avaliacdo dos riscos microbianos quantitativos, pois permite entender o com-
portamento dos micro-organismos em funcdo de varios fatores na cadeia ali-
mentar (McMeekin et al., 2008). Além disso, a avaliacdo de risco € um dos
componentes da analise de risco que é um método sistematico e altamente
estruturado que se baseia em avaliacdes cientificas, opinides de especialistas
e da comunidade em geral para possibilitar a tomada de decisées de modo
consciente e adequado, sendo os principais objetivos a reducdo nos niveis de
DTA e o melhoramento dos sistemas de seguranca de alimentos (FAO/WHO,

2006).
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A fim de que esses modelos matematicos sejam utilizados na avalia-
cao de risco € necessario alia-los a estudos de habitos alimentares. Dessa for-

ma, obtém-se resultados mais robustos e realistas.

2.5 Estudos de Habitos Alimentares

Mudancas nos habitos alimentares tém sido observadas nas ultimas
décadas, em todo o mundo, revelando a complexidade dos modelos de con-
sumo e de seus fatores determinantes. No Brasil, a maioria dos trabalhos tem
enfocado a producdo ou o abastecimento, sendo que ha poucos dados dispo-

niveis sobre o consumo alimentar (Leal & Sturion, 2011).

Assim, € muito importante a realizacdo de pesquisas no Brasil tendo
o consumidor como objeto central da cadeia agroalimentar, abordando ques-
tbes sobre o0 consumo, 0s gostos e as praticas envolvendo alimentos. Dessa
forma, haveria uma melhor compreenséo dos fatores implicados, e, em segui-
da, definicdo de estratégias e de mecanismos de acao nessa area fundamental

gue envolve a alimentacéo e a saude publica (Oliveira & Thébaud-Mony, 1997).

A fim de melhor compreender as praticas que envolvem o preparo, a
estocagem e o consumo da MC podem ser realizados estudos de habitos ali-
mentares. Esses trabalhos permitem uma melhor compreenséo da realidade,
possibilitando a analise do perfil dos consumidores em relacdo as Boas Prati-

cas o que auxilia na sugestdo de medidas de controle adequadas.

251 Boas Praticas

Séo procedimentos que devem ser adotados por servigos de alimen-

tacdo, a fim de garantir a qualidade higiénico-sanitaria e a conformidade dos
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alimentos com a legislacéo sanitaria. Eles devem ser obedecidos pelos mani-
puladores de alimentos desde escolha e compra dos produtos a serem utiliza-

dos no preparo do alimento até sua venda ao consumidor (ANVISA, 2008).

O objetivo das Boas Praticas € evitar a ocorréncia de DTA. No Bra-
sil, a Resolu¢do-RDC n° 216 de 2004 (Brasil, 2004) estabelece os procedimen-
tos de Boas Préticas para servicos de alimentacao a fim de garantir essas con-
dicbes higiénico-sanitarias ao alimento preparado. O RS complementa essa
legislacdo por meio da Portaria 78 de 2009 (Rio Grande do Sul, 2009). Os prin-
cipais assuntos abordados por essas legislagbes sdo como preparar um ali-
mento com higiene para evitar a multiplicagdo dos micro-organismos, manter o
ambiente de trabalho limpo e organizado e cuidados referentes aos manipula-

dores, a agua e ao lixo.

As Boas Praticas para consumidores abrangem a escolha, o
transporte, 0 preparo, a conservacgdo e o consumo de alimentos de forma segu-
ra tanto nos domicilios quanto em servicos de alimentacdo. Destacam-se como
principais medidas de controle: temperatura adequada de cozimento, estoca-
gem adequada (tempo e temperatura), cuidados de higiene pessoal e da cozi-

nha (Tondo & Bartz, 2014).

Por fim, destaca-se a importancia da realizacdo de um trabalho que
alie a compreensao do comportamento cinético de em patégeno por meio de
modelos matematicos com estudos de habitos alimentares que envolvam o0s
principais alimentos relacionados a esse micro-organismo, visto que ambas

ferramentas se complementam. Assim, podem gerar resultados mais fidedignos
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capazes de subsidiar medidas de controle adequadas, bastante necessarias no

caso da contaminacgdo da MC por SE86.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Micro-organismo

A cepa Salmonella Enteritidis SE86 da Cole¢édo de Culturas do
Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos (ICTA/UFRGS), Porto
Alegre, Brasil foi isolada de salada de repolho associada a um surto de salmo-
nelose que ocorreu no RS, em 1999. Essa cepa liofilizada estava armazenada,
a - 20°C, antes dos experimentos. A fim de reativa-la adicionou-se 5 mL de cal-
do infusé@o de cérebro e de coracdo (BHI, Merck, Darsmtadt, Alemanha) e incu-
bou-se a 37°C, por 24 h. Entéo, realizou-se 0 esgotamento em agar padrao de
contagem (PCA, Merck, Darsmtadt, Alemanha) e em agar Lisina Xilose Desoxi-
colato (XLD, Merck, Darsmtadt, Alemanha), seguido de incubacgéo a 37°C, por
18 a 24 h. Apés, algumas colbnias isoladas foram selecionadas para confirma-
cao de género, utilizando soro polivalente para Salmonella enterica. Por fim, o
estoque dessa cultura microbiana foi realizado em tubo Eppendorf® contendo
caldo BHI e glicerol (AppliChem, Alemanha) (20%, v/v) mantido na temperatura

de - 20°C até sua utilizacao.
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3.2 Ingredientes e Preparo da Maionese Caseira

Os ingredientes para o preparo da MC foram adquiridos em um su-
permercado na cidade de Porto Alegre, Brasil. Apenas ovos sem rachaduras e
sem contaminacéao visivel foram utilizados. Antes do uso, os ovos foram imer-
sos em solucao de etanol a 70% (v/v), durante 30 min, a fim de permitir a des-
contaminacéo da superficie. Em seguida, os ovos foram quebrados asseptica-
mente e as gemas foram colocadas em um béquer de vidro estéril. Uma aliquo-
ta de 25 g de gema foi testada para a presenca de Salmonella spp., conforme
ISO 6579 (ISO 6579, 2002), com o intuito de assegurar a auséncia desse mi-

cro-organismo no alimento.

Os ovos inteiros foram fervidos por 10 min, até que as gemas se tor-
nassem totalmente cozidas e solidas e as batatas-inglesas foram descascadas,
picadas e cozidas. Depois disso, as batatas e os ovos foram imediatamente

resfriados a 7°C em potes estéreis fechados.

O preparo da MC foi realizado conforme metodologia adaptada de
Malheiros et al. (2007). Resumidamente, a maionese foi preparada utilizando-
se 20 g de gemas cruas e 20 g de gemas cozidas, 60 mL de 6leo de soja puro
e 200 g de batatas cozidas. Primeiramente, as gemas dos ovos foram homo-
geneizadas com 6leo, sob agitacdo continua e manual até formar uma emul-
sdo. Em seguida, as batatas cozidas foram adicionadas e misturadas a maio-
nese. Todos os procedimentos citados foram realizados em uma camara de
fluxo laminar. O pH final da MC foi de 6,3%0,2; enquanto que a atividade de

agua (ay) foi de 0,998+0,003. O pH da maionese caseira pode variar de acordo
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com a utilizacdo e com a quantidade de acidificantes como o vinagre e suco de
liméo (esse estudo nao os incluiu, pois utilizou apenas os ingredientes base da
MC), enquanto que os valores de a,, S&o0 mais constantes nos diversos tipos de

preparacoes.

A fim de testar a contaminagdo microbiana, 25 g de MC foram ho-
mogeneizados em 225 mL de agua peptona tamponada (0,1%, m/v) (Merck,
Darsmtadt, Alemanha) em um saco plastico de homogeneizacédo Stomacher®.
Em seguida, aliquotas de 1 mL foram distribuidas no 3M™ Petrifilm™ aerobic
count plate e no 3M™ Petrifilm™ Enterobacteriaceae count plate, seguido de
incubacédo a 37°C, durante 24 h. Esse procedimento foi realizado em triplicata e

a expressao dos resultados foi realizada como indicado pelo fabricante.

3.3 Inoculagcdo de SE86 na Maionese Caseira

A suspensdo de células de SE86 foi preparada como descrito por
Sant’Ana et al. (2012) com modificagdes. Brevemente, SE86 foi recuperada em
caldo BHI por duas vezes consecutivas, incubando-se a 37°C, por 18 a 24 h.
Uma alcada foi inoculada em uma aliquota de 5 mL de caldo BHI a 37°C, por
24 h. Apos a cultura foi centrifugada a 4°C, por 10 min, a 2810 g, sendo 0 so-
brenadante descartado e o pellet lavado com agua peptonada (0,1%, m/v). Es-
se procedimento foi repetido trés vezes, sendo que na terceira repeticdo, as
células foram ressuspendidas em agua peptonada (0,1%, m/v) e a concentra-
céo final de células foi ajustada por meio de densidade oOptica (DOgzonm) € por
contagem em placas a 10® UFC/mL. Por fim, foram preparadas diluicdes deci-

mais seriadas em agua peptonada (0,1%, m/v) e SE86 foi inoculada na MC,
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atingindo uma concentracéao final de aproximadamente 20 UFC/g (1,0 a 1,6 log
UFC/g). Essa concentracéo de indculo foi escolhida para simular um cenario de
contaminacdo baixa. Todos os meios de cultura utilizados foram da Merck

(Darsmtadt, Alemanha).

3.4 Condi¢cdes de Armazenamento e Enumeracgédo de SE86
na Maionese Caseira

As porc¢des de MC contaminadas pelo patégeno foram armazena-
das a 7°C, 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 37°C, em recipientes de vidro este-
rilizados e hermeticamente fechados, durante diferentes periodos de tempo, de
forma a obter-se as culturas nas fases de adaptacéo, de multiplicacdo expo-
nencial e estaciondria. Essa ampla faixa de temperatura foi escolhida para
abranger as situacfes que a MC pode ser exposta ap0s seu preparo. A amos-
tragem foi realizada em variados intervalos de tempo, dependendo da tempera-
tura de armazenagem. Em cada ponto coletado, 10 g de amostra foram homo-
geneizados em 90 mL de agua peptonada tamponada (1% m/v) (Merck,
Darsmtadt, Alemanha), seguido de diluicdo decimal, em &agua peptonada
(0,1%, m/v) (Merck, Darsmtadt, Alemanha). Apés, aliquotas foram plagueadas
no 3M™ Petrifim™ aerobic count plate e no 4gar XLD (Merck, Darsmtadt, Ale-
manha), incubados a 37°C, por 18 a 24 h. No caso de contagem de Salmonel-
la, pelo menos, trés coldnias tipicas por ponto de coleta foram selecionadas
para confirmacdo, usando soro polivalente para Salmonella enterica. O limite
de contagem do método utilizado foi de 10 UFC/g. Todas as contagens bacte-
rianas foram realizadas em triplicata. Os experimentos foram repetidos 3 vezes

e os resultados foram expressos em log UFC/g.
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3.5 Modelagem dos Parametros Cinéticos de Multiplicacéo
de SE86 em Maionese Caseira

O modelo preditivo primario descrito por Baranyi e Roberts, (1994)
foi utilizado nesse estudo para calcular os parametros cinéticos de multiplica-
céo de SE86 na MC. As curvas de multiplicacdo para cada temperatura foram
construidas por meio do ajuste dos dados ao software DMFit vers&o 2.1 Excel®
disponivel em (www.ifr.ac.uk/safety/DMfit). Os parametros taxa maxima de mul-
tiplicacdo, tempo de fase lag e densidade maxima da populacdo foram obtidos.

O modelo de Baranyi e Roberts, (1994) é representado nas Equactes 1 a 3.

pHmax A(t) 1
IN( N (t)) = IN(Ng) + 2 Alt) — In| 1+ ma N0)
Equacéo 1
1 (—#maxt)
At)=t+——1In| . Y%
Hmax o Equacéo 2
In (1+ 1j
A=~ o)
Hmax Equacéo 3

onde:

In(N(t)) = logaritmo natural da concentracdo celular no tempo t (h)

em UFC/g;

In(Np) = logaritmo natural da concentragao celular inicial em UFC/g;

Umax = taxa maxima especifica de multiplica¢éo {[log (UFC/g)]/h};
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IN(Nmax) = logaritmo natural da concentragéo celular maxima;

d, [-] = parametro que expressa o estado fisioldgico das células quando

t = tempo
A =tempo de lag (h);

O modelo preditivo secundario foi construido utilizando o modelo de
raiz quadrada descrito por Ratkowsky et al. (1982), para descrever u (taxa de
multiplicacéo) e A (tempo de fase lag) em funcdo da temperatura de armaze-

namento (Equacéao 4).

Vr=b(T —T) Equagéo 4

onde:

ﬁ = raiz quadrada da taxa maxima de multiplicacéo ou do tempo de

b = coeficiente da regressao (inclinacdo da reta de regressao);
T = temperatura de armazenamento (°C);
To = temperatura minima conceitual para a multiplicacdo microbiano.

3.6 Avaliacéo do Ajuste do Modelo Preditivo da Maionese
Caseira

Os calculos do coeficiente de determinacao (R?) e do erro quadratico

médio (RMSE) foram utilizados para avaliar o desempenho dos modelos cons-
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truidos nesse estudo. O R? (Equacéo 5) é geralmente considerado uma medida

geral da predicéo calculada pelo modelo desenvolvido, e quanto mais proximo

de 1 é esse valor, melhor é o desempenho do modelo. J4 o RMSE (Equacéo 6)

é utilizado para oferecer uma medida padréo da adequacao de um modelo com

os dados utilizados para produzi-lo. Um RMSE de 0 indica o melhor ajuste pos-

sivel entre os valores preditos e observados (Oh et al.,, 2012; Wang et al.,

2013).

_ ?:1(3’1' - j};jz

2 __
R-=1 N o2
i=1 Vi
onde:
N = ndmero de pontos no conjunto de dados;

¥i = valor observado;

¥i = valor predito.

RMSE =

onde:

n = numero de observacoes;

# = valor observado;

I = valor predito.
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Além disso, 0S programas ComBase Predictor
([http://modelling.combase.cc/]) e Pathogen Modeling Program (PMP) 7.0 foram
utilizados para estimar os parametros cinéticos de multiplicacdo de SE86 na
MC, a fim de realizar uma posterior comparacdo com os dados obtidos no pre-
sente estudo. Os modelos do ComBase e do PMP foram executados com 0s

parametros semelhantes aos da MC preparada nesse trabalho.

Na Tabela 2 estdo expressos os parametros utilizados para simular
a multiplicacdo de Salmonella nos programas de computador. A temperatura
minima e maxima utilizadas para as predicdes dos modelos do PMP foram
10°C e 30°C, respectivamente, visto que esse programa nao permite a selecéo
de uma temperatura menor que 10°C ou maior que 30°C, esse também foi o

motivo pelo qual o nivel inicial foi de 3,0 log UFC/mL.

Tabela 2: Parametros utilizados para simular a multiplicacdo de Salmonella no
ComBase Predictor e no Pathogen Modeling Program (PMP). Parametros utili-
zados: pH, atividade de agua, nivel inicial de Salmonella, modelo de multiplica-
cao e temperatura.

Parametro ComBase Predictor PMP 7.0
pH 6,33 6,33
aw 0,998 0,997
Nivel Inicial de 1 log UFC/mL 3 log UFC/mL
Salmonella
Modelo de Multi-  "salmonellae com nitrito  “multiplicacdo aerdbia de Sal-
plicacéao (ppm)" (nitrito (ppm) =0) monella spp. em meio de cultu-
ra”.
Temperaturas (7, 10, 15, 20, 25,30 e (10, 15, 20, 25 e 30)°C
Simuladas 37)°C
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3.7 Questionario

O questionario, cuja versdo completa esta disponivel no Apéndice 1
na péagina 81, foi aplicado nas 7 regides do Estado do RS (Centro Ocidental
Rio-Grandense, Centro Oriental Rio-Grandense, Metropolitana de Porto Ale-
gre, Nordeste Rio-Grandense, Noroeste Rio-Grandense, Sudeste Rio-
Grandense e Sudoeste Rio-Grandense). O numero total de individuos partici-
pantes da pesquisa foi de 493, respeitando-se a proporgcéo populacional de
cada regido do Estado. A pesquisa foi realizada no periodo de 23 de abril de

2013 a 23 de dezembro de 2013.

O RS esta localizado no extremo sul do Brasil, apresentando uma
populacao de 10.693.929 habitantes, sendo que 85,1% dos gauchos se locali-
zam nos centros urbanos. E o 5° Estado mais populoso do pais com aproxima-
damente 6% do total da populacdo brasileira, e uma area de 281.730,2 km?,
pouco mais de 3% do territorio brasileiro. O RS representa cerca de 7% do
Produto Interno Bruto (PIB) nacional, ocupando o 4° lugar, e com um PIB per
capita, proximo a 27 mil reais. Além disso, ocupa a 32 posic¢do no indice de De-
senvolvimento Humano (IDH) entre os Estados do pais, com um IDH de 0,776

(Rio Grande do Sul, 2014).

O questionario abordou quatro temas: 1) caracteristicas socio-
econdbmicas e demograficas dos manipuladores ou consumidores da MC; 2)
praticas de preparacao; 3) praticas de armazenamento e; 4) praticas de con-

sumo de MC adotadas por manipuladores ou consumidores residentes no RS.
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Essas informacdes foram coletadas por meio de questdes fechadas. As entre-
vistas foram realizadas via internet, utilizando o programa Google Docs. O
questionario foi enviado por e-mail para os contatos profissionais do Laborato-
rio de Microbiologia e Controle de Alimentos - ICTA/UFRGS (aproximadamente
4.000 servicos de alimentacdo e industrias de alimentos do RS), para Nutricio-
nistas e Engenheiros de Alimentos responsaveis por servicos de alimentacao,
para académicos de Nutricdo, Farmacia, Biomedicina e Engenharia de Alimen-
tos. Para todos esses contatos, foi solicitado que houvesse a divulgacéo e pre-
enchimento do questionario por demais pessoas. A divulgacédo do questionario
também ocorreu entre as VISA municipais e estadual do RS e na

FEPPS/IPB/LACEN/RS.

Questdes socioecondmicas e demograficas (idade, raca, género, es-
tado civil, escolaridade, regime de trabalho, tipo de habitac&do e renda familiar)
foram utilizadas para verificar a heterogeneidade da amostra da populagédo do
RS. J4 as questdes sobre preparacao relacionaram quais foram as quantidades
dos ingredientes da MC, enfatizando o uso e o preparo dos ovos. A realizacéo
das Boas Praticas como, por exemplo, limpeza de maos, separacado de utensi-
lios utilizados para diferentes tipos de alimentos (crus e cozidos) e fechamento
adequado de recipientes quando a MC foi preparada também foi questionada

(Apéndice 1, p. 81).

Quanto aos habitos de consumo, foi solicitado que os entrevistados
indicassem a frequéncia e a quantidade de MC consumida por refeicdo. A fim

de se obter informacfes sobre as praticas de armazenamento, questionou-se 0
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tempo de preparo antes de servir a MC e a temperatura que ela permaneceu
acondicionada até o momento do consumo. Também foi questionado sobre
guanto tempo a MC foi mantida em temperatura ambiente durante a refeicao.
Além disso, perguntou-se sobre as sobras da MC e sua reutilizacéo, indagan-
do-se sobre quanto tempo a MC permaneceu sendo consumida, se a MC foi
consumida de uma unica vez ou em varias refeicdes e onde ela foi armazena-
da, entre cada consumo. Por fim, questionou-se qual seria o principal critério

utilizado antes de se consumir um alimento armazenado (Apéndice 1, p. 81)

Foi realizado um pré-teste do questionario, com 10 profissionais da
area de Microbiologia de Alimentos, convenientemente escolhidos, a fim de
aperfeicoar as perguntas. ApOs 0s ajustes, os questionarios foram enviados

aos participantes.

Depois do recebimento da versao final do questionério, os dados fo-
ram analisados no Microsoft Excel 2010. Nao houve exclusdo de respostas,
pelo fato do questionério ser on line. Logo, ele sé pdde ser completado e envi-

ado apos todas as respostas terem sido respondidas de forma adequada.

A fim de verificar quais foram as receitas de MC mais realizadas pe-
los entrevistados, primeiramente selecionou-se os ingredientes mais utilizados,
apos testou-se todas as combinacdes possiveis entre eles, adotando-se nes-
sas duas etapas o valor de ponto de corte igual a 30,0 = 1,0. O valor esperado
desses ingredientes mais frequentes foi calculado por meio da Equacéo 7:

Ylingrediente|Receita}
#Receita Equacéo 7

Efingrediente|Receita} =

31



onde:

Receita = ocorréncia do ingrediente isoladamente em uma determi-

nada receita.

Dessa forma, a quantidade de um determinado ingrediente em uma
receita foi considerada igual ao somatorio das quantidades desse ingrediente
em todos os registros do questionario em que a receita foi identificada, dividido
pelo niumero total de registros em que a receita ocorreu, ou seja, todas as re-
ceitas que ndo continham o ingrediente isoladamente foram excluidas do céalcu-
lo. Além disso, foi medido o pH e a atividade de agua das receitas mais utiliza-
das pelos participantes, para posterior comparagdo com a MC utilizada na mo-

delagem preditiva.

A fim de analisar o nivel de Boas Praticas empregado pelos entrevis-
tados, foi calculado o indice de Boas Préaticas ponderado (IBPp), adaptado de
Leal & Sturion (2011). Esse indice considerou os diferentes pesos atribuidos as
alternativas de resposta as questdes da Tabela 3. Dessa forma, cada resposta
foi classificada em: conforme (valor 4), parcialmente conforme (valor 2) ou nao
conforme (valor 0) e o IBPp foi obtido por meio da Equacéo 8.

¥ n

IBPp == Equacéo 8:

onde:

r; = resposta da i-ésima questao do questionario;
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Resposta conforme (C) = r; = 4;

Resposta parcialmente conforme (PC) =, = 2;

Resposta ndo conforme (NC) = r; = 0;

N = nimero de questdes.

Tabela 3: Nivel de conformidade das respostas as questdes que compdem o

indice de Boas Praticas ponderado.

Aspecto Pratica Conformidade
Faz C
Limpeza das maos antes, du- Nao faz NC
rante e depois de preparar ali- Faz apenas antes PC
mentos Faz apenas durante PC
Faz apenas depois NC
N&o mistura utensilios de ali- C
mentos crus e de alimentos
Separacao de utensilios cozidos
Utiliza os mesmos utensilios NC
independe do tipo de alimento
Cheiro NC
o s . Gosto NC
Principal critério para consumir o
um alimento armazenado Aparencia NC
Tempo de armazenamento C
Os 4 fatores juntos NC
Gema ainda mole ou parcial- NC
Qual é o aspecto da gema apos mente mole
: Gema completamente dura C
0 OVO ser cozido .
(totalmente cozida)
Ovo cru inteiro NC
Ovo cozido inteiro C
Ovo utilizado na preparacéo de S6 a gema cozida C
MC S0 a gema crua NC
Gema cozida e gema crua NC
N&o utiliza ovo C
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(continuacdo da Tabela 3)

Aspecto

Pratica

Conformidade

Fechamento do recipiente que
armazena a MC

Tempo de permanéncia da MC
em temperatura ambiente du-
rante a refeicéao

Onde fica a MC até o momento
de servi-la (Temperatura)

Por quanto tempo a MC reapro-
veitada é consumida

Onde fica a maionese que é
reaproveitada

O tempo todo fechado, reti-
rando-se a tampa apenas
para servir-se
Fechado apenas quando fica
armazenado na geladeira,
freezer ou temperatura ambi-
ente
N&o é fechado

Menos de 30 min
30minalh
Mais de 1 h e menos de 2 h
2hatéh

Geladeira
Freezer
Temperatura ambiente

Menos de 1 dia
1 dia
2 dias
3 dias

Freezer
Geladeira
Temperatura ambiente

C

PC

NC

PC
NC
NC

C: conforme; PC: parcialmente conforme; NC: ndo conforme.

O termo parcialmente conforme foi empregado para condicdes em

que o procedimento adotado pode diminuir a possibilidade de uma contamina-

cdo, porém nao significa evita-la, jA que o procedimento ndo foi totalmente

adequado. Na Tabela 4 observa-se o nivel de conformidade resultante para

cada valor obtido pela equacéo do IBPp.
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Tabela 4: Classificacdo de acordo com o nivel de conformidade do indice de
Boas Préticas ponderado (IBPp).

IBPp Nivel de conformidade
0-0,35 Baixo
0,35-0,7 Médio

0,7-1 Alto

A fim de verificar o nivel de adequacéo das Boas Praticas em rela-
cd0 a prevencdo de surtos, desenvolveu-se no presente trabalho o indice de
Prevencéo de Surto ponderado (IPSp). O IPSp foi elaborado a partir da combi-
nacao de diferentes pesos atribuidos a cada questdo e a cada alternativa de
sua resposta. O peso de cada pergunta foi atribuido segundo o estudo de Cu-
nha et al. (2014) que ordenaram os principais fatores que causam surtos no
Brasil da seguinte forma: fator mais importante os aspectos relacionados ao
tempo e & temperatura, em segundo lugar a contaminacao por manipuladores,
por equipamentos e por utensilios e em terceiro a agua contaminada e a maté-
ria-prima crua. Dessa forma, as questdes que envolveram tempo e temperatura
receberam peso 4, questdes que trataram de contaminacgéo cruzada adquiriram
peso 2 e as referentes a matéria-prima peso 1 (Tabela 5). J& as respostas fo-
ram classificadas conforme o IBPp (Tabela 3). O IPSp foi obtido por meio da
Equacéo 9.

_ Tian X

IPSp = :
4% Bt p;

Equacgao 9

onde:

r; = resposta da i-ésima questéo;
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p; = peso da i-ésima questao;

Questao relacionada ao tempo e a temperatura = p; = 4;

Questao relacionada a contaminagdo por manipuladores, por equi-

pamentos e por utensilios = p; = 2;

Questao relacionada a contaminacao pela matéria-prima = p; = 1;

N = namero de questdes.

Tabela 5: Questdes que compdem o indice de Prevencéo de Surto ponderado
e seus respectivos pesos.

Questéo Peso

Fechamento do recipiente que armazena a maionese caseira
Limpeza das maos antes, durante e depois de preparar alimentos
Separacao de utensilios
Principal critério para consumir um alimento armazenado
Qual é o aspecto da gema apds o ovo ser cozido
Ovo utilizado na preparacdo de MC
Tempo de permanéncia da maionese em temperatura ambiente
durante a refeicéo
Onde fica a maionese até o momento de servi-la (Temperatura)
Por quanto tempo a maionese reaproveitada € consumida
Onde fica a maionese que é reaproveitada (Temperatura)

AR BABANDNDN

A D

Os resultados obtidos pela equacao do IPSp foram classificados por
nivel de prevencdo de surto. Essa classificacdo seguiu a mesma divisdo do

nivel de conformidade do IBPp (Tabela 4).

A fim de se obter um indice mais restritivo, que representasse me-
lhor o risco de ocorrer um surto, desenvolveu-se o indice de Prevencéo de Sur-

to harménico ponderado (IPShp). O IPShp foi calculado utilizando-se a Equa-
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cao 10, que foi baseada na média harménica com algumas modificacdes. Bre-
vemente, utilizaram-se 0s mesmos valores e pesos para cada resposta e ques-

tdo conforme Tabelas 3 e 5, somou-se 1 a cada valor de resposta (r;), visto que

a diviséo por 0 ndo existe, apos calculada a média diminuiu-se 1 e transformou-
se o valor em porcentagem dividindo por 4. Os valores resultantes do célculo
do IPShp seguiram a mesma classificacdo dos demais indices (Tabela 4).

XL 1
1PShp = | — ——1]x3

Zi= G EDxo
tn+Dxp Equacéo 10

onde:

r; = resposta da i-ésima questao;

p; = peso da i-ésima questao;

N = namero de questdes.

Além disso, foram calculados a média e desvio-padrdo para descri-
cdo de caracteristicas da amostra, como, por exemplo, quantidade de ingredi-
entes utilizados na MC realizada pelos participantes. Enquanto que as analises
estatisticas foram realizadas no programa IBM® SPSS® STATISTICS versao
21.0, adotando-se o nivel de significancia de 5%. Essa analise testou a relacdo
entre as variaveis, dispostas em tabelas de convergéncia bidimensionais, por

meio do teste de qui-quadrado de Pearson.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As gemas cruas usadas nesse estudo foram negativas para Salmo-
nella spp. Além disso, as amostras de MC testadas para contaminag¢do micro-
biana antes da inoculagédo do patdgeno ndo apresentaram nenhuma multiplica-

¢cao microbiana, garantindo que a MC estava livre de micro-organismos viaveis.

As curvas de multiplicagdo comecaram com uma populacédo inicial
de 1,0 a 1,6 log UFC/g de SE86 e a populacao final variou entre 6 a 9 log
UFC/g. De acordo com os resultados desse estudo, SE86 sobreviveu, porém
nao se multiplicou na MC armazenada a 7°C durante 30 dias, como mostrado
na Figura 3, sendo que a contagem de SE86 variou de 1 a 2 log UFC/g nesse
periodo. Dessa forma, essa variacdo ndo foi considerada multiplicacéo, visto
gue quando os dados foram submetidos a modelagem primaria o modelo de

multiplicagéo n&do se adequou aos valores observados experimentalmente.
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Figura 3: Comportamento de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 7°C. Cada quadrado representa a média de um ponto coletado,
referente a um experimento em triplicata repetido 3 vezes. Todos os desvios-
padréo foram menores que 0,45 log UFC/g.

Sabe-se que a multiplicacdo de Salmonella spp. em baixas tempera-
turas depende tanto da cepa, quanto do meio de cultura. Assim, a auséncia de
multiplicacdo de SE86 na MC a 7°C pode ser devido a uma combinacdo de
fatores, incluindo a presenca de inibidores microbianos (ovotransferrina, ovo-
mucina, cistatina e avidina) nos ingredientes da MC (possiveis resquicios do
albumen) e o efeito da baixa temperatura que é um fator causador de estresse
microbiano (Singh et al., 2011). Além disso, a sobrevivéncia, porém ndo a mul-
tiplicacdo de S. Enteritidis em produtos a base de ovos armazenados a 7°C

também foi relatada por Gurtler & Conner (2009) e por Singh et al. (2011).

Por outro lado, algumas cepas de Salmonella demostraram ser ca-
pazes de se multiplicarem a temperaturas tdo baixas quanto 5,9°C em caldo
complexo; 2,0°C em carnes frescas; 4,0°C em agar e em casca de ovos (D'A-
oust, 1991). De acordo com Matches & Liston (1968) a faixa de temperatura em

39



que Salmonella spp. apresenta multiplicacéo é de 5,3°C a 46,2°C, sendo que a
multiplicacéo 6tima é entre 35°C e 37°C. Além disso, Lanciotti et al. (2001) de-
senvolveram um modelo de interface multiplicagcdo/ndo-multiplicacdo que de-
terminou a temperatura minima para a multiplicacdo de S. Enteritidis, cujo valor
calculado foi de 4,69°C. Por fim, deve-se destacar que, embora a multiplicacéo
de SE86 a 7°C nao tenha sido observada nesse estudo, isso nao significa que
em todas as situacdes essa cepa se comportaria dessa forma. Visto que nesse
trabalho, foi utilizada uma abordagem de modelagem cinética, porém depen-
dendo de uma série de fatores, probabilidades diferentes de multiplicacdo para

essa condicao limite podem ser obtidas.

A Tabela 6 apresenta os parametros de multiplicacao (taxa de multi-
plicacédo, tempo de fase lag e populacéo final) de SE86 na MC, em diferentes
temperaturas, os valores foram estimados pelo DMFit. Essa tabela também
mostra os parametros preditos pelo ComBase Predictive Model e pelo Patho-
gen Modeling Program 7.0. A comparacdo dos resultados demonstrou que as
taxas de multiplicacdo observadas na MC resultantes dos experimentos micro-
biol6gicos e do DMFit foram muito semelhantes as taxas de multiplicagdo mo-
deladas pelo ComBase. Entretanto, o PMP apresentou taxas de multiplicagéo
mais rapidas. Esses resultados podem ser explicados pelo fato do ComBase
usar o mesmo modelo que o DMFit utiliza para calcular esses parametros, en-

guanto o PMP usa a fungcéo de Gompertz.

Ja os tempos de fase lag — também presentes na Tabela 6 — foram

menores na MC do que no PMP 7.0 e no ComBase. Esses valores menores da
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fase lag de SE86 na MC em todas as temperaturas estudadas (variando de 1,2
h até 17,8 h) podem indicar que a MC € um bom substrato para a multiplicacédo
de SES86, permitindo uma rapida adaptacéo a essa cepa, devido a quantidade
de nutrientes disponiveis, por exemplo. Por outro lado, essa diferenca nos tem-
pos de fase lag observada entre a MC e os programas de computador pode ser
devido ao ComBase e ao PMP considerarem a multiplicacdo de Salmonella
spp. em meio de cultura tipo caldo, enquanto os dados obtidos nesse estudo
foram gerados utilizando a multiplicacdo de uma cepa especifica de Salmonella

(SE86) em uma preparacao de alimento especifica, ou seja, MC.

Tabela 6: Parametros cinéticos de multiplicacdo de Salmonella em maionese
caseira (MC), no ComBase Predictive Model e no Pathogen Modeling Program
(PMP) 7.0, em diferentes temperaturas. A 7°C, a multiplicacdo de SE86 na MC
nao foi observada. Enquanto que as temperaturas 7°C e 37°C nao estavam
disponiveis para simulacdo no PMP.

Paré:jneetros Mode. Temperatura (°C)
multiplica- o 7 10 15 20 25 30 37
cao
Hinax - 0,028 0,103 0,225 0441 0668 0,988
A MC - 17,816 8,183 3,679 2,154 1,645 1,231
FP - 6,227 8,908 9,275 9,213 9461 9,285
Hinax 0016 0,034 0,104 0,252 0,484 074 0,913
A Efgsrg 205,62 96,764 31,634 13,055 6,797 4,445 3,603
FP 8,52 8,52 8,52 8,52 8,52 852 8,52
Hinax - 0,053 0,195 0,483 0,802 0,889 -
A PMP - 61,5 16,8 6,8 4,1 3,7 -
FP - 9,22 9,1 9,21 9,2 9,23 -

Mmax = taxa de multiplicacao (log UFC/g/h); A = tempo de fase lag (h); FP = po-

pulacgéo final (log UFC/Q).

A populacéo final de SE86 na MC variou de 10° UFC/g a 10°C até
10° UFC/g nas demais temperaturas (exceto a 15°C = 10 UFC/g). Nas Figuras
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4 a9, é possivel observar quando a populacéo final de SE86 na MC foi atingida
em cada temperatura estudada. A 37°C, a populacdo final de 10° UFC/g, foi
observada ap6s 13 h (Figura 4), a 30°C, a densidade maxima de células foi
alcancada em 19 h (Figura 5), a 25°C em 23,5 h (Figura 6), a 20°C em 2,25
dias (Figura 7), a 15°C em 4,75 dias (Figura 8) e a 10°C apoés 10 dias (Figura

9).

Os parametros de multiplicacdo da SE86 na MC foram muito seme-
Ihantes aos demonstrados por Gumudavelli et al. (2007) que testaram S. Ente-
ritidis multiplicando-se em gema de ovo. Assim pode-se inferir que a MC é um
substrato bastante rico, sendo que as batatas e o 6leo acrescidos as gemas de
ovos ndo agiram como inibidores de multiplicacdo. No entanto, Singh et al.
(2011) modelaram a multiplicacdo de Salmonella spp. em ovo liquido inteiro,
demonstrando taxas de multiplicagdo menores que SE86 na MC. Essa diferen-
ca pode estar relacionada a presenca de clara e suas proteinas com atividade
antimicrobiana no trabalho desses autores, ja no preparo da MC do presente

estudo ndo se adicionaram as claras.

De acordo com Humphrey (2004), a dose infectante tipica para Sal-
monella é de 10° a 10® UFC/g, no entanto varios surtos demonstraram que es-
sa dose pode ser substancialmente menor como, por exemplo, 10° UFC/g. As-
sumindo a dose infectante de 10° UFC/g, SE86 multiplicando-se em MC pode-
ria causar salmonelose apenas depois de 6 h a 37°C (Figura 4), o que € um

cenario possivel no verao do RS.
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Nesse Estado, muitas vezes, grandes quantidades de MC séo servi-
das nas festividades comunitarias, dessa forma, procede-se com a sua prepa-
racao antecipadamente. A fim de serem refrigeradas, essas grandes quantida-
des de MC exigem muito espaco dentro de geladeiras, o que nem sempre é
possivel. Assim, a MC é mantida em temperatura ambiente durante varias ho-
ras, o que permite a multiplicacdo de Salmonella devido ao tempo e a tempera-
tura de exposicdo. Também, a concentracao inicial de SE86 utilizada no pre-
sente estudo foi baixa, caso fosse maior, a dose infectante seria alcancada
mais rapidamente, podendo explicar os surtos de salmonelose apds poucas

horas de abuso de temperatura.

Malheiros et al. (2007) compararam a multiplicacdo de SES86, S.
Bredeney e S. Typhimurium em MC a 30°C, constatando que SE86 multiplicou-
se mais rapidamente do que o0s outros sorovares, durante as primeiras 6 h.
Também Murmann et al. (2008) determinaram a quantidade de S. Enteritidis
presente em alimentos implicados em surtos ocorridos no RS em 2005, consta-
tando que as contagens mais elevadas (>10° NMP/g) foram detectadas em
alimentos contendo maionese. Portanto, o isolamento frequente de S. Enteriti-
dis de aves ou de produtos a base de ovos e a capacidade de multiplicacéo
rapida de SE86 em MC podem explicar a grande associacdo desse micro-

organismo nos surtos envolvendo esse alimento no RS.

A 30°C (Figura 5) SE86 levou 8,3 h para alcancar 10° UFC/g, a 25°C
(Figura 6) foram necessarias 12 h, a 20°C (Figura 7) um dia, a 15°C (Figura 8)

2,3 dias e a 10°C (Figura 9) 8,1 dias. Todas essas condi¢des ndo sao comu-
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mente alcancadas durante a preparacdo, 0 consumo e a estocagem da MC,
porque normalmente a MC permanece menos de 8 h sem refrigeracdo e é con-
sumida em no maximo 3 dias ap0s seu preparo (dados apresentados pelo

questionario).
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Figura 4: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 37°C. O modelo primario esta representado pela linha, possuin-
do um R? = 0,99 e os quadrados séo os valores das médias experimentais.
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Figura 5: Multiplicagdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 30°C. O modelo primario esta representado pela linha, possuin-
do um R? = 0,99 e os quadrados séo os valores das médias experimentais.
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Figura 6: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 25°C. O modelo primario esta representado pela linha, possuin-
do um R? = 0,99 e os quadrados s&o os valores das médias experimentais.
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Figura 7: Multiplicagdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 20°C. O modelo primario esta representado pela linha, possuin-
do um R? = 0,99 e os quadrados séo os valores das médias experimentais.
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Figura 8: Multiplicagdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 15°C. O modelo primario esta representado pela linha, possuin-
do um R? = 0,98 e os quadrados s&o os valores das médias experimentais.
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Figura 9: Multiplicagdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 10°C. O modelo primario esta representado pela linha, possuin-
do um R? = 0,98 e os quadrados s&o os valores das médias experimentais.

As Figuras 4 a 10 apresentam os dados experimentais (valores ob-
servados) ajustados ao modelo de Baranyi (modelo primario). Além disso, 0s
valores de R? do modelo primario foram iguais a 0,99 para 37°C, 30°C, 25°C e
20°C e 0,98 para 15°C e 10°C. Com base nesses resultados, é evidente que
existe um ajuste entre os dados experimentais e os do modelo primario. Ja a
Figura 10 redne as curvas de multiplicacdo de SE86 em MC ajustadas ao mo-

delo primario, o que permite uma melhor comparacéo visual entre elas.

a7



12

10

Log N (UFCIg)
[=2}

pxe | &0

OO0 0
([T [T T

0 50 100 150 200 250 300

Tempo (Horas)

Figura 10: Multiplicacdo de Salmonella Enteritidis SE86 em maionese caseira
armazenada a 10°C, 15°C, 20°C, 25°C, 30°C e 37°C ajustada aos dados do
DMFit versdo 2.1. As linhas representam o modelo primério. Cada simbolo re-
presenta a média de resultados em triplicata e repetidos 3 vezes. Todos 0s
desvios-padréo foram menores que 0,55 log UFC/g.

Os parametros obtidos no modelo primério (os valores de taxa de
multiplicacdo méxima e tempo de fase lag) foram usados para elaborar o mo-
delo secundario (Tabela 7), que permitiu a predicdo da taxa de multiplicacéo
com base na variacdo da temperatura. A adequacdo do ajuste de um modelo
preditivo é geralmente caracterizada pelo RMSE e pelo coeficiente de determi-
nacdo (R?), cujos valores foram, respectivamente, 0,016 e 0,9967 para o mode-
lo da MC, ratificando sua precisdo. Além disso, a Tabela 7 também apresenta
os modelos secundarios calculados baseados nas simulac¢des realizadas nos
programas de computador e seus respectivos valores de adequacgao do ajuste.
Baseados nesses resultados e considerando a similaridade entre os modelos

secundarios pode-se afirmar que o modelo elaborado no presente estudo é
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adequado para modelar a multiplicacdo de Salmonella sp em MC sob vérias
condicOes de temperatura e que também poderia ser utilizado para predizer a
multiplicacdo dessa bactéria em outros substratos com similar pH e atividade

de &gua, como, por exemplo, ovos e outros produtos a base deles.

Tabela 7: Modelo secundério representado pela equacgéo da raiz quadrada, que

mostra a relacdo entre a taxa de multiplicacdo e a temperatura de SE86 na

maionese caseira e calculada a partir dos programas de computador (ComBa-

se e PMP), juntamente com 0s seus respectivos valores de R* e de RMSE.
Modelo Secundario R® RMSE

MC Ju=0.0313(T—-448) 099 0,016

ComBase ﬁ — 0.03(T — 3.17) 0,98 0,037

PMP Ju=00376(T—2.94) 2% 003

B = taxa de multiplicacdo (log UFC/g/h); T = temperatura (°C).

Com base nos resultados da modelagem da multiplicacdo de SE86
em MC, pode-se afirmar que os padrbes de temperatura (inferior a 5°C para
alimentos refrigerados e inferior ou igual a — 18°C para congelados) exigidos
pela Resolucdo-RDC n° 216 de 2004 (Brasil, 2004), sdo rigidos e ndo permitiri-
am a multiplicacdo dessa cepa nesse alimento, porém essa legislacdo € desti-
nada aos servicos de alimentacao, sendo que o manipulador domiciliar ndo tem
obrigacéo de segui-la. Além disso, a maioria (40%) dos surtos de salmonelose
veiculadas por MC ocorreram dentro de residéncias (SVS, 2013). Assim, na
tentativa de compreender esses surtos domiciliares foram analisados os dados

do questionario sobre preparacdo, armazenagem e consumo de MC.

A Tabela 8 demonstra algumas das caracteristicas socioeconémicas
e demograficas questionadas aos entrevistados. Percebe-se, a predominancia
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do género feminino (83%), da faixa etaria de 25 a 34 anos (38%), da raca bran-
ca (89%), da renda familiar superior a 5 salarios minimos, da escolaridade en-
sino superior (31%) e da residéncia na regido metropolitana de Porto Alegre na
populacdo abordada nesse estudo. Cabe ressaltar que a proporcionalidade de

habitantes por regido do Estado foi respeitada no presente estudo.

Tabela 8: Distribuicdo dos participantes da pesquisa de acordo com: género,
faixa etéria, raca, renda familiar, escolaridade e regido do Estado que reside.

. : A Frequéncia
Caracteristicas socioeconémicas o %
Género
Masculino 84 17
Feminino 409 83
Total 493 100
Faixa etaria
Menos de 18 anos 8 2
18 a 24 anos 116 24
25 a 34 anos 185 38
35 a 44 anos 82 17
45 a 54 anos 65 13
55 a 64 anos 26 5
65 anos ou mais 11 2
Total 493 100
Raca
Branco 440 89
Negro 23 5
Pardo 29 6
indio 1 0
Total 493 100
Renda familiar
Menos de 1 salario minimo 8 2
1 salario minimo 13 3
2 salarios minimos 52 11
3 salarios minimos 67 14
4 salarios minimos 65 13
5 salarios minimos 66 13
Mais de 5 salarios minimos 222 45
Total 493 100
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(Continuacéo da Tabela 8)

Escolaridade

- . A Frequéncia
Caracteristicas socioecondémicas N %
Ensino fundamental 2 96 19
Ensino médio @ 101 21
Ensino superior ? 152 31
Po6s-graduacdo @ 144 29
Total 493 100
Regido do Estado em que reside
Centro Ocidental Rio-Grandense 20 4
Centro Oriental Rio-Grandense 30 6
Metropolitana de Porto Alegre 246 50
Nordeste Rio-Grandense, 44 9
Noroeste Rio-Grandense 84 17
Sudeste Rio-Grandense 39 8
Sudoeste Rio-Grandense 30 6
Total 493 100

@ refere-se a escolaridade completa ou incompleta.

A Tabela 9 apresenta o perfil de consumo da MC. Esse habito de
consumir MC foi observado em 75% dos entrevistados. A frequéncia desse
consumo foi de no minimo 1 vez por semana para 26% dos individuos e de no
minimo 1 vez por més para 43% das pessoas entrevistadas. A quantidade de
MC consumida em cada refeicéo variou de menos de 1 colher de sopa a mais
de 4 colheres de sopa, sendo que as quantidades mais declaradas foram 2
(37%) e 3 (30%) colheres. Além disso, a relacdo entre a quantidade e a fre-
guéncia que cada entrevistado consumiu de MC foi similar para todos os gru-

pos de resposta (dado ndo mostrado).

Fisberg et al. (2008) realizou um estudo de frequéncia alimentar, na
cidade de Sao Paulo, encontrando a quantidade de 3 colheres de sopa de sa-
lada de maionese com legumes como o consumo medio da populagdo. En-
quanto que essa quantidade foi a segunda mais encontrada no presente estu-

do.
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Tabela 9: Praticas de consumo de maionese caseira, apresentando a frequén-
cia e a quantidade consumida.

Praticas de consumo Frequéncia
n %
Consome maionese caseira
Sim 371 75
N&o 122 25
Total 493 100
Frequéncia que consome MC
No minimo 1 vez por dia 1 0
No minimo 1 vez por semana 94 26
No minimo 1 vez por més 161 43
No minimo 1 vez a cada 6 meses 89 24
No minimo 1 vez por ano 26 7
Total 371 100
Quantidade que consome de MC
Menos de 1 colher de sopa 8 2
1 colher de sopa (409) 56 15
2 colheres de sopa (809) 139 37
3 colheres de sopa (1209) 112 30
4 colheres de sopa (1609) 38 11
Mais de 4 colheres de sopa 18 5
Total 371 100

Na Tabela 10 estédo representadas algumas das praticas de estoca-
gem de MC. Em geral, a MC foi preparada de 30 min a 1 h (46%) antes de ser
servida, sendo armazenada na geladeira antes de ser consumida em 81% dos
casos e permanecendo durante a refeicdo de 30 min a 1 h (63%) em tempera-
tura ambiente. Segundo a Portaria 78/2009 (Rio Grande do Sul, 2009) um pro-
duto perecivel deve permanecer em temperatura ambiente por no maximo 30
min, assim apenas 21% dos entrevistados estdo de acordo com esse padrao.
Em relacdo aos participantes que deixam a MC em temperatura ambiente apos
seu preparo em 46% (30 participantes) dos casos esse tempo de permanéncia
foi superior a 30 min, também estando em desacordo com a legislagédo e permi-
tindo a multiplicagédo de Salmonella na MC, dependendo da temperatura e do

tempo que ela permanecer nessa situagao.
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Além disso, em 51% das respostas 0 recipiente que conservou a
maionese ndo foi tampado ou foi fechado inadequadamente. Essa atitude pode
favorecer a contaminacédo cruzada, pois permite uma maior exposicao do ali-

mento ao ambiente externo.

Tabela 10: Préaticas de estocagem da maionese caseira, em relacdo ao tempo,
a temperatura e aos recipientes utilizados.

Praticas de estocagem Frequenma(l)
n %0
Quanto tempo antes de servir € preparada a MC
Menos de 30 min 132 35
De 30 min a 1 hora 173 46
Mais de 1 hora, mas menos de 2 horas 65 17
De 2 a 6 horas 8 2
Total 378 100
Onde fica a maionese até o momento de servi-la
Na geladeira 307 81
No freezer 6 2
Temperatura ambiente 65 17
Total 378 100
Tempo de permanéncia da maionese em tempe-
ratura ambiente durante a refeicao
Menos de 30 min 79 21
De 30 min a 1 hora 240 63
Mais de 1 hora, mas menos de 2 horas 56 15
De 2 a 6 horas 3 1
Total 378 100
Fechamento do recipiente que armazena a mai-
onese caseira
O tempo todo fechado, retirando-se a tampa ape- 186 49
nas para servir-se
Fechado apenas quando fica armazenado na gela- 139 37
deira, freezer ou temperatura ambiente
N&o é fechado 53 14
Total 378 100

Na Tabela 11 apresentam-se as praticas de reaproveitamento das
sobras de MC. A maioria dos entrevistados (66%) declarou reaproveitar a MC
por menos de um dia (44%), de uma so vez (76%), armazenando-a na geladei-

ra (99%) até seu consumo. Supondo-se que a temperatura dos aparelhos refri-
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gerados esteja adequada a conduta da maioria dos participantes perante o re-
aproveitamento da MC esta correta. Além disso, nenhum participante armaze-
na as sobras de MC em temperatura ambiente. Porém cabe ressaltar que o
processo de estocagem da MC ja pode ter sofrido abuso de temperatura do
preparo até o primeiro consumo, assim dos 46% de participantes que deixam a
MC em temperatura ambiente apds o preparo por mais de 30 min, 80% (24)
reaproveita essa MC, na qual j& pode ter ocorrido a multiplicacdo de Salmonel-

la.

Tabela 11: Préticas de estocagem d