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RESUMO

INFLUENCIA DA CONCENTRACAO, TEMPO DE EXPOSICAO,
TEMPERATURA E PRESENCA DE MATERIA ORGANICA SOBRE A
ACAO ANTIFUNGICA DE SANITIZANTES FRENTE A Penicillium
nordicum, Penicillium verrucosum e Aspergillus westerdijkiae.

AUTORA: Sarah Bianca Soares da Silva
ORIENTADORA: Prof.2 Dr.2 Marina Venturini Copetti

Perdas econdmicas sdo normalmente ocasionada pela deterioragcdo precoce de alimentos por
fungos em alguns segmentos de indUstrias alimenticias, como o caso dos que produzem produtos
carneos maturados, assim como reducdo da qualidade e seguranca dos alimentos e consumidores.
A deterioracdo normalmente ocorre em alimentos que tem suas caracteristicas intrinsecas e
extrinsecas permissiveis ao crescimento fungico. Na industria de produtos carneos maturados €
comum a contaminacéo e posterior deterioracdo por fungos, pois a composicao de alguns produtos
0s torna suscetiveis a proliferacdo de fungos indesejaveis. Pela grande preocupacéo que permeia a
contaminag&o fungica nas industrias de produtos carneos, as inddstrias buscam métodos efetivos
para a prevencdo e controle fungico, sendo um deles a utilizacdo de sanitizantes. No entanto a
eficacia dos sanitizantes comerciais pode ser afetada por diferentes fatores que resultam na
reducdo de sua agdo contra os fungos, pois alguns fungos que se desenvolvem na superficie de
produtos carneos maturados, como Aspergillus westerdjkiae, Penicilium nordicum e Penicilium
verrucosum, sdo capazes de produzir micotoxinas, com énfase em ocratoxina A, que gquando
ingerida pode causar danos a saude do consumidor. A influéncia de parametros sobre a atividade
antifingica de sanitizantes tem grande importancia, porém tem sido pouco explorada. Diante disto,
este estudo propd-se a avaliar a eficacia antifungica dos principais sanitizantes utilizados na
industria de produtos carneos maturados contra fungos deteriorantes com potencial de produzir
ocratoxina A, aplicando diferentes fatores tais como temperatura, matéria organica e tempo de
exposicdo, que podem interferir na acdo antifingica dos mesmos. Os testes foram realizados de
acordo com o protocolo para testes de efeitos antimicrobiano de sanitizantes quimicos do Comité
Europeu de Normalizacdo (CEN). Aspergillus westerdijkiae, Penicillium nordicum e Penicillium
verrucosum, foram testados frente acido peracético (0,3, 0,6 e 1%), cloreto de benzalconio (0,3,
1,2 e 2%) e hipoclorito de sédio (0,5, 0,75 e 1%) em trés tempos de exposi¢do (10, 15 e 20 min),
trés temperaturas (10, 25 e 40 °C) e com a presenca de matéria organica simulando ambientes
limpos (0,3%) e sujos (3%). O &cido peracético foi o sanitizante mais eficaz considerando todas as
espécies fungicas testadas e fatores de interferéncia, seguido pelo cloreto de benzalconio, ja o
hipoclorito de sddio foi o sanitizante com menor eficiéncia dentre os sanitizantes avaliados no
estudo. De maneira geral a matéria organica quando presente causou a reducao da eficacia dos
sanitizantes. Em relacdo ao tempo de contato e concentracdo de sanitizante quando maiores
resultaram na melhora da acdo de todos os sanitizantes. A temperatura quando elevada
demonstrou favorecer o acido peracético e hipoclorito de sodio, ja o cloreto de benzalcénio foi
favorecido nas temperaturas mais baixas aplicadas no estudo. O conhecimento sobre os fatores
que reduzem a eficacia dos sanitizantes é de importancia, pois serve como orientacdo para a
escolha de qual é o composto ativo e concentragdes de uso mais adequadas em diferentes
situacOes, assim como para guiar quais medidas podem ser tomadas para reduzir as interferéncias
negativas presentes durante sua aplicacdo no controle de fungos deteriorantes de produtos carneos
maturados, e, portanto colaborar com a reducdo de perdas econémicas e proporcionar a oferta de
produtos mais seguros aos consumidores

Palavras-chave: Controle de fungos. Higiene. Ocratoxina A. Sanitizante. IndUstria .Produtos
carneos.
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ABSTRACT

INFLUENCE OF CONCENTRATION, EXPOSURE TIME,
TEMPERATURE AND PRESENCE OF ORGANIC MATTER ON
THE ANTIFUNGAL ACTION OF SANITIZERS AGAINST
Penicillium nordicum, Penicillium verrucosum and Aspergillus
westerdijkiae

AUTHOR: Sarah Bianca Soares da Silva
ADVISOR: Prof.Dr. Marina Venturini Copetti

Economic losses are normally caused by the early deterioration of food by fungi in some segments
of the food industry, such as those that produce matured meat products, as well as a reduction in
the quality and safety of food and consumers. Spoilage normally occurs in foods that have their
intrinsic and extrinsic characteristics permissible for fungal growth. In the matured meat products
industry, contamination and subsequent deterioration by fungi is common, as the composition of
some products makes them susceptible to the proliferation of undesirable fungi. Due to the great
concern that permeates fungal contamination in the meat products industries, industries are
looking for effective methods for fungal prevention and control, one of them being the use of
sanitizers. However, the effectiveness of commercial sanitizers can be affected by different factors
that result in a reduction in their action against fungi, as some fungi that develop on the surface of
matured meat products, such as Aspergillus westerdjkiae, Penicilium nordicum and Penicilium
verrucosum, are capable of produce mycotoxins, with an emphasis on ochratoxin A, which when
ingested can cause harm to the consumer's health. The influence of parameters on the antifungal
activity of sanitizers is of great importance, but has been little explored. In view of this, this study
proposed to evaluate the antifungal efficacy of the main sanitizers used in the matured meat
products industry against spoilage fungi with the potential to produce ochratoxin A, applying
different factors such as temperature, organic matter and exposure time, which can interfere in
their antifungal action. The tests were carried out in accordance with the protocol for testing the
antimicrobial effects of chemical sanitizers of the European Committee for Standardization
(CEN). Aspergillus westerdijkiae, Penicillium nordicum and Penicillium verrucosum were tested
against peracetic acid (0.3, 0.6 and 1%), benzalkonium chloride (0.3, 1.2 and 2%) and sodium
hypochlorite (0.5, 0.75 and 1%) in three exposure times (10, 15 and 20 min), three temperatures
(10, 25 and 40 °C) and with the presence of organic matter simulating clean environments (0.3%)
and dirty (3%). Peracetic acid was the most effective sanitizer considering all tested fungal species
and interference factors, followed by benzalkonium chloride, while sodium hypochlorite was the
sanitizer with the least efficiency among the sanitizers evaluated in the study. In general, organic
matter, when present, caused a reduction in the effectiveness of sanitizers. In relation to contact
time and sanitizer concentration, when higher, they resulted in an improvement in the action of all
sanitizers. When elevated, the temperature was shown to favor peracetic acid and sodium
hypochlorite, while benzalkonium chloride was favored at the lower temperatures applied in the
study. Knowledge about the factors that reduce the effectiveness of sanitizers is important, as it
serves as guidance for choosing which active compound and concentrations of use are most
appropriate in different situations, as well as to guide which measures can be taken to reduce
negative interferences present during its application in the control of spoilage fungi in matured
meat products, and therefore contribute to the reduction of economic losses and provide safer
products to consumers.

Keywords: Fungal control. Hygiene. Ochratoxin A. Sanitizer. Industry. Meat products.



LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1
Table 1- Variables considered for the study of factors interfering with the
antifungal activity of SANITIZErS..........ccooviiiiiiie 27

Table 2- Aspergillus westerdijkiae colonies recovered after exposure to different
concentrations of sanitizing agents at different temperatures and
concentrations of Organic MAatter ............cccovvevieenieeiiie e 39

Table 3- Colonies of Penicillium verrucosum recovered after exposure to
different concentrations of sanitizing agents at different temperatures
and concentrations of organic matter...........ccccocevvieiiiene e 40

Table 4- Recovered colonies of Penicillium nordicum after exposure to different
concentrations of sanitizing agents at different temperatures and

concentrations of organic Matter ............cccoovevieenie e 41
ARTIGO 2
Table Al- . Sanitizantes, principio ativo e as concentracdes indicadas pelo
fabrICANTE. coeeeiiiieeeeeeeeeeee e ——————— 45
Table A2- Informagdes SODre @ PESQUISA ........vveeivreeiiiieeiiiresiiee e 46

Table A3- Fatores de interferéncia, vantagens e desvantagens dos
SANITIZANTES .ottt 52

11



LIST OF FIGURES
5.1 ARTIGO 1

Figura 1-Variables considered for the study of factors interfering with the

antifungal activity of
SANITIZEIS . e et e 29
Figura 2- Antifungal efficacy of commercial sanitizing agents appropriate for
use in food
INAUSETY ..t 30
Figura 3- Antifungal efficacy of commercial sanitizing agents appropriate for
use in food

INAUSETY .t 31

12



Sumario

LANTRODUGAO ..ottt 15
2.0BIETIVOS ...t a e e e aaaaaa e 17
2.1.0DJELIVO GBIAL ... e 17
2.2.0DjJEtIVOS BSPECITICOS ...cvviiiiiitie ettt s 17
3.REVISAO BIBLIOGRAFICA ...t . 18
3.1.Deterioracdo fungica de produtos CArNe0S CUradoS.........c.eecvrereeerueeiiueesieeseeaiae e o 18
I O 1ol -1 (0 ) 11 1 RSP SPR 18
3.3Sanitizacdo para prevenir a contaminacdo por ocratoxina A em produtos Carneos.......... 21
4.ARTIGOS CIENTIFICOS INTEGRADOS ........ouiiteeeeeeeeeeeeeeee e, 24
ARTIGO 1- Factors that interfere in the action of sanitizers against ochratoxigenic fungi

deteriorating matured mMeat ProJUCES...........oiviiiiiiiieie e e 25
ARTIGO 2- Sanitizantes comumente utilizados na industria de alimentos para controle de
L0 T [0 KPP UPTPRTUPRRPRTRRN 44
5.CONCLUSAO GERAL.......coouiiiieiiieie et 57

13



APRESENTACAO

A presente tese de doutorado segue as normas estabelecidas na Estrutura e
Apresentacdo de Monografias, Dissertacdes e Teses— MDT da UFSM (UFSM, 2021). Os
resultados obtidos ao longo dos anos de doutoramento estdo apresentados na forma de dois
artigos cientificos, sendo um com os resultados da pesquisa cientifica e um de revisdo
bibliografica em tema relacionado.

O primeiro artigo integrado apresentard& o manuscrito publicado na revista
Fermentation, intitulado "Factors that interfere in the action of sanitizers against
ochratoxigenic fungi deteriorating matured meat products” que dispde dos resultados
obtidos sobre a eficacia dos santizantes considerando diferentes fatores, como tempo de
exposi¢cdo, temperatura, concentracdo e presenca de matéria organica frente a fungos
deteriorantes de produtos carneos maturados com capacidade de producdo da micotoxinas
ocratoxina A, estes sendo Penicillium nordicum, Penicillium verrucosum e Aspergillus
westerdijkiae.

O segundo artigo € uma revisdo bibliografica intitulada “Sanitizantes comumente
utilizados na induastria de alimentos para controle de fungos.” voltada somente para os
sanitizantes comumente utilizados nas indastrias de alimentos, com acdo antifungica
relatada. Abordando pontos relacionados a sua acdo antifungica, fatores de interferéncia e as

implicacdes do uso de forma geral.
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1. INTRODUCAO

Produtos de carneos maturados, como salame fermentado desidratado e outros
produtos que fazem parte dos alimentos tradicionais de muitas regides e paises, sdo
produzidos e consumidos no mundo todo e devem seguir um rigoroso controle de qualidade
para serem inocuos aos consumidores (Ferrara et al., 2015; Lippolis et al., 2016). Por
exemplo, a contaminacdo por fungos que pode causar grandes perdas econémicas e riscos a
salde dos consumidores pela injestdo de alimentos contaminados. Os fungos é uma das
principais causas de deterioragdo nos alimentos, por apresentar grande versatilidade para o
cultivo de substratos e condigdes onde outros micro-organismos nao sao capazes de crescer
(Taniwaki, 2018).

Problemas relacionados com a deterioracdo por fungos apds o processamento séo de
escala mundial (Hocking, 2014), assim como consumo de produtos carneos fermentados, e
estes podem apresentar fungos tipicos em sua superficie que sdo considerados normais e até
um fator de qualidade se as espécies em desenvolvimento ndo forem capazes de produzir
micotoxinas (Perrone et al., 2019). Os fungos assim como as micotoxinas podem ser
considerados como naturais e inevitaveis (Copetti, 2023), sendo que a presenca ocasional de
espécies produtoras de toxinas venham a ocorrer na superficie dos produtos, expondo 0s
consumidores a estes produtos deletérios (Parrusolo et al., 2019a; Perrone et al., 2019).
Atualmente as espécies de fungos produtoras de ocratoxina A, sdo as que mais ocorrem em
produtos carneos curados (Copetti, 2023). O género Penicillium € o principal responsavel
por deterioracdo em produtos carneos, com destaque para Penicillium verrucosum e
Penicillium nordicum, ambos produtores de ocratoxina A, sua ocorréncia € alta em regides
de climas temperados, como na Europa (Perrone et al., 2019; Pitt, Hocking, 2009). Ja
espécies de Aspergillus da Secdo Circumdati (principalmente A. westerdijkiae e A.
ochraceus), foram observadas em produtos carneos curados na América do Sul e paises do
Mediterraneo (Parrusoloet al., 2019; Perrone et al., 2019).

Uma vez que hd a contaminacdo por fungos em uma matriz alimenticia, algumas
estratégias como o controle de condi¢cbes ambientais (temperatura, umidade relativa e
circulacdo de ar), biopreservacdo e composicdo da matriz, sdo sugeridas para minimizar ou
prevenir a producdo de micotoxinas durante a maturacdo dos produtos cérneos curados

(Andrade 2018). A atividade antagbnica de diferentes micro-organismos contra os fungos
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ocratoxigénicos também é uma estratégia potencial para prevenir a presencga de ocratoxina A
em produtos carneos maturados, porém esta pratica ndo é prevista em lei no que se refere a
industria alimenticia (Andrade et al., 2014; Bernaldez et al., 2013; Nufez et al., 2015;
Peromingo et al., 2018; Rodriguez et al., 2015; Simoncini et al., 2014).

Uma das estratégias adotadas ¢ o método de limpeza seguido de um processo de
sanitizagdo (Kuaye; 2017), sempre levando em consideragdo as concentracdes de sanitizante
para que possam ser eficazes quando aplicados (Silva et al. 2023). Os sanitizantes
comerciais mais utilizados durante a lavagem e processamento de produtos frescos e
maturados sdo hipoclorito de sédio (NaOCI), contendo cloro (FAO/WHO., 2008), acido
peracético, com objetivo de remover a sujeira do campo e incrustados na superficie de corte
(Gu et al., 2020) e o compostos de aménio quaternario (QACs)(Visconti et al., 2021).

A higienizacdo do ambiente e equipamentos reduz a contagem de micro-organismos,
resultando em uma menor carga microbiana nos alimentos processados, assim prolongando
sua vida util (Bernardi et al., 2019a). A atividade antifungica de um sanitizante é
determinada por meio da reducdo logaritima do nimero de esporos fungicos viaveis, sendo
este um fator importante na escolha de um sanitizante (Visconti et al., 2021).

Para atingir o objetivo de controle de fungos, é importante utilizar sanitizantes com
atividade antifungica comprovada em testes laboratoriais (Bernardi et al., 2019, Copetti,
2023), a qual e estimada pela reducdo logaritmica na quantidade de esporos fungicos
viaveis, pois este € um fator importante na escolha de um agente (Visconti et al., 2021).

Além de selecionar o melhor principio ativo por meio de testes laboratoriais, levando
em consideracdo fatores como tempo de contato, temperatura e concentracdo, tipo de
desinfetante e presenca de matéria organica (Stefanello et al., 2020), bem como método de
aplicacdo (Visconti et al., 2021) e fungo alvo os quais podem afetar a atividade antifungica
dos sanitizantes (Bernardi et al., 2019, Copetti, 2023), assim levando a uma escolha segura
do sanitizante e dos métodos de aplicacdo pelas inddstrias alimenticias, em especial de

carneos maturados, quando a proliferacdo de fungos.
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a influéncia de fatores como temperatura, matéria organica e tempo de
exposicao, na acdo de trés sanitizantes comerciais utilizados na inddstria como prevencédo do
desenvolvimento de fungos responsaveis pela deterioracdo de produtos carneos maturados e

produtores de ocratoxina A,

Objetivos especificos

o Avaliar a influéncia de parametros como, tempo de exposicdo ao sanitizante,
temperatura de acdo, concentracdo do sanitizante aplicada e concentracdo de matéria
organica, sobre a eficacia de trés sanitizantes quimicos (&cido peracético, cloreto
benzalcdnio e hipoclorito de sddio) frente aos fungos Aspergillus westerdjikiae, Penicillium
nordicum e Penicillium verrucosum;

o Obter resultados que permitam a indicacdo do melhor sanitizante para o controle
de fungos produtores de ocratoxina A, Aspergillus westerdjkiae, Penicilium nordicum e

Penicilium verrucosum.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Deterioracdo fungica de produtos carneos curados

A carne é um dos alimentos mais ricos em proteinas, vitaminas e minerais, sendo um
alimento de maior importancia para humanos (Pereira et al., 2013). E também um produto
muito perecivel, assim tém sido aplicadas tecnologias para prolongar sua vida util, como
reducdo do teor de agua pela adicdo de sal, reducdo do pH durante o processo de
fermentacdo, entre outros métodos. Um dos métodos mais antigos para o processamento de
alimentos é a fermentacdo, sendo mencionada pela primeira vez na Itdlia em 1730
(Leistner, 1986). O método de fermentacdo da carne, com o desenvolvimento de fungos na
superficie do produto tem seus aspectos positivos proporcionando sabor e aroma
caracteristico (Andersen, 1995; Leistner, 1990; Sunesen et al., 2003; Perrone et al., 2015).
Porém o desenvolvimento de fungos indesejaveis pode afetar negativamente a seguranca
dos produtos por serem capazes de, além de provocarem a deterioracdo precoce do produto
carneo, sintetizar micotoxinas que quando ingeridas provocam efeitos adversos na saude
de animais e humanos (Perrone et al., 2015; Magista et al., 2017).

Algumas caracteristicas destes produtos, como as concentracfes de sal e baixa
atividade de agua, favorecem o crescimento de fungos xerofilicos (Asefa et al., 2009); que
englobam principalmente espécies dos géneros Penicillium e Aspergillus (Perrone et al;
2019). A ocorréncia de fungos toxigénicos tanto em produtos carneos maturados, como
embutidos fermentados tem a tendéncia de produzir micotoxinas em sua superficie
(lacumin et al., 2009; lacumin et al., 2011), com maior concentracdo de micotoxinas em
seu envoltorio, facilitando a difusdo destes contaminantes para o interior dos produtos
(Dall’ Asta et al., 2010; Pleadin et al., 2017; Parussolo et al., 2019).

3.2 Ocratoxina A

A ocratoxina A foi primeiramente isolada em 1965 de uma cultura de Aspergillus
ochraceus (secdo Circumdati) (Van der Merwe et al., 1965) na Africa do Sul. As
ocratoxinas sdo um grupo de compostos relacionados produzidos por Aspergillus
ochraceus, Penicillium verrucosum e outras espécies de Penicillium (Alshannaqg, A., & Yu,
J.-H, 2017), sendo esta a mais comum e tdoxica (Chebil et al., 2020; Lai et al., 2020). A

familia da ocratoxina consiste basicamente em ocratoxina A (Gu et al., 2019; Lv et al.,
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2020), ocratoxina B (Qileng et al., 2018; Tang et al., 2019), ocratoxina C (Qileng et al.,
2018), ocratoxina o (Haq et al., 2016; Paoloni et al., 2018).

A ocratoxina A tem sido relatada como a principal micotoxina em produtos carneos
europeus como presuntos maturados (Rodriguez et al., 2012) e embutidos fermentados
(lacumin et al., 2009; Markov et al., 2013), em salames produzidos na Argentina (Vila et
al., 2016; Castellari et al., 2010; Canel et al., 2013), Brasil (Parussolo et al., 2019), Italia
(lacumin et al., 2009; 2011), bem como nas superficies de outros produtos carneos
maturados em varios paises (Strzelecki et al., 1972; Sutic et al., 1972; Huerta et al., 1987,
Rojas et al., 1991, Nunez et al., 1996; Comiet et al., 2004; Wang et al., 2006; Costa et al.,
2014), evidenciando seu grande alcance mundial. A presenca de ocratoxina A em produtos
carneos pode ser proveniente de qualquer contaminacdo direta ou indireta (Rodrigues et
al., 2012; Bertuzzi et al., 2013), estando relacionada ao uso de ingredientes, especiarias
(pimenta, sal, etc) e carne de animais expostos e contaminados por micotoxinas, ou ainda
pelo desenvolvimento de bolores na superficie dos produtos (Perrone et al., 2019; Bertuzzi
et al., 2013; Sonjak et al., 2011; DallAsta et al., 2010).

A contaminacdo de produtos por ocratoxina A € bastante ampla, incluindo cereais,
leguminosas, café, cerveja, frutas, bem como produtos de cacau, nozes e especiarias (EFSA
2006), grande variedade de commodities agricolas, como milho, trigo, cevada, farinha,
arroz, aveia, centeio, feijao, ervilha e alimentos mistos, e estdo presentes principalmente no
vinho, suco de uva, e frutos secos de videira (Magnoli et al., 2007). As ocratoxinas também
podem contaminar produtos de origem animal, como carne e leite, podendo ser encontrado
no leite humano (Stoev, 2013), também podem estar presentes em carnes secas, sangue,
salsichas, formula infantil e alimentos para bebés (JECFA, 2008).

Dentre os principais fungos relacionados a sintese de ocratoxina A em produtos
carneos, destacam-se as espécies Aspergillus westerdijkiae, Aspergillus ochraceus,
Penicillium nordicum e Penicillium verrucosum. Tradicionalmente A. westerdijkiae é
considerado um importante contaminante de vegetais (Gil-Serna et al.,2015), embora sua
ocorréncia em produtos carneos maturados tem sido descrita. Estudos realizados por
Scaramuzza et al. (2015) relataram a presenca do fungo em inddstrias italianas de
processamento de produtos carneos, e 0 mesmo também foi reportado no Brasil (Parussolo
et al., 2018). lacumin et al. (2011) em seu estudo destacou que cerca de 34% das tripas de
embutidos italianos apresentam altos niveis de ocratoxina A, e por sua vez estavam

contaminados com A. ochraceus (espécie bastante similar ao A. westerdijkiae), que € capaz



de produzir grandes quantidades de ocratoxina A (lacumin et al., 2017; Vipotnik et al.,
2017).Assim como a espécie de Aspergillus as espécies dos géneros Penicillium, também
sdo capazes de produzir ocratoxina A, Penicillium nordicum e, menos frequentemente, P.
verrucosum podem ser encontrados em alimentos fermentados ricos em NaCl, como,
presunto, queijos ou vegetais (Schmidt-Heydt, et al., 2011), presunto italiano ou espanhol,
salame ou queijos salgados (Lund, Frisvad, 2003). Ambas as espécies de Penicillium
também sdo capazes de crescer na superficie de produtos cérneos curados durante o
amadurecimento (lacumin et al., 2009; Rodriguez et al., 2012). Comiet al. (2004) isolaram
principalmente espécies de Penicillium e Aspergillus de presunto. Vérios estudos
caracterizam as populagdes de fungos presentes nas superficies de produtos céarneos
curados e desidratados (Battilani et al., 2007; Bogs et al., 2006; Schmidt-Heydt et al.,
2011). Nesses estudos, foi descoberto que P. nordicum é um importante produtor de
ocratoxina A, que tem grande ocorréncia em produtos ricos em NaCl e proteinas (Butinar
et al., 2011; Larsen et al., 2001; Sonjak et al., 2011).

A presenga desta micotoxina € indesejavel em alimentos por causa de seu efeito
nefrotdxico, hepatotdxico, propriedades imunotoxicas (Petzinger et al., 2000), alergénicas,
cancerigenas (Comi et al., 2013), imunossupressoras emutagénicas (Martin et al., 2006;
Nurfiez et al., 2015), dependendo do nivel de exposicdo (Van Egmond, 1989; Igbal et al.,
2014), sendo a via alimentar de grande relevancia no caso da exposicdo humana por
alimentos contaminados (Comi et al., 2013). A ocratoxina A foi classificada como
carcinogeno do Grupo 2B pela Agéncia Internacional para Pesquisa do Céncer (IARC,
1993). Quando esta micotoxina entra no organismo em quantidades suficientes € capaz de
provocar efeitos toxicos agudos (altas doses de micotoxinas, exposicdo de curto prazo) e
principalmente cronicas (menores doses de micotoxinas, exposi¢do a longo prazo) (Pleadin
et al., 2019). Num estudo realizado na Europa a ingestdo semanal de ocratoxina A é
relativamente baixa, variando de 15 a 60ng/kg (EFSA, 2006) havendo a recomendacdo de
uma ingestdo semanal toleravel de 100 e 120 ng/kg de peso corporal (EFSA, 2006; Joint
FAO/WHO, 2007). Porém o impacto real da ingestdo de ocratoxina A ndo foi totalmente
estabelecido, sendo dificil avaliar o risco da ingestdo desta toxina diariamente (Delgado et
al., 2018). A ocratoxina A afeta a produtividade de animais pois reduz a conversao
alimentar e ganho de peso corporal e pode diminuir a producdo de ovos em galinhas
poedeiras (Heussneret al., 2015). Como a ocratoxina A € lipossolivel e tem forte interagdo

com as proteinas plasmaticas, tende a acumular-se nos tecidos de animais, especialmente
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suinos (Stoev et al., 2002).
Devido a estabilidade destes compostos aos processamentos aplicados pela inddstria
de produtos carneos maturados, uma forma de controle importante seria a prevencdo da

contaminacdo destes alimentos por fungos produtores de ocratoxina, com destaque ao

controle da contaminagdo dos ambientes sanitizantes.

3.3 Sanitizacdo para prevenir a contaminagao por ocratoxina A
emprodutos carneos

Com visdo na industria de alimentos, a limpeza e sanitizacdo sdo de suma importancia
para garantir a seguranca microbiologica dos alimentos (Visconti et al., 2021) e também
manter as condi¢Oes higiénicas nas industrias de alimentos (Pezzuto et al., 2016). A
sanitizagdo tem como objetivo reduzir micro-organismos para niveis considerados seguros
no ponto de vista da salde publica, assimos sanitizantes sdo produtos quimicos com
capacidade de reduzir esta contaminacdo microbiana.

O controle de fungos pode ser alcancado mantendo a higiene no ambiente de
producdo, utilizando sanitizantes com capacidade antifungica adequada (Copetti, 2023).
Sendo que a atividade antifungica de um sanitizante é determinada por meio da reducédo
logaritima do numero de esporos fangicos viaveis, sendo este um fator importante na
escolha de um desinfetante (Visconti et al., 2021). Dentre os sanitizantes disponiveis no
mercado e com uso autorizado por agéncias reguladoras sdo hipoclorito de sédio (NaOCI),
contendo cloro (FAO/WHO, 2008), acido peracético (Gu et al., 2020) e os compostos de
amonio quaternario (QACs)(Visconti et al., 2021), como o cloreto benzalconio.

O hipoclorito de sddio é o sanitizante mais utilizado mundialmente (Lee & Huang,
2019, Wang et al. 2014), pois fornece uma fonte de cloro sendo considerado um forte
agente oxidante, sendo aplicado para limpeza e sanitizacdo em alimentos, com amplo
espectro de atividades (Wang et al., 2023) e com baixo custo (Petri et al., 2021, Pereira et
al., 2015). O uso do hipoclorito de sddio é amplo e abrange varias industrias e diferentes
objetivos. Pois ndo afeta as qualidades nutricionais dos alimentos (Yuan Su et al., 2022).
Este sanitizante tem sua acdo baseado nas propriedades fisico-quimicas (Kim, 2016). O
NaOCI forma acido hipocloroso (HOCI) por hidrélise, este penetra nas células-alvo com
fortes efeitos bactericidas, incapacitando as bactérias via oxidacdo e mudancas no pH (Park

et al., 2018). Porém sua eficacia é significativamente reduzida pela presenga de matéria



orgénica (Parish et al., 2003; Tomés-Callejas et al., 2012; Gomez-Lo6pez et al., 2013, Ramos
et al., 2013; Gomez-Lopez et al., 2014), e nestas circunstancias tem sua eficiéncia limitada

na reducédo de cargas microbianas (Yaron & Romling, 2014), assim elevando as chances de
contaminacgdo nos produtos alimenticios ( Gomez-Lopez et al., 2014; Gomez-Lopez et al.,
2013; Shen et al., 2016 ). Sua acdo também depende muito do pH presente (Ramos et al.,
2013; Chen, Hung, 2017; Cuggino et al., 2020; Weng et al., 2016). A grande preocupagédo
do uso de hipoclorito de sodio atualmente estd na reatividade do cloro com a matéria
organica presente, pois geram subprodutos de desinfeccdo (DBPs) (Banach et al., 2009; Lee

et al., 2019), além de ter potenciais consequéncias negativas no meio ambiente e na salde

humana (Lee & Huang, 2019; Simpson & Mitch, 2021) e possuirem acdo limitada contra
fungos (Bernardi et al., 2019).

Uma das principais alternativas para o uso de cloro ¢ o &cido peracético (Xiu-wei,
2021; Fallik, 2014; Lopez-Galvez et al, 2020; Osaili et al, 2018; Singh et al, 2018).
Considerado sustentavel, sendo um oxidante e desinfetante verde (Dunkin et al., 2017,
Elhalwagy et al., 2021), e com propriedades de lipossolubilidade (Lazado & Voldvik,
2020). Considerado altamente eficaz, é amplamente aplicado em diferentes ambientes,
como no processamento de alimentos (Menegaro et al., 2016; Bernardi et al., 2021) e
bebidas, bem como &gua de torres de resfriamento, aguas residuais (Xiu-wei, 2021). Seu
mecanismo baseia-se na acdo direta e forte nas membranas celulares por meio de radicais
hidroxilas (Acostaet al., 2021 ). Dentre as vantagens de aplicar o &cido peracético é que o
mesmo nao reage com proteinas, tem baixo impacto ambiental, previne a formacdo de
biofilmes (Srey et al, 2013), e se degrada rapidamente em oxigénio, acido acético e agua
(Lieke et al, 2020). Tem uma boa estabilidade, elevado potencial redox (1,8 eV) (Zhang et
al, 2017), com ampla faixa de pH (1 a 8) de eficiéncia (Zoellner et al., 2018; Kitis, 2004;
Lee et al, 2019) e temperatura (de 0 a 40°C) (Zoellner et al, 2018). Porém o é&cido
peracético tem um custo mais elevado quando comparado com o cloro e cinética de
inativacdo mais lenta (Van et al., 2017).

O cloreto de benzalcdnio pertence ao grupo de compostos de amdnio quaternario
(Pereira & Tagkopoulos, 2019), de segunda geracdo (Bernardi et al, 2019b), sendo uma
mistura de cloretos de alquilbenzil dimetil aménio de numerosos comprimentos de cadeia
alquil (Krajisnik et al., 2015). Sendo que os compostos de amdnio quaternario sdo
amplamente utilizados com comprimentos de cadeia alquil variando de 8 a 18 carbonos (C)
(Hora et al., 2020; Kraji$nik et al., 2015; Zhang et al., 2011; Pereira & Tagkopoulos, 2019;
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Gallart-Mateu et al., 2017; Khan et al., 2017). Dentre as varia¢cbes pode-se observar que o
comprimento dos grupos metilicos de C12 a C16 apresentam boa atividade antimicrobiana
(Mgretrg et al., 2017; Gerba, 2014; Pablos et al., 2018), e C14 (European Commission,
2012; Khan et al., 2015), sendo que o C12 apresenta eficiéncia contra leveduras e fungos
(Blanco et al., 2023; Nufiez et al., 2004). Hoje em dia sdo usados na industria de alimentos
(Chmielowska et al., 2021), sdo mais estaveis em ampla faixa de temperatura, apresentam
certa detergéncia, o que resulta em maior estabilidade quanto a presenca de matéria
organica, maior atividade em pH alcalino (Schmidt, 2009). Por apresentarem ampla
aplicacdo, usado como ingrediente ativo de muitos sanitizantes comerciais tem seu uso
irrestrito, e liberado no ambiente, como resultado hoje é considerado um poluente
emergente (Ertekin et al, 2016). A presenca de composto de amdnio quaterndrio no
ambiente se deve ao grande uso de mesmo. O que ocasiona a exposi¢cdo dos micro-

organismos a concentracOes de desinfatente sub-letais (Tezel, U., Pavlostathis, 2015),

facilitando a evolugéo a resisténcia ao desinfetante e também pode levar a co-resisténcia e
resisténcia cruzada a outros agentes antimicrobianos, como antibioticos (Mc Cay et al., 2010;
Oh, 2010). Cada sanitizante apresenta vantagens e desvantagens em termos de reducdo de
micro- organismos, preservacdo da qualidade, custo e acessibilidade; e cada um difere em
seus limites permitidos para aplicacdo direta em produtos alimenticios e acdo contra fungos.

Para avaliar a eficacia dos desinfetantes existem metodologias conhecidas
mundialmente, como os metodos recomendados pela Association of Official Analytical
Quimicos (AOAC), que se baseia no uso de cilindros impregnados com micro-organismos
de referéncia (Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude: Manual Da
Qualidade) e a metodologia do Comité Europeu de Normalizagdo (CEN), que recomenda o
uso de discos de agco inox com 2 cm de diametro também impregnados com micro-
organismos padrao de referéncia (EUROPEAN STANDARD, n. 2001), que geralmente sdo
aplicadas para desinfetantes liquidos (Bernardi et al., 2019a). A escolha do sanitizante com
atividades antifingica adequadas é uma etapa relevante para o controle das perdas
relacionadas a deterioracdo fangica na industria alimenticia (Bernardi et al., 2019a).

Além da selecdo do melhor principio ativo, é importante considerar que fatores como,
tempo de exposicdo, temperatura e concentracdo, tipo de desinfetante e presenca de matéria
podem afetar a atividade antifungica dos sanitizantes, visto que estudos relatam a
interferéncia de diferentes fatores na eficacia antibacteriana dos sanitizantes, e merecem ser

melhor investigados.



24

4. ARTIGOS CIENTIFICOS INTEGRADOS

ARTIGO1-Factors that interfere in the action of sanitizers against
ochratoxigenic fungi deteriorating matured meat products.

Artigo publicado no periédico Fermentation, ISSN 0023-6438, Area de avaliagdo
em Ciéncia de Alimentos, Classificagdo A3 Qualis CAPES 2017-2020.



fermentation

25

m\DPI

Z.

Article

Factors That Interfere in the Action of Sanitizers against Ochratoxigenic
Fungi Deteriorating Dry-Cured Meat Products

Sarah Silva, Andrieli Stefanello, Bibiana Santos, Juliana Fracari, Graziela Ledes

check for
updates

Citation: Silva, S.; Stefanello, A.;
Santos, B.; Fracari, J.; Ledes, G.;
Copetti, M. Factors That Interfere inthe
Action of Sanitizers against
Ochratoxigenic Fungi Deteriorating
Dry- Cured Meat Products.
Fermentation 2023, 9, 83. https://
doi.org/10.3390/fermentation9020083

Academic Editor: Marcelo

Valle Garcia

Received: 19 December 2022
Revised: 12 January 2023
Accepted: 16 January 2023
Published: 18 January 2023

Copyright: © 2023 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.This
article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://

creativecommons.org/licenses/by/ 4.0/).

and Marina Copetti *

Graduate Program in Food Science and Technology, Federal University of Santa Maria,Santa Maria
97105- 900, Brazil
* Correspondence: marina.copetti@ufsm.br

Abstract: This study verified the factors affecting the antifungal efficacy of sanitizers against ochra- toxin
A- producing fungi. The fungi Penicillium nordicum, Penicillium verrucosum, and Aspergillus wes- terdijkiae
were exposed to three sanitizers at three concentrations: peracetic acid (0.3, 0.6, 1%), benza- Ikonium
chloride (0.3, 1.2, 2%), and sodium hypochlorite (0.5, 0.75, 1%) at three exposure times (10, 15, and 20 min),

three temperatures (10, 25, and 40 °C), and with the presence of organic matter simu- lating clean (0.3%) and
dirty (3%) environments. All the tested conditions influenced the antifungal action of the tested sanitizers.
Peracetic acid and benzalkonium chloride were the most effective san- itizers, and sodium hypochlorite was
ineffective according to the parameters evaluated. The amount of organic matter reduced the antifungal
ability of all sanitizers. The longer exposure time was more effective for inactivating fungi. The temperature
acted differently for benzalkonium chloride, which tended to be favored at low temperatures, than for
sodium hypochlorite and peracetic acid, which were more effective at higher temperatures. The knowledge
of the parameters that influence the ac- tion of sanitizers on spoilage fungi is vital in decision- making
related to sanitizing processes in the food industry.

Keywords: sanitizer; food industry; antifungal efficacy; food hygiene

1 . Introduction

Fungi play a crucial role in the preparation of meat products. Molds growing
on the surface of dry- cured products are often desirable, as they can be considered
responsible for developing the specific flavors and aromas of dry- cured meat
products due to the lipolytic and proteolytic enzyme activities they produce
throughout their growth [1-3]. However, some fungi can produce undesirable
secondary metabolites, such as mycotoxins, and must be avoided [4].

Ochratoxin A is one of the most relevant mycotoxins and has been considered
nephro- toxic, hepatotoxic, neurotoxic, genotoxic, teratogenic, and immunotoxic
and is classified by the International Agency for Research on Cancer (IARC) as a
possible human carcinogen (group 2B) [5,6]. Ochratoxin A has been described as
the major mycotoxin in meat products such as cured and dry- fermented hams [7],
including dried meats [8—14]. Its presence in meat products can be attributed to
contamination by raw materials, including spices [15], meat from animals
exposed to ochratoxin A in their diet [6,16], and especially by mold growth on
the surface of meat products during their maturation [7,8,16—19], especially un-
der inadequate sanitary conditions in the manufacturing environment [19].

The most common species that can produce ochratoxin A in such

products are
P. nordicum, A. westerdijkiae, and P. verrucosum. Some P. verrucosum isolates
also produce citrinin [20], which has also been reported in meat products [9].
These fungi can grow on the surface of cured meat products during ripening
because the ideal conditions for the growth of characteristic fungi, which grow
on the surface of meat products, are also suitable for the growth of
toxin-producing fungi [8].
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The ecology of ochratoxigenic species is also variable. Research has
indicated that ochratoxin A production in meat products from temperate
climates is due to P. nordicum and P. verrucosum, which present high incidence
in most European countries [13,21-27]. Otherwise, the occurrence of this
mycotoxin in salami production from warmer climate countries is related to A.
westerdijkiae, which has been reported in Argentina [28-30], Italy [8,31], and
Brazil [32].

Since the removal of ochratoxin from food is currently not possible, it is
necessary to work on preventing the occurrence of potentially ochratoxigenic fungi
in food by adopting hygienic practices that aim to eliminate these agents in the food
industry environment, this being the most effective way to prevent the
consumption of contaminated food [33-36].

Using chemical sanitizers in food facilities is a common alternative for fungal
con- trol. A sanitizer should be selected based on the nature of the practices;
the approved use for specific plant areas, equipment, or surfaces to be sanitized;
and its effectiveness against pathogenic and spoilage microorganisms [37]. Common
sanitizing chemicals used in food- processing plants are peracetic acid, sodium
hypochlorite, and benzalkonium chloride [36,37]. Chlorine compounds are
widely used sanitizers on equipment in food- processing plants because of
their regarded effectiveness against all microbial forms [37,38]. Quaternary
ammonium compounds are cationic surfactants used primar- ily on walls, floors,
drains, and aluminum equipment and are considered more effective against
fungi than chlorine compounds but are not effective against Gram- negative
bacte- ria [37,38]. Peracetic acid, manufactured by reacting acetic acid with
hydrogen peroxide, has a shorter shelf life and is usually more expensive than the
above- mentioned agents, al- though it rapidly gained popularity because of the
multitude of its applications, its broad action, and its environmental compatibility
[37,38].

Nevertheless, there is limited information about the influence of different
conditions, such as temperature, type of product, agent concentration, amount
of organic matter in the environment, and time of exposure to the antifungal
action of sanitizers; additionally, there is no study directed to spoiling and
toxigenic fungi. Given these limitations, this study sought to evaluate the efficacy
of three commercial sanitizers commonly used in the food industry against A.
westerdijkiae, P. nordicum, and P. verrucusom, which are commonly found in
food facilities producing dry- cured meat products. The variables tested were
chosen considering relevant characteristics in food facilities’ sanitizing processes,
includ- ing the concentration and type of sanitizer, exposure time, temperature,
and bioburden level.

2. Materials and Methods

Microorganisms and Standardization of the Initial Inoculum

The microorganisms used in this study belong to the Laboratory of Mycology in
Foods (LAMA) of the Federal University of Santa Maria (southern Brazil), all of them
coming from meat products spoiled by them. The strains of A. westerdijkiae
(LAMA 346/17 SLM, salami origin), P. nordicum (LAMA 01/21, ham origin), and P.
verrucosum (LAMA 49/21, salami origin) were inoculated in tubes containing
malt extract agar (MEA) (glucose, 20 g (Neon, Sao Paulo, Brazil), peptone, 1 g
(Himedia, Mumbai, India), and malt extract, 30 g (Bacto™, Maryland USA). After
seven days of incubation at 25 °C, the mycelium was scraped off with a sterile
disposable loop. Serial dilutions were performed with sterile 0.1% peptone
water (peptone, 0.1 g (Himedia, Mumbai, India), distilled water, 1 L) with initial

inocu- lum standardized between 1.5 and 5 X 107 spores/mL for A.

westerdijkiae and P. verruco- sum and between 1.5 and 5 X 10° spores/mL
for P. nordicum using a Neubauer chamber (CRAL/C1010/Brazil).
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Variables Tested

The sanitizers selected are authorized by the National Health Surveillance
Agency (ANVISA) for use in the meat products industry, and the concentrations
were chosen for the test following the manufacturers’ recommendations. The
manufacturer informs on the label the maximum and minimum concentrations
recommended for use on surfaces in contact with food, and the intermediate
concentration applied in the test was defined by calculating the average
maximum and minimum concentrations.

The study conditions, such as exposure time, exposure temperature, sanitizer
concen- tration, presence of organic matter, neutralizing solution, and sanitizing
agent, are listed in Table 1. The tests were carried out in duplicate with the
different sanitizers, fungi, tem- peratures, presence of organic matter, and
sanitizer concentration.

Table 1. Variables considered for the study of factors interfering with the antifungal activity of sani- tizers.

Sanitizers

Concentration Temperatu Exposure Time Organic Matter

(%)

Neutralizers
re

(0 (min) (%)

Benzalkonium

1.2, chloride

Peracetic acid

Sodium
0.75, 1hypochlorite

0.3,

Nutrient broth with 0.5%
Tween 80 and 1% tryptone
Nutrient broth with

10, 25, 40 10, 15, 20 03,3

0.3,0.6,1 10, 25, 40 10, 15, 20 03,3 0.6%sodium

0.5,

sulfate

10, 25, 40 10, 15, 20 03,3 N oo "

sulfate

Application of Variables in the Test

The in vitro tests applied were conducted according to the proposed model for
chemi- cal disinfectants and antiseptics surface test for the evaluation of
bactericidal and/or fungi- cidal activity of chemical disinfectants used in food and
industrial areas of the European Committee for Standardization (CEN) [39], with
adaptation related to the initial count of conidia according to Bernardi et al. [33]
and type of albumin used as an interfering sub- stance (soil).

For each condition tested, 50 UL of the initial inoculum was collected and
inoculated onto five sterile stainless- steel discs of 2 cm (three for the
effective sensitivity test and two for the control). The presence of organic
matter in clean or dirty environments was stimulated by adding 0.3 or 3%
albumin, respectively. The disks were taken to the incuba- tor at 35 °C for 40 min
for conidia fixation. Next, the disks with the adhered inocula were placed in
incubators at the respective test temperatures (10, 25, and 40 °C) for 30 min. The
sanitizers were also previously placed in the incubators (3 h before), with their
concentra- tions, for equilibration at the experiment temperatures (10, 25, and
40 °C). Subsequently, 100 pL of each sanitizer was added to the disks, separately
in their test concentrations and temperatures, and exposed for 10, 15, or 20 min
to evaluate the influence of this variable.

After exposure, the disks were immersed in a neutralizing solution,
according to Jaenisch et al. [40]. Then, 5 g of glass beads was added to facilitate
the removal of the inoculum adhered to the disks. After 5 min immersed in the
neutralizer, serial dilutions were performed in 0.1% peptone water. Next, 1 mL
aliquots of the dilutions were added to Petri dishes, and 20 mL of plain malt
extract agar (malt extract 30 g/L, agar 15 g/L) was added. The plates were
labeled and placed in an incubator at 25 °C for five days; after this period, the
colonies were counted, and the results were expressed in logarithms of
colony- forming units (log CFU).
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Statistical Analysis

To the disks containing microorganisms not exposed to the sanitizers, 100 YL of
sterile distilled water was added, following the same protocol, thus obtaining the
control. Accord- ing to European Standard 13697 [39], a sanitizer is only
considered effective if there is a reduction greater than 3 log CFU (99.9%) of the
fungal population exposed to the sanitizing agent compared to the population of
unexposed microorganisms (control).

Tukey’s test was applied to compare means. XLSTAT software version
2019.2.2 (Addinsoft, New York, NY, USA) was used in the statistical analyses,
with a significance level of 5%.

3. Results

The results of the inactivation of the A. westerdijkiae, P. nordicum, and P.
verrucosum are presented in Figures 1-3, which are potential spoilage agents of
mature meat products when exposed to peracetic acid, benzalkonium chloride,
and sodium hypochlorite sani- tizers at different concentrations, exposure times
and temperatures, and organic matter concentrations.
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Figure 1. Antifungal action of different sanitizers, namely, (A) sodium hypochlorite, (B) benzalko- nium
chloride, and (C) peracetic acid, against Aspergillus westerdijkiae (LAMA 346/17) at different
concentrations, exposure times (0, 10, 15, and 20 min, in different color shadows), temperatures (10,

25, and 40 °C), and organic matter concentrations (0.3 and 3.0%).
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Figure 2. Antifungal action of different sanitizers, namely, (A) sodium hypochlorite, (B) benzalko- nium
chloride, and (C) peracetic acid, against Penicillium nordicum (LAMA 01/21) at different concen- trations,

exposure times (0, 10, 15, and 20 min, in different color shadows), temperatures (10, 25, and 40 °C), and
concentrations of organic matter (0.3 and 3.0%).
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Figure 3. Antifungal action of different sanitizers, namely, (A) sodium hypochlorite, (B) benzalko- nium
chloride, and (C) peracetic acid, against Penicillium verrucosum (LAMA 49/21) at different con- centrations,

exposure times (0, 10, 15, and 20 min, in different color shadows), temperatures (10, 25, and 40 °C), and
concentrations of organic matter (0.3 and 3.0%).

From a global perspective, all the factors studied influenced the sanitizers’
actions in inactivating spoilage fungi in meat products to a greater or lesser
degree. The type of sanitizer was the primary factor related to higher or lower
antifungal activity, with per-



Fermentation 2023, 9, 83

320f13

acetic acid being the best agent for the control of the fungal species studied,
and sodium hypochlorite being ineffective in most of the conditions evaluated.
The concentration of the active ingredient also deserves attention since the
highest concentration stipulated on the product label was the most effective in
achieving the necessary antifungal action. How- ever, the intermediate
concentration also proved to be effective in some situations. It is im- portant to
mention that the level of organic matter reduced the efficacy of all disinfectants
studied. This reduction was evident in benzalkonium chloride, regardless of the
fungal species. By comparing the fungal species, a difference was observed
among the fungus evaluated, emphasizing the low sensitivity of A. westerdjikiae
to benzalkonium chloride and lower concentrations of peracetic acid. The
temperature influenced the sanitizing ac- tion variably since, for peracetic acid
and sodium hypochlorite, the greatest inactivation occurred when the
temperature was higher, and benzalkonium chloride seemed to have favored
action at lower temperatures. Regarding the exposure time, the longer the
contact time, the better the antifungal action, usually requiring a minimum of 15
min for adequate action.

The organic matter concentration was a relevant factor influencing the
effectiveness of sanitizers, with the highest antifungal activity occurring when
the organic matter concen- tration was 0.3%. An organic matter concentration of
0.3% simulates a clean food industryenvironment, and 3% a dirty one [39].

Exposure time was also an important parameter because, for all fungi
tested, tem- peratures, and concentrations, the exposure time of the fungus to
the sanitizer always ob- tained better efficacy results at the longer contact times
(20 and 15 min). The temperatures also affected the antifungal action of each
sanitizer, since high temperatures (e.g., 25 and 40 °C) were favorable for
increasing the antifungal action of the peracetic acid and sodium hypochlorite
sanitizers.

In general, among the sanitizers evaluated, peracetic acid was the sanitizer
with the highest antifungal activity against the spoilage fungi of meat products
tested. This sani- tizer was effective (inactivation >3 log CFU) at all
concentrations and temperatures tested against P. nordicum, P. verrucosum, and
A. westerdijkiae in low organic matter conditions (0.3%). Under dirty conditions
(3% organic matter), the lowest peracetic acid concentra- tion evaluated (0.3%
v/v) was ineffective in fungal inactivation in most situations.

Benzalkonium chloride was the second sanitizer that obtained good results
against the fungi mentioned herein. As shown in the results, the inactivation
tended to increase as the test temperature was reduced, indicating that the
sanitizer was more effective at lower temperatures. When applied at 1.2 and 2%
concentrations in the presence of 0.3% organic matter (clean conditions) to P.
nordicum, no viable spores were recovered in all parameters tested. When
applied to P. verrucosum, no fungal detection occurred at 1.2 and 2% except
when the temperature was raised to 40 °C. Under the same conditions described
above, the action of the sanitizer on A. westerdijkiae was different since
benzalkonium chloride could inactivate the fungus only when the concentration
was 2% in 0.3% organic matter after 10 min of exposure at 25 °C, with a certain
tolerance of A. westerdijkiae to benzalkonium chloride.

The sanitizer sodium hypochlorite was the sanitizer that, compared with the
species evaluated herein, was ineffective for A. westerdijkiae and P. verrucosum,
being effective only for inactivating P. nordicum at 25 and 40 °C, with an exposure
time of 20 min, presence of or- ganic matter of 0.3%, and a concentration of 1.0%
of sanitizer (Figure 2). Figure 1 presents the results of colony counts of A.
westerdijkiae after exposure to the sanitizers under differ- ent situations. Most
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of the results showed significant differences among them, indicating that, in
general, all parameters interfered with the efficacy of the sanitizers against A.
wes- terdijkiae.

The best performance was of the peracetic acid, which in all parameters of
concen- tration, time, and temperature of exposure in 0.3% of organic matter,
resulted in the total inactivation of A. westerdijkiae. Nonetheless, for the
concentration of 3.0% organic matter (dirty environment), peracetic acid was
ineffective at its lowest use concentration at 10 °Cin all exposure times and 25
°C if exposure for only 10 min was adopted.

The worst performance was of sodium hypochlorite, effective only when
the maxi- mum recommended concentration (1.0%) was used at the highest
temperature tested (40 °C) and for a minimum contact time of 15 min, provided
in the presence of low organic matter (0.3%). Regarding benzalkonium chloride,
the lowest concentration of the agent tested was ineffective against A.
westerdijkiae in all situations, and the agent was strongly influenced by organic
matter. The best inactivation results were obtained at the highest contact times
and concentrations.

Figure 3 shows the results of the application of sanitizers on the fungus P.
verrucosum. In the same way that occurred with the fungus A. westerdijkiae, the
sanitizer with the great- est antifungal action was peracetic acid, which had the
lowest concentration of 0.3% and was effective in the presence of 0.3% organic
matter. When the concentration was 3.0% of organic matter, the antifungal
action was reduced, so this agent was considered effective only when the
exposure time was 20 min at the concentration of 0.3%. In the following pa-
rameters, there was complete fungal inactivation, indicating total inhibition of
the fungus
P. nordicum.

The action of benzalkonium chloride seemed to be favored at lower
temperatures (e.g., 10 and 25 °C). The concentration of organic matter
proved to be favorable to fun- gal survival, and it was observed that the values
found were higher when the amount of organic matter was 3%. Figure 2 lists the
results for the fungus P. nordicum, which was con- sidered the most sensitive to the
sanitizers tested. The results of the action of peracetic acid and benzalkonium
chloride were similar to those of fungal species previously presented, although
sodium hypochlorite proved to be effective against P. nordicum in specific situ-
ations, such as the exposure time of 20 min at 25 and 40 °C, provided that
the highest concentration of the agent was used with the low concentration of
organic matter.

4. Discussion

This study evaluated the impact of different factors on the antifungal action
of san- itizers against ochratoxin A- producing fungi reported as spoilage agents
of cured meat products. These products are present in the daily diet of most of
society, being relevant to conducting research aimed at fungal control to reduce
consumers’ exposures to ochratoxin
A. For the choice of sanitizers, we considered those available in the market,
authorized byregulatory agencies, and used in industrial environments.

Our findings revealed that peracetic acid was the sanitizer with the highest
antifungal efficacy and broad action for the three fungi that produce ochratoxin
A, being effective even at low concentrations and both at high and low
temperatures, thereby corroborating reports of challenges against other food
spoilage fungal species where this sanitizer agent was also considered the most
effective [33,34,36,41]. Peracetic acid is considered effective in neutral and acid pH
and different temperatures, favoring its antifungal action [37,38,42,43], although
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this compound is less effective at alkaline pH and is partially affected by organic
material and has low soil load tolerance [42].

Aspergillus section Circumdati (including A. westerdijkiae) were very
sensitive to per- acetic acid compared with Aspergillus section Flavi and Nigri
toxigenic strains, which were highly tolerant to this sanitizing agent [44].
Nonetheless, a variation in the sensitivity to peracetic acid among A. westerdijkiae
strains isolated from meat products was reported [36], with one strain showing
tolerance even to the highest concentration challenged. No stud- ies supporting
the tolerance acquisition of fungi towards sanitizers were found; however, we
believe that because of fungal heterogeneity, repeated exposures to sublethal
doses of a sanitizing agent can lead to the selection of a subpopulation of fungi
more tolerant to a certain agent. Bacterial resistance to sanitizers in the food
industry has also been discussed in the literature [45].

The low antifungal action of sodium hypochlorite at recommended
concentrations for sanitizing surfaces in contact with food in food industries
with ochratoxigenic fungi deteriorating meat products was only effective in
specific situations of low organic matter, long contact time, and high
temperatures, as has already been reported elsewhere [32-36,41,44,46].
Because of their efficacy against bacteria and relatively low cost, hypochlorites
are widely used in a multitude of sanitization operations [42,47]. Chlo- rines
decrease effectiveness with an increase in pH and reaction with organic material
from soils, leading to the formation of harmful by- products [42,48].

When evaluating the interfering factors in the action of sanitizers against the
standard fungal species for sanitizing tests, Stefanello et al. [41] observed that
sodium hypochlo- rite was the only sanitizer unable to eliminate 3 log CFU of
the exposed population of A. brasiliensis (ATCC 16404) at all concentrations
tested, even in the absence of organic load. For A. westerdijkiae, P. nordicum,
and P. verrucosum, sodium hypochlorite was less effective than the other
sanitizers tested. When testing the antifungal action of sodium hypochlorite in
the same concentration reported here against toxigenic Aspergillus strains,
Lemos et al. [44] determined the two highest concentrations of this sanitizer to
be effec- tive for A. westerdijkiae isolated from cocoa but ineffective against the
strain isolated from ham. This compound was ineffective against all the other
toxigenic Aspergillus strains studied [44]. Bernardi et al. [35,36] also tested
sodium hypochlorite against fungi from bread, cheese, and meat products and
found that it was rarely effective against these fungi in concentration for
food- contact surface sanitation, and only high agent concentration in- tended
for floor and wall sanitation were effective. Given the results, sodium
hypochlorite should be avoided to control filamentous fungi on work surfaces of
food facilities.

Benzalkonium chloride, a quaternary ammonium compound, was the
second most effective antifungal agent against fungi with the potential to spoil
meat products producing ochratoxin A. Quaternary ammonium compounds are
cationic surfactants and are more effective against fungi than chlorine
compounds, although they are not effective for Gram- negative bacteria,
including certain pathogens and spoilage bacteria [37,42,48], limiting their
usage in some food plants.

The antifungal action of benzalkonium chloride increased at low
temperatures (10 °C), although its efficacy decreased when the organic matter
was raised to 3%. These data corroborate Stefanello et al. [41], who reported a
higher efficacy of benzalkonium chlo- ride at 10 °C against A. brasiliensis (ATCC
16404). This greater action at low temperatures is favorable, allowing savings with
water heating since water can be used directly from the well for this process, in
addition to facilitating the cleaning of refrigerated areas (cold cham- bers, freezing
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tunnels, coolers, etc.), where temperature increases throughout the process are
not desired.

When present in higher concentration in the tests performed, the organic
matter in- creased the survival of all tested fungal species regardless of the
sanitizer considered, indi- cating that the cleaning and removal of organic matter
in food facilities are crucial because organic matter is a determining factor of
sanitizer action. This study corroborates the state- ment of Stefanello et al. [41],
who reported that in order to improve the sanitizer action, it is crucial to proceed
with an effective cleaning step before the sanitization procedure since the
presence of organic load reduced the efficacy of most sanitizers [37,42,48]. In this
sense, the ineffective hygienic control regarding removing organic matter from
the environment and the lack of care in selecting raw materials favor the
development and proliferation of fungal microbiota with the potential for meat
product deterioration [49].

Even with a reduction in efficacy in the presence of 3.0% organic matter,
peracetic acid remained effective. The literature has reported this compound as
partially affected by organic material but with low tolerance to soil load [42]. In
previous studies, peracetic acid was affected by the presence of organic matter
[41]. Despite quaternary ammonium compounds being considered stable
against reaction with organic matter [48] and with high tolerance to soil load
[42], Stefanello et al. [41] reported that the antifungal efficacy of benzalkonium
chloride decreased in the presence of organic load, as observed here.

Regarding the differences observed among the species evaluated in this
study, where A. westerdijkiae was the most tolerant compared to P. verrucosum and
P. nordicum, Bernardi et al. [35] reported the importance of knowing the sensitivity
of the strains present in the environment or the harmful agents from a specific
food plant for selecting the most appropriate sanitizer and the best
concentration to be applied for effective fungal control. A high tolerance of
fungal strains isolated from processed meat products to the sanitiz- ers used in
food industries was reported, even when the highest sanitizer concentration
was considered [36]. The same study revealed that the lowest concentration
specified on the product label was the closest to the one adopted in the hygiene
routine of meat in- dustries [36,47]. According to our data, the lowest
concentration recommended by the manufacturer in most cases was ineffective
against the ochratoxigenic species related to the spoilage of dry- cured meat
products.

By considering the various factors tested, we cannot fail to point out that
most chemi- cal cleaning products (cleaning and sanitizing) have a residual
toxicity rate, which is why specific care must be taken in their application,
handling, and storage, and the use of indi- vidual protection equipment, careful
and abundant washing so as not to have residues of the chemical products
applied [37,42]. Unlike peracetic acid and benzalkonium chloride, sodium
hypochlorite irritates the skin; however, both sodium hypochlorite and peracetic
acid do not have residual antimicrobial activity, which occurs with benzalkonium
chlo- ride [42]. Another relevant factor in the application of chemical products
is their stability and the damage they can cause to the surface of the equipment, as
after a corrosive lesion it can lead to the accumulation of organic matter and thus
favor the insertion of a microbial biofilm in the equipment, making it difficult to
sanitize [35,37,42]. Sodium hypochlorite is the most corrosive among the studied
agents, followed by peracetic acid; benzalkonium chloride is not corrosive [42].

Implementing a sanitization and hygiene plan for the industry must be
considered a crucial step in food facilities. One must have a critical view to raise
crucial points, such as the region of the food facility, and the ambient temperature
that can cause the proliferation of fungi (e.g., A. westerdijkiae) at higher and also
milder temperatures (e.g., P. verrucosum and P. nordicum). Another critical
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point in the hygiene plan of a food facility should be the efficient removal of
organic matter remaining after the industrial process and the use of appropriate
resources, including spatulas, mops, and movements that provide greater
removal of organic matter present. Training for employees responsible for
cleaning and sanitizing must occur routinely, observing the concentration of the
sanitizer utilized that must be within the standards allowed by law, and the
concentration adopted must always be effective to the company’s goal. The
choice of the sanitizer is vital to achieving effec- tive sanitization because some
active principles are more effective for certain fungi. The exposure time is
another step of great interference because the shorter the contact time of the
sanitizer, the lower its effectiveness, so the contact time must always be
necessary to eliminate toxigenic fungi and the total effectiveness of the
sanitizer.

5 . Conclusions

Peracetic acid was the most effective sanitizer against potential fungal species
of dried cured meat products and ochratoxin A producers; it should be the
sanitizer of choice for sanitizing these environments. Notably, its antifungal
activity increases at higher temper- atures. Benzalkonium chloride showed
promising results at high concentrations and for long exposure times, with an
apparent increase in activity at lower temperatures. Sodium hypochlorite
showed low antifungal activity under all conditions tested in this study and
should be avoided when the goal is fungal inactivation in food-processing
surfaces. The antifungal action of all sanitizers is greater at longer exposure
times, with the best results starting at 15 min. The occurrence of considerable
reduction in the antifungal action of all the sanitizers evaluated when in the
presence of bioburden simulating a dirty environ- ment shows that food facilities
must follow a rigorous cleaning step with effective removal of organic matter to
obtain good results in the sanitization step. Therefore, we conclude that all
tested variables, namely, time, temperature, organic matter concentration,

sanitizer concentration, and active principle, should be considered critical in the food industry
to eliminate toxigenic fungi, such as P. nordicum, P. verrucosum, and A. westerdijkiae.

As Supplementary Material, Tables S1-S3 detail the statistical results of the
testedvariables.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://
www.mdpi.com/article/10.3390/fermentation9020083/s1, Table S1: Aspergillus westerdijkiae colonies
recovered after exposure to different concentrations of sanitizing agents at different temperatures and
concentrations of organic matter. Table S2: Colonies of Penicillium verrucosum recovered after exposure to
different concentrations of sanitizing agents at different temperatures and concentrations of organic matter.
Table S3: Recovered colonies of Penicillium nordicum after exposure to different concentrations of
sanitizing agents at different temperatures and concentrations of organic matter.
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As supplementary material, Tables S1-S3 detail the statisticalresults of
the tested variables.

Table S1. Aspergillus westerdijkiae colonies recovered after exposure to different
concentrations of sanitizing agents at different temperatures and concentrations of
organic matter.

Aspergillus westerdijkiae (Initial Count =5.49 CFU/mL)

Organic Matter 0.3% Organic Matter 3.0%
Sanitizer Conditions 10 °C 25°C 40 °C 10 °C 25 °C 40 °C
Sodium SH-O-S:?S/y 4.45 A 4.12 ABCDEF 3,76 BCDEFGH 4,69 A 4.69 A8 4.58 ABcD
hypochlorite SH.0.50% 4,36 ABCDE 3.91 3.53 FeHuK 4.6848 4.63 ABC 4.44 nsco
15' ABCDEFG
(0.50%) SH.0.50% 3.57 FGHIK 3.53 FeHIK 3.32 GHuk 4.57 Ascp 4,26 ABCDEFG 3.54
20' MNOPQR
Sodium SH.0.75% 4,32 AsC 3.40 GHik 3.28 GHuk 4.66 ABC 4,28 ABCDEF 4,34 nBCDEF
10’
hypochlorite SH.0.75% 3.65 3.36 GHik 3.27 GHuk 4.44 nsco 4,24 ABCDEFGH 4,271 CDEFGHI
15’ EFGHUK
(0.75%) SH.0.75% 3.45 cHik 3.31 cHuk 3.15 ke 4.50 AscD 4,15 DEFGHIKL 4,17 DEFHUK
20
Sodium SH.1% 10’ 4.20 ABCDE 3.51 FGHuUK 3.7 CDEFGHU 4.60 ABcD 4.43 ABcD 4,40 ABCDE
hypochlorite SH.1% 15’ 3.76 3.32 GHik 2.43N 4.50 AscD 4,29 ABCDEF 4,23 BCDEFHI
BCDEFGHI
(1.00%) SH.1% 20’ 3.50 GHuk 3.18 HukL 241N 4.41 nscoE 4,27 ABCDEFG 3.74 kmno
Benzalkoniu BC.030% 4.23 ABCDE 4,27 AscD 4.35 A8 4,35 ABCDEF 4.59 Asco 4.68 A8
10’
m chloride BC.0.30% 3.56 FGHIK 3.75 4,29 Ascp 4,27 ABCDEFG 4.52 Ascp 4.67 ABC
15' BCDEFGHI
(0.30%) BC.0.30% 3.51 FGHIk 3.70 3.77 BCDEFGH 3.82 4.47 ABcoe 4.59 asco
20’ DEFGHUIK GHIJKLMN
Benzalkoniu BC.1.2% 2.50 WN 2.59mN 311 3.75 kN0 3,96 4.46 r8co
10’ EFGHIJKLM
m chloride BC.1.2% 2.40N 2.45N 2.63 VN 3.77 UKWVN 3.81 GHUKLMN 4,35 ABCDEF
15’
(1.20%) BC.1.2% 1.38° 1.69° 241N 3.70 wmnop 3.79 HUKLMN 3.94
20’ FGHUKLM
Benzalkoniu BC.2% 10’ N N 3.09 3.45 norar 3.23 R 3.20 R
LM
m chloride BC.2% 15’ N N N 3.45 norar 3.15R 3.15¢R
(2.00%) BC.2% 20’ N N N 2.13s 2.245 N
PA.0.30% N N N 4.41 necoe 3.64 mnora 2.24s
10’
Peracetic PA.0.30% N N N 3.31 orar 2. 2.13s

15’ 33
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(0.30%)

PA.0.30% N N N 3.24 Par 2.30° N

20’ T

PA.0.60% N N N N N N
10’

Peracetic PA.0.60% N N N N N N
15’

(0.60%) PA.0.60% N N N N N N
20’

_ PA.1% 10’ N N N N N N

Peracetic PA.1% 15 N N N N N N

(1.00%) PA.1% 20’ N N N N N N




Averages within the same column followed by the same

letters did not show any significant difference (P > 0.05) by

Tukey’s test. Legend: ‘ = minutes,”“N” = colonies not detected,
bold = effective (inactivation > 3 log CFU), SH = sodium
hypochlorite, BC = benzalkonium chloride, PA = peracetic acid.

Table S2. Colonies of Penicillium verrucosum recovered after
exposure to different concentrations of sanitizing agents at

different temperatures and concentrations of organic matter.
Penicillium verrucosum (Initial Count =5.29 log CFU/g)

Organic Matter 0.3%

Organic Matter 3.0%

Sanitizer Conditions 10°C 25°C 40 °C 10°C 25°C 40 °C
Sodium SH‘Z(l)(j?O% 5.05A 4.86 A 4.43 ABCDE 5.28 A 5.20 »8 5.06 A8
hypochlorite SH.0.50% 4.96 A 4.84 »8 4.4 ABcDE 5.16 8 5.13 »8 5.06 #8c
15’
(0.50%) SH.0.50% 4.97 A 4.65 A8c 3.94 5.08 »8 5.03 ABCDE 5.01 ABcDE
20’ CDEFG
Sodium SH.0.75% 4.61 4.41 ABcoE 3.79 5.24 »8 4.93 4.87
10’ ABCD DEFGH ABCDEF ABCDEFG
hypochlorite SH.0.75% 4.41 3.99 cer6 3,64 ErGHI 5.05 ABCD 4.77 4.77
15’ ABCDE ABCDEFGH ABCDEFGH
(0.75%) SH.0.75% 3.69 3.55 FGHI 3.38 FeHu 4.95 ABCDEF 4.61 3.88 UKLMN
20’ EFGH BCDEFGH
Sodium SH.1% 10’ 4.01 3.54 FGHI 3.43 FGHI 4.67 ABCDEFGH 4.34 FGHU 4.28 GHI
BCDEF
hypochlorite SH.1% 15’ 3.87 3.84 coEFGH 3.32 4.44 COEFGHI 4.24 cHu 4.21 Hix
CDEFG FGHIJK
(1.0%) SH.1% 20’ 3.15 2.81 ukm 2.48 Km 4.41 ercHi 4.15 HukL 3.74
GHIJKL JKLMNO
BC.0.30% 2.38 2.64 KM 2.99 HukL 3.14 orar 3.56 4.47 DEFGHI
10’ LMNOP
Benzalkonium BC.0.30% N 2.09 ™ 2.47 ™ 2.95 rars 3.32 nora 3.59 KIvNO
15’
10368 BC.0.30% N N 0.99 o 2.80 ars 3.38 3.97 i
20’ MNOPQ
BC.1.2% 10’ N N 2.66 KM N 1.667 3.93 UKLVN
Benzalkonium BC.1.2% 15’ N N 1.18n N 0.89 v 1807
chloride (1.2%) g 1 504 20 N N N N N 1.747
Benzalkonium BC.2% 10’ N N 2.44 ™ N 1.647 2.44 s
chloride BC.2% 15’ N N N N N N
(2.00%) BC.2% 20’ N N N N N N
PA.0.30% 0.75 0.39 Nor 0.30 oF 4.20 Hix 2.94 rars 2.94 rags
10’ NoP
Peracetic acid PA.0.30% 0.50 0.30 o° N 3.83 ukLMN 2.63 s 2.54Fs
15’ NOP
(0.30%) PA.0.30% 0.39 N N 1.727 N N
20’ NOP
PA.0.60% N N N N N N
10’
Peracetic acid PA.0.60% N N N N N N
15’
(0.60%) PA.0.60% N N N N N N
20’
PA.1% 10’ N N N N N N
Peracetic acid PA.1% 15' N N N N N N
(1.00%) PA.1% 20’ N N N N N N

Averages within the same column followed by the same

letters did not show any significant difference (P > 0.05) by

Tukey’s test. Legend: “ = minutes,“N” = colonies not detected,



bold = effective (inactivation > 3 log CFU), SH = sodium
hypochlorite, BC = benzalkonium chloride, PA = peracetic acid.

Table S3. Recovered colonies of Penicillium nordicum after

exposure to different concentrations of sanitizing agents at

different temperatures and concentrations of organic matter.
Penicillium nordicum (Initial Count = 4.67 log)

Organic Matter 0.3%

Organic Matter 3.0%

Sanitizer Conditions 10°C 25 °C 40 °C 10 °C 25°C 40 °C
Sodium SH.0.50% 10’ 3.82A 3.5948 35448 4184 3.99 AsC 3.91 AscD
hypochlorit SH.0.50% 15’ 3.5348 3.398c0  3.34 Asco 4.13 A 3.82 Ascoe 3.72 nscoer
e
(0.50%) SH.0.50% 20’ 3.41] Asc 3.15 BCDEF 2.87 coerG 3.99 Aec 3.70 ABCDEF 3.69 ABCDEFG
Sodium SH.0.75% 2.82 oraH 2.79 eroH 2.71 FoHi 4.06 % 4.00 A8c 3.88 Ascoe
10’
hypochlorite SH.0.75% 2.77 eron 2.69 FoHi 2.68 4.04 % 3.90 Asco 3.36
151 FGHIJ BCDEFGHI)
(0.75%) SH.0.75% 2.71 Foti 2.68 FoHu 2.64 3.75 3.66 ABCDEFG 2.88 Hikum
201 FGHIJK ABCDEF
Sodium SH.1% 10’ 2.51 GHuKL 2.24 HUKLMN 2.19 3.56 3.15 EFGHUKL 3.14 EFGHUKL
IJKLMN ABCDEFGH
hypochlorite SH.1% 15 2.34 GHuam 2.10 K 1.82 2.95 GHikt 2.80 ukLmn 2.44 wnora
MNOP
(1.00%) SH.1% 20’ 2.16 kv 1.47 ora 1.28 72 2.77 2.73 samno 2.15 MNOPR
JKLMNO
Benzalkonium BC.0.30% 1.72 nora 1.98 Vo 2.33 2.77  3.16 perrik 3.53
10' GHUKLM JKLMNO ABCDEFGHI
chloride BC.0.30% 1.94 o 2.11 smn 2.17 2.83 2.84 HukLvy 2.90 Hukt
15' IJKLMN HIJKLMN
(0.30%) BC.0.30% N N 1.152 2.53 2.60 KLMNOP 2.68 JKLMNO
20' KLMNOP
Benzalkonium BC.1.2% 10’ N N N 3.06 3.15 EfGHUKL 3.3 BCDEFHI
FGHIJKL
chloride BC.1.2% 15’ N N N 2.82 3.14 ErGHUKL 3.27
HIJKLMN CDEFGHIK
(1.20%) BC.1.2% 20’ N N N 2.15 2.85 Him 3.23
MNOPQR DEFGHIJK
Benzalkonium BC.2% 10’ N N N 1.64 rs1u 2.04 orars 3.06 FeHuKL
chloride BC.2% 15’ N N N 1.33 51U 1.62 rstu 2.10 Norar
(2.00%) BC.2% 20’ N N N 0.92 v 1.20™ 1.26
PA.0.30% N N N 2.46 1.75 arst 1.20™
10' LMNOPQ
Peracetic acid PA.0.30% N N N 1.87 parst 1.50 rstu 1.16™
15’
(0.30%) PA.0.30% N N N 1.74 arst 1.25™ 1.13™
20’
PA.0.60% N N N N N N
10’
Peracetic acid PA.0.60% N N N N N N
15’
(0.60%) PA.0.60% N N N N N N
20’
PA.1% 10’ N N N N N N
Peracetic acid PA.1% 15’ N N N N N N
(1.00%) PA.1% 20’ N N N N N N

Averages within the same column followed by the same
letters did not show any significant difference (P > 0.05) by
Tukey’s test . Legend: ‘ = minutes, “N” = colonies not detected,
bold = effective (inactivation > 3 log CFU), SH = sodium
hypochlorite, BC = benzalkonium chloride, PA = peraceticacid.
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Abstract: Dentre os perigos microbiologicos encontrados na industria alimenticia, a
contaminagdo fungica é uma importante causa de deterioragdo em varios
segmentos, como, frutas, panificagdo, lacticinios, vegetais e produtos carneos. O
desenvolvimento de fungos em produtos industrializados desencadeia relevantes
perdas econdmicas, visto que uma vez que micro-organismos alcangam o alimento,
contaminando-o, a subsequente multiplicagdo destes pode causar danos na
aparéncia, odor, sabor e textura, ou seja, sua deterioragdo, o que induz a uma
rejei¢ao por parte dos consumidores e impacto sobre a marca comercial. Em virtude
dos prejuizos causados pela presenca de fungos no ambiente de produgdo das
industrias, as etapas de limpeza e sanitizagao sao muito importantes para prevenir
a contaminagao e assim garantir a qualidade e seguranca dos alimentos. Visando os
sanitizantes comumente utilizados na industria de alimentos, esta revisdao aborda as
indicagdes, desvantagens e fatores que podem interferir na agdo destes agentes. Os
sanitizantes mais utilizados nas industrias sdo o hipoclorito de sédio, acido
peracético e cloreto de benzalconio, os quais demonstram ter diferentes modos de
agao, assim como resposta variavel aos fatores que interferem em sua acao de forma
negativa ou positiva.

Keywords: sanitiza¢ao, fungos, indastria alimenticia.

1. Introduction

Os fungos (bolores e leveduras) sdao importantes responsaveis pelo
desperdicio e deterioragao dos alimentos e estdo presente em toda a cadeia
de produgao desde a contaminacdo das sementes, cultivo, colheita, pds-
colheita, durante o processamento, transporte e armazenamento de
alimentos [(1], resultando em grandes perdas econdmicas e representando
um perigo a satide dos consumidores, pois alguns fungos podem produzir
metabdlitos secundarios toxicos, as micotoxinas, que podem causar efeitos
deletérios a satde humana e animal [2]. Além disso, o desenvolvimento
fangico em alimentos estd associado a efeitos negativos na qualidade
sensorial dos produtos, por exemplo, aparéncia, textura, propriedades de
sabor [3, 1], os quais induzem a rejeicao por consumidores e geram perdas
econdmicas aos produtores.

A presenca de fungos no ambiente de industrias de alimentos pode
ocasionar relevantes perdas econdmicas, pois, uma vez que os micro-
organismos potencialmente deteriorantes presentes nos ambientes de
produgao e processamento alcancam um alimento, contaminando-o, se
existirem condi¢des permissivas, ocorrera a subsequente multiplicagdo
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destes agentes e alteragdes indesejaveis associadas, a deterioragdo do
produto [4]. Uma das estratégias empregadas pela industria alimenticia
para a prevencao da deterioracdo fungica, é a adocdo de métodos de
limpeza seguidos de um adequado processo de sanitizacao [5]. Portanto,
métodos eficazes de limpeza e sanitizagao seriam capazes de reduzir a
contaminacdo de superficies e do meio ambiente a um nivel seguro,
afetando a carga fingica nos alimentos e consequentemente refletindo em
uma extensao da vida de prateleira dos alimentos [6].

Para que o controle de fungos seja alcangado, é importante a utilizagao
de agentes sanitizantes com acdo antifungica adequada [7, 4]. Além da
selecdo do melhor principio ativo através de testes laboratoriais, €
importante considerar que externos (tempo de exposigao, temperatura e
concentragao, tipo de desinfetante e presenca de matéria-organica) que
podem afetar a atividade antifingica dos sanitizantes [8]; assim como o
modo de aplicagao (fumigagao, aplicagao liquida) e os fungos visados [3].

Cada sanitizante apresenta vantagens e desvantagens em termos de
redugao de micro-organismos, custo e acessibilidade, e cada um difere em
seus limites permitidos. Na tabela Al é apresentado os sanitizantes mais
usados que tem seu uso liberado em ambientes de produgao alimentar.

TableAl. Sanitizantes, principio ativo e as concentragdes indicadas pelo fabricante.

Sanitizante Principio ativo Concentracao indicada

Cloreto de benzalconio Benzalkoniumchloride 0.3-5%

Sodium hypochlorite (10—

0.1-1%
12% of active chlorine)

Hipoclorito de sédio

Peraceticacid, hydrogen

0.15-39
peroxide, Aceticacid &

Acido peracético

Esta revisao aborda os principais pontos relacionados aos sanitizantes
mais comuns utilizados nas industrias de alimentos, acido peracético,
hipoclorito de sédio e cloreto benzalconio com foco no controle da
deterioragdo flngica de diferentes alimentos processados, bem como as
vantagens e desvantagens referentes ao seu uso.

2. Materials and Methods

Na tabela A2, podemos observar os termos utilizados para as
pesquisas assim como a base de dados usada para as pesquisas que foram
selecionadas com base no titulo, resumo e/ou palavras-chave. Os estudos
excluidos nesta pesquisa foram por motivos, como, referéncias muito
antigas, topicos ndo relacionados com o assunto, poucos resultados,
sanitizantes juntamente com outras metodologias fisicas ou quimicas,
relatos de casos médicos, uso dos sanitizantes juntamente com
nanoparticulas. A pesquisa foi realizada entre 13 de marco a 01 de agosto
de 2023 onde foram lidos, observados e utilizados na revisdo um total de
104 materiais, entre livros, artigos de revisdo, artigos de casos, teses de
doutorado, informagdes sobre o mercado de sanitizantes. As informagdes
extraidas dos arquivos foram utilizadas para avaliar questdes, como, agdo
antiftngica, aplicacao contra fungos, alcance da acdo do sanitizante contra
fungos, fatores que afetam a agdo contra fungos, pesquisas realizadas com
o sanitizante, e problemas em sua aplicacdo na industria de alimentos.
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Base de dados

Termos procurados para

hipoclorito de sédio

Termos procurados para Termos procurados para
cloreto e benzalconio

acido peracético

* Periodicos da capes e
Science Direct

Sodium hypochlorite in *  Benzalkonium ..
. - Peraceticacid
the food industry. application. . .

. . . again stfungi.
Sodium hypochlorite ~ +  Benzalkonium L o
again stfungi sanitization Peracetic acid in

gan & . ) the food industry.
Sodium hypochlorite ~ +  Benzalkonium .

. .. Peraceticacid
industry. disinfectant. toxicit
Sanitization sodium ¢ Alkylbenzyldimet N

. . Sanitizing
hypochlorite. hylammoniumchl L2

. . . peraceticacid.
Disinfectant sodium orides. . .

. . Disinfectant
hypochlorite. *  Benzalkoniumin eraceticacid
Sodium hypochlorite the food industry. L4 L

T . Peraceticacid heal
versus peraceticacid. *  Benzalkonium -
. . . thrisks.
Disinfection sodium foods. L

. . Peracetic acid as
hypochlorite. *  Benzalkonium .

L . . . an alternative to
Disinfection by-products against fungi. .

. . . sodium
sodium hypochlorite. *  Benzalkonium .

. . .. hypocorite.
Application of Sodium toxicity treatment.
hypochlorite.

3.Hipoclorito de s6dio

O hipoclorito de sdédio é o sanitizante mais utilizado, usualmente
sendo adotado como referéncia em andlises comparativas de sanitizantes
[9, 10]. Os mecanismos de agdo do hipoclorito de sdédio sdo baseados em
suas propriedades fisico-quimicas [11]. O NaOCI reage com a agua
formando acido hipocloroso (HOCI) [12], também conhecido como cloro
livre, através da hidroélise (NaOCI + H20 1HOCI + NaOH-), assim o acido
hipocloroso dissocia-se em ion hipoclorito (-OCl) e H+ (préton) [13, 14].
Em solucao o ion hipoclorito (OCl- ), que é uma das formas ativas
oxidantes, atuam diretamente sobre os micro-organismos, inativando-os
por inibi¢do das reagdes enzimaticas, desnaturagao das proteinas e
inativagdo dos acidos nucléicos nas células [15]. Este agente fornece uma
fonte de cloro sendo considerado um forte agente oxidante, com aplicagao
na limpeza e sanitizagdo em alimentos, com amplo espectro de atividades,
acao branqueadora [16] e baixo custo [17, 18, 19], além de pouco afetar as
qualidades nutricionais dos alimentos [20].

A concentragao maxima deste composto geralmente permitida para
uso em superficie de contato com alimentos varia de 0,005 a 0,02% (50 a 200
ppm, partes por milhao) e 0,05 a 0,08% (600 a 800 ppm) para desinfeccao de
superficies sem contato com alimentos, testes de eficdcia mostram que o
hipoclorito de sédio atua bem contra bactérias e leveduras em geral, mas
falha em alcangar a inativacao de 4 log de esporos fungicos, para a maioria
das espécies [7, 21, 22, 6, 23, 24, 8] conforme especificado na legislagao de
avaliacao de eficacia de sanitizantes nas concentragdes permitidas para uso
em industrias alimenticias. Levando em consideragéo os resultados obtidos
este sanitizante ndo deveria ser a primeira escolha nas industrias, visto que
se busca eficacia em controlar a contaminagdo fingica [21, 25, 23].

Fatores de interferéncia do hipoclorito de sédio
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Varios fatores afetam a agdo de um sanitizante, um dos principais
fatores que causam redugao na eficacia do hipoclorito de soédio é a presenca
de matéria organica, pois pode gerar subprodutos de desinfecgao e reduzir
sua acdo antimicrobiana, conforme relatado em diferentes estudos [26, 27,
28, 29, 30]. Resultados obtidos em estudos in vitro avaliando interferéncia
de diferentes fatores sobre a acdo antifingica do hipoclorito de sddio
contra fungos das espécies  Aspergillus  brasiliensis,  Penicillium
nordicum, Penicillium verrucosum e Aspergillus westerdijkiae indicaram que a
matéria organica foi um dos principais fatores responsaveis pela reducao
da acdo antifingica do hipoclorito de sédio [24, 8]. A matéria organica
usada nestas avalia¢Oes in vitro visa simular ambientes industriais sujos ou
limpos, sendo que a mesma aumentou a sobrevivéncia de todas as espécies
fangicas confrontadas, indicando que a etapa de limpeza, com remogao da
matéria organica nas instalacdes alimenticias, € crucial antes do
procedimento de sanitizacao [31, 32, 24, §].

Outro fator relevante para uma efetiva agao antimicrobiana, é a
concentragao de uso do sanitizante. Bernardi et al. [33] enfatiza que a
escolha da concentracao é de grande relevancia para a obtencao de
resultados satisfatorios, e que a maior concentragao indicada pelo
fabricante deve ser preferencialmenteutilizada, visto que é a que
usualmente demonstra eficacia contra fungos. Em estudos realizados por
Ribeiro et al. [34] a acdo do hipoclorito de sédio foi considerada melhor que
a acgao de acido peracético, contra Aspergillus nomius inoculado na castanha
do Brasil, embora tenha reduzido menos que 2 Log UFC quando exposto
por um tempo de 8,5 minutos e concentracao de 250 ppm. Similarmente
em testes de eficacia in vitro, Gongalves et al. [25] observou que
concentragdes entre 500 e 750 ppm de hipoclorito de sédio, por 15 minutos,
inativaram entre 2 e 2,9 Log UFC desta mesma espécie. Concordando com
resultados encontrados por Salomao et al., [35], que aplicaram este
sanitizante em macas inoculadas com Penicilium e obtiveram maior
redugao da contaminagdo ao aumentar a concentracgao de 50 para 200 mg/L.
Em um estudo conduzido por Bernardi et al. [22], foi aplicado
concentragdes de hipoclorito de sédio mais altas do que o usualmente
recomendado e revelou que este agente so foi eficaz na concentracao de
pelo menos 5000 ppm contra Hyphopichia burtonii e 10000 ppm para P.
roqueforti, Penicillium paneum e Aspergillus pseudoglaucus, em exposicdes de
15 min.

A agao do hipoclorito de sédio também depende muito do pH
presente [29, 36, 37, 38]. O pH um fator particularmente relevante quando
mencionamos sanitizantes a base de cloro, pois a acdo antimicrobiana
destes compostos costuma estar relacionada a geracdo acido hipocloroso
apos a hidrolise em dgua. A formagao do acido hipocloroso tende a ser
maior quando o pH ¢é ligeiramente 4cido porque esta forma predomina a
atividade antimicrobiana em vez do ion hipoclorito, que predomina em
valores de pH acima de pH 7,0, onde compostos a base de hipoclorito de
sodio sdo quase ineficazes [39]. Em estudos realizados por [35] solugoes de
cloro em pH 6.5 causou redugdes de mais de 5 log de esporos de Penicillium
expansum, em magas Macintosh, Empire e Golden Supreme a 200 ppm.

Desvantagens do hipoclorito de sédio.

Concentragdes mais altas de hipoclorito de sodio elevam a eficacia
antimicrobiana do produto, no entanto nao sao recomendadas porque
podem gerar compostos tdxicos ao ambiente, causar corrosao nos materiais
e equipamentos, explosdes e afetar adversamente a satde dos
trabalhadores [40, 41, 42, 30, 28, 43].
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O hipoclorito de sddio apresenta taxa de toxicidade residual, entao
cuidados especificos devem ser tomados durante sua aplicagdo, manuseio e
armazenamento, e fazer o uso de equipamentos de protecao individual,
lavagem cuidadosa e abundante para ndo haver residuos dos produtos
quimicos [32, 31].

A grande preocupacao do uso de hipoclorito de sddio atualmente est4
na reatividade do cloro com a matéria organica presente, pois geram
subprodutos de desinfeccao [44, 45 9], além de ter potenciais
consequéncias negativas no meio ambiente e na satide humana [9, 46],
reduz a eficacia do sanitizante [40, 41, 28, 29, 30, 42, 43]. Os subprodutos de
desinfeccdo apresentam respostas sensoriais negativas, como odor
desagradavel e sabor em produtos frescos [30, 47].

Outros fatores relevantes para a aplicacao de produtos quimicos é sua
estabilidade e os danos que podem vir a causar na superficie do
equipamento. O hipoclorito de sédio ¢ um grande agente corrosivo em
superficies metalicas, incluindo ago inoxidavel [31] e ap6s ocorrer uma
lesdao devido a corrosao, podera resultar no acimulo de matéria organica,
dificultando a sanitizagdo e também favorecendo o desenvolvimento de
biofilme microbiano [32, 22].

4. Acido peracetico

Considerado um agente sustentavel, sendo um oxidante e desinfetante
verde por seu baixo impacto ambiental [48, 49], o acido peracético é uma
das principais alternativas para o uso de compostos clorados [50, 51, 52,
53]. Dentre as vantagens de aplicar o acido peracético esta o fato de que
este agente pouco reagir com proteinas e prevenir a formagao de biofilmes
[54].

A forma comercial que o acido peracético esta disponivel é como uma
mistura contendo peréxido de hidrogénio (H20:) (10-40%), acido acético (3-
40%) [55, 17, 56, 57] e agua [58]. E uma agente com compatibilidade
ambiental, uma vez que se decompde em derivados in6cuos (acido acético,
agua e oxigénio) [31] que sdo rapidamente metabolizados por micro-
organismos [59].

Com propriedades de lipossolubilidade [60], tem acao direta e forte
sobre as membranas celulares por meio de radicais hidroxilas [61], as
espécies reativas de oxigénio causam danos no DNA e nos lipidios,
causando o rompimento das membranas e bloqueio dos sistemas
enzimaticos e de transporte [62].

Devido a sua eficacia fungicida e esporicida, demonstrada em diversas
areas, o uso do 4cido peracético como desinfetante para a industria de
alimentos tem atraido mais atencio nos tltimos anos [63]. E considerado
altamente eficaz, sendo aplicado em diferentes ambientes, como no
processamento de alimentos e bebidas, bem como 4gua de torres de
resfriamento, 4guas residuais [50], na induastria de minimamente
processados, que busca por produtos mais sustentdveis e alternativos ao
cloro [44], aplicado também em superficies de contato com alimentos [64],
em industrias de panificagdo no controle antifingico [22].

Fatores de interferéncia do dcido peracético

O 4cido peracético nao sofre grande influéncia da presenga de matéria
organica quando comparado com o cloro [57], ndo sendo facilmente
consumido pela matéria organica presente na dgua do processo que nao
resultara na formacao de subprodutos de desinfecgdo [57, 65, 58, 40] ou de
forma limitada [66]. Tem uma boa estabilidade, elevado potencial redox
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(1,8 eV) [67], com ampla faixa de pH (1 a 8) de eficiéncia [40, 68, 57] e
temperatura (de 0 a 40°C) [40, 8]. Porém o acido peracético tem um custo
mais elevado quando comparado com o cloro e cinética de inativacao mais
lenta [69].

Além disso, o conhecimento sobre a eficicia antifingica de acido
peracético vem crescendo ao longo dos anos. Em estudos realizados contra
Penicillium digitatum, este sanitizante mostrou-se eficaz em concentragdes
de 72 ppm por 8 min a 25 °C a 216 ppm por 30 s a 35 °C [70]. Em
concentragdes de até 3,0%, mostrou ser capaz de redugdes entre 2 e 4 logs
em fungos de deterioracdo de panificagao [21], e também para fins
industriais em cepas termo-sensiveis (Cladosporiumcladosporioides,
Penicillium commune, Penicillium polonicum, Penicillium roqueforti), ambiente
[22]. A agao do acido peracético contra Aspergillus brasiliensis (ATCC 16404)
foi satisfatdria, inativando completamente em diferentes condigdes de teste,
como a 30 e 40°C em concentracdo de 1% por 10 e 15 min e tempo de
exposi¢ao 5 min em 40°C em ambas as condi¢des (com/sem carga organica)
[24]. Estas observagdes sao corroboradas com estudos realizados por Silva
et al. [8], onde diferentes condicoes de teste foram aplicadas, como,
concentracgao (0,3, 0,6, 1%), tempo de exposicao (10, 15, e 20 min),
temperatura (10, 25 e 40 °C) e presenga de matéria organica (0,3% e 3%). As
avaliacOes revelaram que em grande parte das situacdes os fatores de
interferéncia estudados nao foram suficientes para impedir a eficacia
antifiingica do acido peracético contra P. nordicum, P. verrucosum e A.
westerdijkiae. Estes resultados favoraveis do acido peracético concordam
com os resultados encontrados por 33Bernardi et al. [33, 21, 25 e 23], que
relatou bons resultados ao testar o acido peracético a temperatura
ambiente.

Estudos realizados indicam que a temperatura em que o acido
peracético é aplicado pode reduzir o tempo necessario para inativar P.
digitatum, relatando que a agao do acido peracético tem sua agao lenta na
agua de lavagem em temperatura ambiente [70]. Que pode ser observado
em trabalhos realizados por Silva et al. [8] e Stefanello et al. [24], onde em
temperaturas maiores sua agdo antifiingica foi favorecida. Quando
aplicado acido peracético a 100 mg/L a temperatura de 40°C por 40
segundos foi significativamente melhor do que o mesmo tratamento a
temperatura ambiente (20°C), e inibiu completamente os conidios de
Monilinia fructicola em agua [68].

Desvantagens do dcido peracético

Pesquisas demonstram que o 4cido peracético reagiu com
aminodcidos, fendis e outras substancias aromaticas nas aguas residuais
tratadas com este agente, onde cerca de 10-30 ug/L de aldeidos foram
formados [71]. Lee et al. [57] realizou um estudo onde foi comparada a
agua de lavagem de alface minimamente processada com hipoclorito de
sodio e acido peracético, em diferentes concentracdes, onde foram
analisados 45 subprodutos de desinfec¢do convencionais e emergentes
relevantes, foi entao relatado que a lavagem com 4cido peracético gerou
sim subprodutos de desinfeccao, porém em menores quantidade que com
hipoclorito de soédio. Estes resultados contrastam com estudos realizados
por Cavallini et al. [72] e Aratjo et al. [73], que relataram quantidades
limitadas ou indetectaveis de subprodutos de desinfec¢dao halogenados
durante a aplicacdo em 4guas residuais. Mais pesquisas sao necessarias
para esclarecer sobre a formacao de subprodutos de desinfec¢ao resultantes
do tratamento com acido peracético.
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O uso de acido peracético pode apresentar outras desvantagens [74],
como o maior contetido organico no efluente; potencial de regeneragdo
microbiana; eficiéncia reduzida contra virus e parasitas; mau cheiro gerado
pela formacao de 4cido acético em alta concentracao, danos a pele, olhos e
trato respiratdrio [75, 76]. O 4cido acético liberado apds a decomposicao e
hidrolise em 4gua [77], pode promover a regeneragao resultando assim no
aumento de matéria organica de aguas residuais ou tratadas com 4cido
peracético [68, 78].

. Cloreto Benzalconio

O cloreto de benzalconio pertence ao grupo de compostos de amodnio
quaternario (QACs) [79] de primeira geracao [22], sendo uma mistura de
cloretos de alquilbenzildimetilamdnio de numerosos comprimentos de
cadeia alquilica [80]. Geralmente os compostos de amoénio quaterndrio
apresentam pelo menos uma longa cadeia alquil hidrofébica substituinte
em uma extremidade e uma cadeia alquila curta, como um substituinte
metil, benzila ou etilbenzila, na outra extremidade do cation amodnio
quaternario [81]. A atividade antimicrobiana depende do comprimento da
cadeia alquilica, sendo o homoélogo C12 eficaz contra leveduras e bolores,
Cl14 atua bem em bactérias Gram-positivas e C16 em bactérias Gram-
negativas [82]. Estes compostos quimicos apresentam baixa toxicidade e
capacidade de ser formulado para objetivos especificos e organismos-alvo,
o que generaliza seu uso [83, 84], pois apresenta grande variedade de
estruturas quimicas possiveis [83]. Podem ser aplicados como agentes de
desinfetantes [85, 86, 87], conservantes de alimentos [88], e em baixas
concentragdes (0,5 a 5 mg/litro) também sao fungistaticos [89].

Os compostos de amonio quaterndrio apresentam uma porgao
catidnica que consiste no nitrogénio central com quatro grupos anexados,
que ocorrem em uma variedade de estruturas [90, 91]. Os compostos de
amonio quaternario sao classificados com base nos grupos R (radical), que
podem incluir o nimero de atomos de nitrogénio, ramificagdo da cadeia de
carbono e a presenca de grupos aromaticos, porém estas variagdes podem
afetar a atividade antimicrobiana dos compostos em termos de dose e agao,
contra diferentes micro-organismos [83]. Os compostos de amonio
quaterndrio apresentam seu mecanismo de agao através de interagao com a
membrana plasmatica de leveduras [83].

Estudos na 4rea de micologia apresentam resultados promissores
sobre o desempenho de cloreto de benzalconio contra fungos deteriorantes
de alimentos. Avaliacdes da eficacia de cloreto de benzalconio em
diferentes concentragdes (0,3%, 2,5%, 5%) contra espécies de fungos
deteriorantes em produtos de panificagao (Penicillium roqueforti, Penicillium
paneum, Hyphopichia burtoni ie Aspergillus pseudoglaucus) revelaram que o
cloreto de benzalconio foi eficaz na inativagao de cepas de P. roqueforti (PR
06; PR 11 e PR 67) em todas as concentragbes avaliadas [22]. Fungos
envolvidos na deterioragdo de produtos lacteos e carneos, como A.
westerdijkine, A. pseudoglaucus, Penicillium commune, P. roqueforti e P.
polonicum, foram expostos a diferentes concentracdes de cloreto de
benzalconio, onde os fungos isolados de produtos carneos apresentaram
maior resisténcia [6]. Ja para fungos responsaveis pela deterioracao de
produtos panificados o cloreto de benzalcénio demonstra ter boa eficacia
[7]. Gongalves et al. [25] também relataram sua eficacia no controle de
espécies de aflatoxigénicas, onde este composto foi eficaz contra 14/15
cepas de Aspergillus avaliadas. Sua eficicia também ¢é reportada por
Stefanello et al. [23], onde o cloreto de benzalconio tem boa agdo
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antifingica contra cepas termo resistentes de Paecilomycesvarioti,
Paecilomycesniveus, e Aspergillus neoglaber.

Fatores de interferéncia do cloreto benzalconio

A acdo antifungica de cloreto de benzalconio contra fungos
ocratoxigénicos, como P. nordicum, P. verrucosum e A. westerdijkiae, também
apresentam bons resultados, mesmo quando submetido a diferentes
condicoes de tempo de exposi¢dao, concentracdao, e temperatura [8]. De
maneira geral, maior eficacia foi observada quando a exposi¢ao ocorreu em
temperaturas mais baixas (10 e 25°C), porém sua acao antifungica foi
afetada negativamente quando houve presenca de matéria organica
simulando um ambiente sujo [8]. Stefanello et al. [24], também relataram
maior eficacia do cloreto de benzalconio em temperaturas baixas (10 °C)
contra A. brasiliensis (ATCC 16404). Sua agdo em baixas temperaturas é
favoravel, pois permite maior economia das industrias uma vez que nao
seria necessario realizar o aquecimento da agua de lavagem, podendo ser
utilizada diretamente de pogos e reservatdrios quando aumentar a
temperatura ao longo do processo nao for algo desejado e nem exigido pela
legislagao.

Desvantagens do cloreto benzalconio

O enxague insuficiente resulta na presenca de residuos de desinfetante
na superficie dos equipamentos, os quais podem selecionar populagdes
mais tolerantes e levar ao desenvolvimento de resisténcia de micro-
organismos. Residuos de compostos de amoénio quaternario foram
encontrados em varios tipos de alimentos, como produtos a base de carne,
laticinios frutas e nozes [92].

Por apresentarem ampla aplicagdo, os compostos de amonio
quaternario tém seu uso irrestrito como ingrediente ativo de muitos
sanitizantes comerciais e liberados no ambiente, como resultado hoje tem
sido considerados um tipo de poluente emergente [93]. A presenca no solo
e nas aguas impede a biodegradacao de ambientes naturais devido a sua
toxicidade para muitas espécies de organismos aquaticos e terrestres [88].
Além disso, ha exposi¢ao dos micro-organismos a concentragoes sub-letais
de desinfetante [94], facilitando a evolugao a resisténcia ao desinfetante e
isto também pode levar a co-resisténcia e resisténcia cruzada a outros
agentes antimicrobianos, como antibiéticos [95, 96].

A busca por sanitizantes eficazes contra fungos deteriorantes de
alimentos segue sendo um desafio para a industria alimenticia. Nesta
perspectiva, e considerando os agentes disponiveis para a sanitizacdo neste
setor, hipoclorito de sodio, acido peracético e cloreto benzalconio recebem
destaque pela frequéncia de uso. Em anos recentes foram publicados
trabalhos avaliando a eficacia antifingica in vitro de diferentes principios
ativos de sanitizantes com uso permitido em industrias alimenticias para
controle de fungos que possuem relevancia como deteriorantes neste
segmento usando métodos padronizados. Mesmo assim, informagdes sobre
mecanismos de agdo dos agentes em células fangicas, influéncia do uso
combinado de diferentes agentes, eficacia contra biofilmes fungicos e testes
in loco ainda sao necessarios. Na tabela A3 podemos ver um demosntrativo
sobre os dados apresentados nesta revisao.
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Table A3.Fatores de interferéncia, vantagens e desvantagens dos sanitizantes.

Sanitizante Fatores de interferencia Vantagens Desvantagens
Resisténcia de
micro-organismos.
Baixa toxicidade.
Uso irrestrito
pH alcalino. Capacidade de ser Poluente
formulado para emergente.
Cloreto . p, . 8
N Temperatura. objetivos especificos.
benzalconio o .
Toxico para muitas
Concentragao. espécies de
Conservantes de organismos
alimentos. aquaticos e
terrestres.
Compostos toxicos
ao ambiente.
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6. Conclusfes

Nao existe um sanitizante antifingico ideal, cada composto
apresentando vantagens, desvantagens e também de acordo com a
literatura consultada, que a acdo sanitizante ¢ influenciada por diferentes
fatores. Ainda, ha um consenso sobre a existéncia de variabilidade quanto
a sensibilidade de fungos aos agentes sanitizantes, e que se deve priorizar a
utilizagdo das concentracdes mais altas recomendadas no roétulo do
produto para a obten¢ao de uma agao satisfatéria e por pelo menos 10 a 15
minutos.

Assim, o controle fingico em industrias de alimentos requer bastante
atencdo e comprometimento do pessoal envolvido em controle de
qualidade, com a construgao de planos de higienizagao que considerem e,
quando possivel, corrijam os fatores de maior interferéncia na acdo
antifiingica de cada principio sanitizante, para que desta maneira consigam
ser alcancados os resultados desejados.
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5. CONCLUSAO GERAL

Todos os fatores aplicados como temperatura (10°C, 25°C e 40°C), tempo (10, 15,
e 20 minutos), tipo de sanitizantte e concentragdes: &cido peracético (0,3, 0,6, 1%),
cloreto de benzalconio (0,3, 1,2, 2%) e hipoclorito de sodio (0,5, 0,75, 1%), presenca ou
ndo de matéria organica, demonstraram interferir na eficacia do sanitizante.

Dentre os fatores aplicados nos testes in vitro podemos observar que as
concentragdes ,quando mais elevadas, obtem melhores resultados na agdo do sanitizante,
contra fungos ocratoxigénicos, nos niveis exigidos pela legislacdo (>99,9% de reducdo).
O tempo de exposicdo maior sempre resultou melhor acéo de todos os sanitizantes.

A temperatura demonstrou que 0s sanitizantes podem ter acdo potencializada
conforme a temperatura em que séo utilizadas. O sanitizante hipoclorito sodio teve sua
acdo elevada pelo aumento da temperatura (40°C), assim como 0 acido peracético. Por
outro lado o cloreto de benzalconio teve sua atividade favorecida em temperaturas
menores (10°C).

A presenca de matéria organica foi um dos maiores fatores de interferéncia, e
quando presente simulando ambientes sujos resulta em menor acdo dos sanitizantes frente
aos fungos deteriorantes de produtos carneos maturados.

Dentre os sanitizantes aplicados nos testes in vitro o acido peracético foi o
sanitizante que obteve o melhor resultado no controle dos fungos testados, e ja na menor
concentracdo demonstrou eficacia para inativacdo dos fungos A. westerdijkiae, P.
nordicum e P. verrucusom, responsaveis pela deterioracdo de produtos carneos maturados
e producdo de ocratoxina A, na maior parte das situacdes avaliadas.

O cloreto de benzalconio também demonstrou boa eficacia contra os fungos
testados, podendo ser uma alternativa para uso.

O hipoclorito de sodio, em raras situacdes demontrou ser eficaz contra os fungos
A. westerdijkiae, P. nordicum e P. verrucusom, ndo sendo indicada sua aplicacdo nas

industrias de produtos carneos maturados nas concentracdes avaliadas neste estudo.
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