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RESUMO

Salmonella enterica € um dos principais agentes etiologicos de doengas diarreicas no mundo.
No Brasil, este microrganismo esta entre 0s principais patégenos implicados em surtos de
doencas veiculadas por alimentos. O envolvimento de alimentos desidratados nestes surtos tem
aumentado, com destaque para coco desidratado. O presente estudo teve como objetivo avaliar
o comportamento de Salmonella enterica (S. Enteritidis PT4, S. Typhimurium PT4, S.
Bredeney, S. Muenster e S. Agona) em flocos de coco desidratados em processo convencional
e de desidratacdo osmotica durante armazenamento. A sobrevivéncia das cepas de S. enterica
foram avaliadas por meio da enumeracdo de células vidveis nos quatro cenarios de
armazenamento em temperatura ambiente (25 £ 1 °C) e/ou temperatura refrigerada (7 £ 1 °C) a
cada 7 dias durante 120 dias de armazenamento. Danos na integridade de membrana, o potencial
de membrana e a atividade metabdlica das células de S. enterica foram determinados 1 dia apds
a desidratacdo e apds 120 dias de armazenamento a 7 ou 25 °C por meio de citometria de fluxo.
A atividade de 4gua (Aa) dos flocos de coco desidratados convencionalmente variou entre 0,35
+ 0,03 e 0,34 £ 0,02, enquanto que para os flocos de coco desidratados osmoticamente 0s
valores de A, foram de 0,31 + 0,03 e 0,29 + 0,03 durante 0 armazenamento. A desidratacéo
convencional e a desidratacdo osmotica reduziram menos de 1 log UFC/g de S. enterica em
flocos de coco. Os modelos log-linear + cauda e log-linear + ombro + cauda mostraram bom
ajuste nas curvas de sobrevivéncia de S. enterica em flocos de coco desidratados
convencionalmente e osmoticamente durante o armazenamento, respectivamente com R2 > 0,9
na maioria dos cenarios. Taxas mais baixas de inativacdo (kmax) de S. enterica (kmax 0,02 a
0,04/dia) foram observadas em flocos de coco convencionalmente desidratados em comparacao
com os osmoticamente desidratados (kmax 0,16 a 0,20/dia). Mudangas na temperatura de
armazenamento nao afetaram o comportamento de S. enterica em flocos de coco
convencionalmente ou osmoticamente desidratados. Subpopulagdes maiores de células de S.
enterica com membrana danificada e sem atividade metabdlica foram observadas em flocos de
coco convencionalmente desidratados no inicio do armazenamento, porém diminuiram ap6s
120 dias de armazenamento. Em contraste, as subpopulacdes danificadas de S. enterica em
flocos de coco osmoticamente desidratados aumentaram ou ndo mudaram no final do
armazenamento. Os resultados mostram o comportamento da S. enterica em flocos de coco
desidratados ao longo de quatro meses de armazenamento e alertam para a maior sobrevivéncia
do patdgeno quando utilizada a desidratacdo convencional e uma possivel ocorréncia de reparo
celular.

Palavras-chave: Salmonella; coco desidratado; alimentos de baixa umidade; modelagem
preditiva



ABSTRACT

Salmonella enterica is one of the main etiologic agents of diarrheal diseases worldwide. In
Brazil, this pathogen is among the main pathogens involved in foodborne disease outbreaks.
The involvement of dehydrated foods in these outbreaks has increased, with emphasis on
dehydrated coconut. Therefore, the present study evaluated the behavior of S. enterica (S.
Enteritidis PT4, S. Typhimurium PT4, S. Bredeney, S. Muenster and S. Agona) in dehydrated
coconut-flakes in a conventional and osmotic-dehydration during storage. The survival of S.
enterica were evaluated through the enumeration of viable cells in four possible storage
scenarios at room temperature (25 + 1 °C) and/or refrigerated temperature (7 = 1 °C) every 7
days for 120 storage days. Damage to membrane integrity, the membrane potential and the
metabolic activity of S. enterica cells were evaluated 1 day after conventional or osmotic
dehydration and after 120 days of storage at 7 or 25 °C using flow cytometry. Water activity
(aw) between 0.35 £ 0.03 and 0.34 + 0.02 were observed for conventionally dehydrated coconut-
flakes, while osmotically dehydrated coconut-flakes showed average aw values in the range of
0.31 £ 0.03 and 0.29 £ 0.03 among the evaluated scenarios during the observation period.
Conventional-dehydration and osmotic-dehydration reduced less than 1 log CFU.g* of S.
enterica in coconut-flakes. Log-linear + tail and log-linear + shoulder + tail models showed
good fit the survival curves of S. enterica in conventionally and osmotically dehydrated
coconut-flakes over storage, respectively with R?2> 0.9 in most scenarios. Lower S. enterica
inactivation rates (kmax 0.02 to 0.04/days) were observed in coconut-flakes conventionally
dehydrated compared to osmotically dehydrated (kmax 0.16 to 0.20/days). Changes in storage
temperature did not affect the behavior of S. enterica in dehydrated coconut-flakes
conventionally or osmotically dehydrated coconut-flakes. Larger subpopulations of S. enterica
cells with damaged membrane and without metabolic activity were observed in conventionally
dehydrated coconut-flakes in the beginning of storage, however it decreased after 120 days of
storage. In contrast, the damaged S. enterica subpopulations in osmotically dehydrated coconut-
flakes increased or did not change at the end of storage. Results show the S. enterica behavior
in dehydrated coconut-flakes over four-month storage and alert for the great survival when
conventional dehydration is used, and possible occurrence of cell repair.

Key-words: Salmonella; dehydrated-coconut; low-moisture foods; predictive microbiology
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1 INTRODUCAO

Salmonella enterica é reconhecida como um dos principais agentes etiologicos de
doengas diarreicas no mundo (WHO, 2019). Dados do CDC (Centers for Disease Control and
Prevention) demonstram que S. enterica é responsavel pela maioria dos casos de
hospitalizacdes e mortes ocasionadas pelo consumo de alimentos contaminados nos Estados
Unidos da América (EUA) anualmente (CDC, 2018a). No Brasil, este patdgeno esta entre 0s
principais agentes etiol6gicos implicados nos casos notificados de surtos de doengas veiculadas
por alimentos (BRASIL, 2020).

Apesar dos alimentos como ovos, vegetais e carnes serem reconhecidos como 0s
principais veiculos de S. enterica (NI et al., 2018), tem crescido o numero de surtos associados
a alimentos de baixa atividade de &gua (Aa) causados por este patdbgeno (GAUTAM et al.,
2020). Dentre os alimentos de baixa umidade, cereais matinais, sementes, nozes, especiarias,
temperos e coco desidratado, tém sido associados a surtos de salmonelose (ANDERSON,
2019).

O coco (Cocos nucifera L.) pertence a familia Arecaceae e € cultivado especialmente
nas regides tropicais e subtropicais (ZHAO et al., 2015). O cultivo destina-se a producdo de
cOCo seco in natura, coco em flocos, leite de coco, 6leo de coco e dgua de coco. O Brasil possuli
a sexta maior area cultivada, tendo destaque o Nordeste do pais, onde a area de cultivo de coco
compreende cerca de 178,8 mil hectares com producéo de 1.156 milhdes de frutos e diversas
agroindustrias se dedicam ao seu processamento (BRAINER, 2018).

Entre os produtos derivados do coco mais consumidos, destaca-se o coco em forma de
flocos, que é mundialmente utilizado em molhos, risotos, saladas e produtos de confeitaria
(LIU, 2016). A vida de prateleira dos flocos in natura é limitada pela elevada umidade (42,2%)
e Az (0,99) que associada a disponibilidade de nutrientes favorecem o crescimento microbiano
(APPAIAH et al., 2014; DINI, 2019). Para reduzir a perecibilidade do coco em flocos e
aumentar a disponibilidade do produto, a desidratagdo é classicamente empregada para atingir
uma umidade < 4% (Codex Alimentarius, 2011; NIAKOUSARI et al., 2018). A desidratacéo
de coco em flocos pode ocorrer de forma convencional em estufas com temperaturas que variam
entre 50-70 °C (SHETE et al., 2016); ou osmética, que utiliza etapas prévias de imersdo em
solucBes saturadas de agucar antes da secagem (KEER, 2019).

Porém, se a matéria-prima estiver contaminada, ou se a contaminacdo do coco ocorrer
durante o transporte ou etapas do processo de producdo dos flocos desidratados, o produto final

pode veicular patdgenos como S. enterica (GABRIEL et al., 2017).
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A contaminacdo de produtos de coco desidratado por Salmonella é reportada desde a
década de 50 (KOVACS, 1959). Contudo, surtos recentes ocorridos em 2018, nos EUA,
envolvendo coco ralado contaminado com diferentes sorovares de S. enterica chamou atencéo
para este produto como veiculo do patégeno (CDC, 2018c; CDC, 2018d). Em 2020, um recall
de coco ralado potencialmente contaminado com Salmonella foi anunciando no pais (FDA,
2020).

Os dados sobre o comportamento de S. enterica em coco em flocos de coco desidratado
s80 escassos e predominantemente relacionados a investigacdo de surtos. Informacdes relativas
ao comportamento e sobrevivéncia deste patdgeno na matriz alimentar em estudo podem ser
avaliadas através da utilizacdo da microbiologia preditiva. Os modelos preditivos sdo
ferramentas Uteis para descrever ou estimar a resposta microbiana frente aos fatores intrinsecos
e extrinsecos e assim quantificar o risco microbiano em condigdes de armazenamento, por
exemplo (PORTELA et al., 2019). Assim, a estimativa do comportamento, através da
microbiologia preditiva, de S. enterica em flocos de coco desidratado pode auxiliar no
estabelecimento de condi¢bes que garantam sua inativacao e consequentemente na reducéo de
riscos de surtos envolvendo a matriz em estudo.

Considerando estes aspectos, objetivou-se i) Determinar o comportamento de S.
enterica em flocos de coco desidratado em processo convencional e de desidratacdo osmotica
durante armazenamento; ii) Investigar a sobrevivéncia de S. enterica em flocos de coco
desidratados em processo convencional e de desidratacdo osmética em diferentes cenarios
simulando condi¢des de armazenamento em estabelecimentos comerciais e armazenamento
domeéstico; iii) Estimar o comportamento microbiano utilizando modelos cinéticos priméarios
em flocos de coco desidratados em processo convencional e de desidratacdo osmotica nas
condigdes avaliadas; iv) Avaliar funcdes fisiologicas de membrana e metabolismo das células
de S. enterica em flocos de coco desidratado em processo convencional e de desidratacdo

osmética ao longo do armazenamento em temperatura ambiente e refrigerada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Salmonella enterica;: CARACTERISTICAS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Salmonella spp. € um género pertence a familia Enterobacteriaceae, que compreende
bactérias em forma de bacilo, Gram-negativas, ndo esporuladas e anaerdbicas facultativas. A
partir da fermentacdo de carboidratos (exceto lactose e sacarose), Salmonella spp. é uma
bactéria oxidase negativa e catalase positiva, capaz de produzir gas na presenca de glicose
(SILVA et al., 2017). E distribuido em trés espécies (S. enterica, S. bongori e S. subterranea)
(MOON, 2018), sendo a primeira subdividida em seis subespécies: enterica, salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica (LOFSTROM et al. 2016), com mais de 2600 sorotipos
identificados (PULIDO-LANDINEZ, 2019)

O esquema de Kauffmann-White, até recentemente, era o padrao para a sorotipagem de
Salmonella spp., sendo baseado em diferencas encontradas em estruturas antigénicas de
lipopolissacarideos, proteinas flagelares e polissacarideos capsulares (IBRAHIN; MORIN,
2018). Nos ultimos anos, os avangos das metodologias de sequenciamento de DNA, em
conjunto com as ferramentas de bioinformatica tornaram possivel o sequenciamento completo
do genoma, assim diversos sorovares tém sido reclassificados (LAMAS et al., 2018).

O sequenciamento completo do genoma permite uma identificacdo avancada do
patogeno, favorece as investigacdes de rastreamento para identificar e relacionar as cepas de
surtos (OAKESON et al., 2017). A tecnologia de sequenciamento de Gltima geracdo fornece
muitas informagfes sobre espécies, sorovares, viruléncia, patogenicidade e resisténcia
antimicrobiana em apenas um teste de sequenciamento. O sequenciamento completo do
genoma permite a subtipagem molecular de alta resolucdo sendo utilizado para obter
informac0es de sorotipo rapidas e confiaveis (GYMOESE et al., 2017).

A maioria dos sorovares de S. enterica multiplicam-se a uma faixa de temperatura de 5
a 47 °C, com ideal de 35 a 37 °C, sendo sensiveis ao calor sendo inativadas a temperaturas >70
°C. O pH 6timo para a multiplicacdo esta entre 6,5 e 7,5, no entanto também ocorre na faixa de
pH de 4 — 9 (GRAZIANI et al., 2017).

S. enterica causa gastroenterite que pode evoluir para salmonelose sistémica em
humanos e animais (GAWADE; GHOSH, 2018). A bactéria tem distribuicdo ubiqua no meio
ambiente e pode ser ingerida por meio de agua ou alimentos contaminados por meio de préaticas

de higiene incorretas dos manipuladores de alimentos (BRASIL, 2018).
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A contaminagéo de alimentos por S. enterica pode ocorrer em qualquer ponto da cadeia
de producdo de alimentos, desde a matéria-prima até a fabricacdo dos alimentos e 0 seu
processamento (BIRK et al., 2016; PANZENHAGEN et al., 2018). No processamento, a
contaminacdo com S. enterica é considerada um ponto critico de controle de perigo
bacterioldgico, pois S. enterica possui a capacidade de sobreviver em ambientes de
processamento por longos periodos e mesmo sob condicdes adversas (CHANNAIAH et al.,
2019).

A ingestéo dos alimentos contaminados por S. enterica pode ocasionar a salmonelose,
uma das principais doencas transmitidas por alimentos no mundo (TACK et al., 2019).
Dependendo do estado imunoldgico do hospedeiro, do sorovar envolvido, da concentracdo do
inoculo e da viruléncia da cepa, essa infec¢do gastrointestinal pode se manifestar de forma
branda até septicemia e levar o individuo a 6bito (VERBRUGGHE et al., 2016).

Gastroenterites causadas por S. enterica apresentam alguns sintomas bem
caracteristicos, como nauseas, vémito, febre, calafrios, dor de cabeca, dor abdominal, diarreia
e desidratacdo (SALEM et al., 2017). O periodo de incubacdo varia com a intensidade da
doenca, entre 5 e 72 horas (h) e, frequentemente ocorre apds 12 h. Apds o aparecimento dos
primeiros sintomas, inicia-se o processo de recuperacao dentro de 1 a 7 dias sendo necessario
em muitos casos o tratamento com antibiéticos (RAHMAN et al., 2018).

Nos EUA, esse patogeno causa cerca de 1,35 milhdes de doencas, 26.500
hospitalizagdes e 420 mortes anualmente. Dentre os produtos prevalentes associados aos surtos
destacam-se os produtos de origem animal, como carne de frango e ovos, porém produtos de
origem vegetal como melGes, pasta de amendoim, pepinos e legumes também tem sido
fortemente associado a ocorréncia de surtos em todo o mundo (CDC, 2020).

Segundo dados do National Outbreak Reporting System (NORS), uma plataforma
lancada pelo CDC, nos EUA entre os anos de 2010 a 2017 foram notificados 1.798 surtos de
Salmonella spp. que acometeram 37.815 individuos, geraram 5.642 hospitalizagdes e 65
mortes. Deste total de surtos registrados, cerca de 62% foram ocasionados pela ingestdo de
alimentos contaminados com S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Newport (CDC, 2018a).

Em 2018, foram reportados ao CDC cerca de 15 surtos de salmonelose nos EUA. Entre
os alimentos envolvidos pode-se destacar o cereal de trigo Honey Smacks da Kellogg, envolvido
em um surto que abrangeu 36 estados dos EUA. Este surto teve como agente etioldgico S.
Mbandaka e afetou 135 individuos, dentre os quais 34 pessoas foram hospitalizadas (CDC,
2018b).
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Em 2019, foram reportados 7 surtos de salmonelose nos EUA, dos quais 57% (n = 4)
envolveram alimentos de origem animal, como carne moida, atum cru congelado e produtos de
peru. Os outros 43% (n = 3) foram atribuidos a alimentos de origem vegetal, incluindo meléo e
mamé&o papaia. Entre os sorovares foram identificados S.Javiana, S. Dublin, S. Uganda,
S. Concord, S. Newport, S. Carrau e S. Schwarzengrund (CDC, 2019).

O primeiro surto de 2020 notificado nos EUA foi em janeiro, envolvendo S. Javaiana
em um mix de frutas cortadas (mel&o, abacaxi e uva). O surto abrangeu 11 estados, acometeu
96 pessoas dentre as quais 27 foram hospitalizadas (CDC, 2020).

O recall de produtos é uma das medidas adotadas por empresas para evitar possiveis
surtos, em marco de 2020, a empresa Ecoideas Innovation Inc. do Canada, anunciou o recall
de misturas de bolos e panquecas devido a possivel contaminacao por S. enterica. Com esses
produtos retirados do mercado foi possivel evitar relatos de doengas associadas ao seu consumo
(FOOD SAFETY NEWS, 2020a).

Na Europa, de acordo com o relatorio anual sobre tendéncias e fontes de zoonoses
publicado no final do ano de 2019, pela European Food Safety Authority (EFSA) e pelo
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), foram notificados 94.203 casos
de salmonelose humana por 28 Estados-Membros da Unido Europeia (EU) em 2018. Foram
confirmados 91.857 casos, sendo as maiores taxas de notificacdes registradas pela Eslovaquia
(124,8 por 100.000 habitantes) e a Republica Checa (102,7 casos por 100.000 habitantes),
enquanto as taxas mais baixas foram relatadas por Chipre, Grécia, Italia e Portugal (< 6,0 casos
por 100.000 habitantes) (EFSA, 2019).

Em marco de 2019, S. Poona foi relacionada como o agente etioldgico de um surto que
acometeu 32 individuos, incluindo bebés e criancas na EU. O alimento envolvido no surto foi
uma formula infantil a base de proteina de arroz. Os produtos foram distribuidos a atacadistas,
varejistas e farmacias francesas que os venderam para varios paises da EU. O surto afetou a
Franca (30 casos), Bélgica (1 caso) e Luxemburgo (1 caso) (EFSA, 2019).

Entre os meses de novembro de 2019 e janeiro de 2020, a ingestdo de queijo Morbier
de leite cru fabricado pela empresa Jean Perrin, na Franca deixou 13 pessoas doentes, onde
nove pessoas necessitaram ser hospitalizadas. De acordo com o Institut Pasteur, o agente
etiologico deste surto foi uma cepa S. Dublin (FOOD SAFETY NEWS, 2020b).

Na Africa, S. enterica é a causa nio-malaria mais comum de infeccdes da corrente
sanguinea. Assim, dois tercos dos casos, sdo causados por Salmonella nédo tifoide, gerando
casos de infeccdes alimentares (WHEELER, 2019). Aproximadamente 3,4 milhdes de casos

s&o notificados anualmente na Africa subsaariana, onde S. Typhimurium é responsavel por dois
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tercos destes casos, sendo associados ao consumo de carne crua ou mal passada, ovos, produtos
frescos e laticinios contaminados (CRUMP et al., 2015; VAN PUYVELDE et al., 2019).

No Brasil, o inicio da vigilancia dos surtos alimentares ocorreu em 1999 e atualmente
tais surtos sdo registrados através do Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo
(SINAN). Segundo o relatério sobre Surtos de Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) no
Brasil, publicado em fevereiro de 2019, a bactéria Salmonella spp. ocupa o segundo lugar como
agente causador de surtos, respondendo por 11,3% dos casos notificados no pais.

Entre 2009 a 2018 foram registrados 6.902 surtos de origem alimentar, totalizando uma
exposicao de 634.568 mil brasileiros, com 120.584 mil doentes e 99 6bitos. Destes surtos, 329
possuiam como primeiro agente etioldgico Salmonella spp., S. Typhimurium, S. Newport ou S.
Enteritidis (BRASIL, 2018). Acredita-se que 0 nimero seja mais elevado tendo em vista que as
notificacdes ndo fazem parte da cultura dos brasileiros e que o alimento veiculador ou o
microrganismo responsavel ndo foi identificado em mais de 60% dos surtos de DTA registrados
no pais (SILVA, 2019).

Dentre os 2.350 surtos que tiveram o alimento responsavel pelo surto identificado, o0s
alimentos mistos, aqueles que possuem em sua composi¢do ingredientes que pertencem a
grupos diferentes, estavam em primeiro lugar com cerca de 25,5% (n = 600), seguido de 10,7%
(n = 251) atribuidos a multiplos alimentos, quando dois ou mais alimentos sdo apontados como
responsaveis pelo surto. Em relacdo ao local de ocorréncia dos surtos, as residéncias
representaram 37,2% (n = 2.533), seguida por 16% (n = 1.089) atribuidos a padarias e
restaurantes.

Levando em consideracdo as regifes com maior indice de notificagdes neste periodo
destacam-se a regido Sul e Sudeste com 48,9% e 23,4%, respectivamente, sendo o Nordeste
ocupante do terceiro lugar, com 17,9% (BRASIL, 2018). Entretanto, acredita-se que as maiores
incidéncias ocorrem no Nordeste, em decorréncia dos casos ndo diagnosticados e/ou
subnotificados (GUILHERME; ESTEVES, 2017).

2.2 SOBREVIVENCIA DE Salmonella EM ALIMENTOS DE BAIXA UMIDADE

Os novos hébitos alimentares de consumo conduzem novos desafios para a seguranca
microbiol6gica dos alimentos. Patdgenos classicos tém demonstrado sobrevivéncia em matrizes
alimentares atipicas, como é o caso dos alimentos de baixa umidade (NASCIMENTO, 2019).

A sobrevivéncia/crescimento de microrganismos patogénicos nestes alimentos é preocupante
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para produtores, distribuidores, reguladores e consumidores (TAYLOR; QUINN; KATAOKA,
2019).

Os alimentos com baixa umidade séo aqueles que possuem A, igual ou inferior a 0,85
[Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO, 2018)]. Os alimentos de baixa
umidade, foram considerados, durante muito tempo seguros do ponto de vista microbioldgico.
Porém, nos altimos anos, estes alimentos tém sido relacionados a surtos de origem alimentar
(TADAPANENI et al., 2017).

A sobrevivéncia de patdgenos em alimentos de baixa umidade ndo depende somente da
A, do alimento, mas também de outros fatores, tais como, temperatura de armazenamento e
composicdo da matriz alimentar (FINN et al., 2013). Além disso, a seguran¢a microbioldgica
dos alimentos secos é dependente da qualidade microbioldgica das matérias-primas, porque a
contaminacdo ocorre frequentemente durante a producdo primaria, persistindo durante o
processamento (PITTIA; ANTONELLO, 2016).

Nos ultimos anos ocorreram recalls e surtos causados por S. enterica envolvendo
produtos de baixa umidade como: pimenta do reino (KELLER et al., 2013), manteiga de
amendoim (LATHROP; TAYLOR; SCHNEPF, 2014), chas (KELLER et al., 2015) e biscoitos
(BEUCHAT; MANN, 2015).

Em condig0es estressantes, incluindo aquelas que séo utilizadas no processamento de
alimentos, como o uso do calor e até mesmo 0 meio com baixa Aa, S. enterica consegue
desenvolver diversos mecanismos de adaptacdo que influenciam na sua sobrevivéncia,
persisténcia e patogenicidade (GAYAN et al., 2016). Entre os mecanismos de sobrevivéncia
desenvolvidos em condi¢des desfavordveis estdo o acimulo de metabolitos osmoprotetores,
mudanga dos fatores sigma (o) e entrada ao estado metabolicamente ativo baixo chamado de
viavel, mas néo cultivavel (VNC) (MUTZ et al., 2019).

A presenca de osmoprotetores é importante para equilibrar a osmolaridade da
composicgdo celular interna com a do ambiente externo, evitando assim a perda de agua. Como
exemplo, o acumulo de solutos eletricamente neutros e compativeis com baixo peso molecular,
como prolina, glicina, betaina e ectoina pode facilitar a célula bacteriana a limitar a perda de
agua (MELLACHERUVU; TALAKAYALA; GARLADINNE, 2019).

Comparadas as células cultivaveis, as células VNC tém maior resisténcia fisica,
quimica e antibidtica, devido a sua menor atividade metabdlica e a fortalecimento da parede
celular (PINTO et al., 2015). Assim conseguem sobreviver por um longo periodo voltando ao
estado cultivavel apos a remocéo do agente estressor (AYRAPETYAN; WILLIAMS; OLIVER,
2015).
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As caracteristicas prevalentes de cepas de S. enterica isoladas de alimentos de baixa
umidade envolve protecdo cruzada, tolerancia ao calor entre outros estresses, além de elevado
poder infectante (ESBELIN; SANTOS; HEBRAUD, 2018). Um numero de células de S.
enterica (4 a 6 log) é muitas vezes suficiente para causar infecgdo em surtos de salmonelose em
humanos adultos, mas em individuos altamente susceptiveis ou se contida em alimentos como
chocolate, manteiga de amendoim e queijo, essa dose pode ser tdo baixa quanto 1 a 2 log
(COSBY et al., 2015). Além disso, a composicdo da matriz alimentar pode desenvolver um
efeito protetor (STONE et al., 2016) e influenciar na sua sobrevivéncia durante o sistema
digestivo (BIRK et al., 2016).

A protecdo cruzada esta associada a fatores sigma alternativos como ¢° (RpoS) e of
(RpoE), estes fazem parte das respostas gerais quando o microrganismo é exposto a estresses
como a privacdo de nutrientes, hiperosmolaridade e estresse acido (MUTZ et al., 2019). Sendo
o fator ¢F importante para a tolerancia a desidratacdo em S. enterica (FINN et al., 2013).

O efeito do estresse por dessecacao a longo prazo na resisténcia de S. Typhimurium (8,0
log UFC/g) foi avaliada durante a estocagem (28 °C/180 dias) e posterior torrefacdo a seco do
amendoim a 120 °C por 10, 20 e 30 minutos (min.). Durante os primeiros 30 dias de
armazenamento, ocorreu uma diminuicdao de 1,3 log UFC/g, ao longo do tempo, as células
foram capazes de se adaptar as condic¢Oes de estresse e se tornaram mais resistentes. A amostra
de amendoim armazenada por 30 dias apresentou reducgdes de 1,8 e 3,2 log UFC/g, enquanto as
amostras armazenadas por 180 dias a diminuigéo foi de 0,7 e 1,3 log UFC/g apds 20 e 30 min.
a 120 °C, respectivamente. Esses resultados demonstram um aumento da resisténcia térmica a
partir de 30 dias de armazenamento, sugerindo que a exposicdo a longo prazo pode ativar
mecanismos de resisténcia cruzada (PEREIRA et al., 2020).

Sorovares de S. enterica (S. Miami, S. Muenster, S. Yoruba, S. Javaiana, S. Glostrup)
foram inoculados em amendoins (9 log UFC/g), com o objetivo de avaliar seu comportamento
durante sua secagem (35 e 40 °C por 18h) e branqueamento (95 e 100 °C durante 15 min. e
posterior remocao da pele). Foi observado que o comportamento dos sorovares foi similar em
ambas as temperaturas de secagem, ndo apresentando diferencas estatisticas. Apds 18h de
secagem ocorreu reducdes de 1,9 log UFC/g a 35 °C e 2,0 log UFC/g a 40 °C, a primeira etapa
do branqueamento provocou reducdes de 0,9 e 1,3 log UFC/g a 95 °C e 100 °C, respectivamente.
A remocdo da pele do amendoim favoreceu um maior declinio, resultando em reducdes finais
de 1,5 e 2,1 log UFC/g, apresentando diferencas significativas. Os resultados evidenciam a
importancia do processo de secagem e branqueamento do amendoim, na inativacédo térmica da
Salmonella spp. (PRESTES et al., 2019).
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A inativacdo de células de S. enterica (S. Typhimurium, S. Agona, S. Reading e S.
Enteritidis) osmoticamente adaptadas e nao adaptadas em recheios de creme (biscoito e praliné)
e brioches recheados armazenados a 15, 20 e 30 °C foi avaliada. Quando os brioches recheados
foram armazenados a 20 °C, a populacéo de S. enterica diminuiu até o limite de deteccdo (1 log
UFC/g) ap6s 48 dias (ndo adaptadas) e 61 dias (adaptadas), indicando que as células
osmoticamente adaptadas conseguem sobreviver durante 60 dias a temperatura que é
comumente utilizada durante sua vida de prateleira. No armazenamento a 30 °C, foram
necessarias apenas 2 semanas para atingir o limite de deteccdo independente da célula e da
matriz em estudo. As maiores taxas de sobrevivéncia foram observadas nos recheios de biscoito
e praliné (tsp: 79,9 £ 27,1 dias e 150, 3 + 19,6 dias, respectivamente) comparado com 0s
brioches recheados com creme de biscoite e praliné (tsp: 61,3 £ 0,9 dias e 52,5 + 4,6 dias,
respectivamente). No geral, a sobrevivéncia de S. enterica é afetada pela matriz alimentar,
temperatura de armazenamento e adaptacdo osmotica (KAPETANAKOU et al., 2019).

A avaliacdo da sobrevivéncia de sorovares de S. enterica (S. Anatun, S. Enteretidis, S.
Oranienburg, S. Sundsvall e S. Tennessee) inoculadas em nozes secas (noz pecd, avelds e
pinhdes) (11 log UFC/g) com Aa final de 0,4 + 0,06 e 0,60 + 0,05) armazenadas a diferentes
temperaturas (4, 10 e 25 °C) foi avaliada durante um ano. Os pesquisadores observaram que as
populacdes de S. enterica foram relativamente estaveis ao longo do periodo avaliado quando
armazenadas a 4 e 10 °C em ambos os niveis de Aa. Declinios significativos foram observados
a 25 °C com A, 0,4, onde o tempo necessario para a primeira reducéo foi estimado em 24
semanas para avelds, 34 semanas para noz pecd e 52 semanas para pinhdes. Na mesma
temperatura, mas com A, 0,6, 0 tempo estimado para a primeira reducdo foi bem menor, sendo
emtorno de 9, 10 e 16 semanas, para avelds, noz pecé e pinhoes, respectivamente. Os resultados
mostraram que a sobrevivéncia das cepas sofre influéncia significativa do tipo de noz, Aa e
temperatura de armazenamento (SANTILANA FARAKOS; POUILLOD; KELLER, 2017).

Em investigacédo do efeito de condicOes estressantes na sobrevivéncia de sorovares de
S. enterica (S. Typhimurium, S. Aberdeen, S. Cubana e S. Paratyphi) (6,0-7,0 log UFC/qg)
inoculada em halva (Aa = 0,19) e submetidas ao armazenamento por 12 meses a 10 e 25 °C foi
observado que ao longo do tempo de estocagem e como o0 aumento da temperatura as contagens
diminuiram significativamente. No final dos 12 meses, na temperatura de 10 °C, as populacGes
de S. enterica ndo expostas a estresse, dessecadas ou estressadas pelo calor reduziram 2,7, 2,6
ou 2,8 log UFC/ g, respectivamente. Enquanto que a 25 °C, as contagens diminuiram 5,2, 6,7
ou 6,3 log UFC/g. O comportamento das células submetidas a condigdes estressantes foi

significativamente diferente das células ndo estressadas apenas nos ultimos 3 meses de
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armazenamento a 25 °C, quando as populagdes de células ndo estressadas foram maiores. O
estudo demonstrou capacidade de sobrevivéncia de S. enterica em halva, principalmente
guando armazenadas a 10 °C (OSAILI et al., 2017)

A sobrevivéncia de sorovares de S. enterica (S. Enteritidis, S. Thompson, S.
Typhimurium, S. Hartford e S. Tennessee) (7,0 log UFC/mL) também foi investigada em 6leo
de amendoim (A.= 0,52), casca de amendoim (A.= 0,33) e sementes de chia (As= 0,58),
armazenados a 20 °C durante 150 dias. Os cinco sorovares sobreviveram por 90 dias (S.
Thompson e S. Hartford) e até 105 dias (S. Enteritidis, S. Typhimurium e S. Tennessee) em 6leo
de amendoim, as maiores contagens (7,1 log UFC/mL) foram obtidas apds 60 dias para 0s
sorovares S. Enteritidis e S. Tennessee. A S. Hartford sobreviveu 150 dias em sementes de chia
com as maiores contagens (4,2 log UFC/mL) por 80 dias, 0s outros sorotipos apresentaram
menores contagens (~ 3,5 log UFC/mL). A casca de amendoim apresentou 0S menores
parametros de sobrevivéncia. Os sorotipos S. Hartford e S. Thompson exibiram uma
sobrevivéncia maior (96 h) em compara¢do com os do S. Tennessee, S. Typhimurium e S.
Enteritidis (ou seja, 10, 4,5 e 4 h, respectivamente). Na casca de amendoim todas as cepas
apresentaram reduc@es quase imediatamente apds a inoculacdo, apresentando diferencas entre
as cepas. Os resultados indicam que ingredientes de baixa Aa possuem potencial para permitir

a sobrevivéncia de cepas de S. enterica por longos periodos de tempo (FONG; WANG, 2016).

2.3 COCO (Cocos nucifera L.)

A espécie Cocos nucifera L. é uma das culturas de palma de subsisténcia e comerciais
mais importantes do mundo (ALRIFAI; MARCONE, 2019). O fruto desta espécie é
tipicamente composto de trés camadas distintas: 1) epicarpo ou exocarpo, a camada mais
externa; 2) mesocarpo, a camada do meio conhecida como casca; e 3) o endocarpo, a camada
externa dura (Figura 1). A semente é envolvida pelo endocarpo, sendo constituida por uma fina
camada marrom, o tegumento que fica entre o endocarpo e o endosperma sélido. Este Gltimo é
representado pela polpa branca, carnuda e oleosa da semente, principalmente no fruto seco.
Internamente, cercada por essa polpa branca, a semente possui uma grande cavidade cheia de
agua opalescente que € o endosperma liquido (Figura 1) (FERREIRA et al., 2019).

Os cocos destinados para seu consumo in natura de agua de coco (coco verde) devem
ser colhidos, entre o sexto e sétimo més, neste periodo possui altos teores de frutose, glicose,
solidos soluveis e volume de &gua. Com a maturacdo do fruto esses valores diminuem, a polpa

anteriormente gelatinosa e translucida passa a ser dura, branca e opaca entre o décimo primeiro



26

e décimo segundo més, os cocos colhidos nessa fase sdo definidos como coco maduro ou coco
seco (SOARES, 2014).

Mesocarpo

Endospermalliquido

Figura 1 - Corte longitudinal do coco (Cocos nucifera L.)
Fonte: Kohler (2014) adaptado pelo autor (2020).

Endosperma sdlido

O consumo de coco in natura e produtos relacionados é crescente entre paises como
Filipinas, Indonésia, Brasil e india. Algumas razbes para o aumento da popularidade desses
produtos estéo relacionadas aos seus beneficios para a saude (WALLACE, 2019). Existem
evidéncias de que o consumo de coco pode fortalecer o sistema imunoldgico no tratamento de
doengas, como problemas digestivos, bronquite, infec¢cdes na garganta e auxilia no controle do
diabetes (AKPRO et al., 2019).

De acordo com FAOQ, a area de cultivo de coco é reportada em 12,3 milhdes de hectares
distribuidos em 92 paises, produzindo 61,1 milhdes de toneladas anuais. O Brasil encontra-se
em sexto lugar, com 216 mil hectares de area colhida, produzindo 2,34 milhdes de toneladas
anuais, estando 80% dessa producdo no Nordeste do pais (FAO, 2018; SINDCOCO, 2019).

Segundo dados do servico de estatistica de comércio exterior do Ministério da
Agricultura (AGROSAT), as exportagdes totais de coco e derivados foram de 975 mil
toneladas, enquanto que as importacdes chegaram a 15,7 milhdes de toneladas mundialmente.
A Espanha é o principal pais de destino das importa¢des, enquanto que a Indonésia destaca-se
como sendo a origem das importacées (AGROSAT, 2019).

O Brasil ndo se encontra entre os maiores mercados mundiais do coco, mas tem
participado da exportacdo (1 mil toneladas) e importacdo (18,1 mil toneladas) de alguns
produtos como cocos frescos ou secos, 6leo de coco e coco ralado (BRAINER, 2018). O cultivo

de coqueiro em muitos paises do mundo, incluindo o Brasil, destina-se a comercializacdo de
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produtos como a copra (polpa seca), 6leo, coco verde, dgua de coco, leite de coco e coco
desidratado (RODRIGUEZ; VADAMALAI; RANDLES, 2017).

O coco seco desidratado é definido pelo Codex Alimentarius (2011) como um produto
preparado a partir do endosperma de coco inteiro e processado por operacdes adequadas de
descasque, quebra, lavagem, trituracdo, secagem e peneiracdo. No geral, o coco ralado é
classificado conforme o tamanho em extra-fino, o coco dessecado cujo 90% do peso consegue
passar facilmente por uma peneira de 0,85 mm e 25% do peso deve passar por uma peneira de
0,50 mm de abertura; fino, onde 80% do peso devera passar por uma peneira de 1,40 mm e no
méaximo 20% do peso devera passar por uma peneira de 0,71 mm da abertura; médio, o coco
dessecado, cujo 90% do peso deve passar por uma peneira de 2,80 mm, e no maximo 20% do
peso devera passa por uma peneira de 1,40 mm de abertura e coco dessecado de outro tamanho,
abrangendo todas as outras apresenta¢des, incluindo "cortes extravagantes" ou cortes especiais.
Entretanto ndo existem especificacdes a nivel de comércio mundial, ficando a critério de cada
exportador ou importador ter seus préprios padrdes e exigéncias (Codex Alimentarius, 2011).

O coco seco possui um sabor Unico, sendo amplamente utilizado em produtos
alimenticios, como produtos de panificacdo e confeitaria. O coco seco fresco possui 42,2% de
umidade, 7,5% de proteina e 12,3% de gordura (LIU, 2016), apds o processo de desidratacdo a
umidade deve diminuir para valores menores que 4% (XIONG; WU; YE, 2017).

A microflora do interior do coco inteiro, ainda na palmeira € praticamente inexistente,
sendo caracterizada por poucos microrganismos viaveis. No entanto, a partir do momento da
colheita seguido pelos processos de estocagem, em contato com o solo, descasque do fruto e
transporte a contaminacéo tende a acontecer (FROCHLICH, 2015).

Durante o processamento dos flocos de coco, a polpa é um substrato susceptivel a
contaminacdo por microrganismos como S. enterica e Staphylococcus, devido a contaminacao
de equipamentos e utensilios utilizados durante as etapas de despolpamento, despelicagem,
lavagem e desintegracdo (KUMAR et al., 2003). Ap0s estas etapas ocorre a desidratacdo que
reduz a quantidade de microrganismos, no entanto as bactérias sobreviventes estdo fortemente
associadas a polpa umida, esses microrganismos patogénicos podem se multiplicar causando
problemas a satde publica (MEEMA et al., 2019).

A contaminagdo de coco ralado desidratado por S. enterica tem sido relatada desde
1955, quando foram encontrados resultados positivos para diferentes sorotipos de S. enterica
importados para a Australia do Territorio da Papua e Nova Guiné (WILSON; MACKENZIE,
1955). Em 1960 um surto foi registrado em uma maternidade de Lancashire, envolvendo 9

adultos e 5 criancas, além de 12 portadores sem sintomas, todos estavam infectados com S.
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paratyphi-B. Os pacientes relataram terem ingerido grandes quantidade de coco seco ou
consumido bolo contendo coco desidratado, apresentando também quadros de gastroenterites
(SEMPLE, PARRY, GRAHAM, 1961).

A Hayward, Global Commodities Corporation em conjunto com a Food and Drug
Administration (FDA) retirou um lote de coco ralado congelado da marca Buenas em outubro
de 2019, ap0s testes do Departamento de Saude da Califérnia evidenciarem uma possivel
contaminacdo do produto por Salmonella, esse produto era originario das Filipinas e foi
distribuido em locais de varejo do norte da Califérnia (FOOD SAFETY NEWS, 2019).

Em 2018, ocorreram 2 novos surtos nos EUA envolvendo coco seco fresco, um deles
ocorreu em maio de 2018, envolvendo 9 estados americanos (California, Colorado,
Connecticut, Distrito da Colombia, Idaho, Missouri, Oregon, Texas e Utah), resultando em 3
hospitalizacdes e 14 individuos infectados com a cepa de S. Typhimurium. Evidéncias
epidemiologicas, laboratoriais e de rastreamento mostraram que 0 coco seco fresco da marca
International Organic Harvest, o chamado Organic Go Smiles foi a provavel fonte desse surto
(CDC, 2018c).

O segundo surto teve como fonte o coco ralado congelado da marca Coconut Tree,
distribuido pela Evershing International Trading Company, deixando 27 pessoas infectadas em
9 estados americanos, causando 6 internagdes. Através da utilizacdo de técnicas de eletroforese
em gel de campo pulsado e sequenciamento completo do genoma foi possivel identificar as
cepas S. | 4, [5], 12: b: - e S. Newport como responsaveis pelo surto (CDC, 2018d). Em abril
de 2020, a FDA anunciou um novo recall relacionado ao surto do coco ralado congelado da
marca Coconut Tree, distribuido pela Evershing International Trading Company, pois este
produto ainda estava disponivel para o consumidor no mercado (FOOD SAFETY NEWS,
2020).

O coco seco fresco possui elevada umidade, Aa e disponibilidade de nutrientes como
carboidratos e proteinas que favorecem o desenvolvimento de microrganismos limitando a vida
de prateleira do produto (DINI, 2019), sendo necessario 0 emprego de técnicas de conservagao
para manter a qualidade do produto durante o maior tempo possivel assim como garantir que
microrganismos patogénicos nido estejam presentes (ANTONIO-GUTIERREZ et al., 2019).
Entre os métodos de conservacao utilizados pode-se destacar a desidratacdo convencional ou
osmotica e o congelamento (NIAKOUSARI et al., 2018).

A desidratagdo pode ser definida como o processo de remocédo de agua de uma matéria-
prima Umida através da aplicacdo de calor (SABAREZ, 2016). Além disso, a desidratagcdo é um

processo amplamente utilizado pela industria de alimentos que permite a reducdo do volume
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dos alimentos, facilitando assim as opera¢Oes de armazenamento e transporte, assim como
favorece caracteristicas desejaveis a determinados produtos alimenticios (BERK, 2018).

As condicdes aplicadas para desidratacdo dos flocos de coco séo a 50-70 °C até um nivel
de umidade inferior ou igual a 4% (SHETE et al., 2016). Além da desidratagdo convencional,
outro método utilizado na reducdo do teor de 4gua do alimento é a desidratacdo osmotica. Nesse
processo a agua é retirada da matriz alimentar através da imersao em uma solucéo de sais, como
cloreto de sddio e cloreto de calcio ou agucares como glicose, sacarose, trealose, manitol em
elevada concentracdo. Consequentemente, a agua flui através da membrana sendo transferida
do alimento para a solu¢do em virtude da diferenca na pressdo osmoética (BERK, 2018; KEER,
2019).

No entanto, na desidratacdo osmotica, os alimentos ndo atingem uma A, tdo baixa
quanto na desidratacdo convencional, sendo necesséria outra tecnologia complementar para a
preservacdo. Assim a desidratacdo osmotica é utilizada muita das vezes como um pre-
tratamento antes da desidratacdo convencional, para reduzir a severidade e melhorar o processo
(BARMAN; BADWAIK, 2017).

Os modelos matematicos ja foram utilizados para descrever a cinética microbiana de S.
Typhimurium, durante a estocagem da &gua de coco (BERISTAIN-BAUZA et al., 2018;
OCHOA-VELASCO et al., 2018); e avaliar o comportamento e cinética de inativacdo de cepas
de S. enterica em 6leo de coco virgem (GABRIEL; NEPOMUCENO, 2020). No entanto os
dados do comportamento de cepas de S. enterica em flocos de coco desidratado séo escassos,
sendo importante conhece-los, pois a partir desses dados é possivel estimar a sobrevivéncia

desse patdgeno ao longo do processo produtivo.

2.4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A seguranga microbiana dos alimentos se apresenta como um desafio para o setor
alimenticio, dessa forma se tem investido grandes esforgos nas pesquisas na &rea da
microbiologia preditiva assim como na avaliagdo quantitativa de risco microbiano
(KOUTSOUMANIS; LIANOU; GOUGOULL, 2016; MEMBRE; GUILLOU, 2016).

Os microrganismos presentes nos alimentos, em condi¢cdes adequadas podem crescer
em diferentes fases, incluindo as fases lag, log, estacionaria e declinio. No entanto em condi¢bes
desfavoraveis, a popula¢do microbiana tende a diminuir progressivamente ao longo do tempo
(HUANG, 2017a).
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A microbiologia preditiva é uma ferramenta Gtil para avaliar o declinio ou crescimento
microbiano, pois permite por meio de modelos matematicos, predizer o comportamento
microbiano nos alimentos, em funcao dos fatores extrinsecos e intrinsecos do alimento, como
temperatura, pH e a A, (PEREZ-RODRIGUEZ; VALERO, 2013). O conhecimento do
comportamento dos patégenos microbianos que podem estar presentes nos alimentos é
importante para garantir a seguranca microbiolégica do alimento. O desenvolvimento de
estudos nessa tematica possibilita estimar as consequéncias das opera¢des de manipulacao,
processamento e armazenamento dos alimentos sobre o crescimento, sobrevivéncia e inativagéo
de patdgenos (USDA, 2016).

Nas ultimas décadas as pesquisas no campo da microbiologia preditiva tém se voltado
para o desenvolvimento e aprimoramento de uma ampla gama de modelos matematicos,
juntamente com o desenvolvimento de softwares, com inimeras aplicacbes para
armazenamento, analise, visualizacdo e recuperacao de dados, contribuindo para a avaliacdo e
previsdo da seguranca e qualidade microbiana dos alimentos (AKKERMANS;
NIMMEGEERS; VAN IMPE, 2018; KOUTSOUMANIS; LIANOU; GOUGOULLI, 2016).

A utilizacdo de modelos matematicos que descrevem 0 comportamento cinético
microbiano, pode ser valiosa na determinacdo de até que ponto 0s processos térmicos existentes
podem ser modificados para obter uma melhor qualidade dos alimentos, essas previsoes
também podem ser importantes para o planejamento de Analise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC) (GIL et al., 2017).

Os modelos matematicos tradicionais utilizados na microbiologia preditiva geralmente
requerem um processo de trés etapas. A primeira etapa identifica 0 modelo primario mais
adequado e estima os parametros cinéticos associados (taxa de crescimento e tempo de laténcia,
por exemplo). A segunda etapa consiste em avaliar o efeito de fatores ambientais, como a
temperatura, nos parametros cinéticos dos modelos primarios e escolher um modelo secundério
apropriado. Na ultima etapa, os modelos primarios e secundarios sdo combinados para formar
0 modelo terciario que serd utilizado para prever o comportamento microbiano apos validacéo
adequada (HUANG, 2017b).

Existem uma grande variedade de modelos propostos que descrevem a inativacdo de
microrganismos. De acordo com a literatura modelos como Weibull, Baranyi e Roberts, log
linear, log-linear com cauda e ombro, Geeraerd, entre outros, sdo bastante utilizados. Os tipos
de curva de inativagdo normalmente observadas estéo representadas na Figura 2. A curva log-
linear (Figura 2 a) apresenta a modelagem mais simples, seguindo uma cinética de primeira

ordem. Existem curvas de inativacao que apresentam uma parte linear com a presenca de ombro
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de ombro (Figura 2 b), cauda (Figura 2 c), ou ombro e cauda (Figura 2 d). As curvas bifasicas
(Figura 2 e) expbem um comportamento log-linear de duas subpopulacGes com diferentes
resisténcias microbianas. E as curvas de sobrevivéncia (Figura 2 f) exibem o comportamento
com concavidade para cima e para baixo (SOUZA; KOUTCHMA, 2020).
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Figura 2 — Curvas do comportamento de microrganismos normalmente observadas

Fonte: Souza e Koutchma, 2020.

Estudos envolvendo o desenvolvimento de modelos matematicos do crescimento de
patdgenos e deteriorantes tem sido cada vez mais utilizados pela inddstria de alimentos, para o
estabelecimento de ac¢des de prevencdo a manejo de risco (RODRIGUEZ-MARTINEZ et al.,
2020; HUANG, 2017a; FANG et al., 2015). A modelagem matematica da sobrevivéncia de S.
enterica em alimentos de baixa umidade tem sido explorada por meio de diferentes modelos

como apresentado no Quadro 1.
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Sorovar(s) testado(s)

Matriz alimentar

Modelo(s)
aplicado(s)

Principais observactes

Referéncia

S. Enteritidis PT30

Améndoas

Log-linear e Weibull

O modelo Weibull explicou melhor a morte desse sorovar para
torrefacdo, enquanto para o branqueamento ambos os modelos foram
eficazes. Para 0 branqueamento, os valores de D foram 12,7 s (secagem
acelerada) e 10,7 s (convencional). Para a torrefacdo de dleo, os valores
de b foram 4,59 s (secagem acelerada) e 4,18 s (convencional).

Mohammad et al.
(2020)

S. Typhimurium

Amendoim

Weibull

O modelo Weibull demonstrou que os dados sofreram influéncia do
tempo de armazenamento. A amostra ndo armazenada apresentou
reducdes de 1,8 e 3,2 log UFC/g, enquanto nas amostras armazenadas
por 180 d a diminuigdo na contagem de foi de 0,7 e 1,3 log UFC/g apds
20 e 30 min a 120 °C, respectivamente. Para as redugdes de 4 e 5 logs
eram necessarios entre 34,9 e 59,0 min e 40,3 e 68,0 min,

respectivamente.

Pereira et al. (2020)

S. Typhi,
S. Enteritidis
S. Agona,
S. Anatum e

S. Senftenberg

Férmulas infantis

Log-
linear+Shoulder,
Biphasic+Shoulder e

Log-linear

No modelo de inativacao priméria, inicialmente foi observado um perfil
bifasico, com comportamento da linear logaritmico, em fungdo da
poténcia aplicada durante o aquecimento doméstico por micro-ondas.
A partir da validacdo do modelo secundario, o erro quadrado médio
(RMSE < 0,35) e 0 R?(R?> 0,97) apresentaram um bom ajuste para o
modelo de inativacdo das cepas em formulas infantis por aquecimento

por micro-ondas.

Portela et al. (2019)




33

Quadro 1 — Modelos matematicos utilizados para compreensdo do comportamento de S. enterica em alimentos de baixa Aa (continuacdo)

Sorovar(s) testado(s)

Matriz alimentar

Modelo(s)
aplicado(s)

Principais observacdes

Referéncia

S. Muenster, S. Yoruba, S.
Javaina, S. Miami e
S. Glostrup

Amendoim

Weibull

O modelo Weibull (R%> 0,96), indicou um bom ajuste dos dados. Na
secagem, as temperaturas avaliadas ndo apresentaram efeito
significativo (p > 0,05) nos pardmetros Weibull. O valor  foi de 0,65
a 35 °C e 0,72 a 40 °C. No branqueamento, os valores de o foi
influenciado pela temperatura de aquecimento (p < 0,05), com valores
de 9,8 min (95 °C) e 4,8 min (100 °C). O aquecimento a 95 °C mostrou
uma morte praticamente linear das cepas (f = 0,85), enquanto a 100 °C

uma curva concava para cima (B = 0,63).

Prestes et al. (2019)

S. Enteritidis PT30

Améndoas

Log-linear e Weibull

As curvas de inativagdo mostraram uma tendéncia razoavelmente
linear. A adaptacdo dos modelos log-linear e Weibull aos dados foi
razoavel, os valores de D variaram de 15,7 a 18,0 min e 0 RMSE entre
0,25 a 0,69 log UFC/g.

como a falta de homogeneidade ou variabilidade

O modelo Weibull apresentou maiores
incertezas,

sistematica no fator de forma (b).

Garces-Vega; Ryser;
Marks (2019)

S. Typhimurium,
S. Agona, S. Reading e
S. Enteritidis

Recheios e Brioche

recheados

Weibull e Regressdo

linear

As curvas de inativacdo foram melhor ajustadas ao modelo Weibull e
os valores de 6 e B foram usados para calcular o tempo para 4 redugdes
(t4D). Os valores observados foram t4D: 79,9 + 27,1 dias (recheios de
creme de biscoito) e 150,3 + 19,6 dias (creme praliné). Valores de
t4D: 61,3 £ 0,9 dias foram observados nos brioches recheados com
biscoito e 52,5 + 4,6 dias para os recheados com praliné) a 20 °C. O
modelo secundario mostrou que a sobrevivéncia das cepas foi afetada

pela temperatura e adaptagdo osmotica (Ragj? 0,83-0,96).

Kapetanakou et al.
(2019)
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Quadro 1 — Modelos matematicos utilizados para compreensdo do comportamento de S. enterica em alimentos de baixa Aa (continuacdo)

S. Typhimurium,
S. Mbandaka e
S. Montevideo.

para animais

0s Ultimos 16 meses de armazenamento. O modelo Weibull
proporcionou um ajuste adequado, tanto na fase inicial de declinio

rapido quanto na Ultima fase, declinio lento.

Sorovar(s) testado(s) Matriz alimentar Modelo(s) Principais observacdes Referéncia
aplicado(s)
As amostras foram inoculadas em dois niveis de in6culo (3 e 6 log
Amendoim cru sem UFC/g). As menores reducdes foram observadas no amendoim torrado
casca, amendoim (1,01 e 2,53 log UFC/g) e na pacoca (0,87 e 3,82 log UFC/g), em baixo ]
o . . i o . . Nascimento et al.
S. Typhimurium torrado, amendoim Weibull e alto nivel de indculo, respectivamente. Ao 180° dia de (2018)
sem casca, pagoca e armazenamento do pé de moca foi observado auséncia de S. enterica.
pé de moca O modelo Weibull forneceu um ajuste adequado aos dados (R? 0,81),
com o valor 6 variando de 0,06 a 49,75 dias.
S. Anatum, S. Ohio, A cinética de sobrevivéncia das cepas de S. enterica seguiu um padréo
S. Infantis, S. Derby, ndo linear, com declinio rapido inicial (1,7 log UFC/g/més), nos 3
S. Newport, S. Bredeney Alimentos secos Weibull primeiros meses e declinio mais lento (0,15 log UFC/g/més) durante Lambertini et al.
eibu

(2016)

S. Enteritidis PT30

Farinha de trigo

Log-linear, Weibull,
Superficie de resposta
de segunda ordem,
Bigelow modificado

e Efeitos combinados

As andlises estatisticas dos modelos primarios favoreceram o modelo
log-linear. A incorporacdo dos modelos secundarios no modelo
primario log-linear resultou em RMSE de 2,1, 0,78 e 0,96 log UFC/g
e valores de critério de informacdo Akaike corrigidos de 460, -145 e -
19 para a superficie de resposta, Bigelow modificado e efeitos
combinados, respectivamente. O modelo de Bigelow modificado
previu a letalidade da cepa significativamente melhor (P <0,05) do que

0s outros modelos secundarios examinados.

Smith et al. (2016)
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Quadro 1 — Modelos matematicos utilizados para compreensdo do comportamento de S. enterica em alimentos de baixa Aa (continuacdo)

Sorovar(s) testado(s) Matriz alimentar Modelo(s) Principais observac@es Referéncia
aplicado(s)
S. Typhimurium, A sobrevida das cepas testadas ndo segue a cinética log-linear,
S. Tennessee, Proteina do soro de Weibul mostrando curvas com caudas assintéticas significativas. A cinéticade | Santillana Farakos;
eibu
S. Agona e leite em pd sobrevivéncia das cepas de S. enterica foram bem descritas pelo | Hicks; Frank (2014)
S. Montevideo modelo de Weibull (Raq? 0,59 a 0,97 e RMSE 0,27 a 1,07).
L o As cursas de inativacdo era linear, os resultados mostraram que a
Cinetica de primeira | = = ) o )
. inativacdo foi bem ajustada tanto pela distribuicio de Weibull (R? 0,93
. ordem, Weibul o o . .
o Farinha de - a 1,00) quanto pela cinética de primeira ordem (R? 0,82 a 0,96). O Villa-Rojas et al.
S. Enteritidis PT 30 modificado e )
Améndoas ) o estudo mostrou que pequenos aumentos na A, reduziram (2013)
polinomiais

secundarios

drasticamente o tempo de inativacdo e a temperatura de tratamento das

améndoas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CEPAS TESTE

As cepas incluidas no estudo foram S. Enteritidis PT4 (CFSANOQ77723), S.
Typhimurium PT4 (CFSANO077701), S. Bredeney (CFSANO077740), S. Muenster
(CFSANOQ77773). Essas cepas foram isoladas de alimentos envolvidos em surtos. O genoma
completo das cepas esta disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=STRAIN CODE (Projeto FDA
PRINA186035) (MELO et al., 2021). A cepa S. Agona (IOC 2305) isolada de farelo de soja
também foi utilizada como cepa teste (FURTADO et al., 2020). Os estoques de células foram
estocados a -80 °C em Caldo de Triptona de Soja (TSB; Himedia, india) contendo glicerol 20
% viv.

Cada in6culo foi obtido apds o preparo de suspensdes em solucdo salina estéril (NaCl
0,85%, p/p) de culturas cultivadas em TSB a 37 °C por 18 h. As células de Salmonella de cada
cepa foram colhidas (4500 x g, 15 min, 4 °C), lavadas duas vezes e ressuspensas em solucéo
salina estéril. Solucdes padrdes de 8 log CFU/mL foram obtidas para cada cepa ap6s o ajuste
da concentracdo celular por meio de medida de densidade Optica em espectrofotdmetro a 625
nm (OD 625; 0.03). Em seguida, o coquetel de cinco cepas foi preparado combinando volumes
iguais de cada cultura (1:1:1:1:1), para obteng&o do inoculo final. O nimero de células no
indculo foi determinado por plaqueamento em Agar Triptona de Soja (TSA; Himedia, india)

3.2 INOCULACAO NA MATRIZ ALIMENTAR

Cocos secos (maduro) foram selecionados com base na cor, forma, uniformidade de
tamanho e auséncia de lesGes mecénicas, sinais de deterioracdo ou inicio de germinacdo. Os
frutos foram adquiridos na Empresa Paraibana de Abastecimento e Servigcos Agricolas
(EMPASA, Jodo Pessoa, Brasil). Os frutos inteiros foram autoclavados (121 °C a 1,1 atm. de
pressdo por 20 min.) e em seguida foram partidos manualmente usando um martelo previamente
higienizado em cabine de biosseguranca (PA 410, Pachene, Brasil) para a remocao asséptica do
endosperma (polpa branca) e remocéo da pelicula marrom (tegumento). A polpa foi ralada com
auxilio de ralador previamente esterilizado em autoclave para obtencéo dos flocos de coco com
aproximadamente 4 x 1 mm. Esses procedimentos foram realizados no mesmo dia da

desidratagéo.
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A inoculacéo foi realizada de acordo com os procedimentos descritos por Du et al.
(2020). O coquetel (10 mL) de S. enterica padronizado a 8 log UFC/g foi adicionado a amostras
de coco em flocos (100 g) em saco esteéril (17,5 x 12,5 cm, Stomacher®, Biomaster) misturada
manualmente por 3 minutos e posteriormente homogeneizada a 230 rpm por 5 minutos (SL
299, Solab, Brasil) a temperatura ambiente (25 £ 1 °C). Trés amostras de flocos de coco foram
selecionadas aleatoriamente, plaqueadas, e enumeradas em TSA para confirmar a uniformidade

de distribuicdo do indculo (aproximadamente 7 log UFC/g).

3.3 DESIDRATACAO DE FLOCOS DE COCO

Os flocos de coco foram desidratados a partir de dois métodos, o convencional e o
osmético. Para a desidratacdo convencional, os flocos de coco foram distribuidos
uniformemente em uma camada fina sobre folhas de aluminio e seco em estufa com circulagéo
de ar (Tron, Catanduva, Sao Paulo, Brazil) a temperatura de 55 + 1 °C por 6 h. A temperatura
foi monitorada por meio de um termopar (Fluke, Hydra série 1l, EUA) (SHETE et al., 2016).

O processo de desidratacdo osmética foi desenvolvido conforme proposto por Agarry e
Aworanti (2012). Os flocos de coco (30 g) foram imergido em 250 mL de solugdo osmotica
(sacarose a 40 % p/p), aquecido a 50 °C + 1 °C durante 3 h em banho maria (HWS 24, Edutec,
Brasil). Depois disso, 0 excesso de solugcdo osmética foi removido com gaze estéril, as amostras
foram distribuidas em uma camada fina sobre folhas de aluminio e submetidas a secagem
usando procedimentos anteriormente descritos para a desidratacdo convencional. Apos a
desidratacdo convencional e osmdtica, o teor de umidade foi mensurado usando uma estufa a
temperatura de 105 * 1 °C até peso constante (SL-102, Solab, Brazil) (método 941.08) (AOAC,
2016) obtendo valores < 3%.

Flocos de coco convencionalmente e osmoticamente desidratados foram divididos em
porgdes de 5 g e transferidos para embalagens de polipropileno biorientado metalizado (BOPP)
e distribuidos aleatoriamente em dessecadores contendo solugdo saturada de cloreto de
magnésio (Aa = 0,34; UR 34%) para minimizar a variacdo de Aa. O periodo de estocagem
compreendeu o tempo médio de vida Util do produto entre 4-6 meses (FISHER; MEDEIRQOS,
2010).
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3.4 CENARIOS DE ARMAZENAMENTO DOS FLOCOS DE COCO DESIDRATADO

A temperatura ambiente em supermercados ou ambiente domestico foi estabelecida em
25 £ 1 °C com base em dados meteorolégicos do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET).
A temperatura de refrigeracdo considerou 7 + 1 °C como a média da temperatura atingida em
refrigeradores domeésticos (INMET, 2020; JAMES et al., 2017). Foram estudados quatro
possiveis cenarios (Fig. 3) para avaliar o comportamento de S. enterica em flocos de coco

convencionalmente e osmoticamente desidratados.

CENARIO 1 CENARIO IT CENARIO TII CENARIO IV

25+ 1°C/120dias 25+ 1°C/30dias 25+ 1°C/90dias 7+1°C/120dias
7+1°C/90 dias 7+1°C/30dias

Figura 3 - Cenarios do armazenamento de coco em flocos durante 120 dias
Fonte: Freepik adaptado pelo autor (2020).

" Cenério | — Simulou 0 armazenamento durante toda a vida util do produto a 25 + 1 °C,
temperatura comumente utilizada nos estabelecimentos comerciais ou em ambientes

domeésticos.

" Cenério Il — Armazenamento do produto em temperatura ambiente (25 £ 1 °C) por 30
dias, por exemplo, em estabelecimentos comerciais seguido de refrigeragdo (7 £ 1 °C) pelos
altimos 90 dias de armazenamento em ambiente doméstico. E uma préatica comum dos
consumidores armazenar flocos de coco em geladeiras depois de abertos em uma visdo
equivocada de garantia de frescor (McCurdy et al., 2009). A abertura foi simulada em cabine

de biosseguranca.

. Cenario Il — Simulou o armazenamento do produto em refrigeracdo por 30 dias a
temperatura ambiente apds este periodo foi armazenado a temperatura ambiente pelos Gltimos
90 dias, para avaliar as condi¢Oes inversas propostas para o cenario Il simulando um primeiro
periodo em uma gondola de supermercado refrigerada, seguida do armazenamento em ambiente

doméstico sem refrigeracéo.
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. Cenario IV — Simulou o armazenamento do produto em condicdes refrigeradas
simulando todo o prazo de validade em uma cémara fria em estabelecimentos de varejo e as

mesmas condi¢Ges no manuseio doméstico.

3.5 AVALIACAO DA SOBREVIVENCIA DAS CEPAS TESTE

A enumeragdo de S. enterica em flocos de coco convencionalmente desidratado e
osmoticamente desidratado foi realizada imediatamente apos a desidratagdo (dia zero) e a cada
7 dias durante 120 dias de estocagem. As amostras de flocos de coco foram diluidas
seriadamente em solucdo salina estéril. A partir de cada diluicdo, uma aliquota de 20 uL foi
inoculada em TSA, utilizando a técnica de microgota (FERREIRA et al., 2020). As placas
foram incubadas a 37 °C por 24 h e as coldnias visiveis foram enumeradas. Os resultados foram
expressos em log UFC/g. O limite de deteccdo foi de 1,5 log CFU/g. As analises de A, foram
realizadas no mesmo intervalo de tempo usando um instrumento de determinacdo de Aa
(LabMaster-aw, Novasina, Lachen, Switzerland) (método 954.68), em temperatura constante de
20+ 1 °C (AOAC, 2016).

3.6 CITOMETRIA DE FLUXO

A analise de citometria de fluxo foi usada para mensurar a integridade e polarizacao da
membrana e a atividade metabdlica das celulas de S. enterica em flocos de coco. As analises
foram realizadas um dia ap0ds a desidratacdo convencional ou osmética e apds 120 dias de
armazenamento a 25 °C e 7 °C, seguindo procedimentos descritos por Melo et al. (2020).
Amostra de flocos de coco foram adicionadas a solucéo salina tamponada com fosfato (PBS;
8,0 g/L NacCl, 0,20 g/L KClI, 1,44 g/L Na;HPO4, 0,24 g/L KH2PO4, pH 7,4) homogeneizada em
vortex por 5 min. Ap6s 3 min de repouso para sedimentagéo dos flocos de coco, o sobrenadante
foi coletado. As células foram colhidas por centrifugacdo (4500 g, 10 min, 4 °C), lavadas duas
vezes, ressuspendidas em PBS e marcadas com dupla marcacdo com iodeto de propidio (PI,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), que penetra apenas nas células com membranas
danificadas, para medir a integridade da membrana e acido bis-1,3-dibutilbarbutirico (BOX,
Invitrogen, Life Technologies, Eugene, OR, EUA) para medir o potencial da membrana. O 5-

ciano-2,3-ditolil cloreto de tetrazdlio (CTC, Polysciences, Warrington, PA, EUA) foi utilizado
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para avaliar a atividade metabdlica. As amostras foram mantidas em gelo antes da medic¢ao no
citometro de fluxo.

A citometria de fluxo foi realizada em um citémetro de fluxo equipado com um laser de
ion argbnio que emite a 488 nm (BD Accuri C6, New Jersey, EUA). A fluorescéncia verde foi
coletada no canal FL1 (533 nm + 30 nm) e a fluorescéncia vermelha no canal FL3 (> 670 nm).
O sinal de fluorescéncia (medicdes da area de pulso) foi coletado pelos filtros passa-banda FL1
(BOX) e FL3 (Pl e CTC). Niveis de limite para aquisicdo de dados foram configurados em
dispersdo direta (FSC) (10.000) para eliminar ruido ou particulas (restos celulares) muito menor
do que células intactas. FSC/dispersdo lateral (SSC) parametros delimitaram as células
bacterianas. Cada aquisicdo de amostra foi operada em uma configuracdo de baixa taxa de fluxo
e um total de 10.000 eventos foram analisados.

Quatro quadrantes foram definidos no sentido horario: Quadrante 1 BOX™PI (células
despolarizada e ndo permeabilizada), Quadrante 2 BOX'PI* (células despolarizada e
permeabilizada), Quadrante 3 BOXPI™ (células polarizada e permeabilizada), Quadrante 4
BOXPI™ (células polarizada e ndo permeabilizada). Dois quadrantes foram definidos para
atividade metabdlica CTC" do quadrante esquerdo (células sem atividade metabdlica) e CTC*
do quadrante direito (células com atividade metabdlica). Células fixadas em etanol e células

ndo expostas a secagem foram utilizadas como controle positivo e negativo, respectivamente.

3.7 MODELAGEM DOS DADOS

Apo6s a obtengdo do ndmero de células viaveis de S. enterica em flocos de coco
desidratado, as contagens foram transformadas em log1o e cada repeti¢do foi analisada de forma
individual, com objetivo de encontrar o melhor modelo que descrevesse os dados obtidos
experimentalmente. As curvas de sobrevivéncia de S. enterica foram ajustadas separadamente
usando o Solver, ferramenta de anélise de dados do Microsoft Office Excel v1.6 (Microsoft,
WA, EUA).

Os dados experimentais obtidos para os flocos de coco desidratados de forma
convencional se ajustaram melhor ao modelo Log-linear com cauda (Eg. 1), enquanto que 0s
desidratados osmoticamente foram melhor descritos através do modelo Log-linear com ombro
e cauda (Eq. 2).
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loglO(N) = lOglo[( 1010910(1\’0) — 1010910(1\’1’25)) * e_kmax*t + 1010910(1\’1*95) (qu)

ekmaxS]

lOglO(N) = lOglO[( 1010910(1\]0) — 1010910(1\’7'65)) * e Kmax*t ( ) + 1010910(Nres)]

1+(ekmax51_1) * e~kmax*t

") (Eq.2)

onde, kmax € a taxa de inativacdo (dias); Sl, a duracdo do ombro (dias); LogNo, a populacéo
inicial (UFC/g) e LogNres corresponde a populacdo residual (UFC/g) determinada apds o
tratamento.

Para avaliacio do modelo foram usados o coeficiente de regressdo (R?) (Eq. 3) e 0 erro
médio quadratico da raiz (RMSE) (Eq. 4).

2 _ _ zeiz
ke=1 (Z(yi—y)z) (Ea.-3)
_ 2
RMSE = m’ri‘ifp"bs) (Eq. 4)

onde e; é o erro dos dados preditivos; yi sdo os dados preditivos e y é a média dos dados
preditivos; pred denotam a populacdo microbiana preditiva; obs corresponde a populacédo

microbiana observada; n € o numero de pontos de dados e p € 0 nimero de parametros.

3.8 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos independentes
(repeticdes). Os resultados da analise de citometria de fluxo foram expressos com os valores
médios dos ensaios e desvio padrdo. A analise estatistica para a comparacdo entre as médias e
determinac¢do das diferencas significativas (p < 0,05) foi realizada através da andlise de
variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey ou pelo teste t-student. As analises estatisticas
dos dados de citometria de fluxo foram realizadas utilizando o software Sigma-Stat 3.5 (Jandel
Scientific Software, San Jose, Califérnia). Os modelos primarios para cada conjunto de dados
experimentais foram obtidos usando o Solver do Microsoft Office Excel v1.6 (Microsoft, WA,
EUA).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e discussdo produzidos durante o desenvolvimento da dissertacao estao
expostos em formato de artigo cientifico em atendimento a Norma Complementar n® 03/2011
do PPGCTA.

4.1 ARTIGO I: Shaping the behavior of Salmonella enterica in conventionally and
osmotically dehydrated coconut flakes in distinct storage scenarios

(O artigo foi submetido ao periodico Food Microbiology; Fator de Impacto 4,155)
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Shaping the behavior of Salmonella enterica in conventionally and osmotically dehydrated

coconut-flakes in distinct storage scenarios

Running title: Salmonella inactivation in dehydrated coconut-flakes

Abstract

This study evaluated the behavior of Salmonella enterica (S. Enteritidis PT4, S. Typhimurium
PT4, S. Bredeney, S. Muenster and S. Agona) in conventionally and osmotically dehydrated
coconut-flakes in four distinct scenarios of the storage conditions at room (25 £ 1 °C) and/or
refrigerated temperature (7 £ 1 °C) over 120 days. Membrane integrity and metabolic activity
was investigated in S. enterica cells were also assessed. Log-linear + tail and log-linear +
shoulder + tail models showed good fit the survival curves of S. enterica in conventionally and
osmotically dehydrated coconut-flakes over storage, respectively with R? > 0.9 in most
scenarios. Lower S. enterica inactivation rates (kmax 0.02 to 0.04 days™) were observed in
coconut-flakes conventionally dehydrated compared to osmotically dehydrated (kmax 0.16 to
0.20 days™). Changes in storage temperature did not affect the behavior of S. enterica in
dehydrated coconut-flakes conventionally or osmotically dehydrated coconut-flakes. Larger
subpopulations of S. enterica cells with damaged membrane and without metabolic activity
were observed in conventionally dehydrated coconut-flakes in the beginning of storage,
however it decreased after 120 days of storage. In contrast, the damaged S. enterica
subpopulations in osmotically dehydrated coconut-flakes increased or did not change at the end
of storage. Results show the S. enterica behavior in dehydrated coconut-flakes over four-month
storage and alert for the great survival and occurrence of cell repair when conventional
dehydration is used.

Keywords: salmonellosis, coconut, low-moisture foods, predictive modeling, inactivation
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1. Introduction

Salmonella enterica is one of the main etiological agents of foodborne diseases
worldwide, causing more than 100.000 deaths per year (CDC, 2020; WHO,
2020). Salmonellosis outbreaks have been related to a range of foods such as chicken meat,
eggs and derived products, seafood, fresh-produce more recently, to low-moisture foods
(Campioni et al., 2018; Gautam et al., 2020).

Low-moisture foods (LMFs) refer to the foods with water activity (aw) below 0.85,
which was for a long time considered an intrinsic factor capable of hindering the growth of
pathogens, including S. enterica, therefore of "low risk" concerning food safety (Sanchez-
Maldonado et al., 2018). However, reports of LMFs such as bakery products, nut butter, dried
pistachios, and infant formula associated with multi-state outbreaks in European and American
countries (EFSA, 2020; FDA, 2018) have challenged this statement.

S. enterica does not grow in aw below 0.94, but it can persist in LMFs for long periods
(Nascimento et al., 2018). Serovars, such as S. Bredeney, S. Agona, S. Enteritidis and S.
Typhimurium, stand out as prevalent etiological agents in salmonellosis outbreaks linked to
LMPFs such as peanut butter, cereals and dried coconut, respectively (CDC, 2020). Coconut is
mainly produced in Philippines, Indonesia, India and Brazil but consumed worldwide (Wallace,
2019). Consumption of coconut-derived products (e.g. water, oil, coconut chips and flakes) has
been associated to health benefits (Oduro-Yeboah et al., 2020) because they have good amounts
of vitamins (C and B1 complex) and minerals such as potassium and manganese (Shete et al.,
2016). The fresh coconut almond has around 42.2 % moisture, 37% fat, 7.5% protein and 12.3%
carbohydrates (Appaiah et al., 2014). In addition, the derived flakes are fiber rich (~ 42%) with
better water-holding, water retention and swelling capacities compared to other fruit and cereal

dietary fibers (Arumugan et al., 2014).
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Coconut flakes stand out among other coconut products because they are largely
consumed as fillings ingredients cakes, bread, biscuits, ice creams and desserts, among other
foods (Lamdande et al., 2018). Flakes are obtained by scraping the white coconut almond after
removal from the endocarp and the thin film (tegument) covering the almond (Ferretino et al.,
2015). Since fresh coconut flakes are highly perishable due to high fat, sugar and moisture
contents, their dehydration allows the global market with longer shelf life (Lamdande et al.,
2018).

The dehydration process classically used for dried coconut-flakes is the conventional hot
air drying at 50-70 °C (Shete et al., 2016) to reach a moisture content around 4.0% (Codex
Alimentarius, 2011; Siriphanich et al., 2011). Osmotic-dehydration is also widely used to
process coconut-flakes for water removal through osmosis using a high sugar concentration
solution followed by drying (Prosapio and Norton, 2018). However, drying temperature used
in conventional or osmotic-dehydration of coconut-flakes are not enough to ensure safety
concerning S. enterica contamination (Anderson, 2019).

The coconut-flakes can be contaminated with S. enterica during processing if the raw
material has low quality or cross-contamination at any stage of the processing (Gabriel and
Nepomuceno, 2020). An outbreak caused by frozen shredded coconut contaminated with S.
enterica (strains 4, [5], 12: b: - and S. Newport) gained great attention in 2018 due to infection
of people in 9 distinct U.S. states (CDC, 2018). In the same year, another outbreak was notified
in U.S. involving dried coconut contaminated with S. Typhimurium, infecting 14 people in 8
states (CDC, 2018).

Further, in 2020, news recalls of frozen shredded coconut for possible Salmonella
contamination were announced in the country (FDA, 2020). However, little is known about the
persistence of S. enterica in coconut-flakes during long-term storage used by consumers.

Information about the behavior of S. enterica in dehydrated coconut-flakes under storage
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conditions is important to understand kinetic parameters of this pathogen, providing the
basement to establish safe parameters and contribute to risk management strategies.

In this study, we assessed the behavior of Salmonella enterica (S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Bredeney, S. Muenster, and S. Agona) in conventionally and osmotically
dehydrated coconut-flakes in four distinct scenarios of the storage conditions at room (25 + 1
°C) and refrigerated temperature (7 + 1 °C) over 120 days. Primary mathematical models were
applied to predict S. enterica fate on dehydrated coconut-flakes under the evaluated conditions.
Membrane physiological functions and metabolic activity of S. enterica cells were measured in

the beginning and end of the storage through flow cytometry.

2. Material and methods
2.1 Salmonella strains and inoculum preparation

Five strains were selected for study, namely S. Enteritidis PT4 (CFSANQ77723), S.
Typhimurium PT4 (CFSANO077701), S. Bredeney (CFSANO077740), S. Muenster
(CFSANO077773) isolated from food involved in outbreaks (whole-genome available at
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/?term=STRAIN CODE) (Melo et al., 2021) and S.
Agona (10C 2305) isolated from soybean bran (Furtado et al., 2020). Stock cultures were stored
at -80 °C in Tryptic Soy Broth (TSB; Himedia, India) containing glycerol 20 % v/v.

Each strain was inoculated separately in TSB and incubated at 37 °C for 18 h. Afterward,
the cells were harvest by centrifugation (4500 x g for 15 min at 4 °C), washed twice and
resuspended in saline solution (0.85% NaCl, w/v). Each strain’'s inoculum was standardized at
an optical density at 625 nm of 0.03 that corresponded to 8 log CFU.mL™. A pooled inocula

was prepared at a ratio of 1:1:1:1:1 for each strain and used in experiments.
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2.2 Coconut inoculation

Coconut fruits were obtained from the Supplies and Services Company of Paraiba
(EMPASA, Jodo Pessoa, Brazil). The fruits were selected based on color, form, uniformity in
size and absence of mechanical injuries and visible signs of infection. Fruits were autoclaved
at 121 °C 20 min. The process of breaking coconut was carried out with a sanitized hammer
inside the safety cabinet aseptically. The white almond (white pulp) was removed and grated to
obtain fine flakes of approximately 4 x 1 mm. These procedures were always performed on the
same day of the dehydration.

The inoculation in coconut-flakes was performed following procedures described by Du
et al. (2020). Briefly, aliquots (10 mL) of pooled S. enterica standardized at 8 log CFU.mL
were added into coconut-flakes samples (100 g) in stomacher bags (Stomacher®, Biomaster,
Brazil) (17.5 x 12.5 cm) manually mixed for 3 min and homogenized by shaking using a vortex
for 5 min at at 230 rpm (SL 299, Solab, Brazil) at room temperature (25 = 1 °C). Three coconut-
flakes samples were randomly selected, plated, and enumerated on Triptic Soy Agar (TSA) to

confirm the uniformity of inoculum distribution (approximately 7 log CFU.g%).

2.3 Dehydration treatments
For the conventional-dehydration, inoculated coconut-flakes were uniformly distributed
in thin layers and dried at 55 £ 1 °C in an oven (Tron, Catanduva, Sao Paulo, Brazil) under air
circulation for 6 h. The temperature was monitored with a thermocouple data logger (Fluke,
model Hydra series Il (EUA) (Shete et al., 2016).
For osmotic-dehydration, the inoculated coconut-flakes were immersed in a sucrose
solution (40% wi/w) and maintained at 50 + 1 °C for 3 h in a water bath (HWS 24, Edutec,
Brazil) (Agarry and Aworanti, 2012). The residual osmotic solution was drained a sterile gauze

and the coconut-flakes were dried at 55 °C + 1 °C for 6 h. The moisture content of dehydrated



57

coconut-flakes getting was < 3%, determined by drying at 105 £ 1 °C to constant weight (SL-
102, Solab, Brazil) (method 941.08) (AOAC, 2016).

After the treatments, the coconut-flakes were divided into portions of 5 and packaged in
biaxially oriented polypropylene bags. The bags were randomly distributed in desiccators
containing saturated magnesium chloride solution (34% RH, aw 0.34; Neon, Brazil) to minimize
the aw variation. The desiccators were stored at 25 + 1 °C and/or 7 £ 1 °C for 120 days in different
scenarios. The storage period comprises the mean self-life of ranging from 4-6 months (Fisher

and Medeiros, 2010).

2.4. Storage scenarios

The room temperature in the supermarket and retails or domestic environments was
defined as 25 + 1 °C based on meteorological data from the National Meteorology Institute of
Brazil (INMET). The refrigeration temperature was considered 7 = 1 °C as the average
temperature peak reached in refrigerated displays and domestic refrigerators (INMET, 2020;
James et al., 2017).

The behavior of S. enterica in conventionally and osmotically dehydrated coconut-flakes
was assessed in four scenarios as described in Fig. 1. The scenario | simulated the storage during
the entire shelf life of the product at 25 + 1 °C, which is the temperature commonly used in
retails or domestic environments. Scenario Il simulated the product's storage at room
temperature for 30 days, for example, in the retailer store and thus under refrigeration for the
last 90 days of storage in the domestic refrigerator. It is common for consumers to store coconut-
flakes in refrigerators after opening them in a mistaken view of freshness guarantee (McCurdy
et al., 2009). Scenario 11l simulated the product's storage at refrigerated displays for 30 days
and at room temperature after this period to assess the inverse conditions proposed for scenario

Il simulating refrigeration in the retailer and without refrigeration in the domestic environment.
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Finally, scenario IV simulated the whole storage period under refrigerating conditions
simulating the entire shelf life in a refrigerated display in the retailer store and refrigerator at

the domestic environment.

2.5 Enumeration of S. enterica viable cells during storage and water activity (aw)
Enumeration of S. enterica for each treatment and scenario was performed immediately
after the dehydration and every 7 days for 120 days of storage. Coconut-flakes samples were
serially diluted in saline solution, drop plated in TSA (20pl/drop) and incubated at 37 °C for 24
h. Results were expressed as log CFU.g™. The detection limit was 1.5 log CFU.g. The analysis
of aw was monitored in the same time intervals using an aw instrument (Model LabMaster-aw,

Novasina, Lachen, Switzerland) (method 954.68) at 20 £ 1 °C (AOAC, 2016).

2.6 Flow cytometry analysis

Flow cytometry analysis was used to evaluate membrane integrity and polarization, and
metabolic activity of S. enterica cells in dehydrated coconut-flakes. The analyzes were
performed one day after conventional or osmotic-dehydration and after 120 days at 7 °C and 25
°C following procedures described by Melo et al. (2020) with minor adaptations. Briefly,
samples of coconut-flakes were added of phosphate-buffered saline (PBS; 8.0 g.LNaCl, 0.20
g.L'KCI, 1.44 g.L-'NazHPOq, 0.24 g.LKH2PO4, pH 7.4) and homogenized in vortex for 5
min. After 3 min-resting for sedimentation of coconut flakes, the supernatant was collected.
Cells were harvested by (4500 xg for 10 min at 4 °C), washed twice and resuspended in PBS
and double-labeled with propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and bis-
1,3-dibutylbarbutyric acid (BOX, Invitrogen, Life Technologies, Eugene, OR, USA) to
measure membrane integrity and potential, respectively. Single labeling with 5-cyano-2,3-

ditolyl tetrazolium chloride (CTC, Polysciences, Warrington, PA, USA) was used to assess the
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metabolic activity. Flow cytometry analysis was performed in a BD Accuri C6 flow cytometer
(BD, New Jersey) with sample acquisition at a flow rate setting at 10,000 events acquired. The
data were analyzed using BD Accuri C6 Software (BD®, Becton Dickinson and Company,
Franklin Lakes, NJ, USA). Four quadrants (Q) were defined clockwise starting for membrane
integrity of cells as Q1 BOX" and PI'; (depolarized and non-permeabilized cells), Q2 BOX" and
PI™ (depolarized and permeabilized cells), Q3 BOX and PI" (polarized and permeabilized
cells), Q4 BOX and PI" (polarized and non-permeabilized cells). Two quadrants were defined
for cell metabolic activity left quadrant CTC" (cells without metabolic activity) and right
quadrant CTC" (cells with metabolic activity). Ethanol-fixed cell and cells not exposed to

drying were used as positive and negative control, respectively.

2.7 Modeling the survival of Salmonella in coconut-flakes
Each treatment's survival curves were fitted separately, using Solver add-in for Microsoft
Office Excel v1.6 (Microsoft, WA, USA). The curves were fitted by log-linear + tail (Eq. 1)

and log-linear + tail + shoulder (Eq. 2) (Geeraerd et al., 2000).

loglO(N) = 10910[( 1010910(1\’0) — 1010910(Nres)) % @ kmax+t + 1010910(Nres) (qu)

ekmaxSy

10910(1\’) = l0910[( 1010910(1\’0) — 10l0910(Nres)) x @ Kmax*t 4 ( ) + 1010910(Nres)]

1+(ekmax51_1) * e—Kkmax*t

") (Eq.2)

where, kmax IS the inactivation rate (days); Sl, the shoulder-length duration; LogNo, the initial

population (CFU.g™) and LogNres, residual population (CFU.g?) determined after treatment.
The regression coefficient (R?) (Eqg. 3) and Root Mean Square Error (RMSE) (Eq. 4).

were used to evaluate the model fit. Higher R? values and lower RMSE are correlated with

better model fit.
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Rf=1- (zéie—izy)z) (Ea.3)

where ej is the error of the predictive data; yi is the predictive data, and y is the average of

predictive data

Y (pred—obs)?
n-p

RMSE = (Eq. 4)

where pred and obs denote the predictive and observed microbial population, n is the number

of data point, and p is number of parameters.

2.8 Statistical analysis

Assays were performed in triplicate in three independent experiments. For flow
citometry analysis the data are expressed as average percentage + standard deviation of cell
subpopulations. The significant differences (p < 0.05) were determined using ANOVA
followed by the Tukey’s test or Student's t-test. Statistical analysis was done using Sigma-Stat

3.5 software (Jandel Scientific Software, San Jose, California).

3. Results and Discussion

3.1 Water activity and viable cells in coconut-flakes during long-term storage
Conventional-dehydration and osmotic-dehydration reduced less than 1 log CFU.g™* of S.
enterica in coconut-flakes (Supplementary Table 1). S. enterica can have exceptional thermal
resistance and survive in LMFs (Malekmohammadi et al., 2020). This increased thermal
resistance may involve physiological cellular changes, such as the synthesis of heat shock
proteins, mutations in the gene, and changes in the composition of the lipid membrane (Dawoud

etal., 2017).
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Reductions around ~1 log CFU.g were previously observed in peanuts (aw 0.43)
dehydrated for 8 h at 35 and 40 °C (Prestes et al., 2019). In contrast, reductions of 5.4 log CFU.g
1 of S. enterica were reported in blueberries dehydrated in a 75% w/v sucrose solution followed
by drying at 35° C for 15 h (Bai et al., 2020). The low S. enterica decrease observed in coconut-
flakes osmotically dehydrated in our experiment may be related to the lower sucrose
concentration used and longer drying time, but primarily to food composition. The main factors
beyond kinetics of osmosis in foods include chemical composition, physical structure, porosity,
shape/geometry, and size, which directly affect the solute migration (Bai et al., 2020), and the
environment offered for S. enterica cells.

Conventionally dehydrated coconut-flakes reached aw values between 0.35 = 0.03 and
0.34 + 0.02, while osmotically dehydrated coconut-flakes achieved aw values between 0.31 +
0.03 and 0.29 = 0.03. Over the 120 days of storage, no changes (p > 0.05) were observed in aw
values of conventionally and osmotically dehydrated coconut-flakes in the distinct scenarios
assayed (data not shown). The aw is a parameter that directly influences the survival ability of
S. enterica in foods. The stress caused by the low aw leads to the activation of cross-protection
mechanisms, favoring the survival of S. enterica in LMF for extended periods (Pereira et al.,

2020).

3.2 Modeling of S. enterica survival in coconut-flakes

Over the storage period, counts of S. enterica decreased approximately 0.5 log CFU.g*
in conventionally dehydrated coconut-flakes. The population remained stable in all evaluated
scenarios with values close to 6.0 log CFU.g™* at the end of the storage (Supplementary Table
1). In contrast, S. enterica counts decreased approximately 3.0 log CFU.g? in osmotically
dehydrated coconut-flakes reaching final populations of 2.8 to 3.06 log CFU.g* after 120 days

(Supplementary Table 1).



62

Kinetic parameters of survival models for S. enterica in conventionally and osmotically
dehydrated coconut-flakes during storage are describe in Table 1. The log-linear + tail and log-
linear + shoulder + tail models (Geeraerd et al., 2020) showed a good fit to the inactivation data
of S. enterica in conventionally and osmotically dehydrated coconut-flakes over storage,
respectively. In most of the cases, R? values were higher than 0.9 (Table 1). The lowest RMSE
values (0.01) were observed for models in scenarios I11 and IV of conventionally dehydrated
coconut-flakes (Table 1). Overall, a good agreement was observed between the prediction and
the observed experimental data of S. enterica in dehydrated coconut-flakes (Fig. 1-2).

Survival curves for conventionally dehydrated coconut-flakes are shown in Fig. 2 A-D.
In general, counts decreased 0.5 log CFU.g was observed in the first 100 days of storage with
kmax ranging from 0.01 to 0.04 days . Consequently, a high residual population (Nres, ~6 log
CFU.g 1) was observed at the end of the storage period for the four scenarios evaluated (Table
1). These results are consistent with previous studies that demonstrate the highly adaptive
capacity of S. enterica to survive on LMFs for long periods (Jin et al., 2018).

The inactivation rate of S. enterica in LMFs, can be affected by the aw, Storage
temperature, food components, and intrinsic characteristics of the strain. Malekmohammadi et
al. (2020) reported higher kmax values (around 0.07 day™) for S. Enteritidis, S. Montevideo, S.
Tennessee, and S. Agona in flaxseed (aw 0.48) stored 24 weeks at 22 °C than those observed
here in conventionally dehydrated coconut-flakes. Otherwise, S. enterica (S. Typhimurium, S.
Tennesse, S. Agona e S. Montevideo) showed kmax 0.001 to 0.005 day™ in whey protein powder
(aw 0.41 to 0.53) stored at 21 °C for six months with an increase in kmax directly related to
increasing of aw (Santillana Farakos et al., 2013). In contrast, in dry pet food, S. enterica reduced
~ 3 log CFU.g? in the earlier 54 days of storage with a further progressive slowed decrease

between 54 and 100 days at room temperature with a kmax 0f 0.15 day™ (Lambertini et al. 2016).
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Survival curves of S. enterica in osmotically dehydrated coconut-flakes samples during
storage at different scenarios are shown in Fig. 3 A-D. As observed, the S. enterica population
remains stable for ~50 days. This behavior suggests that osmotic stress before heat treatment
may temporarily protect bacterial cells by sugars absorbed in dried coconut-flakes during the
earlier period of storage (Rachon et al., 2016). Besides, during osmotic dehydration, sugars may
cover the cells limit the migration of moisture from the headspace into the bacterial cells
resulting in increased resistance of S. enterica cells (Alshammari et al., 2020). However, it did
not protect S. enterica cells in prolonged exposure to a low aw environment in coconut-flakes,
since between 51% and 100" days, a faster decline of the population was observed. The Kmax
values in osmotically dehydrated coconut-flakes reached up to 0.20 day?, leading to a reduction
of around 3 log CFU.g in the period, regardless of the scenario (Table 1). Curiously, a further
stable population was observed in the remained period.

In response to stresses such as exposure to low-moisture environments, the rpoS gene
regulates the stress response in S. enterica by changing the gene expression and consequently
activating alternative metabolic pathways to improve survival (Mandal and Kwon, 2017).
However, the behavior of S. enterica in osmotically dehydrated coconut-flakes seems to be
associated with a progressive inactivation of the most susceptible subpopulation after exposure
of multiple stresses (osmotic, thermal and low aw), despite of an initial resistance. Nevertheless,
it is also possible that the residual population observed in conventionally dehydrated coconut-
flakes comprises new cells replacing those inactivated over time.

Furthermore, the storage temperature did not shape the behavior of S. enterica to survive
in coconut-flakes with almost no influence in the inactivation parameters, which varied with
the dehydration process. These results contrast previous reports that S. enterica survive for more
extended storage periods in LMFs such as sucrose (Beuchat et al., 2017), tahini (Osaili et al.,

2017) and pine nuts (Farakos et al., 2017) under refrigeration (4-10 °C) than at room
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temperature (25 °C). These findings are worrisome concerning microbiological safety and show
that refrigerate temperature would not provide an additional obstacle to S. enterica survival in

dehydrated coconut-flakes.

3.3 Flow cytometry analyses

The density plots of dual staining with BOX-PI resulted in four different subpopulations
of S. enterica in conventionally and osmotic dehydrated coconut flakes (Supplementary Figure
1). At the beginning of storage, larger subpopulations (p < 0.05) of depolarized and
permeabilized, and depolarized and non-permeabilized S. enterica cells were observed in
conventionally dehydrated coconut-flakes compared to those osmotically dehydrated (Table 2).
However, the size of S. enterica damaged subpopulations in conventionally dehydrated
coconut-flakes decreased (p < 0.05) after 120 days of storage at 25 °C. The subpopulation of S.
enterica depolarized and permeabilized cells decreased (p < 0.05) by approximately 9%, while
15% of S. enterica depolarized and non-permeabilized cells became polarized (Table 2),
suggesting the activation of repair mechanisms. The subpopulation of polarized and
permeabilized cells in conventionally dehydrated coconut-flakes remained stable after 120
days, regardless of the storage temperatures. The lack of changes in this subpopulation also
suggests cell protection mechanisms. Once the membrane is permeabilized, it will further
permit the permeability of small ions compromising the membrane potential (Souza Pedrosa et
al., 2020) increasing one of the subpopulations with depolarized cells. Similar results were
found for storage at 7 °C of conventionally dehydrated coconut-flakes.

When subjected to sublethal stresses, bacterial cells can repair themselves and gain
resistance to environmental stresses that occur during food processing or storage (Gomez-
Baltazar et al., 2019; Yang et al., 2015). These results partially explain the behavior of S.

enterica as described by the non-linear kinetics parameters with a very low inactivation rate
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over storage and a period of a stable population. Overall, the findings indicate that the high
residual population of S. enterica observed in coconut-flakes conventionally dehydrated
comprised the resistant cell population that survived the imposed low aw and a subpopulation
of cells damaged able to repair, which probably replaced in part the inactivated subpopulation.
In summary, observations of flow cytometry analysis corroborate for the explanation of the
non-reduction of viable cells during storage at temperatures of 7 or 25 °C of conventionally
dehydrated coconut-flakes.

In contrast, the size of the S. enterica subpopulation (depolarized and permeabilized cells)
in osmotically dehydrated coconut-flakes did not change after 120 days of storage at 7 or 25 °C
of (Table 2). Exposure of S. enterica to osmotic stress leads to shrinkage of the microbial cell
causing changes in its structure, function and viability, causing an imbalance of intracellular
metabolites and, therefore, affects various physiological processes, such as nutrient absorption,
DNA replication and division cellular (Burgess et al. 2016). Interestingly, results of flow
cytometry analysis suggest that osmotic-dehydration caused less initial damage to cell
membrane S. enterica cells compared to conventional-dehydration, supporting the hypothesis
of cell protection by sugar, through the formation of a glassy state with sufficient viscosity in
and around a cell to interrupt molecular mobility to a minimum (Rachon, 2017), and explaining
in part the behavior (shoulder) in the first weeks of storage. However, the subpopulation of S.
enterica depolarized and non-permeabilized (~18%) in osmotically dehydrated coconut-flakes
increased (p < 0.05) up to ~55% during storage at 7 °C of osmotically dehydrated coconut-
flakes and up to ~47% at 25 °C, with consequent decrease (p < 0.05) of the subpopulation of S.
enterica polarized and non-permeabilized cells (non-damaged cells; Table 2). Depolarization
of the membrane may precede membrane permeabilization and, consequently, damage to
bacterial cells. Depolarization of the membrane occurs due to the accumulation of molecules

within the membrane, thus increasing its permeability to ions and causing dissipation of the
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transmembrane ion gradient. Therefore, permeabilization can be triggered as an extension of
these events (Melo et al., 2020). In addition, the subpopulation of polarized and permeabilized
cells of S. enterica in osmotically dehydrated coconut-flakes decreased after storage, possibly
because cells became also depolarized. These results suggest that the reductions observed in
cultivable population of S. enterica during storage at 7 or 25 °C resulted in part of the increase
of the subpopulation with membrane integrity loss. It is possible that the low-moisture
environment during storage intensified the initial damage resulting is cell inactivation. It is
worthy to mention that the increase in the subpopulation with depolarized cells was higher
under refrigerated temperature compared to room temperature. However, no differences were
noted in enumerated viable cells. Is it possible that part of the population entered the VBNC
state.

Fluorescence density plots (Supplementary Figure 2) of S. enterica cells stained with
CTC showed cell subpopulation with and without metabolic activity in conventionally and
osmotically dehydrated coconut-flakes. A larger subpopulation (p < 0.05) of S. enterica cells
without metabolic activity was observed in conventionally dehydrated coconut-flakes
compared to osmotic-dehydration (Table 3). No changes were observed in the S. enterica
subpopulation without metabolic activity after storage at 7 or 25 °C in osmotically dehydrated
coconut-flakes, while it reduced in conventionally dehydrated coconut-flakes (Table 3) in
accordance with membrane integrity measurements. Overall, it should be noted that regardless
of the dehydration method, in desiccated cells, the reduction in metabolic activity occurs
because only vital pathways are maintained to sustain the survival in LMFs (Chen and Jiang,

2017).
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Conclusions

The log-linear + tail and log-linear + shoulder +tail models showed good fit to the
experimental data, and a good agreement was observed between the predicted and observed
values. In comparison to scenario |, scenario 1V of osmotically dehydrated coconut flakes
storage showed a higher kmax value (0.20 days ). In general, higher kmax vValues were observed
in osmotically dehydrated coconut flakes compared to conventionally dehydrated coconut
flakes, regardless of the storage scenario. The subpopulations of damaged S. enterica cells did
not change or increase in osmotically dehydrated coconut flakes after 120 days of storage, while
they decreased in conventionally dehydrated coconut-flakes. Our findings contrast previous
evidences that osmotic stress as a hurdle step can protect desiccated S. enterica cells during
prolonged storage. In view of the results, it can be suggested that a better option for dehydrated
coconut-flakes stored for months concerning possible contamination with S. enterica is osmotic
dehydration. However, other parameters must also be considered, such as the choice of good
quality raw material, adoption of effective measures of hygiene measures by the food industry
throughout the processing, minimizing risks of contamination by S. enterica in dehydrated

coconut-flakes.
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Figure captions

Figure 1. Studied scenarios for the storage of dehydrated coconut-flakes. Scenario I. Storage
at 25 + 1 °C for 120 days; Scenario Il: Storage at 25 £ 1 °C (30 days) and 7 £ 1 °C (60 days);
Scenario I1l: Storage at 7 £ 1 °C (30 days) and 25 + 1 °C (60 days); Scenario IV: Storage at 7 £

1 °C for 120 days.

Figure 2. S. enterica survival curves in conventionally dehydrated coconut-flakes during
storage at different scenarios. A: Scenario | - Storage at 25 = 1 °C for 120 days; B: Scenario Il
- Storage at 25 £ 1 °C (30 days) and 7 £ 1 °C (60 days); C: Scenario Il - Storage at 7 £ 1 °C (30

days) and 25 + 1 °C (60 days); D: Scenario IV - Storage at 7 + 1 °C for 120 days.

Figure 3. S. enterica survival curves during storage of the osmotically dehydrated coconut-
flakes. A: Scenario | - Storage at 25 + 1 °C for 120 days; B: Scenario Il - Storage at 25 + 1 °C
(30 days) and 7 + 1 °C (60 days); C: Scenario Il - Storage at 7 + 1 °C (30 days) and 25 + 1 °C

(60 days); D: Scenario IV - Storage at 7 + 1 °C for 120 days.

Supplementary Figure 1. lllustrative fluorescence density plots of in response to staining with
BOX and PI of S. enterica after 1 day (A and D) of conventional and osmotic-dehydration of
coconut-flakes, respectively; and during storage 120 days at 7 °C (B and E) or 25 °C (C and F)
of conventionally (A, B and C) or osmotically (D, E and F) dehydrated coconut-flakes. Vertical
axis indicates the fluorescence intensity of the BOX; horizontal axis indicates the fluorescence

intensity of the PI. Percentages of the cells are presented in the four edges of each plot.
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Suplementary Figure 2. lllustrative fluorescence density plots of S. enterica in response to
staining a CTC after 1 day (A and D ) of conventional and osmotic-dehydration of coconut
flakes, respectively; and during storage 120 days at 7 °C (B and E) or 25 °C (C and F) to
conventionally (A, B and C) or osmotically (D, E and F) dehydrated coconut-flakes. Horizontal
axis indicates the fluorescence intensity of CTC-formazan; the vertical axis indicates the side-
light scatter intensity. Respiratory active cell subpopulation was gated in the right rectangles;
the inactive cell subpopulation was gated in the rectangles. Percentages of cells are presented

in the four edges of each plot.



Table 1. Kinetic parameters in survival models (Geeraerd et al., 2000) of S. enterica over storage time in dehydrated coconut-flakes.
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Dehydration  Model Scenarios No Log-decimal  Kmax Nres Si R? RMSE
reduction (day™) (log CFU/g) (days)
(log.9)
Conventional  Log-linear I 6.51+0.01 0.44+0.03 0.02 +0.00 5.93+0.08 - 0.83 0.07
with tail I 6.46 £0.04 0.42+£0.02 0.01£0.00 579+£0.07 - 0.77  0.07
i 6.54+0.02 0.48+0.08 0.03+0.01 6.00+0.01 - 099 0.01
v 6.54+0.03 0.46+0.04 0.04 £ 0.01 6.07+0.01 - 099 0.1
Osmotic Log-linear I 6.07+£0.03 3.24+0.37 0.16 £0.01 284+0.05 46.64+£224 099 0.15
with shoulder |1 593+0.01 3.11+0.23 0.16 + 0.02 2.62+0.18 49.69+197 0.99 0.15
and tail 1l 5.94+0.04 3.01+0.06  0.17£0.02 2.65+0.21 5240+155 099 0.5
v 596+0.12 3.01+0.06 0.20 + 0.02 2.86+0.07 52.03+0.63 097 0.15

kmax: inactivation rate; Nres: residual population; R?: regression coefficient; RMSE: root mean square error; Si: shoulder. I: Storage at 25 + 1 °C for
120 days; Il: Storage at 25 £ 1 °C (30 days) and 7 = 1 °C (60 days); Il1: Storage at 7 £ 1 °C (30 days) and 25 £+ 1 °C (60 days); IV: Storage at 7 £ 1

°C for 120 days.



Table 2. Size of subpopulations (%) of S. enterica in response to staining with BOX and PI during store time of dehydrated coconut-flakes.
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Storage temperature/time Treatments Size of subpopulations (%)
(Dehydration) Depolarized non- Depolarized and Polarized and Polarized non-
permeabilized cells  permeabilized cells permeabilized cells permeabilized cells
(BOX*PI) (BOX*PIY) (BOX PIM (BOX PI)
1 davs Conventional 32.1 +0.05A 18.3 +£0.08% 4.9 +0.15% 44.8 + 0.05B
y Osmotic 18.5+0.11% 10.0 + 0.40°8 4.3 +0.04" 67.3 £0.12°
29C /120 davs Conventional 17.1 + 0.05°8 8.9 +0.03%8 5.4 + 0.35% 68.5 + 0.06*A
y Osmotic 54.7 + 0.04%4 10.4 +0.08°A 2.0+0.15%® 32.9+0.06%®
25 °C/ 120 days Conveptional 16.9 + 0.15°8 8.9 +0.03% 5.4 + 0.35% 68.4 + 0.06*A
Osmotic 46.6 + 0.08"A 9.7 + 0.06° 2.2 +0.05%8 41.5+0.11%

#dSyperscript lowercase letters in the same column denotes statistical different (p < 0.05) among same treatments and different storage tem perature;

ABSuperscript capital letters in the same column denotes statistical different (p < 0.05) between the treatments for the same temperature.



Table 3. Size of subpopulations (%) of S. enterica in response to staining with CTC during store time of dehydrated coconut-flakes.
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Storage temperature/time Treatments Size of subpopulations (%)
(Dehydration) Cell without metabolic activity Cell with metabolic activity
(CTC) (CTCH

1 davs Conventional 90.9 + 0.03% 3.5+0.11%
y Osmotic 82.2 +0.07% 4.3+ 0.03%
o Conventional 87.1+0.01°A 3.4 +0.06%
7°C /120 days Osmotic 81.3 + 0.83% 5.1 + 0.05%
. Conventional 84.6 + 0.05°" 5.1 + 0.06"A
25°C/ 120 days Osmotic 81.3 + 0.90% 5.3 + 015

#bSyperscript lowercase letters in the same column denotes statistical different (p < 0.05) among same treatments and different storage tem perature;

A-BSuperscript capital letters in the same column denotes statistical different (p < 0.05) between the treatments for the same temperature.
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Supplementary Table 1. Viable cell counts of S. enterica over 120 days of storage in dehydrated coconut-flakes in each studied scenario.

Time (Days)  Treatment (dehydration)

Conventional Osmotic

Scenarios

I ] i Y/ I ] i v

Viable cell counts (log CFU/qg)
0 6.54+0.02 654+002 654+002 6.54+0.02 6.07+0.06 6.07+£0.06 6.07+£0.06 6.07+0.06
7 6.43+0.03 6.38+0.01 6.34+0.02 6.15+0.04 6.10+0.10 6.08+£0.05 599+0.08 5.29+0.10
14 6.00+0.06 6.13+0.06 6.06+0.04 6.09+0.03 6.12+0.02 589+0.01 592+0.01 540%0.04
21 6.16 +0.03 6.10+0.04 6.09+0.06 6.35+0.01 6.08+0.05 591+0.03 595+0.03 5.99+0.04
28 6.39+0.03 6.05+005 6.07+0.02 6.12+0.04 6.09+0.02 587+0.04 589+0.06 6.25+0.05
35 593+0.10 6.14+0.04 6.04+0.03 6.06+0.06 6.03+0.03 585+0.04 597+0.04 6.13£0.01
42 567+0.13 575+0.10 6.09+0.04 5.90+0.02 575+0.10 576+0.03 562+0.05 6.04+£0.02
49 561+011 574+005 581+007 5.98+0.03 552+0.08 546+0.06 578%+0.06 5.68%0.02
56 6.15+0.03 6.18+0.03 6.00+0.05 6.13+0.05 531+0.13 535+0.02 543+0.06 5.36%0.08
63 597+0.02 6.05+004 6.11+006 6.17+0.02 505+0.11 515%+0.13 520%+0.14 510%0.10
70 6.32+0.02 6.31+0.04 6.42+0.03 6.40+0.05 435+012 436+003 446+006 4.42+0.09
77 6.21+0.05 6.29+0.03 594+005 6.32+0.03 424+012 428+009 439+007 4.25+0.01
84 594+006 586+006 581+003 6.03+0.02 3.84+032 388+0.09 395+0.18 3.13%+0.51
91 567+0.11 593+0.06 6.10+0.06 6.07+0.08 280+0.17 285+0.21 290%x0.17 3.00%0.00
98 6.11+003 595+0.09 6.09+004 6.20+0.01 286+0.28 280+0.17 3.06+0.10 290£0.17
105 585+0.07 6.01+0.06 6.04+0.05 6.10+0.05 296+0.24 290x0.17 285%+0.21 2.70%0.00
112 594+005 6.06+0.07 6.03+0.02 6.07+0.06 3.06+0.10 3.12+0.10 296+024 3.02+0.28
120 6.10+0.02 6.12+0.01 6.06+0.06 6.08+0.02 290+0.17 280%+0.17 3.12+0.10 3.06%0.10

I: Storage at 25 + 1 °C for 120 days; Il: Storage at 25 £ 1 °C (30 days) and 7 £ 1 °C (60 days); I1l: Storage at 7 + 1 °C (30 days) and 25 + 1 °C (60

days); IV: Storage at 7 + 1 °C for 120 days.
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Supplementary Table 2. Predictive models of S. enterica behavior over storage time in dehydrated coconut-flakes in each studied scenario.

Dehydration Model

Predicted model

Conventional Log-linear with tail

LoglO(N) = |Oglo((1olog10(NO) _ 10I0g10(Nres)) * e(—kmaxt) + 10I0g10(Nres))
Loglo(CDIA) - |Oglo((lologlo(6.51) _ 10|0910(e.00)) * (0029 4 1(logl0 (6.00))
LoglO(CDIB) — |Oglo((1ologlo(6.52) - 10I0g10(5.95)) * e(-0.02t) + 10IoglO (5.95))
LOQlO(CDIC) — |Oglo((10I0910(6.51) ) 10I0g10(6.00)) * 0(-0.020) 4 1(logl0 (6.00))
LoglO(CDIIA) - |Og10((1olog10(6.49) _ 10IoglO(5.86)) *e(-0.0lt) + 10IoglO(5.86))
LoglO(CDIIB) - |Oglo((1ologlo(6.41) _ 10|0910(5.74)) * (-0.010) 4 10I0910(5.74))
LoglO(CDIIC) — |Oglo((1ologlo(6.48) _ 10I0910(6.03)) * e(-0.02t) + 10I0910(6.03))
Log10(CDIIIA) = log10((L0/°9106:56)  1(1og10(6.01) * (0030 4 1(loglo(6.01))
LoglO(CDIIIB) - |Oglo((lolog10(6.51) ) 10IoglO(5.99)) * o(002) 4 10IoglO(5.99))
Log10(CDIIIC) = logL0((10/°9106:54) . 11og10(6.00)y * (0030 4 1(loglo(6.00))
Log10(CDIVA) = log10((10'°906:56) _ 1(l0g10(6.07)) * g(-0.04) 1. 1()logLo(6.07)y
LOglO(CD|VB) — |Oglo((1ologlo(6.51) _ 10I0910(6.08)) * e(-0.03t) + 10I0910(6.08))
LOQlO(CDIVC) - |Oglo((lologlo(6.55) _ 10I0910(6.05)) * a(-0.040) 4 10I0g10(6.05))

Osmotic

Log-linear with tail
and shoulder

LoglO(N) - |Oglo((lologlo(N0) _ 10I0910(Nres)) *e(-kmaxt)* ((e(kmaxSI)))/(l + (e(kmaxSI) _ 1) * e(-kmaxt))) + 10I0910(Nres))
LOglO(OD'A) - |Oglo((1ologlo(6.04) _ 10IoglO(2.86)) *e(-0.18t)* ((e(0.18*48.48)))/(1 + (e(0.18*48.48) _ 1) *e(-0.18t))) + 10IoglO(2.86))
LOglO(ODlB) - Ioglo((lologlO(6.07) _ 10|OglO(2.89)) *e(-0.16t)* ((e(0.16*47.30)))/(1 + (e(0.16*47.30) _ 1) *e(-0.16t))) + 10|OglO(2.89))
LoglO(ODIC) - |oglo((1olog10(6.09) _ 10|0910(2.79)) * a(-0.150) * ((6(0'15*44'15))) /1 + (e(o.15*44.15) - 1) *e(-0.15t))) + 10|0910(2.79))
LOglO(OD“A) - |Oglo((10|oglo(5.95) _ 10|0g10(2.79)) *e(—0.15t)* ((e(0.15*48.04)))/(1 + (e(0.15*48.04) _ 1) *e(—0.15t))) + 10|0910(2.79))
LOglO(OD' |B) = |Oglo((1olog10(5.94) _ 10IoglO(2.43)) *e(—0.17t) * ((e(0.17*51.87)))/(1 + (e(0.17*51.87) _ 1) *e(—0.17t))) + 10I0910(2.43))
LoglO(ODIIC) - |oglo((1ologlo(5.93) _ 10IoglO(2.64)) *e(-0.15t)* ((e(0.15*49.15)))/(1 + (e(0.15*49.15) _ 1) *e(-0.15t))) + 10I0910(2.64))
LoglO(ODIIIA) — |Oglo((1ologlo(5.94) _ 10IoglO(2.41)) *e(-0.16t)* ((e(0.16*52.24)))/(1 + (e(0.16*52.24) _ l) *e(-0.16t))) + 1OI0910(2.41))
LOglO(OD'“B) — |Oglo((1ologlo(5.97) _ 10I0910(2.75)) *e(-0.16t)* ((e(0.16*50.94)))/(1 + (e(0.16*50.94) _ 1) *e(-0.16t))) + 10IoglO(2.75))
LOglO(OD“lC) = |Oglo((10|oglo(5.89) _ 10|0g10(2.80)) *e(-0.18t)* ((e(0.18*54.03)))/(1 + (e(0.18*54.03) _ 1) *e(-0.18t))) + 10|oglo(2.80))
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LoglO(ODIVA) — |Oglo((1ologlo(6.06) - 10I0g10(2.91)) *e(—0.22t)* ((e(0.22*52.20)))/(1 + (e(0.22*52.20) _ 1) *e(—0.22t))) + 10IoglO(2.91))
LOglO(OD|VB) - |Og10((1ologlO(6.lO) _ 10IoglO(2.90)) *e(-O.ZOt) * ((e(0.20*51.33)))/(1 + (e(0.20*51.33) _ 1) * e(-O.ZOt))) + 1OI0910(2.90))
LOglO(OD'VC) = IoglO ((10I0910(5.87) _ 10I0910(2.78)) *e(-0.17t)* ((e(0.17*52.55)))/(1 + (e(0.17*52.55) _ 1) *e(-0.17t))) + 10I0910(2.78))

CD conventional dehydration; OD osmotic dehydration coconut-flakes. I-1V represents the storage scenarios, where I: Storage at 25 + 1 °C for 120
days; Il: Storage at 25 + 1 °C (30 days) and 7 £ 1 °C (60 days); Ill: Storage at 7 + 1 °C (30 days) and 25 £ 1 °C (60 days) and IV: Storage at 7 + 1
°C for 120 days. " Superscript capital letters in the same treatment denotes repetitions of independent experiments.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O comportamento de S. enterica em flocos de coco desidratados convencionalmente e
osmoticamente ao longo de 120 dias de armazenamento foi descrito pelos modelos log-linear +
cauda e log-linear + ombro + cauda, respectivamente. Os modelos mostraram bom ajuste aos
dados experimentais, e uma boa concordancia foi observada entre os valores previstos e
observados. Evidenciando que os modelos utilizados podem ser considerados ferramentas uteis
na previsdo do comportamento de S. enterica em flocos de coco sob diferentes condicGes de
desidratacéo e temperaturas de armazenamento. Em comparacao ao cenario | o cenario IV do
armazenamento de flocos de coco desidratados osmoticamente apresentou um maior valor de
kmax (0,20 dias?). No geral, foram observados maiores valores de kmax em flocos de coco
desidratados osmoticamente em comparacdo com flocos de coco desidratados
convencionalmente, independentemente do cenario de armazenamento (7 ou/e 25 °C). As
subpopulacdes de células danificadas de S. enterica ndo se alteraram ou aumentaram em flocos
de coco desidratados osmoticamente ap6s 120 dias de armazenamento, enquanto diminuiram
em flocos de coco desidratados convencionalmente, sugerindo ativacdo de mecanismos de
reparo. Nossos achados contrastam com as evidéncias anteriores de que 0 estresse osmotico age
como uma etapa de barreira e pode proteger as células desidratadas de S. enterica durante o
armazenamento prolongado. Tendo em vista os resultados obtidos, pode-se sugerir que a melhor
opcao para flocos de coco desidratados armazenados por meses em relacdo a possivel
contaminacdo com S. enterica e a desidratacdo osmotica. No entanto, outros parametros
também devem ser considerados, como a escolha da matéria prima de boa qualidade, adogéo
de medidas efetiva de medidas de higiene pela industria alimenticia ao longo do processamento,
minimizando riscos de contaminacdo por S. enterica na matriz alimenticia.

Em pesquisas futuras, os modelos utilizados poderéo ser expandidos atraveés de modelos
secundarios para avaliarem os efeitos de outros componentes da matriz alimentar que afetam a
sobrevivéncia de S. enterica em flocos de coco desidratados. A partir dos resultados obtidos
nesse estudo, pesquisas podem ser realizadas usando diferentes niveis de indculo inicial, utilizar
outras técnicas de inoculacdo, assim como avaliar o efeito de outras técnicas de conservacao
utilizadas em flocos de coco na cinética de sobrevivéncia de S. enterica ou outros patdgenos

alimentares.



