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RESUMO

SALUSTIANO, Valéria Costa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
agosto de 2007. Isolamento, ribotipagem e controle de Bacillus
cereus ap0s a pasteurizacdo do leite. Orientador: Nélio José de
Andrade. Co-Orientadores: Nilda de Fatima Ferreira Soares, Raquel
Monteiro Cordeiro de Azeredo e José Ivo Ribeiro Junior.

A recontaminagao pos-pasteurizagao do leite por Bacillus cereus foi
avaliada por analises do produto e de superficies previamente higienizadas.
As amostras de leite foram coletadas durante nove semanas, e as
superficies rosca da tubulagdo da maquina de envase (RT), tanque de
equilibrio da maquina de envase (TEM), tubo formador da embalagem
(TFE), tubo de envase (TE) e tanque de leite pasteurizado (TLP) foram
amostradas, usando-se swabs. Isolados caracteristicos em MYP, Gram-
positivos, foram confirmados bioquimicamente. Bacillus cereus confirmados
foram ribotipados e tiveram suas cargas elétricas superficiais determinadas
por cromatografia de interagdo eletrostatica. Além disso, quatro
procedimentos de higienizagdo diferentes para o controle da adeséao
bacteriana ao ago inoxidavel foram avaliados. Dos 115 isolados de Bacillus
sp., 35,65% foram encontrados no leite e 64,35%, nas superficies. Foram
definidos como B. cereus 30 isolados das superficies e 12 do leite. Logo

apos o envase do leite pasteurizado, a contagem de Bacillus sp. variou de

Xi



- 0,349 a 1,85 log UFC-mL'1, com média de 0,588 log UFC-mL™". Na primeira
semana de monitoramento, o numero de Bacillus sp. atingiu o limite superior
de controle (LSC) de 1,22 log UFC'mL', e na sétima semana a
contaminacado do leite ultrapassou esse valor. Para as superficies, as
contagens microbianas situaram-se entre 0,061 e 1,977 log UFC-cm'z, com
média de 0,646 log UFC-cm™. A contaminacéo por Bacillus sp. estava fora
de controle nas duas primeiras semanas em praticamente todas as
superficies testadas ap6s os POPs. No TLP houve elevagao ao longo das
semanas, € na sétima o processo foi considerado fora de controle, o que
indica a necessidade de se fazerem o monitoramento e o controle, quando
necessario. Constatou-se que a eficiéncia ou ndo da higienizagdo em
superficies de equipamentos em uma semana nao influenciou o resultado da
higienizacdo na semana seguinte. Assim, todos os locais avaliados sao
passiveis de controle, com execugcao de procedimentos de limpeza e
sanitizagdo adequados. Sete ribogrupos foram encontrados, e um mesmo
ribogrupo foi isolado de quatro superficies e de amostras de leite
pasteurizado, indicando que as superficies sdo reservatérios de B. cereus.
Apenas o TE nao foi associado a recontaminacdo, e os ribogrupos
apresentaram-se predominantemente anidnicos. Analisando as contagens
microbianas nas superficies apds a aplicacado dos diferentes procedimentos,
verificou-se que a adesao de B. cereus foi afetada pela temperatura,
concentragcao da solugao alcalina, uso ou ndo da solugao acida e pelo pH da
solugdo clorada. A industria deve enfatizar os procedimentos de
higienizacdo e sua operacionalizagdo, controlando pH, concentracao,
temperatura e tempo de contato das solugdes. Além disso, € importante
monitorar o processo, para que agdes corretivas possam ser desenvolvidas

quando necessarias.

Xii



ABSTRACT

SALUSTIANO, Valéria Costa, D. Sc., Universidade Federal de Vigosa,
August of 2007. Bacillus cereus isolation, ribotyping and control in
post-pasteurized milk. Adviser: Nélio José de Andrade. Co-Advisers:
Nilda de Fatima Ferreira Soares, Raquel Monteiro Cordeiro de Azeredo
and José lvo Ribeiro Junior.

Bacillus cereus recontamination of post-pasteurized milk was
assessed by product analysis and by previously sanitized surfaces analysis.
The milk samples were collected during nine weeks and the surfaces of the
packaging machine screw (PMS); of the packaging machine leveling tank
(PMLT); of the package forming tube (PFT); of the packaging tube (PT), and
of the pasteurized milk storage tank (PMST) were verified using surface
swabs. Gram-positive were isolated on MYP and biochemically confirmed.
The Bacillus cereus isolates were ribotyped and had their superficial
electrical charge evaluated using electrostatic interaction chromatography.
Furthermore, four different cleaning procedures to control bacterial adhesion
to stainless steel surfaces were assessed. From 115 Bacillus sp. isolates,
35.65 % were from milk and 64.35 % were from stainless steel surfaces.
Thirty isolates from surfaces and 12 isolates from milk were characterized as
Bacillus cereus. Just after pasteurized milk packaging Bacillus sp. numbers
varied from -0.349 log UFC-mL™" to 1.85 log UFC-mL™", with 0,588 log
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UFC-mL™" average. During the monitoring process, at the first and seventh
weeks, the milk contamination reached or surpassed the upper control limit of
1.22 log UFC-mL" (UCL). For the surfaces, the microbial numbers were
between — 0.061 log UFC-cm? and 1,977 log UFC-cm™, with 0.646 log
UFC-cm™. The Bacillus sp. contamination was out of control in the two first
weeks practically for all studied surfaces after Standard Operational
Procedures. The PMST showed a tendentious elevation and in the seventh
week surpassed the UCL, standing out of control, indicating control and
monitoring necessity at this critical point. After the statistical analysis, was
verified a positive data autocorrelation, wich indicated the
efficiency/deficiency of one week sterilization influenced the next week
results for three surfaces. PMLT and PFT showed inconclusive results. The
results showed a tendency, according to Durbin Watson test (P<0.05), during
the weeks for PMS, PMLT, PMST surfaces, being the Bacillus sp.
contamination predictable. Therefore, the monitoring process is important for
the control, when the numbers start to rise. For the non tendentious surfaces,
the monitoring is still important; the process could run out of control suddenly.
Seven ribogroups were found and the same ribogroup was isolated from four
surfaces and from pasteurized milk, what meant they were Bacillus cereus
reservoirs. Only the PT was not associated with recontamination. The
ribogroups were predominantly anionics (P<0.05) by F test. Analyzing the
surfaces, microbial numbers after using different procedures, were verified
that Bacillus cereus adhesion was affected by the alkaline solution
temperature and concentration, by the use or not of acid solution and by
chlorine solution pH. The industry must emphasize “how to do” the cleaning
procedures and its performing, controlling the pH, the concentration, the
temperature and the exposure time of the solutions. Also it is important “how
to assess” for the process monitoring in order to corrective actions may be

conducted when necessary.
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1. INTRODUCAO

A recontaminagao do leite pasteurizado por Bacillus cereus na linha
de producgao leva a perda de qualidade, diminuigao da vida util do produto e,
eventualmente, a riscos a saude do consumidor.

Espécies de Bacillus, dentre elas B. cereus e outros microrganismos
Gram-positivos, como espécies do género Micrococcus, € de Gram-
negativos, como Pseudomonas sp., sdo 0s principais recontaminantes apos
o tratamento térmico do leite. A reducdo de qualidade em leite e produtos
lacteos processados € geralmente consequéncia do crescimento e de
atividades metabdlicas dessas bactérias recontaminantes, particularmente
ao se reproduzirem sob temperaturas de refrigeragdo, caracterizando-se
como psicrotroficas.

A presenca da forma esporulada de B. cereus no leite cru, como
consequéncia de condigdes higiénicas insatisfatérias no processo de
ordenha, resiste a pasteurizacao e pode formar biofilmes nas superficies dos
equipamentos da linha de processamento. Uma vez que 0s microrganismos
estejam aderidos ou formem biofilmes nos equipamentos, havera resisténcia
a remocgao pelos procedimentos normais de higienizagao.

O objetivo geral deste trabalho foi rastrear os reservatérios de Bacillus
cereus em pontos de pos-pasteurizagao de leite. J& os objetivos especificos
da pesquisa foram: i) avaliar a contaminagdo do leite pasteurizado e de

superficies de processamento por Bacillus sp.; ii) isolar e identificar os



isolados caracteristicos de Bacillus cereus; iii) ribotipar os isolados de
Bacillus cereus; iv) determinar a carga elétrica superficial dos ribogrupos; e
v) avaliar procedimentos de higienizagdo diferentes para o controle de
ades3o de Bacillus cereus em superficie de aco inoxidavel, AlSI 304 , n° 4.
Dessa maneira, procurou-se fornecer subsidios as industrias de
laticinios para o controle da recontaminagdo do leite pasteurizado por B.

cereus, apos o processo de pasteurizagao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Leite Pasteurizado: qualidade e contaminacao por Bacillus cereus

De modo semelhante a muitas situagdes relatadas na Histodria,
segundo Leite et al. (2006), o acaso e a necessidade de sobrevivéncia
fizeram com que o homem identificasse, ainda na Antiguidade, a importancia
do leite como fonte nutricional. O consumo desse alimento por civilizagdes
mais antigas estad comprovado em pelo menos cinco citagbes no Antigo
Testamento: Génesis 18:8, | Samuel 17:18, Il Samuel 17:29, J6 10:10 e
Provérbios 30:31, mas, evidentemente, naquela época ainda néo se
conhecia uma forma eficiente para aconservacao desse produto.

Durante muito tempo, o leite foi consumido por quem o produzia e néo
tinha valor comercial, em virtude de sua rapida deterioragdo. Ha registros de
que a primeira fabrica de laticinios da América do Sul foi fundada por volta
de 1888, na Serra da Mantiqueira, em Minas Gerais, pelo Dr. Carlos Pereira
de Sa. Apods o surgimento em outros estados de novas fabricas desse setor,
sentiu-se a necessidade de divulgacao do que era feito no Brasil na area de
Laticinios. Isso ocorreu em 1925, por ocasido da realizagdo da 12
Conferéncia Nacional de Leite e Laticinios, no Rio de Janeiro. Nessa
conferéncia, procurou-se enfatizar a importancia do leite para a saude e o

valor dos métodos cientificos e técnicos aplicaveis a sua industrializagao.



Aproveitou-se a ocasiao para fazer uma campanha educativa sobre higiene
na industria de laticinios (LEITE et al., 2006).

A partir de entdo, segundo Leite et al. (2006), tem-se procurado
melhorar a qualidade microbiolégica do leite por meio da manutengdo de
rebanho saudavel e agdes efetivas de boas praticas de higiene, manuseio do
leite, durante e apds a ordenha, e higienizagao correta dos equipamentos e
utensilios utilizados.

O termo “pasteurizacdo” pode simplesmente se referir ao tratamento
térmico, tipicamente por 15 segundos a uma temperatura maior que 71,8 °C,
seguido de imediato resfriamento, ou pode fazer alusdo ao processo
comercial completo. Neste ultimo caso, o processo de pasteurizagio
incluiria o tratamento térmico e medidas para assegurar um produto seguro,
o controle da cadeia de resfriamento apds o tratamento térmico e a
prevencdo da recontaminagcdo do leite pasteurizado, que levaria a
deterioragao do produto (MUIR, 2004).

A pasteurizagdo, segundo a Comissdo do Codex Alimentarius da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS), foi estabelecida com a finalidade de
reduzir a0 minimo os riscos para a saude, associados a microrganismos
patogénicos como Mycobacterium tuberculosis e Coxiella burnetti (LOPES;
STANFORD, 1997). Conservando os alimentos por inativacdo de suas
enzimas e destruicdo de microrganismos relativamente termolabeis, a
pasteurizacio leva a perdas minimas no valor nutritivo e nas caracteristicas
sensoriais do alimento em questdo. Consiste em um tratamento térmico
suave, utilizando temperaturas geralmente inferiores a 100 °C, com vistas a
prolongar a vida util dos alimentos por varios dias ou meses (FELLOWS,
1994).

A deterioragdo de origem microbiana € a causa mais comum de
perdas de produtos e pode manifestar-se visivelmente, formando
limosidades e colénias, mudancas de textura do alimento por degradagao de
polimeros ou odores e sabores indesejaveis (GRAM et al., 2002).

A perda de produtos devida a deterioracdo microbiana representa um
grande problema para o mercado de laticinios e acarreta grandes prejuizos
econdmicos. A utilizagdo de leite de baixa qualidade microbiolégica, pela

industria, também tem implicagcbes tecnoldgicas relevantes, que apresenta
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como consequéncias perdas econdmicas e riscos a saude do consumidor.
No Brasil praticamente ndo existem levantamentos epidemioldgicos que
demonstrem com seguranga a incidéncia e a gravidade de doengas de
origem alimentar, mas trabalhos cientificos tém evidenciado o elevado
numero de amostras de leite pasteurizado fora dos padrdes microbioldgicos
brasileiros (NERO et al., 2005).

Considerando essas evidéncias de que o leite produzido e consumido
no Brasil nem sempre apresenta a qualidade desejada, foi publicada em 18
de setembro de 2002 a Instru¢do Normativa n° 51 (IN51), que determinou
novas normas na produgao, identidade e qualidade de leites pasteurizados
tipos A, B e C, e em leite cru refrigerado, além de regulamentar a coleta de
leite cru refrigerado e seu transporte a granel. Uma das principais alteragdes
foi a respeito do leite pasteurizado padronizado: esse processamento nao
possuia parametros microbiolégicos especificos. De acordo com as novas
normas, esse leite “deve ser refrigerado ja na propriedade e possuir uma
contagem maxima de aerdbios meséfilos de 10° UFC-mL™, objetivo a ser
atingido em diferentes prazos, de acordo com a localizagdo geografica da
regido produtora, até no maximo julho de 2007” (BRASIL, 2002).

Por sua riqueza de nutrientes, o leite € considerado um alimento
quase completo para os humanos, sendo amplamente comercializado e
consumido pela populagdo. Contém lactose, triacilgliceréis e outros lipidios,
em estruturas globulares estabilizadas por uma membrana protéica, e
particulas pequenas compostas de um grupo de fosfoproteinas conhecidas
como caseinas, além de algumas proteinas globulares na fragdo aquosa
(LAWRENCE et al., 2002). Sua composicao oferece condi¢cdes excelentes
para a multiplicagdo de microrganismos, em curto espago de tempo
(GARRIDO et al., 2001).

Gounot (1986) e Silva (1991) observaram que 0s microrganismos que
normalmente contaminam o leite crescem em ampla faixa de temperatura.
Essa microbiota inclui, além dos mesofilos, microrganismos termofilos e
psicrotroficos.

Segundo Hayes e Boor (2001), no leite estdo presentes bactérias
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da pasteurizagao), as laticas (que acidificam rapidamente o leite cru nao-
refrigerado), os coliformes e as bactérias patogénicas.

Os principais microrganismos relacionados com a alteracdo da
qualidade do leite compreendem os mesofilos e os psicrotroficos, em que o
segundo grupo engloba varios tipos de microrganismos capazes de produzir
alteracdes fisicas, quimicas e sensoriais no leite (SPEXOTO et al., 2005).
Organismos psicrotroficos formadores de esporos, do género Bacillus,
despertaram interesse consideravel no processamento de leite, pelo fato de
também serem termoduricos e resistirem ao tratamento de pasteurizacdo do
produto (ROBINSON, 1990).

Segundo Collins (1981), de acordo com as normas da International
Dairy Federation, os psicrotroficos foram definidos como os microrganismos
que podem crescer a 7 °C ou menos, independentemente da temperatura
otima de crescimento. Esse grupo € extremamente importante em produtos
que sao conservados ou armazenados em condi¢gbes de refrigeragdo por
periodos relativamente longos, de uma a quatro semanas.

O problema torna-se ainda mais sério quando se considera que 0 uso
intensivo da refrigeracdo no leite, desde a fazenda até a residéncia do
consumidor, pode provocar uma gradativa selegdo para esse grupo. Tem-se
observado que grande numero de espécies, antes consideradas
estritamente mesdfilas, vem sendo incluida também entre os psicrotroficos
(COLLINS, 1981; FONSECA et al., 2006).

Estudos realizados por Meer et al. (1993) revelaram que a microbiota
do leite tratado termicamente e estocado sob refrigeragéo consistia de 83%
de Bacillus, indicando que os microrganismos mais resistentes sao bactérias
aerobias ou facultativas, formadoras de esporos. Os dados confirmam a
importancia do grupo de microrganismos denominado “termoduricos”, que
nao €& caracterizado pela temperatura de crescimento, mas sim pela sua
resisténcia térmica. S&o microrganismos capazes de sobreviver ao
tratamento comumente utilizado na pasteurizagao do leite, ou seja, 72 °C por
15 segundos ou 65 °C por 30 minutos. Assim, a grande importancia desse
grupo pode ser avaliada na conservagao de produtos pasteurizados, ainda
mais porque espécies desse grupo tém sido encontradas entre os
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A aceitacdo do leite fluido por parte do consumidor depende, em
grande parte, das suas caracteristicas sensoriais, como sabor e aroma,
assim como do seu valor nutricional, atributos esses que podem ser
alterados pelas agdes proteolitica e lipolitica de bactérias psicrotréficas, com
prejuizos no tempo de vida de prateleira e na qualidade do leite pasteurizado
(MA et al., 2000).

A vida de prateleira de um alimento pode ser definida como o periodo
decorrido desde o momento em que se concluem as operacdes de
embalagem, incluindo as etapas de comercializagdo, com estocagem,
transporte, manuseio, até 0 momento em que as caracteristicas sensoriais e
de sanidade do produto se tornem inadequadas para a alimentacio. Por ser
um alimento complexo e de alto valor bioldgico, a vida de prateleira do leite
de consumo depende pouco da qualidade da embalagem e sim das
caracteristicas sanitarias envolvidas na produgao, manuseio, processamento
e distribuicdo (FORSYTHE, 2002).

Os consumidores esperam que os alimentos de qualidade sejam
nutritivos e saborosos, ainda que permanegcam bem sob refrigeragéo
(RALYEA et al., 1998). O conceito de qualidade do ponto de vista da Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos € mais objetivo, com base na comparagédo das
caracteristicas dos produtos com padrdes preestabelecidos. Para manter ou
aumentar as agdes do mercado, entretanto, as metas da industria de
laticinios devem ir de encontro as expectativas de qualidade dos
consumidores. Visando alcancgar esses desafios, a industria deve enfocar a
qualidade e extensao da vida util de seus produtos (BOOR, 2001).

Boor, em seu laboratério na Universidade de Cornnel, Estados
Unidos, tem mostrado que a maioria dos microrganismos deterioradores,
isolados apds o processamento de produtos lacteos, € constituida de Gram-
positivos e esporulantes, incluindo Bacillus spp. Esses organismos ndo séo
tipicamente isolados do leite na ordenha e parecem contaminar o alimento
pelo contato com superficies contaminadas, frequentemente afetando a
extensdo da vida util do produto (BOOR, 2003).

Muitos pesquisadores acreditam que a contaminacdo do leite
pasteurizado por Bacillus spp. resulta da sobrevivéncia de esporos que

estariam presentes no leite in natura. Entretanto, outros dados da literatura
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indicam que a contaminagdo pds-processamento contribui, de forma
relevante, para aumentar as contagens microbianas no produto (SCHRAFT
et al., 1996). Johnston e Bruce (1982) mencionaram que a contagem de
esporos em amostras de leite pasteurizado pode ser maior do que em
amostras de leite cru. Isso pode ser devido a contaminagdo com esporos do
equipamento, em virtude das falhas de higienizagdo nas usinas. As bactérias
esporulantes estdo presentes usualmente em pequeno numero, quando o
leite € ordenhado em boas condi¢cdes sanitarias.

Entre as espécies do género Bacillus, uma das mais importantes para
a industria de laticinios é B. cereus, tendo em vista sua capacidade de
produzir toxinas, enzimas extracelulares, que determinam o potencial de
deterioracdo, e esporos, que podem resistir ao tratamento térmico. Esse
microrganismo esta intimamente envolvido com a vida de prateleira do leite
pasteurizado (MARTINS et al., 2005).

Crielly et al. (1994) citaram que a incidéncia de B. cereus no leite é
maior no periodo de verao, ao passo que B. licheniformis é mais comum no
periodo de inverno.

Segundo Wong et al. (1988), entretanto, apesar da alta incidéncia
desse microrganismo em produtos lacteos, as intoxicagdes alimentares
causadas por ingestdo de leite ou derivados sao raras. Assim, o principal
problema da presenga de B. cereus no leite € sua influéncia como fator
limitante da vida de prateleira do produto e o desenvolvimento de atributos
sensoriais indesejaveis (FROMM; BOOR, 2004). Brown (2000) referiu a
Bacillus cereus como microrganismo causador de perdas econdmicas
importantes para a industria de laticinios.

Sutherland (1993) também demonstrou que B. cereus € a bactéria
esporulante mais importante na alteragao do leite pasteurizado estocado em
temperaturas de 6 °C a 20 °C.

Cepas de B. cereus sido capazes de utilizar varios carboidratos:
glicose, frutose, trealose, sacarose, salicina, maltose, manose, m-inositol e
lactose. Séo capazes de hidrolisar amido, caseina e gelatina. Todas s&o
produtoras de hemolisinas e também produtoras de fosfolipases do tipo C
(FRANCO; LANDGRAF, 2005).



Segundo Collins (1981), a bactéria é capaz de produzir proteases e
fosfolipases extracelulares termorresistentes, resultando na coagulagéo doce
e no sabor amargo do leite pasteurizado.

A atividade enzimatica devida a presenca dessa bactéria nos produtos
lacteos foi demonstrada por Silveira et al. (1999). As enzimas lipoliticas
produzidas por B. cereus causam a hidrolise de gorduras e a produgao de
acidos graxos livres apos a germinagao de esporos no leite. Essas enzimas
microbianas séo especificas e muito mais ativas do que as lipases naturais.

A lipdlise resulta da acdo de lipases naturais e, ou, microbianas,
enzimas que tém a propriedade de hidrolisar os triacilglicerdis da gordura,
liberando acidos graxos de cadeia curta, como butirico, caprdico, caprilico e
caprico, que sao os principais responsaveis pelo aparecimento de odores e
sabores desagradaveis no leite. As lipases naturalmente presentes no leite
sdo termossensiveis, faciimente destruidas pelas temperaturas de
pasteurizagdo, ndo causando danos a matéria graxa de um leite manuseado
e processado adequadamente. Entretanto, as lipases microbianas podem
causar alteragdes na gordura do leites, ap6s o processamento térmico, uma
vez que sao resistentes a temperatura de pasteurizacdo e permanecem
ativas em temperaturas muito baixas (GOMES, 1988). Valores de acidos
graxos livres acima de 1,3 meqL” em leite bovino geralmente tornam o
produto inaceitavel para o consumo (FONSECA et al., 2006).

Como as lipases sao largamente produzidas pelos microrganismos no
final da fase lag e no inicio da fase estacionaria, ndo ha correlagdo direta
entre o numero de células e a concentragdo da enzima. Os defeitos nos
produtos sdo detectados quando a concentragao de Bacillus lipoliticos atinge
entre 5x10° e 10" UFC'mL™" (JANSTOVA et al., 2006). Em contraste, uma
concentragdo de 2,7 x 10* UFC-mL™" de microrganismos psicrotréficos foi
suficiente para iniciar um processo de lipolise em leite, como observado por
Silveira et al. (1999).

Os principais produtos quimicos descritos na literatura como
responsaveis pela deterioracdo do leite e resultantes do metabolismo de B.
cereus sobre os fosfolipidios sao proteinas, particulas de gordura e ésteres.
Esses produtos do metabolismo bacteriano provocam odor indesejavel,
denominado odor adocicado de frutas (GRAM et al., 2002).
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As proteases podem atuar sobre as proteinas do leite, causando
também o desenvolvimento de gosto amargo e a coagulagcédo do leite. No
leite, ha diversas enzimas de origem microbiana que tém a capacidade de
hidrolisar proteinas (SHAH, 1994). Proteases termorresistentes produzidas
por algumas espécies de Pseudomonas e de Bacillus podem alterar leites
esterilizados (FRANK et al., 1992; BRASIL, 1993; COLLINS et al., 1993).

As enzimas proteoliticas, ou proteases, incluem as proteinases, que
promovem a hidrolise da molécula de proteina em polipeptidios, e as
peptidases, que hidrolisam estes fragmentos a aminoacidos (FRAZIER;
WESTHOFF, 1993). Essas enzimas tém acao sobre as proteinas do leite,
principalmente sobre as caseinas, liberando peptideos responsaveis pelo
gosto amargo do leite (FORSYTHE, 2002).

Capazes de hidrolisar toda a caseina disponivel no leite a peptideos
soluveis, as proteases tem efeito direto nas caracteristicas sensoriais do
produto. As proteases de bactérias psicrotroficas apresentam capacidade de
coagular a proteina do leite e possuem atividade hidrolitica em varias
fragcbes da caseina, apresentando, no entanto, baixa atividade degradativa
sobre as proteinas do soro. A fragao protéica representada pela caseina é
facilmente degradada devido a sua estrutura ndo helicoidal. Atualmente, o
teor de glicomacropeptideo (GMP ou &acido sialico) em leite e derivados tem
assumido caracteristicas de importante marcador das agdes proteoliticas
sofridas, seja na condicdo de matéria-prima ou, mesmo, no monitoramento
de etapas importantes do processo tecnologico do leite UAT/UHT. Assim
como a determinagao de GMP, a avaliagao de viscosidade do leite UAT/UHT
durante sua vida de prateleira também & utilizada na avaliacdo de
desagregacao ou despolimerizagcdo, que pode ocorrer nos estagios iniciais
da hidrolise de proteinas. A viscosidade ainda sofre agcdo de efeitos fisico-
quimicos, como pH, temperatura, teor de sdlidos, tamanho de particulas e
umidade. As caracteristicas de viscosidade e de consisténcia de um produto
também podem determinar sua aceitagdo ou nao por parte do consumidor
(MARTINS et al., 2005).

A presenca de B. cereus em leite UAT, que pode ser atribuida a
contaminagao poés-tratamento térmico, tem sido amplamente estudada.

Bahout (2000), ao analisar 60 amostras de leite UAT no Egito, verificou a
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presenca de Bacillus cereus em 29,2% das 11 amostras positivas (18,3%)
para Bacillus sp. e concluiu que a sua presenca poderia ser atribuida a
recontaminacédo apds o tratamento térmico. Foschino et al. (1990)
encontraram baixa concentragdo de Bacillus cereus (3,1%) em amostras de
leite UAT positivas para microrganismos do género Bacillus. Zacarchenco et
al. (2000), analisando 100 amostras de leite UAT processados pelos
métodos de injecdo direta e indireta de vapor, verificaram que 22% das
amostras processadas pelo sistema direto e 71,4% pelo indireto
apresentavam Bacillus sp. na forma de esporos de alta resisténcia térmica
(HHRS — Highly Heat Resistant Spores). Os HHRS pareceram resistir as
condigbes de tempo e temperatura empregadas, principalmente no sistema
de injecdo indireta de vapor, trazendo preocupacdo pela possibilidade de
prejuizos, com condenacgao do produto (MARTINS et al., 2005).

Ravanis e Lewis (1995) afirmaram que, mesmo no produto final, ou
seja, no leite pasteurizado, com uma contagem bacteriana dentro dos
padrbes legais, a deterioragcdo por agdo de lipases e proteases de origem
microbiana pode ocorrer. Também, segundo Collins (1981), as lipases e
proteases, mesmo em baixas concentracbes, sdo capazes de degradar
gordura e proteina causando, respectivamente, sabor de rango e sabor
amargo no leite e produtos lacteos estocados sob refrigeracao.

Segundo Fonseca et al. (2006), o controle de microrganismos
psicrotréficos no leite € fundamental para sua qualidade, pois a atividade
metabodlica desses microrganismos leva a alteragbes bioquimicas nos
constituintes do leite, as quais limitam a vida de prateleira dos produtos.

A pasteurizagao do leite cru causa aumento na atividade proteolitica e
uma queda na atividade lipolitica. As lipases produzidas pelos psicrotroficos
sao mais importantes no desenvolvimento de defeitos no sabor e aroma em
queijos do que as proteases; isso porque as proteases sdo soluveis em agua
e sao perdidas no soro, enquanto as lipases sdo adsorvidas pelos glébulos
de gordura, ficando retidas na massa do queijo (GOMES, 1988).

A recontaminagado do leite pasteurizado, segundo Aantrekker et al.
(2002), pode ocorrer por diferentes rotas. As bactérias aderem a superficies
de equipamentos, podendo formar biofiimes, que consistem em um

aglomerado de bactérias e seu material extracelular, juntamente com
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residuos do alimento. Dessa forma, esse grupo de bactérias aderido se torna
mais resistente a limpeza, desinfeccdo e remogao, podendo recontaminar o
alimento processado. Os bioaerosséis, caracterizados por microrganismos
suspensos no ar, representam outra rota de contaminagcdo pos-
processamento de alimentos.

A contaminagcdo via aerossoOis pode ser descrita usando-se a
velocidade de deposi¢cao de particulas do ar sobre os alimentos. O nivel
dessa contaminacdo € dado por CL=vNAt, em que CL é o nivel de
contaminacgao (UFC); v é a velocidade de deposi¢cao (m/h); N é o niumero de
células no ar (UFC-m™de ar); A é area de exposigdo do produto (m?) e t é o
tempo de exposicdo deste ao ar. A contaminagcdo pelo contato com
manipuladores também é preocupante, dependendo do nivel de
contaminacgao e da probabilidade de transferéncia de microrganismos para o
alimento (A ANTREKKER et al., 2002).

Pela amostragem e analise do leite e de pontos do ambiente de
processamento, o momento de entrada e contaminacdo do produto por
esses microrganismos pode ser determinado. Dessa maneira, o proximo
passo na identificacdo dos reservatorios desses organismos na industria de
laticinios envolve a compreensao da fonte de contaminagéo do leite in natura
e do produto pronto. Ganhos importantes na qualidade e vida de prateleira
dos produtos podem ser alcangados pela identificagdo da origem da
microbiota deterioradora e pelo desenvolvimento de estratégias para sua
eliminacdo (RALYEA et al., 1998).

Assim, diversos autores constataram que tanto o produtor quanto o
consumidor seriam beneficiados com o controle da recontaminacao por B.
cereus no leite pasteurizado, tendo em vista que entre 10,0% e 65,0% das
amostras do produto avaliadas em varias regides do pais encontram-se em
desacordo com os padrdes microbiolégicos determinados pela legislagao
(SANTANA et al., 2001).
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2.2. Higienizacdo na industria de laticinios e ades&o bacteriana em
superficies de equipamentos

Os microrganismos patogénicos e deterioradores podem contaminar o
leite em qualquer uma das etapas de producgao, beneficiamento, distribuicdo
e consumo. Praticas inadequadas de manejo, higienizagao deficiente de
equipamentos em sala de ordenha, conservagao inadequada e higienizagao
deficiente de equipamentos de beneficiamento tornam o leite suscetivel a
contaminacao (FRANCO et al., 2000).

A presenga de microrganismos no ambiente de processamento dos
alimentos pode levar a contaminacdo do produto acabado, reduzindo a sua
qualidade. As fontes de contaminagcdo do meio ambiente incluem o ar
ambiente, agua, alimentos, manipuladores, animais e insetos, além de
equipamentos, utensilios e componentes estruturais da planta mal
higienizados. As maquinas de envase de leite pasteurizado ja foram
confirmadas como importante fonte de contaminacdo desse alimento,
contribuindo para sua deterioragdo e consequente diminuigdo da vida de
prateleira (DOGAN; BOOR, 2003).

Varios métodos podem ser empregados para controlar do crescimento
dos microrganismos psicrotréficos e prevenir ou reduzir a deterioragdo do
leite e derivados (CHAMPAGNE et al., 1994). Entre eles destacam-se: i)
resfriamento a temperatura até 4 °C; ii) emprego de praticas adequadas de
higiene durante todo o processo de produgao do leite e seus derivados; iii)
emprego de calor/pasteurizagdo quando a concentragdo de psicrotréficos
ainda estiver baixa; iv) adicdo de bactérias lacticas no leite cru, sendo
algumas capazes de produzir substancias antimicrobianas, como peréxido
de hidrogénio, acidos organicos e antibiéticos (bacteriocinas), que possuem
importante papel no controle do crescimento dos microrganismos
psicrotréficos; e v) incorporagao de gases no leite, como N, e COa,.

A bactofugacdo também € uma tecnologia muito usada, que visa
reduzir a contaminagao microbiolégica do leite. Seu principio consiste na
remocao das bactérias e esporos por meio de diferengca da densidade
(1,2 g-mL™" para os microrganismos e 1,03 g-mL™" para o leite). O leite é

separado do concentrado bacteriano ou bactofugado, que & descarregado
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separadamente. A quantidade de bactofugado é de 2% a 3% do total do leite
e contém entre 80% e 90% das células bacterianas presentes. O
bactofugado é esterilizado, enquanto o leite é pasteurizado normalmente,
sendo depois misturados (MORENO et al., 2002).

A limpeza e sanitizagdo dos equipamentos e utensilios sdo, sem
duvida, operagdes fundamentais no controle sanitario na industria de
laticinios. Entretanto, frequentemente sdo negligenciadas ou realizadas de
forma inadequada. Além desses cuidados, somente o resfriamento e a
aplicagao de tratamento térmico, em tempo determinado, asseguram um
efeito controlador sobre o crescimento microbiano no leite pasteurizado.

Nove pontos basicos fazem parte do plano PPHO: i) seguranga da
agua; ii) condicdes e higiene das superficies de contato com o alimento; iii)
prevencao contra a contaminagao cruzada; iv) higiene dos empregados; v)
protecao contra contaminantes e adulterantes do alimento; vi) identificagcao e
estocagem adequadas de substancias quimicas e agentes toxicos; vii) saude
dos empregados; (viii) controle integrado de pragas; e ix) registros (MAPA,
2003).

O PPHO constitui, assim, uma extensdo do Regulamento Técnico
sobre as Condi¢cdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de Fabricagao
para Estabelecimentos Elaboradores/Industrializadores de Alimentos e visa
reduzir ou eliminar riscos associados com a contaminacido de leite e de
produtos lacteos. Sdo procedimentos descritos, desenvolvidos, implantados
e monitorados, visando estabelecer a forma rotineira pela qual o
estabelecimento industrial evitara contaminacdo direta ou cruzada e a
adulteragao do produto, preservando a sua qualidade e integridade por meio
da higiene antes, durante e depois das operagdes industriais (BRASIL,
1997).

Quanto aos PPHO para os estabelecimentos de leite e derivados,
segundo o DIPOA (MAPA, 2003), devem ser observados os seguintes itens:
i) conservacdo e manutencao sanitaria de instalagdes, equipamentos e
utensilios; ii) frequéncia (antes/durante/apds operagdo industrial); iii)
especificacdo e controle das substancias detergentes e sanitizantes
utilizadas e sua forma de uso; iv) formas de monitoramento e respectivas

freqUéncias; v) aplicacdo de acbes corretivas e eventuais desvios,
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garantindo, inclusive, o apropriado destino dos produtos nao conformes; vi)
elaboragcdo e manutencdo do Plano de Implementacdo do PPHO, dos
Formularios de Registros, dos documentos de monitorizagdo e das agdes
corretivas adotadas, ressaltando-se que todos os documentos devem ser
assinados e datados.

Uma higienizagdo inadequada de superficies na linha de produgdo em
laticinios pode levar ao depdsito de microrganismos e a sua aderéncia, com
consequente formagao de biofilmes.

O biofiime é a agregagao de células microbianas que crescem e se
multiplicam em wuma superficie, sendo promovida por substancias
poliméricas extracelulares produzidas pelos proprios microrganismos (FLINT
et al., 1997).

Diversas teorias explicam a formacdo dos biofilmes, mas,
basicamente, ocorre inicialmente o fluxo de nutrientes, matéria organica e
inorganica na superficie sdlida, o que leva a formagdo de uma camada
condicionante. Numa proxima etapa, acontecem a adesdo dos
microrganismos a superficie e o inicio do crescimento celular. Em seguida,
ha o aumento da atividade metabdlica no biofiime, e, finalmente, as células
comegcam a ser liberadas do biofilme, podendo originar caracteristicas
indesejaveis a qualidade do alimento processado (ZOTTOLA; SASAHARA,
1994).

A adesao microbiana em superficies € uma condicao indispensavel na
formagao de biofilmes, iniciando-se, dessa forma, com interagdes de longo
alcance, fracas, ndo especificas entre células microbianas e a superficie.
Essas ligagdes sao instaveis, podendo as bactérias ser removidas por meio
de um fluido. Entretanto, uma vez que as células se encontram muito
préximas da superficie, formam interacbes de curto alcance e especificas,
sendo o microrganismo aderido a superficie (CHEN; ZHU, 2005).

Propriedades fisico-quimicas das superficies usadas na industria de
alimentos influenciam a adesado bacteriana, bem como as propriedades
fisico-quimicas dos microrganismos (OLIVEIRA et al., 2003). Linhagens
bacterianas com diferentes propriedades de superficie celular apresentaram
diferentes cinéticas de adesao e afinidades por superficies (BAKKER et al.,
2002; CHEN; ZHU, 2005).
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Em geral, a adesao bacteriana em superficies pode ser relacionada
aos aspectos termodinamicos e as teorias DLVO (iniciais dos pesquisadores
Derjaguim, Landau, Verway e Overbeek, que a desenvolveram) e DLVO
Estendida (SHARMA; HANUMANTHA RAO, 2003), dentre as diferentes
abordagens que tém sido utilizadas para descrever e, simultaneamente,
predizer a adeséo.

Nessa abordagem dos aspectos termodinamicos, segundo Sharma e
Hanumantha Rao (2003), as energias livre de superficie, interfacial, de
interagcdo microrganismo e superficie sdo comparada antes e depois da
adesdo. A comparagao é expressa em termos de energia livre de adeséao,
em que estdo relacionadas a energia livre de Gibbs, a tens&do superficial
entre superficie e bactéria, a tensao superficial entre superficie e liquido e,
por fim, a tensao superficial entre bactéria e liquido.

O calculo das tensdes superficiais € possivel por meio da medida do
angulo de contato (©) entre superficie ou bactéria com liquidos-padrédo com
energia livre conhecida. Assim, como todo sistema na natureza, a interacéo
microrganismo e superficie também procede em diregao a diminuigado de
energia livre de Gibbs, e a adesdo microbiana ocorrera se a energia for
negativa e a adesdo sera termodinamicamente desfavoravel, se positiva
(SHARMA; HANUMANTHA RAO, 2003).

O angulo de contato formado por uma gota de um liquido sobre uma
superficie solida (Figura 1) € o angulo entre um plano tangente a uma gota e
a superficie onde o liquido se encontra depositado. Segundo van Oss e
Giese (1995), as medidas do angulo de contato com uma gota de um liquido
sobre uma superficie indicam que esta ultima é hidrofilica, se forem
inferiores a 50°. Angulos superiores a esse valor indicam uma superficie
hidrofobica. No entanto, para Vogler (1998), uma superficie hidrofébica deve
apresentar angulo de contato com a agua superior a 65°.

Esse angulo, portanto, permite avaliar a molhabilidade das
superficies. Sua medida é realizada com a utilizacdo de um liquido apolar e
dois polares, e, se o liquido for a agua, o angulo formado sera relacionado a

hidrofobicidade da superficie.
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Figura 1 — Angulo de contato (8) entre uma gota e uma superficie plana e
horizontal. As tensdes superficiais da superficie do sélido, do
liquido em equilibrio com o vapor e superficie e liquido,
respectivamente, y., 7., € 74, -

Uma relagdo entre o angulo de contato formado pelo liquido sobre
uma superficie sélida e os componentes da tensao superficial do liquido e da

superficie pode ser feita pela equagdo de Young-Good-Girifalco-Fowkes:

(L-cosO)y, =2(7" 1™ +r7 +yon’) (0°1) (OLIVEIRA, 2008).

Para liquidos apolares, a componente polar da tensao superficial é

nula, e, portanto, a equagdo anterior se reduz a equagao:

TOT

LW — }/'T(1+ cosd)? (n°2), sendo Y, "°" a tensao superficial total do liquido;

S

Ys "W, atensdo superficial das forcas de interacdo acido-base de Lewis; Y, ¥,
a tensdo superficial do componente aceptor de elétrons do componente
acido-base; e Y|, a tensao superficial do componente doador de elétrons do
componente acido-base (OLIVEIRA, 2006).

As equacdes de numeros 1 e 2 permitem determinar os componentes
da tenséo superficial de liquidos a 25 °C. Na Tabela 1 sdo mostrados os
componentes da tensao superficial de liquidos (OLIVEIRA, 2006).

A teoria DLVO, descrita inicialmente em 1941, foi complementada em
1948, bem como parte da definicdo de que os microrganismos seriam
particulas coloidais liofobicas. Entretanto, a teoria DLVO ndo levou em
consideragao aspectos microbioldgicos. Segundo essa teoria, a energia
potencial total da interagdo entre dois corpos € resultante da agao
combinada entre as forgas atrativas de Lifshitz-van der Waals e as forcas de
dupla camada elétrica. Apenas as forcas de longo alcance séao

consideradas.
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Tabela 1 — Componentes da tensdo superficial de liquidos a 25 °C

Tens&o Superficial ( mJ.m?)

Liquido

Y, Tot Y, LW Y, " Y~
Di-iodometano 50,8 50,8 0,0 0,0
a-Bromonaftaleno 44 .4 44 .4 0,0 0,0
Agua 72,8 21,8 25,5 25,5
Glicerol 64,0 34,0 3,92 57,4
Formamida 58,0 39,0 2,28 39,6
Decano 23,8 23,8 0,0 0,0

Y, ™" tensdo superficial total do liquido; Y,"": tensdo superficial das forcas de
interacdo acido-base de Lewis; Y,": tensdo superficial do componente aceptor de
elétrons do componente acido-base; e Y,™: tensao superfical do componente doador
de elétrons do componente acido-base.

Quando, no entanto, uma particula ou microrganismo estd muito
proximo de uma superficie (2-5 nm), forcas de curto alcance passam a
regular o processo de adesdo, denominadas forgcas “ndo DVLO’,
representadas pelas forcas de repulsao de Born, forcas de hidratacdo, as
interagdes hidrofébicas e pontes poliméricas. A teoria DLVO Estendida, que
complementou a teoria DVLO, adiciona a teoria antiga forcas acido-base de
Lewis, para considerar os aspectos relacionados aos microrganismos no
processo de adesdo. Assim, a energia livre das interagdes totais (energia
livre de Gibbs) numa superficie é resultante do somatério das energias livres
das interagdes de Lifshitz-van der Waals, interagdes acido-base de Lewis e
forgcas eletrostaticas de dupla camada elétrica (OLIVEIRA, 2006; SHARMA,
HANUMANTHA RAO, 2003).

A equacéao da energia livre das interagbes totais numa superficie, de
nimero 3, é a seguinte: AG™ =AG"Y +AG"® +AG™, sendo (AG™") a
energia livre das interagdes totais numa superficie, (AG"") energia livre das
interacdes de Lifshitz-van der Waals, (AG"®) energia livre das interacdes
acido-base de Lewis e (AGF') forcas eletrostaticas de dupla camada

elétrica.
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A intensidade das forgcas de Lifshitz-van der Waals é diretamente
proporcional ao tamanho das particulas que se interagem e na razao inversa
da distancia a superficie. As forgcas de dupla-camada elétrica estido
relacionadas a carga elétrica superficial e aos movimentos brownianos. A
superficie de um sodlido eletricamente carregado, em contato com uma
solucado aquosa, atrai ions de sinal contrario ao meio e, simultaneamente,
repele os de sinais iguais. Uma vez que a maioria das superficies adquire
carga negativa em solugao, as forgas da dupla camada elétrica apresentam,
geralmente, um carater repulsivo. Dessa maneira, a adesdo somente sera
irreversivel quando a energia livre de Gibbs total for negativa e a distancia
entre a superficie e 0 microrganismo for a minima possivel.

Quando aderidas, as células microbianas podem sobreviver mais
facilmente em condicbes adversas. Os procedimentos mais comuns de
controle da adesado e da formacao de biofilmes indesejaveis englobam a
aplicacdo de agentes antimicrobianos. Entretanto, esses procedimentos de
desinfeccdo demonstram, frequentemente, alguma ineficiéncia na inativagao
e eliminacao de biofilmes (COSTERTON et al., 1987).

A presenca de B. cereus nas superficies de equipamentos,
principalmente em aco inoxidavel, € muito comum. Essa bactéria € tida como
um microrganismo que possui grande capacidade de aderir a superficies de
aco inoxidavel em usinas de leite, sendo um obstaculo para a conservacao
do leite pasteurizado, como ja mencionado (PENG et al., 2002).

Para Kotiranta et al. (2000), os esporos de B. cereus sdo muito
aderentes a diferentes superficies, mais aderentes que células vegetativas, o
que leva a maior dificuldade no controle desse microrganismo. Entretanto,
esporos aderidos sdo mais facilmente removidos, em comparacdo com
células bacterianas aderidas.

A aderéncia dessa bactéria esta relacionada a trés caracteristicas
principais: morfologia celular e do esporo, hidrofobicidade e baixa carga de
superficie dos seus esporos, 0s quais sao cobertos com apéndices que
promovem a ades&o (ANDERSSON et al., 1995).

Nos ultimos anos, muito tem sido discutida a diversidade de espécies
e sua distribuicdo espacial em biofiimes, sendo o desafio para o futuro

entender a expressao genética sobre propriedades fisiologicas e a interagao
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entre células no biofilme. Alguns fatores relacionados com o potencial
morfolégico e fisiolégico de uma espécie microbiana podem influenciar a
adesdo e a consequente formagdo de biofilmes nas superficies de
equipamentos na industria de alimentos.

Em primeiro lugar, os apéndices celulares podem servir de ligagcéo
entre a célula e o substrato de adesdo, anulando a repulsédo eletrostatica,
enquanto a bactéria ndo faz contato direto com a superficie (DENYER et al.,
1993). Estruturas como pili, fimbria, exopolissacarideos e proteinas de
parede celular podem variar em tamanho e rigidez, chegando a ter varias
vezes a dimensao da célula. Varios componentes de superficie celular tém
sido reconhecidos como sensores moleculares, atuando
estereoquimicamente com moléculas de superficie, chamadas de adesinas.
Os apéndices contribuem para a hidrofobicidade, carga superficial e energia
livre de superficie (BUSSCHER; WEERKAMP, 1987).

A natureza dos organismos constituintes do biofime e a
disponibilidade de nutrientes também sao fatores que podem afetar sua
formacéao e estrutura. Dessa maneira, os biofilmes podem apresentar-se em
estruturas finas ou grossas. Biofilmes de Pseudomonas aeruginosa, em que
o fluxo de nutrientes foi constante, colonizaram a superficie de maneira a
obter uma forma semelhante a cogumelos, em que canais de &gua
interligavam as microcolénias, como um primitivo sistema circulatorio,
distribuindo nutrientes e removendo residuos das microcolénias (STICKLER,
1999).

Ainda, o pH e a temperatura da superficie de contato influenciam o
grau de adesdo do microrganismo. Em estudos realizados por Stone e
Zottola (1985), constatou-se que, na adesdo em acgo inoxidavel em fluxo
continuo de leite, Pseudomonas fragi produziu fimbria em 30 minutos a
25 °C e dentro de duas horas a 4 °C. A adesao de Pseudomonas aeruginosa
em aco inoxidavel foi maior em pH 6timo para o metabolismo da célula, e
presume-se que essa adesao ocorreu em razao do transporte ativo de
cations para a superficie, aumentando sua carga superficial (ZOTTOLA,
1994).

As propriedades das superficies mais importantes para o processo de

adesao de microrganismos sado a hidrofobicidade, carga elétrica e
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rugosidade. O aco inoxidavel € o material escolhido para superficies de
trabalho na maioria das industrias de alimentos, devido a diversas
propriedades como forca mecanica, resisténcia a corrosdo e durabilidade. O
acabamento ou o polimento do ago inoxidavel s&do, ainda, caracteristicas
importantes desse material para seu emprego em equipamentos na area de
producao de alimentos. Normalmente, na industria de alimentos € utilizado o
aco inoxidavel com polimento 4, numa escala que varia de 0 (sem polimento)
até 8, cuja superficie é espelhada (HAYES, 1993).

Interacbes hidrofébicas tém papel relevante na aderéncia de
organismos patogénicos e nao-patogénicos em tecidos vivos, e, assim,
mecanismos similares podem ser responsaveis pela adesdo em substratos
inanimados. Essas interagbes sdo induzidas por moléculas de agua situadas
no meio de solutos ndo-polares (DENYER et al., 1993).

Em geral, as bactérias Gram-negativas e as Gram-positivas
apresentam carga elétrica negativa em pH neutro. Embora os mecanismos
nao sejam completamente entendidos, esses fatores fisico-quimicos tém
importante papel no processo de adesdo microbiana (HOOD; ZOTTOLA,
1995).

Pode-se dizer que tanto a bactéria quanto o substrato adquirem
carga, que geralmente é negativa, em virtude da adsorgéo de ions ou de
ionizagao de grupos de superficie, podendo, entdo, atrair ions contrarios que
estdo na fase aquosa circundante. Assim, quando a bactéria aproxima-se da
superficie do substrato, ocorre o inicio do desenvolvimento de interagdes
resultantes da atmosfera ibnica, que circunda as duas superficies. A
intensidade dessa forca depende do potencial das duas superficies, da forga
ibnica e constante dielétrica do meio circundante e depende, ainda, da
distancia entre a bactéria e o substrato (DENYER et al., 1993).

No ultimo estagio de adesdo da célula microbiana a superficie, na
adesao irreversivel ocorre a producdo de exopolissacarideos e envolve
interacbes especificas. Ainda segundo Denyer et al. (1993), essas
substancias poliméricas extracelulares influenciam a adesao, a difusividade,
a condutividade térmica nos biofilmes e as propriedades reoldgicas. Podem
ser mais ou menos espessas/viscosas, dependendo do estado fisiolégico do

microrganismo que as produzem.
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A capsula de muitas bactérias € composta por polissacarideos,
embora algumas espécies do género Bacillus possam formar capsula de
polipeptidio. A presenga de capsula pode aumentar a adesdo microbiana e
atuar como defesa conta a fagocitose. Esse material pode, também, facilitar
a adsorgao de agentes toxicos, prevenindo, assim, sua penetragao no
citoplasma. B. cereus apresenta notavel resisténcia e capacidade para
sobreviver a tratamentos de descontaminagdo, o que torna dificil seu
controle, especialmente em ambientes de processamento de alimentos
(PENG et al., 2001).

Jullien et al. (2002) chegaram a relatar numeros de aproximadamente
1.000 esporos de B. cereus por cm? aderidos ao aco inoxidavel, apds
completo procedimento de higienizacdo em equipamentos de laticinios.

Torna-se, entdo, mais vantajosa a prevengao da adesao bacteriana
em superficies da industria de laticinios. Pela aplicacdo de procedimentos de
higienizacdo adequados e seu monitoramento, € possivel a redugdo na
perda de produtos por deterioragdo microbiana, garantindo as
especificagoes de qualidade destes (WIRTANEN et al., 1996; FORSYTHE,
2002).

A meta do controle microbiano no processamento de alimentos
possui, dessa forma, duas vertentes: i) reduzir ou eliminar o numero de
bactérias e sua atividade e ii) prevenir e controlar a formacédo de depdsitos
nas superficies de equipamentos. Atualmente, as formas mais eficientes de
limitar o crescimento microbiano s&o a boa higiene durante a produgédo, o
processamento racional na linha de produgao e o uso correto de detergentes
e agentes quimicos durante a higienizagdo (MAUKONEN et al., 2003).

A chave para esse controle e uma higienizagao eficaz estao, portanto,
no entendimento e observacgao do tipo e natureza do substrato que entra em
contato com as superficies de processamento, bem como dos
microrganismos mais importantes para cada situagdo, que devem ser
removidos (TROLLER, 1993).

No mais, a selegdo de detergentes e sanitizantes na industria de
laticinios deve observar a sua eficacia e seguranga, bem como suas
propriedades de corrosao, de capacidade de molhagem e penetracéo, de

facilidade de enxagulie e de presenca de residuos no alimento, entre outras.
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Um programa de higienizacao efetivo, ou seja, que remova material
indesejavel das superficies, incluindo microrganismos, substratos, corpos
estranhos e residuos de agentes quimicos, envolve alguns estagios: a
molhagem da superficie e da sujidade pelos agentes de limpeza, a reagéo
dos agentes detergentes para facilitar a remogao da matéria organica e
inorganica da superficie, a prevengédo da redeposicdo e a eliminagdo dos
microrganismos residuais pelos agentes sanitizantes (GIBSON et al., 1999).

Procedimentos CIP (Cleaning-in-place), muito usados em industrias
de laticinios, possuem certas limitacbes, podendo levar ao acumulo de
microrganismos nas superficies do equipamento, resultando na formagao de
biofimes. O monitoramento do desenvolvimento desses biofiimes nas
tubulagdes deve ser parte do plano APPCC (SHARMA; ANAND, 2002).

Segundo Maukonen et al. (2003), o uso de temperaturas elevadas nos
procedimentos de higienizagao pode reduzir o uso da forga fisica, tendo sua
importancia justificada em procedimentos CIP. Ainda segundo esses
mesmos autores, frequentemente os agentes quimicos sanitizantes séo
utilizados em combinagdo com detergentes alcalinos, para suspender e
dissolver residuos de alimento, pela diminuicdo da tensao superficial,
emulsédo de gorduras e desnaturagédo de proteinas, o que é necessario em
muitas situacdes na industria de laticinios.

De acordo com Chmielewski e Frank (2003), a agdo mecanica ou a
turbuléncia possui papel importante na eliminagdo de biofiimes na limpeza
CIP. Um procedimento efetivo de higienizacdo, nesse caso, precisa
solubilizar ou dissolver a matriz de exopolissacaridio do biofilme, para que o
agente sanitizante possa ter acesso as células viaveis.

Sugere-se que as solugdes de higienizagdo sejam circuladas a, pelo
menos, 1,5 m. s'. Em velocidade mais baixa, a higienizag&o pode tornar-se
deficiente durante a limpeza do equipamento, e erros dessa natureza
permitem que grande numero de bactérias permanecga aderido a superficie
de equipamentos na industria de laticinios (FIGUEIREDO, 2000).

A etapa de limpeza ou apenas o uso de detergentes pode eliminar
90% dos microrganismos da superficie em questdo, mas, segundo Gibson et

al. (1999), a etapa de sanitizacdo nao deixa de ser importante. Os
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microrganismos precisam ser inativados, pois tém a capacidade de se
redepositarem em outros pontos e formar novos biofilmes.

Os dados da literatura permitem destacar a grande importancia da
higienizacdo para a industria de laticinios, na obtencdo de produtos de
qualidade. Entretanto, para atingir essa meta, o sistema de limpeza e
sanitizagdo deve incluir sequéncias especificas de agentes de limpeza e
sanitizagéo, aplicados de forma sistematica, com combina¢des determinadas

de tempo e temperatura, apds o uso dos equipamentos.

2.3. Identificac&o e rastreamento de Bacillus cereus em laticinios

B. cereus em alimentos pode ser determinado pelo método de
contagem direta em placas ou pelo método de numero mais provavel (NMP),
recomendado quando se esperam contagens abaixo de 10 células por
grama do produto. O Agar Manitol Gema de Ovo Polimixina (MYP) é o meio
mais utilizado na contagem direta em placas. Esse meio usa o sulfato de
polimixina B como agente seletivo, enquanto a gema de ovo e 0 manitol sdo
constituintes de diferenciagdo. Colbnias de B. cereus sdo manitol-negativas
e apresentam-se usualmente réseas. A reagao de producdo de lecitinase
evidencia-se pelo halo denso e opaco de precipitacdo de lecitina
(MILAGRES, 2004).

Bacillus cereus é uma bactéria patogénica e importante na
deterioragdo de produtos lacteos. No entanto, Bacillus thuringiensis é
geralmente considerado patogénico para o homem e produz uma toxina letal
para determinados insetos, sendo utilizado como pesticida bioldgico.
Bacillus mycoides n&o é reconhecido como patogénico, e, finalmente,
Bacillus anthracis é o causador de doencga letal (antraz) e tem sido usado
como arma bioldgica por agentes terroristas (MAZANO et al., 2003).

Os testes para confirmacao de Bacillus cereus e de outros membros
do grupo (Bacillus mycoides, Bacillus thuringiensis e Bacillus anthracis) sao
baseados em técnicas bioquimicas e testes morfoldgicos, cuja validade tem
sido confirmada em estudos feitos por laboratorios de referéncia
(MILAGRES, 2004).
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Metodologias microbioldgicas tradicionais para o rastreamento e
identificacdo desses microrganismos podem, no entanto, levar varios dias
para a obtencdo de resultados. As analises convencionais nem sempre
suprem as necessidades da industria, que necessita de uma identificacido
rapida da fonte de contaminacéo para a tomada de decisdao no seu programa
de controle de qualidade (BRUCE, 1996).

O rastreamento de reservatérios desses microrganismos
contaminantes, no ambiente de processamento, requer a capacidade de
diferenciar sensivelmente cepas bacterianas, com maior agilidade. Assim, a
identificacdo do mesmo gene e cepa, por meio de técnicas moleculares em
ambos, ambiente de processamento e produto pronto, pode estabelecer uma
relacdo causal direta (RALYEA et al., 1998).

No inicio da década de 1980, uma variedade de técnicas moleculares
foi desenvolvida em laboratérios de pesquisa para analises do DNA e
exploracdo genética. Algumas dessas tecnologias foram aplicadas a
analises bacteriolégicas, como a ribotipagem. Esta € um método para
geracdo de impressdes genéticas bacterianas (fingerprints), baseado no
polimorfismo dos genes rDNA (BRUCE,1996).

A combinagdo das tecnologias da reagdo em cadeia da
DNApolimerase ("polymerase chain reaction"-PCR) com as de
sequenciamento de acidos nucléicos permite o isolamento e identificacao de
ampla gama de bactérias, incluindo aquelas para as quais métodos de
isolamento e cultivo em meios de laboratorio ainda ndo foram desenvolvidos
(RALYEA et al., 1998).

O uso da reagcdo em cadeia da polimerase (PCR) proporciona a
amplificacdo de um segmento de DNA, delimitado por dois iniciadores (ou
primers), comumente com 10 pares de bases, que s&o complementares a
dois sitios de nucleotideos, um em cada fita do DNA. Os produtos
resultantes da amplificagdo podem ser visualizados como bandas em géis
de agarose ou poliacrilamida. Diferencas nivel de DNA sao inferidas pela
presencga ou auséncia de determinado fragmento amplificado (banda no gel).
Para amplificar, o primer (ou iniciador) utilizado, que é um oligonucleotideo
de aproximadamente 10 nucleotideos, precisa-se anelar com sequéncias

complementares e invertidas com relacao as fitas, que foram previamente
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separadas por aumento da temperatura (92 °C — 94 °C). O anelamento entre
0s primers e as sequéncias complementares é efetuado a uma temperatura
de 35 °C a 50 °C. Uma Taq DNA polimerase estende (ou sintetiza) as
cadeias originadas pelos primers, cuja temperatura 6tima de catalise é de
72 °C.

Existem equipamentos programaveis de PCR, os termocicladores,
capazes de modificar a temperatura rapidamente. Na realidade, cada ciclo
da PCR é composto de trés etapas: a separagéo das fitas (92 °C — 94 °C), o
anelamento dos primers com o DNA (35 a 50 °C) e a extensdo ou
polimerizagao da cadeia (72 °C). A rigor, uma vez atingidas as temperaturas
de cada fase sdo necessarios poucos segundos para que a reagao ocorra. E
os termocicladores tém a capacidade de alterar a temperatura de forma
rapida e repetir o ciclo tantas vezes quantas forem ordenadas. O numero de
fragmentos amplificados duplica a cada ciclo. Sucessivos ciclos produzem
milhdes de fragmentos virtualmente idénticos, em apenas algumas horas. Os
produtos da PCR podem ser facilmente visualizados num gel de agarose,
com o auxilio do brometo de etila, que, quando presente no gel, se interpde
entre as duas fitas do DNA e se torna avermelhado com a absorcéo da luz
ultravioleta (WALKER, 2002).

Outra metodologia molecular importante é a analise de restricdo. Se o
DNA de isolados, diferindo num ou varios nucleotideos, forem expostos as
enzimas de restricdo, fragmentos de diferentes tamanhos, portanto
polimorficos, sdao gerados e podem ser identificados e clonados. Tais
fragmentos sdo denominados RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphims, fragmentos polimorficos de DNA) e foram desenvolvidos por
Botstein et al. (1980). Os polimorfismos de comprimento de fragmentos de
restricdo ou polimorfismo de tamanho de fragmento sao sitios no DNA que
podem ser identificados e mapeados (BRUCE et al., 1957).

A obtencdo de RFLPs envolve varias etapas. Em primeiro lugar é
preciso extrair e purificar o DNA. Em seguida, esse DNA deve ser digerido
(cortado) por enzimas de restricdo, que sao capazes de reconhecer pequena
sequéncia de pares de bases (pb) e, entdo, cortar o DNA nesse sitio de

reconhecimento ou clivagem. A terceira etapa do processo consiste em
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separar essa mistura de fragmentos de diferentes comprimentos pela
eletroforese em gel de agarose. A migracéo dos fragmentos de DNA num gel
€ dependente do seu tamanho, migrando mais rapidamente os menores
(BRUCE et al., 1997).

Subsequentemente, os fragmentos de DNA, na condicdo de fita
simples (apds tratamento com hidroxido de sodio), sdo transferidos para
uma membrana de nailon ou celulose carregada positivamente, técnica que
€ denominada Southern blot e proporciona suporte sélido para o DNA, que
passa a ser imobilizado nesse suporte. Entdo, €& possivel analisar
individualmente cada um dos fragmentos. A préxima etapa do RFLP é a
hibridizagdo do DNA ja imobilizado, em membranas com uma sonda (ou
probe) radioativa de DNA complementar ao fragmento de interesse. Para
que haja hibridizacéo, ha a necessidade de que pelo menos parte da sonda
seja complementar ao fragmento de interesse. Existe uma alternativa de
marcagao de sondas que n&o a radioativa. A ultima etapa, a auto-radiografia,
consiste na exposicdo da membrana hibridizada com a sonda radioativa a
um filme de raios X, que é queimado somente onde ocorrem as
hibridizagdes. A sonda, sendo radioativa, emite radiagdo que pode ser
detectada por filmes de raios X, ja que a sonda s6 hibridiza com fragmentos
complementares e a precisdo € alta. Assim, a associacdo enzima de
restricdo e sonda identifica um loco RFLP, que caracteriza o isolado.
Admitindo que duas cepas diferem em um sitio de reconhecimento, entao
elas apresentardo fragmentos de diferentes comprimentos, com relagdo a
uma sonda complementar. Tais fragmentos se localizam em diferentes
posicbes na membrana. Consequentemente, apresentardo bandas
ocupando diferentes posi¢gdes no filme e indicardo a existéncia de
polimorfismo em nivel de DNA, sendo essas cepas caracterizadas em perfis
diferentes (BRUCE et al., 1997).

O método de ribotipagem baseia-se na existéncia de sequéncias
altamente conservadas no RNA da subunidade menor dos ribossomos
(RNAr 16S) de todas as bactérias e sequéncias intersticiais variaveis nessas
moléculas, que sao espécies-especificas. A molécula de RNAr 16S é
encontrada em todas as bactérias e tornou-se padrao universal para a

identificacdo e classificagdo de bactérias. A amplificacdo, pelo PCR, de
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sequéncias de DNA complementares a sequéncias variaveis do RNAr 16S
de um microrganismo desconhecido e a sua comparagdo com sequéncias
variaveis do RNAr 16S de espécies conhecidas fornecem informacéao
suficiente para identifica-lo como membro de uma espécie ou grupo
conhecido ou para coloca-lo em uma nova espécie (BRUCE et al., 1997).

Um sistema desenvolvido pela Qualicon/Du Pont Company combina
varios passos de analise molecular em instrumento automatico de
ribotipagem, desenvolvido para satisfazer as necessidades da industria de
alimentos. Trabalhando a partir de uma col6nia bacteriana isolada, o sistema
processa todas as etapas necessarias para a caracterizagdo da cepa em
questdo. Quando fragmentos de DNA de diferentes cepas, cortados com a
enzima de restricdo Eco RI, sdo separados de acordo com suas dimensdes
e hibridizados com sequéncias marcadas de DNA, cada cepa produz um
unico fragmento-padrao. A partir desse fragmento-padrao, o sistema utiliza
uma seérie de informagdes para gerar um padrao de ribotipo ou um perfil.
Posteriormente, o sistema caracteriza, arquiva e compara esse padrao com
um banco de dados proprio. O sistema baseia-se em um exame
densitométrico, analisando-se a distribuicdo dos fragmentos de DNA
formados e seus pesos moleculares. O resultado final fornece informacéao
suficiente para estabelecer relagbes entre os contaminantes microbianos dos
produtos finais e seus reservatoérios (RALYEA et al., 1998).

Devido a importancia da precisdo e do tempo na caracterizagao,
identificacdo e eventual eliminacdo de microrganismos indesejaveis para a
industria de alimentos, esse sistema automatizado foi desenvolvido para
reduzir o tempo envolvido em cada etapa de analise, sendo necessarias
apenas oito horas para a obtengdo de resultados precisos e confiaveis
(BRUCE, 1996).

O funcionamento do Sistema RiboPrinter® inicia-se com amostras de
culturas puras, que sdo adicionadas ao médulo de processamento. Relagdes
entre os padroes gerados e aqueles ja armazenados podem, entdo, ser
analisadas, assim como podem também ser encontradas identidades
bacterianas (BRUCE, 1996).

Boor tem mostrado que os microrganismos deterioradores, isolados

apos o processamento de leite pasteurizado, sdo, em sua maioria, Bacillus
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spp, que freqientemente afetam a extensao da vida util do produto (BOOR,
2003). Pesquisadores acreditam que a contaminagédo do leite pasteurizado
por Bacillus spp resulta da sobrevivéncia de esporos que estariam presentes
no leite in natura. Entretanto, outros dados da literatura indicam que a
contaminagdo poés-processamento contribui, de forma relevante, para
aumentar as contagens microbianas no produto (SCHRAFT et al., 1996).

O Sistema RiboPrinter® da DuPont Qualicon Company permite
realizar a rastreabilidade completa do microrganismo em questéo,
identificando a fonte e causa da contaminacdo de maneira direta e
indubitavel, pois fornece um perfil genético de cada uma das bactérias
implicadas, permitindo que as bactérias com o ribogrupo coincidente sejam
identificadas e a causa do problema, prevenida e, ou, eliminada (VERUS
MADASA, 2007).

Recentemente, segundo a DuPont Brasil (2006), o Ministério da
Agriculutura e Abastecimento (MAPA) adquiriu o Sistema RiboPrinter® para
a criagdo de um banco de dados de microrganismos identificados no pais,
de forma regionalizada, o que possibilitara a compreensdao de quais
patdgenos e quais alimentos estdo afetando a saude da populagéo
brasileira. O Riboprinter® também sera uma ferramenta auxiliar no Plano
Nacional de Reducdo de Microrganismos Patogénicos nas industrias de
carnes e aves. O sistema patenteado RiboPrinter® € o unico instrumento
automatizado de impressao digital por DNA que indica, com rapidez e
precisdo, as fontes bacterianas. Além de caracterizar bactérias abaixo do
nivel da espécie, os produtores e processadores de alimentos contam,
agora, com a possibilidade de rastrear grupos de micrébios agressores e

reconhecer tendéncias no meio ambiente.
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi conduzido em uma usina de beneficiamento de leite
de pequeno porte (10.000 litros de leite/dia) da Zona da Mata de Minas
Gerais, utilizada como modelo para a analise compreensiva de fontes de
microrganismos deterioradores, particularmente de Bacillus cereus, nos
sistemas de processamento de leite.

As analises de identificacdo microbiana e do estudo dos métodos de
higienizacao foram desenvolvidas no Laboratério de Higiene de Alimentos do
Departamento de Nutricdo e Saude da Universidade Federal de Vicosa
(UFV), em Vicosa, MG.

Os isolados de B. cereus foram submetidos a ribotipagem no
Laboratério Especial de Microbiologia Clinica (LEMC), na Universidade
Federal de Sao Paulo (UNIFESP), em Sao Paulo, SP.

Finalmente, o estudo da carga elétrica relativa da superficie
microbiana foi desenvolvido no Laboratorio de Higiene e Microbiologia de

Alimentos do Departamento de Tecnologia de Alimentos da UFV.

3.1. Analise da contaminacdo por Bacillus cereus em leite e em

superficies de equipamentos na industria de laticinios

Com a finalidade de verificar a prevaléncia de B. cereus no leite

pasteurizado e nas superficies de equipamentos na linha de produgao apds
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a higienizacao, foram coletadas amostras de leite pasteurizado padronizado
e de superficies em cinco pontos diferentes na linha de producéo.

Quatro unidades de leite pasteurizado padronizado, a temperatura de
refrigeragdo (x 8 °C), em embalagem de polietileno de baixa densidade
(PEDB), foram coletadas semanalmente, durante nove semanas, sendo
transportadas para o laboratorio, para analise imediata quanto a presenca de
B. cereus.

Na Tabela 2 estdo relacionadas as superficies da linha de producéao
de leite pasteurizado tipo C, amostradas pela técnica do swab, proposta por
Evancho et al. (2001), com modificagbes para superficies ndo-planas, e as

respectivas areas amostradas, para posterior determinacio de B. cereus.

Tabela 2 — Superficies amostradas pela técnica do swab na linha de
producdo de leite pasteurizado tipo C e respectivas areas
amostradas

Area Amostrada
Superficie Amostrada

(cm?)
*Rosca da tubulagdo da maquina de envase (RT) 42
Tanque de equilibrio da maquina de envase (TEM) 50
*Tubo formador da embalagem (TFE) 81
*Tubo de envase (TE) 16
Tanque de armazenamento de leite pasteurizado (TLP) 50

* Superficies ndo-planas — técnica de swab, com modificacdes.

Para as superficies ndo-planas amostradas, a técnica do swab
recebeu algumas modificagdes: i) toda a area ou superficie descrita foi
amostrada; ii) o swab foi passado em todas as rugosidades e reentrancias
das roscas das tubulacdes, em trés repeticdes; e iii) no tubo que enrola a
embalagem, o swab foi passado em toda a area de contato com a

embalagem, inclusive na adjacéncia embalagem-tubo, em trés repeticdes.
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A Figura 2 ilustra os locais a partir dos quais foram tomadas amostras
de superficies para avaliacdo, neste estudo, na planta de laticinios de
pequeno porte.

As coletas por swab também foram realizadas durante um periodo de
nove semanas, de forma ndo simultanea, com a coleta das amostras de leite
logo apdés a realizagdo dos procedimentos de higienizagdo dos
equipamentos (Tabela 3), segundo descricdo dos funcionarios
responsaveis.

Aliquotas de 0,1 mL de cada unidade amostrada de leite
pasteurizado foram inoculadas na superficie de agar MYP (Agar Mannitol
Yolk Polymyxin B/MERCK), seletivo para B. cereus, para contagem e
isolamento desse microrganismo. Ainda, aliquotas das diluicbes decimais
das amostras de swab foram inoculadas na superficie de agar MYP. O
namero de células do grupo B. cereus aderidas as superficies dos
equipamentos e presentes no leite pasteurizado foi expresso em
UFC.cm™,

De cada placa de MYP, trés colonias caracteristicas, que
apresentaram atividade de lecitinase e nao fermentaram manitol, foram
submetidas a provas bioquimicas e morfotinturiais (coloragao de Gram, teste
de motilidade, teste de crescimento rizdide, teste de decomposicdo de
tirosina, teste de fermentagdo anaerdbia de glicose, teste de Voges-
Proskauer e teste de reducao de nitrato), segundo a APHA (2001), e foram
repicadas para caldo BHI (Brain Heart Infusion) e, entdo, submetidas a
confirmagéao bioquimica.

As amostras confirmadas de B. cereus foram submetidas a

ribotipagem na Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP).

32



Figura 2 — Fotografias de parte dos equipamentos amostrados: rosca da tubulagéo
da maquina de envase (a), tanque de equilibrio da maquina de envase
(b), tubo formador da embalagem (c), tubo de envase (d) e tanque de
leite pasteurizado (e).
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Tabela 3 — Procedimento operacional padrao utilizado para procedimentos

CIP e para a maquina de envase na industria de laticinios
estudada

Procedimento Operacional Padrao de Higienizacao (CIP)

(Tanque de armazenamento de leite pasteurizado, rosca da tubulagéo da

maquina de envase)

Pré-lavagem com agua a temperatura ambiente

Lavagem com 1% de alcalinidade caustica, preparada a partir de
hidréxido de sddio comercial, pH 13, a temperatura ambiente

Enxague com agua morna;

Lavagem com solug¢do 1% de acidez total, preparada a partir de HNO3,
de pH 1,5, a temperatura de 25 °C, com freqiiéncia semanal

Enxaglie com agua morna

Sanitizacdo com 100 mg.L™ de cloro residual total (CRT), preparado a

partir de dicloroisocianurato de sodio, com pH entre 7,0 e 7,5, a 25 °C

Procedimento Manual para Maquina de Envase

(Tubo formador da embalagem, tanque de equilibrio da maquina de envase

e bico formador da embalagem)

vii)

Pré-lavagem com agua a temperatura ambiente

Desmonte da maquina, registros e borrachas, entre outros

Lavagem com detergente alcalino para limpeza geral (Pluron 485 A),
diluicdo de 200 mg-10 L' de agua, e esponja fibraco da 3M, a
temperatura ambiente

Enxagle com agua morna

Montagem das pecgas e aplicagao por aspersao de agua quente (60 °C)
Enxaguagem com agua fria

Sanitizagdo com 180 mg.L™ de cloro residual total (CRT), preparado a
partir de dicloroisocianurato de sédio, pH entre 7,0 e 7,5, a 25 °C.
Solugdo em contato até o outro dia, com tempo de exposicdo de

aproximadamente 12 horas
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3.2. Ribotipagem de Bacillus cereus isolados de superficies pos-
pasteurizacdo do leite e do leite pasteurizado e determinacdo da
carga elétrica superficial dos ribogrupos

3.2.1. Ribotipagem dos isolados de Bacillus cereus

Para identificacdo definitiva e rastreamento dos reservatorios de
Bacillus cereus na linha de produgao de leite pasteurizado, um subconjunto
de isolados coletados e confirmados bioquimicamente foi submetido a
ribotipagem automatica. Isolados oriundos do leite pasteurizado e dos cinco
pontos avaliados nas superficies dos equipamentos foram analisados pelo
Sistema RiboPrinter® da DuPont Qualicon Company (Figura 3), a fim de

agrupa-los segundo suas “impressdes genéticas” (fingerprints), permitindo

uma relacéo de “causa e efeito”.

Figura 3 — Sistema RiboPrinter® da DuPont Qualicon Company, do Laboratério
Especial de Microbiologia Clinica (LEMC) da Universidade Federal de
Sao Paulo, SP.

Foram utilizadas culturas overnight, no processo automatizado de
ribotipagem, que incluiu o preparo da amostra (Figura 4); o processo de

eletroforese; blotting; hibridizagéo; e a analise dos dados automatizados.
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Figura 4 — Culturas overnight e preparo das amostras para a ribotipagem
automatizada no Sistema RiboPrinter®.

Um kit de andlise da Verus Madasa, especifico para o Sistema
RiboPrinter®, contendo os tampdes, os primers e os oligonucleotideos
necessarios, além da enzima de restricdo Eco RI, foi utilizado para o

procedimento da ribotipagem (Figura 5).

Figura5—a) Kit de analise da Verus Madasa, especifico para o Sistema
RiboPrinter®; e b) Kit inserido no equipamento de ribotipagem.
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Depois de preparadas, as amostras foram inseridas no equipamento
para a realizagdo da analise (Figura 6), apds a checagem do Sistema, com a

reposi¢ao de agua destilada e programacgéo.

Figura 6 — Insercdo das amostras de isolados de Bacillus cereus, previamente
preparadas, no Sistema RiboPrinter®.

O equipamento processou oito por vez, seguindo-se etapas de
funcionamento automatico, como apresentado na Figura 7: apds o preparo
das amostras, o processo comecga com a lise celular e com a quebra do DNA
em fragmentos pela enzima de restricdo; esses fragmentos sdo separados
por eletroforese em gel, segundo seu tamanho, e, em seguida, transferidos
para uma membrana, onde sao hibridizados com a prova de DNA e
misturados com o agente quimioluminescente; uma camera digital captura a
emissao da luz e transforma em imagem, da qual o sistema extrai o perfil ou
padrao; esse padrao é comparado com os outros do banco de dados para
caracterizacao e identificacdo, e os resultados sao impressos em um
relatorio.

Das 32 amostras, 16 foram ribotipadas com sucesso. As demais
apresentaram problemas de andlise. Para cada bloco de isolados (oito

isolados), a analise foi concluida apés oito horas, totalmente automatizada.
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—— EXTERNO AO SISTEMA RIBROPRINTER ——

ESCOLHA DE AMOSTRAS TRATAMENTO PELC CALOR

PREPARD DO DNA

DETECCAQ DO PERFIL GENETICO PROCESSAMENTO DA MEMBRANA

SEPARACAD E TRANSFERENCLA

C

& | =

GEL

CAMIMHO DD
FRACMENTO

DA

MEMBRAMA

N

- FRAGMENTOS

b

ANGDO

|CAMH-D D MEMEFRANA,

PROCESSAMENTO DOS DADOS

RIBOPRINT VP

Fonte: Adaptado de <www.qualicon.com>

Figura 7 — Funcionamento do Sistema Ribo Printer® (Qualicon Company).
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3.2.2. Determinacdo da carga elétrica supeficial dos ribogrupos de
Bacillus cereus

A carga elétrica superficial de cada um dos ribogrupos de B. cereus foi
determinada por resinas de troca ibnica em cromatografia de interagao
eletrostatica (HOOD; ZOTTOLA, 1995). Um isolado representante de cada
ribogrupo foi escolhido aleatoriamente, e as analises de carga elétrica foram
conduzidas com o uso das colunas SP Sepharose XL e Q Sepharose XL
(tamanho da coluna: 5 x 1 mL; forma da particula: esférica, com 45 - 165 uym
e tamanho da particula: 90 um) consideradas fortes, uma catidnica e outra
anibnica, respectivamente da GE Healthcare®.

A metodologia seguida foi como sugerido pelo fabricante: i) os
isolados foram previamente ativados por transferéncia para caldo BHI, a
32°C, por 24 horas e, posteriormente, por mais 24 horas); ii) 1 mL da cultura
foi transferido para tubos ependorff e centrifugado a 6.000 rpm por cinco
minutos a 5 °C; iii) o sobrenadante foi descartado e, entdo, adicionado 1 mL
de tampdo starter ao decantado para nova centrifugagdo, sendo esse
procedimento repetido por trés vezes; iv) a massa celular foi ressuspendida
com 1 mL de tampéao starter, e a partir dai foram feitas diluicbes decimais em
agua peptonada 0,1%, para a semeadura em superficie em placas contendo
agar PCA para contagem da populacgéao inicial de células; v) as colunas de
troca idbnica foram purificadas, por injecédo de 5 mL de tampé&o starter, 5 mL
de tampao elution e 5 mL de tampéo starter novamente, nessa ordem, na
velocidade de 1 mL por minuto (Figura 8); vi) 1 mL da massa celular retirada
do tubo ependorff foi diluido em 4 mL de tampéo starter; vii) aplicaram-se
3 mL da amostra, entédo, nas colunas, na velocidade de 1 mL por minuto; viii)
o material extraido da coluna foi coletado em tubo identificado como tubo de
namero 1; ix) as colunas foram lavadas com 5 mL de tamp&o starter, na
velocidade de 1 mL por minuto, sendo o eluente coletado em um tubo
identificado como tubo de numero 2; e x) as colunas foram lavadas com
5 mL de tampao elution e o ultimo eluente, coletado em tubo de numero 3.

O tampéao starter foi diferente em cada coluna: na coluna catiénica,
utilizou-se tampao fosfato monobasico a 50 mM, pH 7,7; e na coluna
anidnica, usou-se Tris HCL a 20 mM, pH 8,6. O tampao elution foi
constituido do tampéo starter de cada coluna, com a adigdo de 58,5 g de
NaCl por litro.
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Figura 8 — Analise da carga elétrica superficial de isolados de Bacillus
cereus, por meio de colunas cromatograficas.

Dos tubos 1 e 2, foram realizados plagueamentos em profundidade de
1 mL do eluente, em agar PCA (agar para contagem-padrao em placas),
para contagem das células que ndo permaneceram adsorvidas na coluna.

Ap0s toda a analise, as colunas foram regeneradas, com a passagem
de 5 mL de tampéao elution; 5 mL de tampéao starter; 5 mL de alcool 20%, em
acetato de sodio, nessa ordem, a velocidade de 1 mL por minuto. Assim
regeneradas, as colunas foram guardadas fechadas, em recipiente
esterilizado, sob refrigeragao (4 °C), para utilizagao posterior.

Para o célculo da carga elétrica relativa de cada ribogrupo encontrado
apos a ribotipagem, o numero de células que ficaram adsorvidas nas resinas
de troca ibnica durante o processo foi comparado com o numero inicial de
células microbianas inserido nas colunas, e a porcentagem de células
adsorvidas foi calculada tanto para a coluna SP Sepharose XL quanto para a
Q Sepharose XL.
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3.3. Avaliagcdo em uso simulado de procedimentos de higienizagdo CIP
(Cleaning In Place) no controle de células de Bacillus cereus

aderidas a superficie de aco inoxidavel

Amostras de 100 mL de leite esterilizado (UHT) foram adicionadas,
individualmente, de 1 mL de suspensdo de B. cereus (cerca de
1,0.108 UFC.mL"’ ). A suspensao, preparada com microrganismo isolado de
leite pasteurizado, provinha da cultura jovem, em BHI a 32 °C por 24
horas.Tais amostras foram adicionadas a quatro tubos de prova de aco
inoxidavel AlSI 304 polimento N2 4, com 33 cm de comprimento e diametro
de 3,1 cm (Figura 9), usados na avaliagdo de procedimentos de higienizagao

CIP, segundo a metodologia descrita por Gilmour et al. (1993).

Figura 9 — Tubos de prova de ago inoxidavel AlSI 304 polimento n® 4, com
33 cm de comprimento, didmetro de 3,1 cm e extremidades
fechadas com tampas rosqueaveis.
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Os tubos de prova foram submetidos a movimentos rotatérios,
colocando-os em uma superficie plana a partir de um ponto central e
movimentando-os trés vezes, no sentido longitudinal para cima, trés vezes
longitudinalmente para baixo, trés vezes no sentido lateral para a direita, trés
vezes lateralmente para a esquerda e, por fim, trés movimentos tipo baliza,
realizados manualmente. Esse procedimento de movimentos rotatoérios foi
realizado por seis vezes seguidas, sobre um molde quadrado (46 cm de
dimenséo), delimitado na bancada do laboratério (Figura 10).

Em sequéncia, os tubos foram incubados a 4 °C, por seis horas, para
promover o processo de adesdo do microrganismo no ago inoxidavel. A
temperatura e o tempo de adesdo simularam as condicbes de
armazenamento de leite entre a pasteurizagdo e o0 envase. Apos a adeséo,
os tubos de prova foram submetidos a diferentes procedimentos de
higienizacao (Tabela 4).

O processo de adesao do microrganismo e os procedimentos de
higienizacdo foram realizados por cinco dias consecutivos, durante cinco
semanas, € cada semana representou uma repeticao.

Apods o quinto dia, o numero de células aderidas as superficies dos
tubos de prova e que resistiram aos procedimentos de higienizagédo foi
determinado da seguinte forma: inicialmente, as células sésseis foram
removidas pelo preenchimento dos tubos de prova com 100 mL de solugao
Ringer (0,45 g.L”" de cloreto de sédio, 0,021 g.L™" de cloreto de potassio,
0,012 g.L™" de cloreto de calcio anidro, 0,01 g.L" " de bicarbonato de sédio e
10 g.L" de tiossulfato de sédio); os tubos foram submetidos a seis
movimentos tipo baliza, sendo a solu¢gdo Ringer descartada.

Novamente, os tubos foram preenchidos com 100 mL de solugdo
Ringer e as células aderidas, removidas das paredes dos tubos, usando-se
uma haste de acgo inoxidavel (Figura 11), tendo em uma das extremidades
um disco de neopreno com 3,25 cm de didmetro. O disco de neopreno
apresentava quatro orificios de 3 mm de didmetro cada, distribuidos um em
cada quadrante, uniformemente, para a passagem da solugéo Ringer.

Essa haste foi empurrada até o fundo dos tubos de prova, por seis
vezes seguidas. Esses tubos foram fechados novamente, para que a
solugédo Ringer permanecesse em contato com a superficie por um minuto e
entdo, mais uma vez, submetidos aos movimentos rotatorios.
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Figura 10 — Movimentos rotatérios, no sentido longitudinal para baixo (a1),
longitudinal para cima (a2), lateral para a esquerda (b1), lateral
para a direita (b2) e tipo baliza (c).
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Tabela 4 —

Procedimentos  Operacionais  Padronizados  (POP)
higienizac&o dos tubos de prova aderidos com Bacillus cereus

de

Tubos de

Prova

Procedimento Operacional Padronizado de Higienizagao

Controle

Descarte do inoculo; pré-lavagem com agua destilada a
25 °C; lavagem com solugdo 1% de alcalinidade caustica,
preparada a partir de hidroxido de soédio comercial,
adicionada de 0,04% de EDTA e 0,01% de dodecil sulfonato
de sddio, de pH 13, a 60 °C; enxaglie com agua destilada a
40 °C; lavagem com solugdo 1% de acidez total, preparada
a partir de HNO3; de pH 1,5, a temperatura de 25 °C;
enxague com égua destilada a 25 °C; e, por fim, sanitizagdo

com 100 mg.L

de cloro residual total (CRT), preparado a

partir de dicloroisocianurato de sédio, com pH entre 7,0-7,5,
a 25 °C. Obs.: Apds o preenchimento dos tubos-teste com as
solucdes alcalina, acida e sanitizante, os tubos foram
submetidos aos rolamentos, conforme previamente

mencionados.

O procedimento A foi semelhante ao controle, com as
seguintes modificagdes: o dodecil sulfonato de sédio foi
excluido da formulagdo alcalina e a sanitizacao, realizada

com 50 mg.L™" de CRT.

O procedimento B foi semelhante ao controle, com as
seguintes modificagdes: a solugdo alcalina foi constituida de
apenas 0,5% NaOH, de pH 12,8, a temperatura de 25 °C, e
a solugdo sanitizante continha 50 mg.L”" de CRT, com pH

ajustado para 10.

O procedimento C foi semelhante ao controle, com as

seguintes modificagdes: lavagem com agua destilada

a

50 °C; a solucao alcalina foi constituida de apenas 0,5% de
NaOH, a temperatura de 25 °C; e a solugdo sanitizante
utilizada continha 50 mg.L™" de CRT, com pH ajustado para

10. Nao foi utilizada a solugao acida.
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Figura 11 — a) Haste de aco inoxidavel com disco de neopreno (3,25 cm de
diametro) em uma das extremidades e b) detalhe do disco de
neopreno.

A partir da rinsagem final com solugdo Ringer, foram realizadas
diluicdes apropriadas, que foram inoculadas em profundidade, em placas
contendo agar para contagem total, com incubagéo a 32 °C, por 24 horas,
segundo metodologia da APHA (2001) para determinagao de B. cereus. Os
resultados foram expressos em UFC-cm™.

Um esquema ilustrativo da metodologia de analise descrita para a
avaliagdo da prevaléncia de B. cereus em superficies e no leite
pasteurizado, para a ribotipagem dos isolados encontrados, para a analise
de carga elétrica superficial dos ribogrupos encontrados e para a avaliagéao
dos procedimentos de higienizagdo nos tubos de prova € apresentado na

Figura 12.

3.4. Anéalise dos resultados

Para a analise da contaminagao por B. cereus do leite pasteurizado e
das superficies de equipamentos, as contagens expressas como <10
UFC-cm™ foram consideradas como 9 UFC-cm™, bem como as contagens
expressas em <1 UFC-cm™ foram tomadas como 0,9 UFC-cm™, cujos dados

foram transformados em log UFC-cm™.
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Figura 12 — Esquema ilustrativo da metodologia de analise seguida para a
avaliagao da prevaléncia de Bacillus cereus em superficies e no
leite pasteurizado, ribotipagem dos isolados, analise de carga
elétrica superficial e avaliacdo dos procedimentos de
higienizagcao nos tubos de prova.
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Para o monitoramento dessas contagens ao longo de nove semanas,
foram construidos graficos de controle X / barra de Shewhart (k=3 e
a=0,0027), para o monitoramento da média do log UFC-cm™, no leite e nas
superficies avaliadas. Nesse caso, contagens que superaram o limite
superior de controle (LSC) indicaram incidéncias de B. cereus acima da
meédia ocorrida na industria, ou seja, apontaram situagdes em que o0s
controles nao foram efetivos. Além disso, foi verificado se havia evidéncias
de tendéncias no aumento das contagens ao longo das nove semanas. Para
tanto, foi aplicado o teste z (a=0,05), com o objetivo de testar se existia
autocorrelacdo entre as contagens subsequentes.

Para estudar a carga elétrica, foi realizado um experimento fatorial
7x2, referente aos fatores “ribogrupo” e “resina de troca i6nica”, sob o
delineamento inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Realizou-se o
teste F da analise de variancia, bem como o teste de Tukey, de acordo com
a significancia da interacéo (0=0,05).

Os quatro diferentes procedimentos de higienizagdo realizados nos

tubos de prova foram analisados por meio de analise descritiva dos dados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Analise da contaminacédo por Bacillus cereus em superficies e em

leite pasteurizado

4.1.1. Analise da contaminacdo de leite pasteurizado por Bacillus

cereus

A ocorréncia de Bacillus sp. foi constatada nas amostras de leite e
nos varios pontos de amostragem apos a pasteurizagao (Tabela 5).

Nas diversas coletas realizadas para o rastreamento de Bacillus
cereus, foram analisadas 115 colbnias tipicas de Bacillus sp., isoladas a
partir de agar MYP, apresentando atividade de lecitinase e nédo fermentacao
de manitol (Tabela 5). Desse total, 41 colénias foram originarias do leite
pasteurizado e 74 de superficies pds-pasteurizagao.

Constatou-se que 30 isolados das superficies e 12 do leite foram
identificados como B. cereus, apos a realizagdo dos testes bioquimicos e
morfotintoriais para a confirmagdo, ou seja, Gram-positivos e bastonetes
grandes, com cerca de 3 um de comprimento e bordas retangulares.

No leite, logo apds o envase a contagem atingiu até 1,859 log UFC-
mL™", com média de 0,588 log UFC- mL™.
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Tabela 5 — Isolados de Bacillus sp. em leite e em superficies pos-
pasteurizacao na industria de laticinios

Bacillus Confirmacao de Identificagao

Amostras
sp.*  Bacillus cereus** Positiva (%)
Rosca da tubulagao da maquina de envase 12 5 41,6
Tanque de equilibrio da maquina de envase 11 4 36,3
Tubo formador da embalagem 16 7 43,7
Bico de envase de leite 14 5 35,7
Tanque de armazenamento de leite pasteurizado 21 9 42,8
Isolados do leite pasteurizado 41 12 29,2
Isolados das superficies 74 30 40,5
Total de isolados 115 42 36,5

* Atividade de lectinase positiva e fermentacéo de manitol negativa.

** Gram-positivo, motilidade positiva, crescimento rizéide negativo,
fermentagdo anaerdbia da glucose positiva, Voges Proskauer positivo,
reducao do nitrato positiva e decomposicao da tirosina positiva.

Observou-se que apenas na sétima semana a contaminagdo por
Bacillus sp. do leite pasteurizado ultrapassou o LSC (1,22 log UFC-mL™")
(P< 0,0027), chegando a 1,86 log UFC- mL™ (Figura 13).

Na primeira semana, a contagem de Bacillus sp. no leite atingiu o
LSC. Nas outras semanas, a incidéncia desta estava sob controle
(P>0,0027), ou seja, entre os limites superior e inferior de controle
(LIC —=0,043 log UFC'mL™), de forma aleatéria e sem nenhuma tendéncia
(P>0,05). A média estimada durante as nove semanas de coleta foi de
0,59 log UFC-mL™.

A legislacao brasileira ndo menciona limites para a contaminagéo do
leite pasteurizado por B. cereus. A Instrugdo Normativa n® 51, de 18 de
setembro de 2002, apenas determina padrdo para contagem total de
mesdfilos aerdbios em placas, que é no maximo de 8,0 x 10* UFC-mL™", e
para coliformes totais, um maximo de 4 NMP-mL™", e estabelece a auséncia
de Salmonella sp., para o leite cru. Ainda estabelece que imediatamente
apdés a pasterurizagdo o leite tipo C deve apresentar enumeragao de
coliformes (30/35 °C) menor do que 0,3 NMP/mL da amostra (BRASIL, 2002).

49



1,5 A
E 1
@)
LL
2 0,5 |
(@]
@)
-
. V4 v
'015 T T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Semana

—— LIC — Limite inferior de controle
LM — Linha média
—— LSC - Limite superior de controle

Figura 13 — Estimativas das incidéncias de Bacillus cereus no leite
pasteurizado tipo C durante nove semanas de monitoramento na
industria.

Segundo pesquisadores suecos, o leite pasteurizado é tido como
inapropriado para uso devido a caracteristicas sensoriais insatisfatorias
quando a contagem total de mesofilos aerdbios em placas atinge
10® UFC'mL™". Entretanto, mesmo com contagens menores, entre 10° e
10" UFC-mL™, os efeitos adversos na qualidade sensorial do produto podem
ser notados. Ja em se tratando de contaminagao por B. cereus, quando as
contagens atingem 10* UFC-mL™ no leite pasteurizado, ndo é mais possivel
o consumo do produto, tornando este inaceitavel, inclusive do ponto de vista
de saude publica (ENEROTH et al., 1998).

Como os numeros de Bacillus sp. encontrados neste trabalho
representam as contagens logo apos o envase do produto, uma ressalva
deve ser feita quanto a possibilidade de crescimento de espécies mesodfilas e
psicrotréficas durante o armazenamento ou consumo. Dessa forma, o
numero de células encontrado no leite, nesse experimento, poderia

aumentar, atingindo niveis criticos, dependendo das condigdes de

50



armazenamento, considerando-se que cepas de B. cereus podem
apresentar tempo de geragdo entre 26 e 57 minutos, a 30 °C,
aproximadamente (MILAGRES, 2004).

Essa afirmativa pode ser reforcada por resultados de um estudo
realizado em Piracicaba, Sdo Paulo (FONSECA et al., 2006). O crescimento
de microrganismos psicrotréficos em leite de cabra foi estudado, e em
temperaturas entre 4 °C e 10 °C os microrganismos psicrotroficos presentes
no leite pasteurizado tiveram aumento de 1 e 2,7 ciclos log, respectivamente,
apos trés dias de estocagem. Quando os numeros foram observados em
microrganismos psicrotroficos lipoliticos e proteoliticos em separado, foram
constatadas taxas de crescimento superiores: nos microrganismos lipoliticos,
a4 °C e a 10 °C, a populagdo aumentou em 1,3 e 2,7 log, respectivamente;
€ nos microrganismos proteoliticos, na mesma ordem, o aumento foi de 1,5
e 3,7 log nos numeros iniciais, apos trés dias de estocagem. Por esse
motivo, e com foco em questdes de saude publica, a faixa de controle
interno do produto, em relacdo a contaminacado por Bacillus sp., conforme
demonstrado neste trabalho, deveria ser revista e avaliada periodicamente
pela industria em questao, a fim de sempre fixar metas de Melhoria Continua
da Qualidade (MCQ) do leite pasteurizado.

O conceito de MCQ vem se tornando muito difundido nos ultimos
anos e esta associado principalmente com o movimento da Qualidade Total.
Por constituir um conceito simples, de facil entendimento e de baixo grau de
investimento, a melhoria continua € uma das formas mais eficientes de
aumentar a competitividade de uma empresa (ATTADIA; MARTINS, 2003).
Nesse contexto, os dados atuais apresentados no grafico de controle (Figura
13) podem subsidiar agdes para a melhoria do processo e definicdo de

novos limites de tolerancia no laticinio estudado.

4.1.2. Analise da contaminacdo por Bacillus cereus em superficies

pOs-pasteurizacéo

Nas superficies, os valores encontrados na determinacido de Bacillus
sp. alcancaram até 1,98 log UFC-cm?, com uma média de 0,65 log

UFC-cm™, conforme gréafico de controle X barra de Shewhart (Figura 14). O
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processo estava fora de controle (P<0,0027) nas duas primeiras semanas de
analise em trés dos cinco locais testados, em que ocorreram problemas com
a higienizacao das superficies, mesmo apos a realizagao dos POPs. Apenas
os resultados do tanque de equilibrio da maquina de envase e do tubo
formador da embalagem se mostraram dentro da faixa de controle
(P>0,0027). Os LIC e LM foram, respectivamente, de -0,61 e 0,646 log
UFC-cm™.

Entre a terceira e a sexta semanas de monitoramento, os resultados
encontraram-se dentro da faixa de controle (P>0,0027). Na sétima semana,
porém, o tanque de armazenamento de leite pasteurizado apresentou
elevacdo na contagem, ultrapassando o LSC (1,353 log UFC-cm?) e
permanecendo fora de controle nas semanas seguintes (P<0,0027).

Pelo exposto, todos os locais avaliados na linha de producédo séo
passiveis de controle, com a execugao de procedimentos de limpeza e
sanitizacdo adequados. Todos eles precisam ser monitorados
periodicamente, com a implementagcdo de acbes corretivas sempre que
necessario, apesar da auséncia (P>0,05) de tendéncias. Outra alternativa
para o problema poderia ser a revisdo dos procedimentos de limpeza e
sanitizacdo utilizados para esse local, pois, nesse caso, € considerado
ponto critico de controle no processamento do produto (SHARMA; ANAND,
2002).

De acordo com as estimativas das autocorrelagbes de primeira
ordem, apesar de uma semana nao influenciar (P> 0,05) a incidéncia na
semana seguinte, obtiveram-se os seguintes valores: rosca da tubulagdo da
maquina de envase (ry = 0,69), bico de envase (ry = 0,54), tanque de
armazenamento de leite pasteurizado (ry = 0,64), tanque de equilibrio da
maquina de envase (r1 = 0,36) e tubo formador da embalagem (ry = 0,24).
Dessa forma, alguns locais podem ser mais previsiveis quanto a
contaminagdo por Bacillus sp., em fungdo das grandezas das
autocorrelagcées. O tanque de armazenamento de leite pasteurizado, por
exemplo, na sexta semana comegou a apresentar contagens mais elevadas
e, entdo, continuou subindo tendenciosamente. Esse local exige, assim,
recomendagao mais especifica para que, quando comeca a sair da faixa de

controle, uma medida corretiva seja implementada.
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Figura 14 — Estimativas das incidéncias de Bacillus sp. nas superficies testadas na industria de laticinios durante as nove semanas
de monitoramento.



O tanque de equilibrio da maquina de envase e o tubo formador da
embalagem, devido a flutuagdes erraticas, ndo apresentaram tendéncia nas
contagens microbianas, ndo sendo, entretanto, pouco importantes do ponto
de vista de controle. Devido a essas flutuacdes, tornam-se superficies em
que o monitoramento seria necessario, pois poderiam fugir ao controle,
mesmo com um processo de higienizagdo adequado na semana anterior.
Uma hipotese para explicar esses resultados seria de que outros fatores, por
exemplo o contato com a contaminagao microbiolégica do ar dos ambientes
de processamento, estariam influenciando as contagens de Bacillus sp.
dessas superficies.

Entende-se, entdo, que as superficies pds-pasteurizagdo podem
recontaminar o leite pasteurizado, eventualmente ou mais freqientemente, e
trazer consequéncias quanto a qualidade do leite e a extensdo da sua vida
util. Assim, ha necessidade de que a industria de laticinios fique atenta ao
problema e faca a adequagao dos procedimentos de limpeza e sanitizagao
dessas superficies, bem como o monitoramento, principalmente, de
superficies consideradas criticas, como o tanque de leite pasteurizado.

Outra consideracao deve, ainda, ser feita: a permanéncia de células
bacterianas remanescentes nas superficies dos equipamentos pode levar a
formagao de biofilmes ao longo do tempo.

Dados da literatura comprovam a existéncia desse problema em
industrias de laticinios, ou seja, a presenca de biofiimes apds tratamentos
CIP, em diferentes pontos na linha de pds-pasteurizagdo. Segundo Sharma
e Anand (2002), o monitoramento da formacdo de biofilmes & essencial e
deve ser considerado no desenvolvimento de planos APPCC e em
especificagbes ISO (International Standard Organization):  9000.
Recomenda-se que cada industria faga uma avaliacdo especifica sobre a
prevaléncia de biofilmes bacterianos nos seus equipamentos e desenvolva

programas de higienizagao efetivos para controlar esse problema.
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4.2. Rastreabilidade de Bacillus cereus em superficies pbs-
pasteurizacdo e no leite pasteurizado e determinacdo da carga

elétrica superficial dos ribogrupos

As analises de ribotipagem pelo Sistema RiboPrinter® confirmaram a
caracterizagao dos isolados de B. cereus, anteriormente identificados pelos
testes bioquimicos. Os 16 isolados bacterianos analisados (10 isolados do
leite pasteurizado e seis isolados das superficies de equipamentos) foram
agrupados em sete ribogrupos distintos, provenientes do leite pasteurizado e
das superficies de equipamentos na industria de laticinios.

Dentre as cinco superficies avaliadas, quatro foram associadas com a
presenca de B. cereus no leite pasteurizado, pois o0 mesmo ribogrupo
constatado no leite foi, também, encontrado nesses pontos, identificando-os
como reservatorios do microrganismo recontaminante na linha de produgao.
Apenas o bico de envase do leite ndo foi associado a contaminagao do leite
pasteurizado, nas analises de rastreabilidade, por meio da determinacao do
perfil genético bacteriano. Entretanto, como apenas 16 isolados foram
ribotipados neste estudo, n&o foi possivel concluir que o bico de envase nao
seja uma fonte em potencial de contaminagdo do leite pasteurizado por B.
cereus.

A maior parte dos isolados analisados pertenciam ao mesmo ribotipo,
RIBO 1 222-173-S4 (Tabela 6). Nesse grupo, a rosca da tubulagcdo da
maquina de envase, o tanque de equilibrio da maquina de envase, o tubo
formador da embalagem e o tanque de armazenamento de leite
pasteurizado foram associados como causa da contaminacao do leite
pasteurizado, pois as amostras dai isoladas apresentaram o mesmo perfil
genético de outros quatro isolados bacterianos provenientes do produto,
indicando uma relacao de “causa e efeito” direta.

Segundo um estudo de Andersson et al. (1999), isolados de B. cereus
na industria de laticinios sdo bem heterogéneos. Amostras de ambientes de
processamento de trés laticinios investigados quanto aos reservatorios de B.
cereus apresentaram 27 isolados bacterianos, e, entre esses, 24 ribogrupos
diferentes foram observados apds a ribotipagem por meio do Sistema

RiboPrinter®, usando-se a metodologia-padrao que utiliza a enzima Eco RI.
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Tabela 6 — Ribotipos de Bacillus cereus encontrados em superficies pos-
pasteurizacao do leite

Numero de Isolados Numero de Isolados das

Ribotipos de Bacillus _ _ Total de
do Leite Superficies de
cereus Encontrados Isolados
Pasteurizado Equipamentos
RIBO 1 222-173-S1 1 - 1
RIBO 1 222-173-S2 3 - 3
RIBO 1 222-173-S4 4 4 8
RIBO 1 222-174-S1 - 1
RIBO 1 222-174-S2 1 - 1
RIBO 1 222-174-S3 1 - 1
RIBO 1 222-174-S5 1 - 1

No estudo de Andersson et al. (1999) foi observado também que,
quando a ribotipagem automatica foi conduzida para avaliar isolados de
Bacillus cereus e Bacillus mycoides, de acordo com o uso da Eco RI, os
isolados foram separados em 34 ribogrupos diferentes. Com o uso da
enzima de restricdo Pvu Il, ao empregar um procedimento diferenciado o
resultado encontrado foi de 36 perfis diferentes, em que a segunda enzima
separou dois dos ribogrupos da primeira, em quatro diferentes. Esse
resultado permitiu concluir que ambas as metodologias, com 0 uso da Eco
RI em conjunto ou ndo com a Pvu Il, podem ser utilizadas para rastrear os
reservatorios de B. cereus na industria de laticinios e para estudos
epidemioldgicos dessa bactéria.

Todos os sete ribogrupos foram relativamente mais carregados
anionicamente (P<0,05), mas nao diferiram (P>0,05) entre si (Tabela 7).
Além disso, ndo houve (P>0,05) interacdo entre os dois fatores, sendo o

coeficiente de variancia (CV) residual igual a 2,66%.
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Tabela 7 — Médias das cargas elétricas superficiais (%) dos ribogrupos de
Bacillus cereus analisados em resinas catidnica e aniénica

Resina de troca in6nica

Ribotipo

Catidnica Anidnica Média
RIBO 1 222-173-S1 95,29 99,31 97,30 a
RIBO 1 222-173-S2 95,51 99,66 97,58 a
RIBO 1 222-173-S4 90,96 99,82 95,39 a
RIBO 1 222-174-S1 98,75 99,78 99,26 a
RIBO 1 222-174-S2 96,94 99,72 98,33 a
RIBO 1 222-174-S3 97,44 99,81 98,62 a
RIBO 1 222-174-S5 93,18 99,76 96,47 a

95,44 B 99,69 A

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna e maiuscula na linha
nao diferem entre si, pelo teste F (P>0,05).

Varios fatores contribuem para a adesdao de uma bactéria a
determinada superficie e dependem n&o so6 da fisiologia do microrganismo,
mas também da natureza do substrato. As células bacterianas possuem
carga negativa e potencial de hidrogénio (pH) em torno de 3; nas Gram-
positivas, a carga negativa é originaria dos acidos teicoicos e teicurénicos da
parede e dos polipeptidios do glicocalix; nas Gram-negativas, dos
lipopolissacarideos e proteinas da membrana externa, em conjunto com os
polimeros do glicocélix (MACEDO, 2007).

4.3. Avaliacdo em uso simulado de procedimentos de higienizacdo CIP
(Cleaning In Place) no controle de células aderidas de Bacillus

cereus em aco inoxidavel

O processo de adesdo do microrganismo Bacillus cereus e os
procedimentos de higienizagdo, realizados por cinco dias consecutivos,

durante cinco semanas, evidenciaram que a maior eficiéncia da higienizagao
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depende dos agentes detergentes e sanitizantes e, principalmente, de sua
operacionalizagao.

O desempenho do tratamento C foi o0 mais instavel entre os avaliados
(Tabela 8). Em trés das cinco repeticbes (Tratamento C), a contagem de B.
cereus foi acima de 2 UFC-cm™, que é o valor maximo recomendado pela
American Public Health Association — APHA (2001), para a contagem de
mesofilos  aerdbios, para que superficies sejam consideradas
adequadamente higienizadas, para contato com alimentos durante o

processamento.

Tabela 8 — Nimero de células de Bacillus cereus (UFC-cm™) aderidas ao
ago inoxidavel 304, n°® 4, apos diferentes procedimentos de
higienizagc&o, em cinco repeti¢coes

Repeti¢des
Tratamento
1 2 3 4 5
Controle <0,85 0,85 <0,85 <0,85 <0,85
A <0,85 <0,85 <0,85 <0,85 0,85
B <0,85 1,70 0,85 <0,85 0,85
C 25,1 0,85 2,98 <0,85 2,13

A provavel razao para a menor eficiéncia do tratamento C comparado
com o controle pode ser atribuida aos seguintes aspectos: i) a solugao
alcalina foi em concentragdo e temperatura inferiores; ii) a solugdo alcalina
ndo apresentava em sua formulagdo agentes complexantes e nem
tensoativos; iii) ndo foi realizada limpeza acida; e iv) a solugéo clorada
aplicada foi em menor concentragao e o valor de pH, ajustado para 10.

Comparando o tratamento B com os tratamentos A e controle, pode-
se observar, em trés das cinco repeticbes, um numero um pouco maior de
células de B. cereus aderidas ao aco inoxidavel, remanescentes apods a

higienizacdo. No entanto, os numeros apresentaram-se dentro da

58



recomendagao sugerida pela APHA (2001). Pode-se considerar que a
eficiéncia do tratamento A foi bastante préxima a do controle.

Neste experimento, a remogdo do agente tensoativo e o uso da
solucao clorada em concentracdo inferior parecem nao ter afetado o
desempenho dos tratamentos. Contudo, deve-se ressaltar o papel
fundamental dos tensoativos nas formulagbes de detergentes, que tém o
objetivo de diminuir a tensao superficial da agua, facilitando o contato do
detergente com a superficie e com os residuos de alimentos. Os POPs
utilizados no laticinio estudado neste trabalho poderiam ser modificados com
a adicao de tensoativos nas solugcbes detergentes, a fim de melhorar a
eficiéncia e o desempenho dos procedimentos, com a obtencdo de
resultados superiores.

A temperatura elevada (60 °C) de uso do detergente alcalino
(tratamentos controle e A) foi, no entanto, importante para a eliminagao de

células aderidas ao ago inoxidavel dos cilindros (Figura 15).

HgH-

HgH-
el e

Repeticoes

m Controle ® Tratamento A @ Tratamento B [ Tratamento C

Figura 15 — Numero de Bacillus cereus (UFC-cm?) remanescentes nas
superficies de tubos de prova apds diferentes procedimentos de
higienizacéo.
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Neste estudo, quando o detergente alcalino foi utilizado com
concentragéo reduzida a metade e a temperatura de 60 °C modificada para
25 °C (tratamentos B e C), a remogdo de células aderidas foi prejudicada.
Isso evidencia a importancia da concentragdo do detergente alcalino e da
temperatura na eficiéncia do procedimento de higienizagao CIP.

A acdo do detergente € imprescindivel antes do uso do agente
quimico sanitizante na remocdo de células aderidas de B. cereus na
industria de laticinios (PENG et al., 2002). Schwach e Zottola (1984)
demonstraram que o tratamento somente com NaCIO em superficies de aco
inoxidavel pareceu nao interferir na ligagdo das fibrilas do B. cereus com a
superficie.

Em um trabalho desenvolvido na Universidade Nacional de Taiwan, a
importancia do uso de detergente alcalino a temperaturas elevadas como
70 °C, na remogéo de células de B. cereus aderidas ao ago inoxidavel, foi
demonstrada em procedimentos CIP em industrias de laticinios. Cupons de
aco inoxidavel foram fixados no interior da linha de pasteurizacéo de leite, e
o procedimento de higienizagao foi executado da seguinte maneira (PENG et
al., 2002): i) tratamento 1,5% de alcalinidade caustica a partir de detergente
alcalino por trés minutos; ii) rinsagem com agua fria por trés vezes (um
minuto cada vez); iii) tratamento 0,65% de acidez total a partir de detergente
acido por 10 minutos; iv) rinsagem com agua fria por mais trés vezes; v)
tratamento com solugdo de 50 mg.L™" de cloro residual total, contendo
detergente alcalino (Diverform Plus — 1,5%), por 10 minutos; e vi) ultima
rinsagem com agua fria, por trés vezes. Esse procedimento de higienizagéo
nao foi suficiente para a remogao completa de biofiimes na industria de
laticinios. Os numeros de B. cereus do biofilme nos cupons reduziram-se em
2,44 log UFC/cupom. No tratamento-controle, em que os detergentes foram
substituidos por agua, havendo somente a manutencdo do sanitizante, a
reducao foi de 1,11 log UFC/cupom.

Quando, entretanto, cada etapa desse procedimento CIP foi avaliada
separadamente, uma conclusao interessante foi observada: a maior reducao
ocorreu essencialmente durante o uso do detergente alcalino e sua posterior
rinsagem. Os tratamentos subsequentes, com o detergente acido e os

sanitizantes usados, nao resultaram em redugao significativa na populagao
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de B. cereus. A partir desses resultados, constatou-se que a populagao
residual presente nos cupons, apos o tratamento com o detergente alcalino,
parece ser resistente ao detergente acido e ao sanitizante usado (PENG et
al., 2002).

A importancia do detergente alcalino na remocdo de células
bacterianas de B. cereus aderidas ao ac¢o inoxidavel ficou mais evidente
quando o tempo de contato do agente alcalino foi estendido para 10 minutos.
Houve uma redugao de 2,62 log UFC/cupom.

Ainda, o uso do detergente alcalino a 70 °C apresentou resultados
surpreendentes. A populagdo inicial de células aderidas de 6,41 log
UFC/cupom reduziu para 0,44 log UFC/cupom, ou seja, 5,97 log UFC/cupom
de redugéo, quando a temperatura de uso do detergente foi de 70 °C, com
10 minutos de exposi¢gdo. No entanto, a importancia do uso de agentes
quimicos sanitizantes deve ser ressaltada. A etapa de sanitizagdo é
responsavel pela inativagdo dos microrganismos, evitando, assim, sua
redeposi¢cao em outros pontos, a formacgao de biofilmes e a contaminacao do
alimento (GIBSON ET AL., 1999). Assim, o processo de higienizagao deve
compreender as etapas de limpeza e sanitizagao, que sdo complementares
para garantir a qualidade microbiolégica da superficie que processa alimento
na indUstria de alimentos (ANDRADE; MACEDO, 1996).

O mesmo estudo de Taiwan avaliou a agao do hipoclorito de sddio no
controle de B. cereus em industrias de laticinios, nas concentragdes de 25 e
50 mg.L™" de cloro residual total, expresso em Cl,. Em ambos os casos, esse
agente quimico sanitizante mostrou ser eficiente na inativacdo de células
planctdnicas, com uma reducdo de 5,5 log UFC-mL™" nos nimeros de B.
cereus, apos 15 segundos de exposi¢cao (PENG et al., 2002).

No mesmo estudo, entretanto, quando o mesmo experimento foi
conduzido com células aderidas ao ago inoxidavel, nos cupons fixados nas
tubulacdes da linha de processamento de leite pasteurizado, essas células
apresentaram maior resisténcia ao sanitizante. Houve reducdo de 4 log
UFC/cupom, apés 30 segundos de exposigdo, com o uso de 50 mg-L'1 de
CRT, preparada a partir de solugao do hipoclorito de sédio.

Ainda, foram usados cupons de aco inoxidavel contendo biofilmes

formados a partir da adesao de B. cereus em superficies com residuos de
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leite. Nesse caso, os resultados indicaram maior resisténcia das células
microbianas do biofilme ao agente quimico. Apenas 0,94 e 1,51 log
UFC/cupom de reducdo na populagdo bacteriana foram observadas, apés
uma exposicao de 30 segundos e 300 segundos, respectivamente, a
50 mg-L™" de CRT.

Para serem considerados agentes sanitizantes efetivos, um agente
quimico deve inativar bactérias plancténicas em pelo menos cinco ciclos log
UFC, em 30 segundos, a 20 °C. Ja nas células sésseis, um agente quimico
€ considerado efetivo quando reduz a contagem inicial em 3 ou mais ciclos
log (99,9%), em 30 segundos, a 20 °C (MOSTELLER; BISHOP, 1993;
SHARMA; ANAND, 2002). Assim, no estudo de Taiwan, nas duas
concentracdes de hipoclorito de sédio utilizadas a sanitizagao nao foi efetiva
no controle de biofilmes de B. cereus em superficies de aco inoxidavel.

Outros estudos também encontraram resultados similares, indicando
que o cloro possui uma penetracao limitada na matriz de exopolissacarideos
que protege os microrganismos nos biofiimes (MOSTELLER; BISHOP,
1993).

A partir do exposto, a industria deve enfatizar os procedimentos de
higienizacdo, enfocando as etapas de pré-lavagem, usos de detergentes,
enxague e sanitizagdo. Devem ser fornecidas informag¢des que incluem
concentracdo, pH, tempo e temperatura de contato das solucdes
detergentes e sanitizantes.

A avaliagdo fundamenta-se em analises microbiolégicas realizadas
apos os procedimentos de higienizagao, para o adequado monitoramento do
processo, que deve ser capaz de detectar qualquer desvio do padrdo de
qualidade (perda do controle) para que acgdes corretivas possam ser

tomadas, quando fundamentadas e necessarias.
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5. CONCLUSOES

De acordo com o monitoramento das nove semanas de amostragem,
as contagens de Bacillus sp. no leite pasteurizado variaram até 1,86 log
UFC-mL™", com média de 0,59 log UFC-mL", sendo o LSC de 1,22 log
UFC-mL™" e LIC de -0,043 log UFC-mL™.

Na primeira semana de monitoramento, o numero de Bacillus sp.
encontrados no leite atingiu o LSC, e na sétima semana a contaminagéo
ultrapassou consideravelmente esse valor. Nas outras semanas, a incidéncia
de Bacillus sp. esteve sob controle, ou seja, abaixo do LSC, e de forma
aleatdria, sem nenhuma tendéncia.

As contagens de Bacillus sp. em superficies de ago inoxidavel AlSI
304, n® 4, avaliadas pos-pasteurizagdo, situaram-se abaixo de 1,98 log
UFC-cm™, com uma média de 0,65 log UFC-cm™.

O processo de higienizacdo estava fora de controle nas duas
primeiras semanas de analise em praticamente todos os locais testados, e
ocorreram problemas com a higienizagdo das superficies, mesmo apos os
POPs serem realizados. Apenas o tubo formador da embalagem
permaneceu dentro da faixa de controle. O tanque de equilibrio da maquina
de envase atingiu o LSC de 1,35 log UFC-cm™. Os outros locais fugiram ao
controle, ultrapassando esse limite. Na sexta semana, o tanque de
armazenamento de leite pasteurizado apresentou elevagao e ultrapassou o

LSC na semana seguinte, sendo considerado um ponto critico de controle.
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Todos os locais avaliados na linha de produgdo s&o cabiveis de
monitoramento e controle, com a execucgdo de procedimentos de limpeza e
sanitizacdo adequados.

Constatou-se que a eficiéncia ou ndo da higienizagdo em superficies
de equipamentos em uma semana nao influenciou o resultado da
higienizagdo na semana seguinte.

Sete ribogrupos foram encontrados, e um mesmo ribogrupo foi
isolado de quatro superficies e de amostras de leite pasteurizado, indicando
ser estas reservatérios de B. cereus. Apenas o tubo de envase nao foi
associado a recontaminacéo.

De acordo com as analises de cromatografia por interagéo
eletrostatica dos ribogrupos, estes se apresentaram predominantemente
anibnicos.

A adesdo de B. cereus as superficies de ago inoxidavel AlISI 304,
n® 4, avaliada nos tubos de prova apos diferentes procedimentos de
higienizacédo, foi afetada pela temperatura e concentracdo da solugéo
alcalina, uso ou nao da solucio acida e pelo pH da solucao clorada.

Respondendo ao objetivo geral deste trabalho, a ocorréncia de B.
cereus foi constatada no leite pasteurizado e na rosca da tubulagdo da
maquina de envase, no tanque de equilibrio da maquina de envase, no tubo
formador da embalagem e no tanque de leite pasteurizado.

A industria deve enfatizar, portanto, o “como fazer” de procedimentos
de higienizagdo e sua operacionalizagdo. Também, o “como avaliar’ deve
ser considerado, sendo importante para o monitoramento do processo, para

que agodes corretivas possam ser tomadas, de forma mais rapida possivel.
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APENDICE

Resumo da andlise de variancia das cargas elétricas superficiais relativas (%
de UFC de B. cereus adsorvida nas resinas de troca idnica) de diferentes
ribogrupos, analisados em resinas catidnica e anidnica

FV GL SQ QM F Signif.
Resina 1 190,2092 190,2092 28,147* 0,0001
Ribogrupo 6 63,54513 10,59086 1,567  0,19353
Resina x Ribogrupo 6 64,23765 10,70627 1,584  0,18865
Residuo 28 189,2166 6,757736
Total 41 507,20858

Coeficiente de variagao = 2.664

* Significativo a 5% de significancia, pelo teste F.
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