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RESUMO

EMILIANO, Jean Victor dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2019. Avaliacdo da multiplicacio de Staphylococcus aureus duranre a produciio de soro
em po6. Orientador: Italo Tuler Perrone.

O soro de leite ja foi considerado uma matéria prima de aproveitamento oneroso para a
industria de lacteos e por este motivo era muitas vezes descartado no ambiente sem nenhum
controle. Com as regulamentacdes ambientais rigorosas que proibem o descarte inadequado
no meio ambiente de produtos com alta demanda biologica de oxigénio, somado as
comprovagoes cientificas do alto valor nutricional dos constituintes do soro, esse produto
passou a ser amplamente beneficiado e, atualmente, ¢ requisitado como ingrediente na
industria de alimentos. O soro de leite ndo processado (cru) ¢ altamente perecivel, assim
deve ser mantido refrigerado para preservar sua qualidade microbioldgica. Este coproduto
pode atuar como substrato para multiplicagdo de micro-organismos contaminantes, assim
como Staphylococcus aureus, principalmente se for mantido em condicdoes de
armazenamento e temperatura favoraveis. Considerando que S. aureus ¢ uma espécie
microbiana patogénica, apresentando cepas produtoras de enterotoxina, o produto (soro em
po, por exemplo) e os alimentos fabricados com soro em p6 como ingrediente podem
apresentar esta substdncia ocasionando problemas de saude publica. Durante o
beneficiamento do soro em pd, varias sdo as etapas onde este microrganismo pode ser
incorporado ao produto devido a falhas de processo, como deficiéncias nos processos
higiénicos. A produgdo de soro em po6 ¢ dirigida pela qualidade da matéria-prima, condig¢des
utilizadas durante a fabricagdo do produto e contaminagao pds-processamento. Portanto,
durante e ap6s o processamento, a eficacia no controle da temperatura, condigdes higiénicas

satisfatorias, assegura a manutencdo da qualidade do soro em po.
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ABSTRACT

EMILIANO, Jean Victor dos Santos, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2019. Evaluation of Staphylococcus aureus multiplication during the production of
whey powder. Adviser: Italo Tuler Perrone.

In past years, whey exploitation has been considered onerous for the dairy industry. For this
reason, it was often discarded in the environment without any control. Recently, the food
industry became more interested in whey. It was due to the prohibition of inappropriate
disposal of products with high biological oxygen demand by more strict environmental laws,
summed to new scientific evidences about the high nutritional value of the whey
constituents. Raw whey must be kept refrigerated to preserve its microbiological quality,
once it is highly perishable. This co-product can act as substrate for the microorganism’s
multiplication, including Staphylococcus aureus, especially if the whey is maintained in
favorable storage and temperature conditions. S. aureus is a pathogenic microbial species
with enterotoxin producing strains. Therefore, the product (whey powder, for example) and
foods manufactured with whey powder as an ingredient may present this substance, which
causes public health problems. There are several steps during the production of whey powder
and this microorganism can be incorporated into the product due to process failures, such as
deficiencies in the hygienic processes. The production of whey powder is driven by the
quality of the raw material, conditions used during product manufacturing and post-
processing contamination. Therefore, during and after the processing, the effectiveness in
the temperature control and satisfactory hygienic conditions ensure the maintenance of the

quality of the whey powder.

Vii



INTRODUCAO GERAL

1. JUSTIFICATIVA

O Estado de Minas Gerais ¢ o maior produtor de leite e de queijos no Brasil, sendo
por consequéncia o maior produtor de soro. O parque industrial do Estado foi ampliado nos
ultimos 10 anos, tendo sido feitos investimentos em plantas de secagem para produgdo de
soro em po. Destacam-se os investimentos realizados nas fabricas da Barbosa e Marques,
Laticinios Porto Alegre, Kerry do Brasil, Cooperativa dos Produtores de Leite de Leopoldina
— LAC, Itambé S/A e Lactalis. Desta forma, o Estado de Minas Gerais ¢ potencial para o
desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao processamento do soro.

No passado, o soro de leite ja foi considerado uma matéria prima onerosa para
industria lactea. Hoje em dia, devido a rigorosas normas ambientais que proibem o descarte
em meio ambiente de produtos com alta demanda biologica de oxigénio, com a
demonstragao cientifica da qualidade nutricional de seus componentes (proteinas, lactose) o
soro de leite ¢ amplamente demandado como ingrediente ou como precursor de ingredientes.

Apesar das possiblidades encontradas pelo setor industrial na elaboragdao de novos
produtos a base de soro de leite, esse coproduto ainda ¢ negligenciado por grande parte dos
pequenos e médios produtores rurais no Brasil. Desta maneira, o soro de leite recolhido em
propriedades rurais apresenta baixa qualidade para processamento devido ao elevado
namero de micro-organismos deterioradores e patogénicos presentes na matéria-prima.

O soro em po6 ¢ amplamente empregado na industria de alimentos como ingrediente
na formulagao de diversos produtos. Destaca-se a utilizagcao do soro na producao de formulas
infantis, nas quais objetiva-se aumentar o teor de lactose a valores proximos ao do leite
materno (7,1%). A produgdo de formulas infantis ¢ um forte mercado, atualmente
principalmente visando a exportagio para a China e em 2050 para a Africa.

O processo de producao do soro em pd depende da etapa de cristalizacdo da lactose,
na qual o produto concentrado permanece entre 4 a 24 h sob agitacdo em temperaturas
proximas a 25° C. Sob estas condigdes pode ocorrer a formagao de biofilmes bacterianos,
em especial de espécies pertencentes ao género Staphylococcus. A literatura cientifica
demonstra que a alta densidade populacional de espécies pertencentes ao género

Staphylococcus pode promover a producdo de enterotoxina estafilococica em alimentos.



Poucos estudos sobre a presenca de S. aureus em soro foram conduzidos até o
momento devido a pouca importidncia dada a esse coproduto da producdo de queijo.
Entretanto, o crescente processamento do soro pela industria de alimentos tem motivado
pesquisas relacionadas a melhoria da sua qualidade microbiolédgica.

Essa dissertacao esta organizada da seguinte forma: primeiro, um capitulo trazendo
uma revisdo de literatura que apresenta e descreve sobre a microbiologia de processos
durante a produgdo de soro em p6 com o potencial risco da presenga de S. aureus, destacando
as principais operacdes unitarias na produgdo de soro em po, trazendo também, dados
relevantes sobre surtos de intoxicag¢dao alimentar ¢ medidas de controle relacionado a esse
patogeno. Em seguida, um capitulo dedicado a parte experimental do trabalho, em que o
material e método, os resultados e discussdo dos mesmos e as conclusodes sdo trazidos sob a
forma de um manuscrito de artigo, a ser submetido a um periddico de alto impacto na area
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos e por fim as conclusdes gerais na qual se relacionou

os principais resultados do trabalho com novas perspectivas para a area.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar em escala laboratorial a multiplicagdo de S. aureus durante a producao de

soro em po.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Avaliar a contagem de células de S. aureus apos a pasteurizacao, concentracao a
vacuo, cristalizacdo da lactose e secagem por atomizagao.
ii.  Verificar através da curva de crescimento se S. aureus ¢ capaz de multiplicar nas
condigodes de cristalizagdo da lactose (25° C/ 12 h).
iii.  Analisar a formagao de biofilme na etapa de cristalizagdo nos tempos 4, 8 ¢ 12 h.
iv.  Avaliar o potencial de biotransferéncia de S. aureus aderida em ago inoxidavel para

o meio de cultivo (soro de leite concentrado).



CAPITULO 1: MICROBIOLOGIA DE PROCESSOS DURANTE A
PRODUCAO DE SORO EM PO: POTENCIAL RISCO DA
PRESENCA DE Staphylococcus aureus



1. INTRODUCAO

A produgdo de queijos no mundo foi de aproximadamente 862 mil toneladas no ano
de 2018 alcangando um volume de 2,7 milhdes de toneladas de soro de leite nesse ano
(USDA, 2018). O soro de leite representa cerca de 85 % do volume total do leite utilizado
durante a producao de queijos e contém aproximadamente 55 % dos nutrientes presentes na
matéria prima (ALMEIDA, BONASSI & ROCA, 2001).

Apesar do elevado volume de soro de leite produzido anualmente no Brasil, o seu
beneficiamento requer a aplicacdo de tecnologias ainda ndao adaptadas a realidade nacional.
O processo de industrializacdo do soro requer a utilizagdo de instalacdes industriais
complexas, o que demanda um investimento financeiro relevante € um volume minimo de
matéria-prima que justifique o investimento (ALVES, 2014).

Grande parte do soro de leite gerado no Brasil tem origem nas operacdes de pequenas
e médias queijarias e, apesar das possibilidades encontradas pelo setor industrial na
elaboracdo de novos produtos a base de soro de leite, esse coproduto ainda ¢ negligenciado
por grande parte dos pequenos € médios produtores rurais no Brasil. Durante a producao de
queijo, sob condi¢des de manipulagao e armazenamento insatisfatoria, pode inferir-se que S.
aureus pode se multiplicar nessas condi¢des, consequentemente, a incidéncia deste patogeno
em soro de leite também ¢ elevada. Altas contagens microbianas em soro de leite sdao
justificadas pela ineficiéncia das praticas higi€nicas assim como a manutengdo do soro em
temperaturas desapropriadas de armazenamento (MONTEL et al., 2014).

S. aureus ¢ encontrado no ambiente na forma de biofilmes, assim como na pele e nas
mucosas de humanos e animais (HAMADI et al., 2014). A contaminagdo de produtos lacteos
com este patdgeno pode ocorrer diretamente pelo contato do leite com o animal infectado ou
em razdo de pratica higiénica precaria durante o processo de produgdo, distribuicdo e, ou
estocagem. Por esses motivos, esse patdogeno estd frequentemente presente em produtos
lacteos e no ambiente de processamento, muitas vezes, associado a surtos de intoxicagdo de
origem alimentar.

O soro de leite pode funcionar como um substrato para S. aureus, sobretudo quando
armazenado em temperaturas que favoregam a multiplicacdo deste patogeno (COSTA, 2012;
MEHLI et al., 2017). Por esse motivo, a produ¢do e acimulo de enterotoxinas estafilococicas
em soro de leite € passivel de ocorrer. Nos anos de 1950, a contaminagao de leite em p6 com

enterotoxina estafilococica era um problema significativo, muitas vezes causado pela
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multiplicagdo de S. aureus e producdo de enterotoxinas no leite cru antes do tratamento
térmico ou no leite concentrado antes da secagem (ANDERSON & STONE, 1955; ARMIJO
et al., 1957).

Melhorias na higiene durante a manipulagdo e no controle da temperatura antes da
secagem té€m, em grande parte, eliminado este problema. Todavia em 1986, varios focos de
contaminacdo foram associados ao consumo de leite em pd desnatado (CARVALHO et al.,
2016). Analise de amostras ndo apresentaram patdégenos viaveis, mas enterotoxina
estafilococica tipo A e B foram encontrados em concentracdes suficientemente elevadas para
causar a doenga (EL- DAIROUTY, 1989). Em 2000, foi relatado no Japao um grande surto
de intoxicagdo alimentar ocasionado pelo consumo de leite em p6 desnatado reconstituido.
O surto foi causado por enterotoxinas estaveis ao calor produzidas por S. aureus (ASAO et
al., 2003).

A literatura cientifica demonstra que a alta densidade populacional de espécies
pertencentes ao género Staphylococcus pode promover a producdo de enterotoxina
estafilococica em alimentos. Contudo, trabalhos que buscam elucidar a presenca de
enterotoxina estafilococica em soro concentrado e em po nao foram descritos até o momento.
Dentro deste contexto, este capitulo tem como objetivo apresentar uma revisao bibliografica
da microbiologia de processos durante o processamento de soro em p6é com destaque em S.
aureus. O conhecimento gerado por essa abordagem permitira a criagdo de estratégias de
controle da multiplicacdo de S. aureus e da producao de enterotoxina estafilococica em soro

de leite.



2. SORO DE LEITE

Segundo o Codex Alimentarius (2003), o soro de leite pode ser definido como:
“Produto lacteo liquido extraido da coagulagdo do leite utilizado no processo de fabricagdo
de queijos, caseina e produtos similares. Pode ser apresentado na forma liquida, concentrada
ou em p6” (BRASIL, 2013). O soro de leite ¢ um coproduto da industria de laticinios que
representa a por¢ao aquosa do leite que se separa do coagulo durante a fabricagcdo de queijo
ou da caseina (ALVES et al., 2014). A composicao do soro de leite ¢, em média, 93 % de
agua, 5 % de lactose, 0,7 a 0,9 % de proteinas, 0,3 a 0,5 % de gordura, 0,2 % de 4cido latico
e pequenas quantidades de vitaminas (OLIVEIRA, BRAVO & TONIAL, 2012).

Em relagao a classificagdo, o soro doce pode ser oriundo da coagulagdo enzimatica
do leite, em pH entre 6,2-6,4 pela adigdo de enzimas de origem microbiana, vegetal ou
animal, como a quimosina por exemplo. O soro acido ¢ obtido durante a fabrica¢do de
queijos apos a coagulagdo acida do leite pela adicdo de acidos latico, acético, citrico ou por
meio de adicao de fermento latico, em pH menor que 6,0 (BRASIL, 2013). Os tipos de soro
obtidos pelos dois diferentes processos de coagulacdo apresentam composigdes diferentes,

como pode ser visto na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao tipica de soro doce e acido

Componentes Soro doce (g/L) Soro 4cido (g/L)
Sélidos totais 63,0-70,0 63,0-70,0
Lactose 46,0-52,0 44,0-46,0
Proteina 6,0-10,0 6,0-8,0
Calcio 04,0-0,6 1,2-1,6
Fosfato 1,0-3,0 2,0-4,5
Cloreto 1,1 1,1

Fonte: Adaptado de Kosseva et al. (2009).

A concentracdo de lactose € menor no soro acido comparado ao soro doce, em virtude
do processo de fermentacdo na producdo de soro acido, em que uma fracdo da lactose ¢
transformada em acido latico durante a formagao do coalho (ALVES et al., 2014). Por outro
lado, o soro acido contém maior teor de cdlcio e fosforo que o soro doce, associado a
solubilizacdo do complexo calcio-fosforo existente nas micelas de caseina em pH écido

(ALVES et al, 2014). No Brasil, a producao ¢ constituida quase que exclusivamente de soro



doce, oriundo da fabricagdo de queijos por coagulagdo enzimatica (mugarela, prato, minas
frescal, e outros), que sdo os mais comercializados no pais (CARVALHO et al., 2007).

O soro de leite vem ganhando espago no cenario de inovagdo em produtos lacteos,
sendo adaptado a diferentes aplicagdes como ingrediente, justificando seu uso em diversos
alimentos processados (CARDOSO, 2014). A Mordor Intelligence LLP divulgou um
relatorio revelando que a economia do soro de leite alcangou US$ 1,8 milhdes em 2014 ¢
devera atingir US$ 2,7 milhdes até 2020. Outro relatorio, Research and Markets afirma que
o mercado de soro de leite devera crescer 5,5 % até 2019 (FIEP, 2018).

De acordo com Bieger e Rinaldi (2009), uma inovagdo tecnoldgica na cadeia de
producdo do leite ¢ a transformacdo do soro de leite para insumo, levando-se em
consideracdo a responsabilidade ambiental, que vem ganhando cada vez mais espaco nas
industrias. Esta mudanga gera uma nova fonte de renda para o setor industrial convertendo
o soro de leite em matéria-prima com destino a fabricacdo de outros produtos, justamente
pelo seu alto teor de lactose e proteina melhorando a eficiéncia econdmica das industrias de
laticinios.

Segundo Santos e Ferreira (2001), a procura do consumidor por produtos mais
saudaveis, inovadores, seguros e de utilizagdo pratica tem contribuido para o crescimento da
producdo das bebidas lacteas. No Brasil, no ano de 2016, foram produzidos 1,19 milhdes de
toneladas de bebida lactea (MAPA, 2016) sendo uma alternativa para o aproveitamento do
soro de leite, pois apresenta baixo custo, facilidade de processamento, além de ser possivel
o uso dos equipamentos ja existentes na industria (PINTADO et al., 2001).

Outras alternativas incluem a fabricacao de ricota, isolados proteicos e a produgao de
soro em poé destinado a fabricacdo de formulas infantis (CANCINO, ESPINA &
ORELLANA, 2006). Segundo Perrone (2017), com o aumento no consumo de férmulas
infantis obtém-se demanda mundial crescente por lactose o que tem como consequéncia
direta o maior interesse pela principal fonte de lactose: o soro.

O soro de leite ¢ considerado um meio favoravel para o desenvolvimento de micro-
organismos devido a fatores como pH, alta atividade de 4gua e quantidade significativa de
nutrientes. Este coproduto possui uma microbiota muito diversificada podendo ser composta
de micro-organismos deteriorantes, patdgenos e até mesmo bactérias benéficas com grande
importancia tecnologica (MONTEL et al., 2014). A diversidade microbiana pode ser
influenciada pelas condi¢des sanitarias do rebanho leiteiro, higiene ambiental e pessoal,

equipamentos utilizados, e fatores relacionados ao manuseio, armazenamento, resfriamento
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e processamento do soro de leite (MURPHY, MARTIN, BARBANO &WIEDMAN,
20016).

Este coproduto pode estar contaminado com micro-organismos provenientes de
animais doentes (Mycobacterium bovis, Brucella abortus, Staphylococcus aureus, Coxiella
burnetii, Listeria monocytogenes, Salmonella, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
uberis e Escherichia coli) ou ainda presentes em biofilmes, utensilios, equipamentos e
ambiente de processamento (Pseudomonas, Flavobacterium, Enterobacter, Cronobacter,
Klebsiella, Acinetobacter, Aeromonas, Alcaligenes, Achromobacter, Corynebacterium,
Microbacterium, Micrococcus) (CAN e CELIK, 2012; VISSERS e DRIEHUIS, 2009).

As bactérias do género Staphylococcus pertencem a familia Micrococcaceae e
apresentam-se como cocos Gram-positivos, com didmetro entre 0,5 a 1,5 micrometro,
imoveis, isoladas ou agrupadas em cachos e sdo anaerdbias facultativas (CHAPAVAL,
2003). Este patogeno € capaz de se desenvolver em uma ampla faixa de temperatura (7 °C a
48,5 °C, com temperatura 6tima de 30 °C a 37 °C), pH variando entre 4,2 ¢ 9,3, com 6timo
entre 7 a 7,5 (SANTANA, BELOTI, ARAGON & MENDONCAL, 2010).

Quanto a atividade de agua (aw), os estafilococos sdo unicos em sua capacidade de
se multiplicarem em alimentos com valores de atividade de agua inferiores ao normalmente
considerados minimos para outras bactérias. O valor minimo de ay ¢ 0,86, apesar de ja ter
sido relatada a multiplicagdo desses micro-organismos em alimentos com a, de 0,83
(WONG et al., 2002; FRANCO et al., 2005).

S. aureus € um patdgeno de grande preocupacao em alimentos devido a capacidade
de certas cepas produzirem enterotoxinas estafilococicas que, uma vez ingeridas, podem
levar a sintomas de distirbios gastrintestinais, como vOmitos, nduseas e cOlicas abdominais
(ARGUDIN ez al., 2010; SCHELIN et al., 2011). Apesar de melhorias notaveis nos
procedimentos de seguranca alimentar, a enterotoxina estafilococica ainda figura como uma
das principais causas de surtos de origem alimentar, frequentemente relacionados com a
ingestao de leite e produtos lacteos contaminados (EFSA, 2016).

Estudos apontam que a incidéncia de S. aureus em queijos frescos produzidos na
regido de Minas Gerais pode ultrapassar a 90 % (LOGUERCIO e ALEIXO; FERREIRA ef
al.,2011) e, apesar de ndo haver dados precisos, podemos sugerir que a incidéncia S. aureus
em soro de leite ¢ também elevada. As medidas simples como a adoc¢do das Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) seriam eficientes para reduzir a presenca desse patdgeno em queijos

frescos e consequentemente no soro de leite (SPANU et al., 2012).
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3. EFEITO DAS OPERACOES UNITARIAS SOBRE A MICROBIOTA NO SORO
DE LEITE DURANTE A PRODUCAO DE SORO EM PO

A microbiologia do processamento de leite e derivados ¢ dirigida pela qualidade da
matéria-prima, as condigdes utilizadas durante a fabricagdo do produto e a contaminagao
pos-processamento. A qualidade higiénico-sanitaria do soro de leite cru assume importancia
primordial no processamento de soro em pod. Alguns micro-organismos esporulados e
termoduricos podem sobreviver aos tratamentos térmicos € comprometer a qualidade do
produto, sendo vulnerdvel a deterioragdo ou contaminacdo por agentes patogénicos ou
toxinas microbianas (FERNANDES, 2009).

O soro de leite ¢ um coproduto que exige refrigeracao e manuseio adequado visando
garantir sua qualidade microbiologica. Além disso, este coproduto pode ser preservado por
meio da concentragdo por eliminacdo de agua, utilizando-se calor ou tecnologia de
membrana, seguido por secagem. Sendo assim, essas etapas conferem vantagens em termos
de reducao de custos de armazenamento e transporte, conveniéncia de uso, otimizagdo de
processos industriais, obtencdo de produtos diferenciados e, em alguns casos, maior
estabilidade (CARVALHO, 2016).

Uma vez recebido na usina de processamento, o soro de leite destinado a producao
de soro em po passa por uma série de operagdes que envolvem resfriamento, tratamentos
térmicos, concentracdo e secagem (Figura 1). Essas operagdes permitem a inibicdo da
multiplicacdo microbiana, remoc¢ao ou morte dos micro-organismos (VICOSA et al., 2010;

FERREIRA et al., 2011).
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Figura 1 - Fluxograma da producao de soro de leite em po
Fonte: Adaptado Boschi et al. (2006)

3.1. RESFRIAMENTO

Apbs a obtengdo, o soro de leite deve ser mantido sob refrigeracdo a 4 “C para
controlar a multiplicagdo da microbiota presente até o tratamento térmico. Segundo Hungaro
(2014), o declinio da temperatura ocasiona uma extensao do tempo de laténcia nos micro-
organismos presente nos alimentos, culminando com o aumento do prazo de validade.

A maioria das bactérias patogénicas que podem ser encontradas no soro de leite sao
inibidas pela temperatura de armazenamento (a 4 °C) do produto. S. aureus, patdgeno
identificado em soro de leite, apresenta capacidade de multiplicagdo em temperaturas entre
7 °C e 48 °C. Os limites de temperatura para a producdo de enterotoxinas estafilococicas nao
se sobrepdem aos da replicacdo deste patdogeno, em geral, essas enterotoxinas sao produzidos
em alimentos a temperaturas que variam de 10 °C a 46 °C (BHUNIA, 2008, SCHELIN et
al.,2011), sendo assim, a refrigeracdo ¢ capaz de inibir a multiplicagdo deste patogeno e a

producdo de enterotoxina estafilococica em soro de leite.

3.2. TRATAMENTO TERMICO
O tratamento térmico tem objetivo de inativar micro-organismos patogénicos,
deterioradores ¢ enzimas (LEWIS et al., 2009). E, normalmente, definido em funcdo dos

parametros cinéticos de resisténcia térmica de um determinado micro-organismo alvo,
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geralmente patogénico e da sensibilidade ao calor na qualidade do produto. A vida util do
alimento pasteurizado ¢ determinada pelo tratamento térmico aplicado, processo
complementar de conservacao e das condigdes de estocagem (LIMA et al., 2016).

Segundo o Codex Alimentarius (2003), a pasteurizagdo no soro de leite devera ser
realizada a 72 — 75 °C durante 15 a 20 segundos, seguida de refrigeracdo a 5 °C. Caso o soro
seja imediatamente submetido ao processo de secagem ou evaporagdo a refrigeragdo podera
ser dispensada. O tempo de espera neste caso ndo deverd ser superior a 4 horas (BRASIL,
2013). Uma populagdo microbiana pode ser capaz de resistir a pasteurizacao e permanecer
no produto final. Esses micro-organismos sdo chamados de termoduricos e incluem espécies
de Microbacterium, Micrococcus, Enterococcus, Streptococcus, Lactobacillus e
Corynebacterium (TOUCH et al., 2009).

Nascimento et al., (2012) encontraram resultados para amostras de soro de leite
pasteurizado, apresentando contagem desse micro-organismo de 1,2 x 10° UFC-mL™. Santos
et al., (1999) avaliaram 167 amostras de leite pasteurizado submetidas a pesquisa de S.
aureus, sendo que 24 dessas amostras apresentaram resultado positivo, > 1,9 x 10 *
UFC-mL!. A eficiéncia da pasteurizagdo é condicionada a fatores como tipo da matriz
alimentar, densidade populacional do patdogeno e variagdes genéticas do micro-organismo

(HUCK, SONNEN, & BOOR, 2008).

3.3. CONCENTRACAO

A concentragdo do soro de leite por evaporagdo a vacuo geralmente ¢ aplicada como
etapa intermediaria para produgdo de soro em pd, ja que a remocgao da dgua por evaporagao
a vacuo requer menor energia do que por secagem em spray drying (WALSTRA et al.,
2006). Essa etapa possibilita a concentracao do soro a teores de solidos lacteos entre 50 % e
60 % (m'm™') a temperaturas entre 45 ¢ 70 °C (CARIC’ et al., 2009; SCHUCK et al., 2010).
A faixa de temperatura utilizada nos evaporadores ndo ¢ suficiente para garantir a seguranca
microbiologica do produto o que torna necessaria a aplicagdo do pré tratamento térmico
como pasteurizagao.

De acordo com Walstra et al. (2001), as principais modifica¢gdes causadas pela
concentragdo do soro de leite sdo: reducdo da atividade de 4gua; aumento da
higroscopicidade; mudangas no equilibrio salino; modificagdo na conformagio das
proteinas; aumento da pressdao osmotica; aumento da viscosidade; saturacdao da solucdo e

tendéncia a cristaliza¢do da lactose. No processamento de soro ¢ fundamental que se busque
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uma elevada concentracao de solidos laticos ao final da evaporagao, no intuito de minimizar
0 gasto energético na camara de secagem, e, principalmente visando a saturagdo do produto
em relacdo a lactose, o que favorecera a etapa posterior de cristalizagdo (PERRONE et al.,

2011).

3.4. CRISTALIZACAO DA LACTOSE

A cristaliza¢do do soro concentrado pode ser realizada ou ndo pela adigao de nucleos
de cristais, lactose microcristalina ou soro em pd, seguida de agitacdo e controle da
temperatura (PERRONE, 2010). Segundo Masters (2002), o soro em p6, quando obtido sem
prévia cristaliza¢do, ¢ um pd muito fino, higroscopico e com grande tendéncia a agregacao
de particulas coloidais, o que se deve a presenca de lactose em grandes concentracdes na
matriz em um estado vitreo ou amorfo, que ao submeter a remocao rapida do solvente em
equipamentos como spray dryer, a lactose passa para um estado gomoso (transi¢do vitrea),
acarretando a agregacdo das particulas do pd (empedramento), fazendo-se portanto
necessaria a cristalizagdo prévia da lactose.

No ponto de vista microbiologico, a cristalizacdo da lactose ¢ uma etapa critica do
processamento de soro de leite em po uma vez que o produto ¢ mantido em temperatura
ambiente por longos periodos (4 a 24 h) sob agitacdo em temperaturas proximas a 25 °C
(SIMEAO, 2016). Sob estas condi¢des pode ocorrer a formagio de biofilmes bacterianos,
em especial de espécies pertencentes ao género Staphylococcus com contagem acima de 10°
UFC-cm? (JUNIOR et al., 2011). Dessa maneira, uma recontaminagio com S. aureus durante
essa etapa pode comprometer a seguranca microbiologica do soro em pd. Sabe-se que, em
determinadas condigdes, os micro-organismos podem se depositar, aderir e interagir com as
superficies, iniciando o processo de multiplicagao celular (HAMADI et al., 2013).
Compreender os processos de formagao, estrutura e composi¢ao dos biofilmes microbianos
¢ fundamental para desenvolver estratégias de controle efetivas e entender o risco que estes

representam para a industria de alimentos (OLIVEIRA; BRUGNERA; PICCOLI, 2010).

3.5. SECAGEM POR ATOMIZACAO

Na produc¢do de soro em p0, varias técnicas podem ser empregadas na desidratagdo
do soro fluido, entretanto, a secagem por atomizagao ou spray drying ¢ amplamente utilizada
na industria de laticinios. O principio da secagem de um liquido em spray drying consiste
em pulverizar o produto no interior de uma cdmara de secagem, na forma de pequenas

goticulas, contendo uma corrente de ar quente (SILVA et al., 2017).
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Quando um produto ¢ submetido a uma corrente de ar com baixa umidade relativa
(pressao de 1554 Pa) e temperatura elevada (em média 200 °C), espontaneamente ¢ formada
uma diferenca de temperatura e pressdo parcial da dgua entre o alimento e o ar e,
consequentemente, ocorrerd uma transferéncia de energia na forma de calor do ar para o
produto ¢ uma transferéncia de agua do produto para o ar (SCHUCK et al., 2010), conforme

a Figura 2.

Ar de entrada da camara
Temperatura: 200 °C
Pressdo de vapor: 1554 Pa

Umidade relativa (UR): 0,1% U.R

Transferéncia de energia

Goticula de produto na forma de calor l
concentrado apds a
atomizacio < | Ar de entrada
| > Secagem

Transferéncia de dgua

T

Ar em contato com o produto
Temperatura: 45 °C
Pressdo de vapor: 9583 Pa

Umidade relativa (UR): 100% U.R

Figura 2 - Principio da secagem por atomizagao
Fonte: Adaptado de Schuck ez al., (2010)

Segundo Schuck (2009), esta etapa de atomizagdo ¢ diretamente responsdvel por
conferir vantagens na producao de soro em po pela secagem em spray drying como: curto
tempo de secagem das goticulas do produto e de retengdo das particulas em um ambiente
com alta temperatura e producdo de um po6 desejado com grande estabilidade de
armazenamento e transporte. Apesar do ar de secagem apresentar temperaturas elevadas
(~200 °C), a 4gua ¢é evaporada rapidamente e as particulas atingem temperaturas
relativamente baixas (~40 °C). Consequentemente, a secagem por atomizacao nao ¢ um
procedimento que visa a elimina¢do de micro-organismos. O soro em pod possui atividade de

agua (aw) emtorno de 0,2 que tem efeito bacteriostatico sobre os micro-organismos presentes
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no alimento. Portanto, o soro em p6 ¢ menos perecivel que o produto fluido apresentando
uma vida de prateleira mais longa devido a baixa atividade de dgua.

Segundo Bhunia et al. (2008), S. aureus é relativamente resistente a secagem. O valor
minimo de atividade de agua para sua proliferacdo ¢ 0,86 ou mesmo 0,83, podendo estar
presentes no soro em po e vir a se multiplicar no produto reconstituido. A enterotoxina
estafilococica ¢ produzida a partir de um valor de a, 0,83 colocando em risco a satde

daqueles que irdo consumir esse alimento (SCHELIN ef al., 2011).
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4. SURTOS DE INTOXICACAO ALIMENTAR ASSOCIADO A SORO DE LEITE

A ocorréncia de surtos de intoxicacdo alimentar ¢ um problema de saude ptblica em
todo o mundo (SANTANA et al., 2010). S. aureus € um patégeno humano oportunista que
representa riscos na area médica e no setor alimentar. Durante o processamento dos
alimentos ¢ possivel ocorrer a contaminagdo por esse patdgeno, seja por meio de individuos
portadores assintomaticos ou por individuos que possuem algum tipo de infecgdo
(TEIXEIRA et al., 2008).

Dados recentes mostram que no periodo de 2007 a 2017, S. aureus foi diagnosticado
como agente principal dos surtos de intoxicagao alimentar ocorridos no Brasil, ocupando a
terceira posi¢ao das bactérias patogénicas (BRASIL, 2017). A intoxicacao alimentar causada
por S. aureus resulta da ingestdo de enterotoxinas estafilococicas pré-formadas no alimento
(HENNEKINNE et al., 2012). A presen¢a de 10 > UFC-g"! de S. aureus em alimentos é
considerado de alto risco, pois a esta concentra¢ao algumas cepas apresentam capacidade de
produzir enterotoxina (NECIDOVA et al., 2012).

As enterotoxinas estafilococicas sdo proteinas termorresistentes (BUKOWSKI,
2018) e nos seres humanos originam sintomas como vomito e diarreia, dentre outros, sendo
necessario menos de 1ug de toxina pura para desencadear os sintomas caracteristicos de
intoxicacgdo estafilococica (ZHANG et al., 1998). Segundo Nader Filho ef al., (2007), uma
média de 50% dos isolados de S. aureus tém capacidade de produzir uma ou mais
enterotoxinas.

Um trabalho realizado por Normanno et al. (2005) revelou que 83,3 % dos isolados
de S. aureus provenientes de amostras de ricota eram enterotoxigénicos, evidenciando o
risco ao consumidor. Entre os alimentos causadores de surtos e casos de intoxicagao
estafilococica destacam-se o leite cru, o leite pasteurizado e os queijos, sendo S. aureus o
micro-organismo mais frequente nas investigagdes epidemiologicas (BORGES, 2008).

Wang ef al. (2012) analisaram amostras de formulas infantis e 11,2 % delas foram
positivos para S. aureus portadores de genes para enterotoxinsa estafilocdcicas classicos. Se
esses alimentos infantis contaminados com S. aureus enterotoxigénicos forem reconstituidos
em baixa temperatura e armazenados a temperatura ambiente por um longo periodo, eles
ainda podem tornar um risco para a saude infantil. Um estudo recente demonstrou que S.
aureus pode permanecer viavel em produtos lacteos desidratados e produzirem enterotoxinas

quando o alimento ¢ reconstituido (BOGDANOVICOVA et al., 2017).
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5. MEDIDAS DE CONTROLE

5.1. TEMPERATURA

Entre os fatores que afetam o comportamento microbiano em alimentos, a
temperatura ¢ de fato a mais importante. Os estafilococos sao micro-organismos mesoéfilos
com temperatura de crescimento entre 7 e 47,8 °C e podem produzir enterotoxina
estafilococicas termoresistentes a temperaturas entre 10 e 46 °C, com temperatura 6tima
entre 40 e 45 °C. S. aureus geralmente ¢ destruido por tratamentos térmicos, como a
pasteurizagdo, mas suas enterotoxinas estafilococicas, termoestdveis, permanecem ativas
nos alimentos tornando-se um risco para a saude publica (CARMO et al., 2002). A
intoxicagdo alimentar por S. aureus ocorre apds consumo de alimentos contaminados
submetidos a tratamento térmico inadequado ou mantidos sob condigdes favoraveis a
multiplicacao deste patdogeno e possivel produgdo da enterotoxina (ALMEIDA e FRANCO,
2003).

Em estudo de Haryani et al., (2003), o armazenamento do soro de leite a 4 °C
demonstrou ser eficaz para inibir multiplicacdo de S. aureus e para a extensao da vida de
prateleira, mostrando ser efetivo para inibi¢do de enterotoxina estafilocdcica ja que a
producdo de enterotoxina ocorre a temperaturas entre 10 °C a 46 °C (BHUNIA, 2008;
SCHELIN et al., 2011). Portanto, a manutengdo a baixas temperaturas pode ser usada no
controle da produgdo de enterotoxinas em alimentos (ASPERGER, 1994).

O armazenamento a temperatura de refrigeragao ¢ uma das formas mais importantes
de retardar a atividade metabdlica microbiana nos alimentos. No entanto, a sensibilidade
celular ao estresse pelo frio depende de muitos fatores, incluindo temperatura, taxa de

resfriamento/congelamento, meio de cultura e tempo de armazenamento (BEALES, 2004).

5.2. MICRO-ORGANISMOS COMPETIDORES

S. aureus ¢ considerado um micro-organismo pouco competidor e apresenta maior
risco em alimentos onde a microbiota contaminante foi inativada ou inibida. Este micro-
organismo ¢ capaz de se adaptar a diferentes ecossistemas (TOMASINI et al., 2014). Apesar
da aplicac¢do de tecnologias modernas e conceitos de seguranca na industria de alimentos,
ainda hd muitos problemas relacionados a contaminacdo de alimentos por patdégenos

alimentares (CICCIO et al., 2015). Alternativas para aumentar a conservagao e seguranca de
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alimentos envolvem o uso empirico de micro-organismos e, ou seus produtos para a
conservacgdo de alimentos (ROSS, MORGAN, & HILL, 2002).

Estudos comprovam que as bactérias do acido latico desempenham um importante
papel na produgdo de alimentos. Este grupo microbiano favorece caracteristicas sensoriais e
tecnologicas, além de promoverem a conservacao dos alimentos, devido a competicdo e
inibicdo da microbiota deteriorante e/ou agentes patogénicos (JACOBSEN et al., 1999;
NAIDU e CLEMENS, 2000; MADERA et al., 2003).

O 4cido latico e outros subprodutos do metabolismo das bactérias laticas, incluindo
peroxido de hidrogénio, diacetil, acetoina, reuterina, reutericiclina, peptideos antifiungicos e
bacteriocinas agem como bioconservantes. A acdo ocorre pela alteracdo das propriedades
intrinsecas dos alimentos e inibem micro-organismos deterioradores (MAGNUSSON, 2001;
DEEGAN et al., 2006), como por exemplo S. aureus em produtos lacteos (CHIODA et al.,
2006). Além de inibir o crescimento bacteriano, tem sido demonstrado que as bactérias
laticas podem interferir na expressdao génica de patdgenos de origem alimentar como S.
aureus, impedindo a produgdo de enterotoxinas estafilococicas (EVEN et al., 2009;
CRETENET et al., 2011; SERIDAN et al., 2012).

A capacidade de inibicdo dos patdgenos demonstrada por muitas linhagens de
bactérias laticas ¢ uma das caracteristicas mais importantes atribuidas a estes micro-
organismos. Do ponto de vista da ciéncia e tecnologia de alimentos estd diretamente
relacionada a capacidade de produzir e tolerar elevadas concentragdes de metabdlitos,
favorecendo a competi¢ao com outros micro-organismos num dado ecossistema. (JIN et al.,
1997; WALKER e DUFFY, 1998; CLOSE, 2000).

De acordo com Martins (2012), bactéria latica tem mostrado eficiéncia quando se
trata da inibicdo de micro-organismos patogénicos em produtos lacteos. A utilizagdo de
culturas starter e o monitoramento da fermentacdo podem reduzir significativamente a
presenga de patdgenos, como S. aureus, em queijos frescos e, consequentemente no soro de
leite.

Na industria alimenticia varios tipos de superficies entram em contato com alimentos,
incluindo equipamentos, utensilios e acessorios usados nas etapas de processamento, e
durante o armazenamento, podendo contribuir para contaminacdo cruzada por patdogenos e
recontaminacdo de alimentos, comprometendo a seguranca microbiolégica, aumentando

assim o risco de doengas transmitidas por alimentos (KYUN et al., 2019).
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A limpeza e a sanitizagdo na industria alimenticia sdo de fundamental importancia
no controle microbioldgico dos alimentos e visa, sobretudo, a seguranga e a qualidade dos
mesmos, a fim de evitar perdas econdmicas devido a deterioracdo e contaminagdo dos
produtos por micro-organismos (KUDA et al., 2008).

O procedimento de higienizacdo pode ser realizado utilizando diferentes produtos
quimicos, incluindo detergentes e sanitizantes (MAUKONEN et al., 2003). A efetividade do
detergente pode ser restringida pela presenca de material organico, incluindo gorduras,
carboidratos e proteinas. Além disso, pH, temperatura, dureza da 4gua, inibidores quimicos,
concentragdo e tempo de contato também sdo fatores importantes que influenciam a agao
dos sanitizantes. Entre os principais agentes sanitizantes utilizados na industria de alimentos,
encontram-se o cloro, peroxido de hidrogénio, iodo 0z6nio e acido peracético (BREMER ef
al., 2002; KUDA et al., 2008). A higienizagdo ¢ um procedimento que envolve diferentes
etapas, visando obter o grau de sanitizagdo e limpeza adequadas em todo ambiente,
reduzindo, assim, 0s micro-organismos presentes a um numero compativel ao produto.

Um composto quimico muito utilizado na industria de alimentos ¢ o hipoclorito de
sodio (SREY et al., 2013). E um potente agente oxidante que interfere com a sintese de DNA
e reage com as proteinas intracelulares, parede celular e componentes da matriz extracelular
(RUSSEL, 2003). Para inativar o micro-organismo, a solu¢ao de hipoclorito de s6dio deve
ser capaz de penetrar e ganhar acesso as células microbianas promovendo a inativagao e a
remog¢ao do mesmo (SOUZA et al., 2014).

Toté et al. (2010) avaliaram o efeito inibitorio de diferentes biocidas sobre a
viabilidade celular e o biofilme de S. aureus e, dentre os biocidas analisados, o hipoclorito
de s6dio mostrou-se efetivo, tanto na redugdo da viabilidade das células aderidas quanto na
remocao da matriz do biofilme.

Meira et al. (2012) verificaram o efeito de acido peracético e hipoclorito de sodio
sobre a reducao do niimero de células de S. aureus em biofilmes pré-formados em superficies
de aco inoxidavel e os resultados mostraram que o &cido peracético foi mais eficaz na
reducdo de células vidveis presentes na estrutura do biofilme. Nas condigdes avaliadas,
ambos os desinfetantes diminuiram as contagens de células aderidas as superficies,
entretanto, ndo foram eficientes para a completa remog¢do das células de S. aureus do
biofilme.

Para Immig (2013), a higieniza¢do na industria alimenticia é de extrema importancia

no controle microbioldgico dos alimentos e visa, sobretudo, a seguranga e a qualidade dos
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mesmos, a fim de evitar perdas econdmicas devido a deterioracdo e contaminagdo dos

produtos por micro-organismos.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A qualidade microbiologica do soro em po esta diretamente relacionada a microbiota
presente na matéria prima, ou por contaminacdo durante e apds o processamento. Na
producdo de soro em pd, uma série de operagdes sdo utilizadas visando reduzir a
multiplicagdo de micro-organismos, inativar ou remover os contaminantes presente no
produto. Contudo, refrigeracio em condigdes inapropriadas, tratamento térmicos
insuficientes, sdo causas da contaminacdo por S. aureus em soro em po. Portanto, fica
evidenciada a necessidade de controle microbioldgico das industrias laticinistas quando o
objetivo ¢ utilizar os soros lacteos na elaboragdo de produtos alimenticios.

Poucos estudos da presenga de S. aureus em soro de leite foram conduzidos até o
momento. Entretanto, o crescente processamento do soro pela industria de alimentos tem
motivado pesquisas relacionadas a melhoria da sua qualidade microbiologica.

Como perspectiva, obtém-se uma necessidade de outros estudos para compreender
melhor a microbiologia de processos de soro em pd, visto que este produto vem sendo
amplamente empregado na industria de alimentos como ingrediente na formulacdo de

diversos produtos, em destaque, utilizacdo do soro na producgdo de férmulas infantis.
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ABSTRACT

Whey can act as a substrate for Staphylococcus aureus, especially when stored under
favorable conditions for its multiplication. Hence, products made from whey can carry
staphylococcal enterotoxins leading to public health problems, with special attention to infant
formulas, considering that children constitute a group of risk. Therefore, the aim of this study was
to evaluate the multiplication of S. aureus during the production of whey powder in
laboratory scale. Whey was inoculated with 10°UFC- mL"of the S. aureus mixed culture at
the beginning of the processing and the persistence of the microorganism after pasteurization
and vacuum evaporation was evaluated. The recontamination of whey by biofilms was also
evaluated. After pasteurization, S. aureus population on the serum was 10° UFC-mL™" which
proves that the binomial 72 © C / 20 s was not efficient to guarantee the innocuity of the
material. Population of 10> UFC-mL™" of S. aureus was found in the whey after vacuum
concentration. The microorganism was able to multiply in concentrated whey during the
crystallization of lactose, which infers that it is possible to form a biofilm during this stage.
Confocal microscopy analysis confirmed the presence of adhered cells after 4 h of process
(10® UFC-cm?). After 12 h of incubation, the number of adhered cells was approximately
10° UFC-cm?. As for the potential of biotransfer, the sessile cells of S. aureus in stainless
steel were able to return to the planktonic phase. After spray drying, it was verified that the
S. aureus population in the powder was 10° UFC-g™!. The results obtained in laboratory scale
points to the need of quality assurance systems to control the steps of industrial whey powder

production.

Key Words: Whey, evaporation, crystallization, drying, biofilm
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1. INTRODUCTION

Whey may be defined as "fluid milk product obtained during the manufacture of
cheese, casein or similar products, being presented in liquid form, concentrated or
powdered" (Codex Alimentarius, 2003). This co-product is mainly collected from cheese
production and it is estimated that about 2.7 million tonnes of liquid whey were produced in
2018 (USDA, 2018).

The fluid whey has an average composition of 0.8 % (m-v!"), protein, 4.5 % (m-v’")
lactose and 0.5 % (m-v™") fat; which may act as a substrate for the development of pathogenic
and spoilage bacteria (Oliveira et al., 2012). Although this co-product has a potential risk of
transmitting pathogenic microorganisms, few studies have been devoted to characterizing
the microbiota of whey or whey-based foods (Desconsi et al., 2014; Teixeira, 2007). The
lack of information in this sense can be partly explained by the fact that the processing of
fluid whey is a relatively recent practice, that begun in the mid-1970s (Pagno, 2009), and by
the existence of few reports of food-borne outbreaks involving serum-based products.
However, in the past year a major recall of food products containing whey contaminated
with Salmonella alerted the regulatory agencies and industry to a more rigorously control of
the microbiological quality of whey powder (FDA, 2018).

Although the microbiology of whey is poorly explored in the literature, it can be
inferred that the pathogenic microorganisms frequently found in cheesemaking
environments such as Salmonella sp., Listeria sp., Escherichia coli and Staphylococcus
aureus may also be present in the fluid whey (Feitosa et al., 2003; Perin et al., 2017).
Considering the high incidence of S. aureus in samples of fresh and mature cheeses
(Loguercio & Aleixo 2001; Ferreira et al., 2011; Can, 2012; Lee et al., 2015), whey is also
expected to have a high incidence of this pathogen.

S. aureus is a microorganism normally found in the skin of the animal, hands of
manipulators and in the processing environment in the form of biofilms (Hamadi ez al, 2014).
Thus, S. aureus can be transferred from milk to whey during cheese manufacturing or even
directly transferred by contact of the whey with the hand of poorly sanitized manipulators or
equipment containing pathogen biofilms (Necidova, JanStova, & Karpiskova , 2012; Can
&Celik, 2012).

The presence of S. aureus in whey powder is permitted on a count of up to

10 UFC-g"! as described in the Codex Alimentarius and specific technical regulations, as
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Technical Regulation of the Identity and Quality of Whey (Brazil, 2013) and Regulation CE
2073/2005 (CE, 2005). Although the microorganism does not cause any disease when
ingested in its vegetative form, counts greater than 10° UFC-mL™" in the fluid serum can
produce heat-resistant enterotoxins that cause food poisoning (Necidova et al., 2012).

The consumption of food contaminated with enterotoxins does not normally lead to
the death of the individual; however, children, elderly, and immunocompromised persons
may have more severe symptoms and complications that lead to death (CVE, 2013). Thus,
products containing whey powder such as infant formulas, geriatric formulas or dairy
products intended for persons undergoing medical treatment must be free from
staphylococcal enterotoxins.

During the production of whey powder, the fluid serum undergoes a series of unitary
operations of heating and concentration that aim to eliminate or limit the multiplication of
this and other pathogens in the product (Vigosa et al., 2010; Ferreira et al., 2011). However,
a systematic evaluation of the whey powder processing in reducing the S. aureus population
has not been described in previous studies. Considering the potential risk of this pathogen to
public health, the objective of this work was to assess the persistence of S. aureus during the

steps of whey powder processing.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1. MICROORGANISMS AND PREPARATION OF THE MIXED CULTURE

The preparation of the bacterial stock was carried out according to the methodology
proposed by Pereira et al. (1994). The cultures of S. aureus (Table 1) were stored in ultra-
freezer at -62 °C in Eppendorf tubes containing Brain Heart Infusion (Sigma Aldrich®,
Germany) and 60 % glycerol (v-v'!).

Cultures of S. aureus were in Brain Heart Infusion broth (Sigma Aldrich®,
Darmstadt, Germany) and incubated at 35 © C £ 2 °C for 24 h. to obtain a culture with
approximately 108 UFC-mL"'. Subsequently, the mixed culture was standardized for
approximately 10 UFC-mL"of S. aureus.

Table 1. Microorganisms used and their respective origin

Bacteria Origin Enterotoxin produced Origin
. ATCC *
S. aureus ATCC 6538 Human injury SEK
sk
S. aureus ATCC 25923 Clinical isolate SEA, SEB, SEC ATCC

sk
S. aureus ATCC 700698 Patient with pneumonia SEA ATCC

S. aureus ATCC 43300 Clinical isolate SEA, SEB, SEC, SED ATCC *

*=American Type Culture Collection

The S. aureus strains described in table 1 were selected considering their biofilm
formation capacity, staphylococcal enterotoxin production and reports of its presence in

dairy products (Feitosa et al., 2017; Palaniappan et al., 2015; Zurita et al., 2010).

2.2. SIMULATION OF WHEY POWDER PRODUCTION WITH CONTAMINATION OF
S. aureus IN THE RAW MATERIAL

Whey fluid was aseptically prepared by dilution of 135 g of whey powder (Lactosul®
Piranhas, Goids, Brazil) in 165 ml of autoclaved distilled water. After complete
solubilization of the powder, the reconstituted whey powder was heat treated (72 °C/ 20 s),
cooled to room temperature and inoculated under sterile conditions with 10° UFC-mL"! of
the mixed S. aureus culture. An initial S. aureus population of 10° UFC-mL™" in the
reconstituted whey powder was predicted based on works describing a population of S.
aureus between 10° and 108 UFC-g" in cheeses (Castro et al., 2007; Ferreira et al., 2011;
Freitas et al., 2013; Borges et al., 2003).
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In order to evaluate the bactericidal potential of the pasteurization, vacuum
evaporation concentration and spray drying steps, reconstituted whey powder inoculated
with the S. aureus mixed culture was pasteurized at 72°C / 20s in a water-bath (Figure 1).
Then, the fluid serum was concentrated at 65 °C for 20 min on the rotary evaporator
Marconi®(model MA 120/2057, Sdo Paulo, Brazil) up to 50 °Brix, determined in a digital
refractometer Biobrix® (model 2WAJ-D — Ideal Lab, Parana, Brazil) .

The crystallization of lactose in the concentrated whey occurred immediately after
the end of the vacuum evaporation according to protocol defined by Simeon et al. (2017).
Approximately 300 mL of concentrated whey was packed in glass beaker (diameter 37.0 cm,
height 12.5 cm), cooled to 25 °C and kept under stirring for 12 h with the aid of a magnetic
bar at 500 rpm.

The whey concentrate was heated to 40 °C and fed into a single-stage laboratory
spray dryer (model MSDi 1.0, Labmaq, Sao Paulo, Brazil) with a nozzle atomizer, at a rate
of .0 kgh'l. The drying parameters were: inlet air temperature 170 °C and outlet air 100
°C. The high outlet air temperature aimed to provide an extreme drying condition in order to
enhance the heat treatment suffered by S. aureus. The whey powder collected in the cyclone
was packaged under sterile conditions.

Samples were collected for S. aureus enumeration after pasteurization, vacuum
concentration, lactose crystallization and spray drying stages. The experiment was

conducted in triplicates.

2.3. LACTOSE CRYSTALLIZATION STEP

Lactose crystallization is a critical step in the processing of whey powder since the
product is kept at room temperature for long periods. Thus, the contamination with S. aureus
during this step may compromise the microbiological safety of whey powder.

In order to evaluate the multiplication of S. aureus during the crystallization of
lactose, reconstituted whey powder was processed according to the flowchart shown in
figure 1 with intentional contamination of the whey concentrate with a population of
approximately 10° UFC-mL'of the mixed culture of S. aureus. During the crystallization
step, aliquots of the concentrated whey were periodically collected for the determination of
viable cells of S. aureus.

To evaluate the ability of biofilm formation by S. aureus during the crystallization of

lactose, stainless steel AISI 304 coupons (2 cm x 2 cm x1 mm) previously sanitized and
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sterilized according to Rossoni and Gaylarde (2000) were added to the whey concentrate.
Throughout the crystallization, the coupons were aseptically removed and washed with 0.85
% saline solution (m-v!) for the removal of not adhered cells.

For the biofilms observation, the coupons were washed twice by immersion in
phosphate-buffered saline (PBS, 0.2 M, pH 7.2) and incubated in the absence of light for 15
min in a mixture of 20 pg'mLof propidiumiodide (PI) (Sigma Aldrich, Darmstadt ,
Germany) and 2 pg'mL"'of fluorescein isothiocyanate (FITC) (Sigma Aldrich, Darmstadt,
Germany) in PBS (0.2 M, pH 7.2) prepared immediately before the use. After incubation,
the coupons were washed another time by immersion in PBS and analyzed in confocal laser
scanning microscope model LSM 510 META (Zeiss, Germany) using the Argon laser with
wave-length of 458 and 514 nm (Wang et al., 2012).
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Vacuum evaporator

Fluid whey Pasteurized whey

Spray dryer Lactose crystallizer

Concentrate
whey
Whey powder
Packaging — =~ —_—
@
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B)

Reconstituted Pasteurization
whey powder (72°Cf 205)

|

Vacuum evaporation Lactose cr i i Whey
Y Spray dryin | I—
(65 =c/ 20 min) (25 °C/ 12 h) Py powder
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Raw material
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Presence of
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crystallizer

Figure 01 - Flowchart of whey powder production. Production of whey powder on an
industrial scale (A). Production of whey powder in laboratory scale (B).

Source: Adapted Boschi et al. (2006)
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2.4 DETERMINATION OF S§. aureus

The enumeration of S. aureus for both simulations (sections 2.2 and 2.3) was
performed using the surface plating technique as recommended by ISO 6888-2 (ISO, 1999).
Briefly, 1 mL of reconstituted whey powder, 1 mL of reconstituted whey concentrate or 1 g
of whey powder was diluted in 9 mL of peptone water 0.1% (m-v!). Serial decimal dilutions
were performed using the same diluent. 20 pL of the appropriate dilutions were deposited
on the agar surface Baird Parker (BP) (Acumedia®, Furlab, Brazil) by microdroplet
technique (Morton, 2001). Plates were incubated at 35 + 2 °C for 24-48 h and drops with
colonies numbers between 8 and 80 were considered for counting.

The S. aureus enumeration was expressed in UFC-mL"! or UFC-g"! according to

equation 1:

M.D (1)

UFC-mL ' ouUFC-g™1 =
Vi

Where:
M: mean plate count (UFC)
D: dilution held
Va: volume of the aliquot used in the plating (mL)

In order to quantify the adherent cells in the form of biofilm, coupons was added in
300 mL of whey concentrate and sonicated for 20 min using ultrasound (Branson® 150,
Model UC-6, EUA) 40 kHz and power of 160 W (Malheiros et al., 2010). Coupons were
removed under sterile conditions and serial dilutions of the concentrate in peptone saline
solution (0.1% m-v'') were deposited on agar BP surface as described above. The counting
of the viable cells in biofilm was expressed in log UFC-cm? as indicated by Equation 2
(Careli et al., 2009):

_ (Va_Vp).-M.D )

UFC - cm?
cm n

Where:

Vp: volume of the diluent used in the rinsing (mL)
Va: volume of the aliquot used in the plating (mL)
M: average count obtained on the plates (UFC)

D: dilution performed

A: coupon area (cm?)

39



The methodology described by Boari et al. (2009) with adaptations was used to
evaluate the biotransferential potential of the cells adhered to the coupons to the whey
concentrate. After 12 h of lactose crystallization, a coupon was withdrawn and immersed in
a new sterile milk serum. Plankton cell counting was performed to determine the biotransfer
potential from the cells adhered to the coupon to the environment. For this purpose, aliquots
were removed and serially diluted in peptone water 0.1% (m-v™!), plated by the microdroplets
technique on agar BP and incubated at 35 °C = 2 °C for 24-48 h. The results were expressed
in log UFC-mL"". The ability of sessile cells to release and contaminate the sterilized substrate

is considered as a potential for biotransfer (Oliveira et al., 2010)

2.5. DATA ANALYSIS
The experiment was performed in triplicates. Descriptive statistics data analyses
were performed as well as arithmetic mean and standard deviation with the aid of the

Microsoft Excel® program.
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3. RESULTS AND DISCUSSION

Whey powder production was simulated on a laboratorial scale respecting
time/temperature binomials (figure 1) commonly used by dairy industry. The moments of S.
aureus inoculation into the whey were defined by two conditions possible to occur in an
industrial processing line:

1) Raw material (fluid whey) contaminated at the beginning of processing;
2) Recontamination of fluid whey after the steps involving heating (pasteurization and
vacuum evaporation).

Considering whey prevenient from the production of cheeses contaminated with S.
aureus, the condition 1 simulates a feedstock with an initial charge of 10° UFC- mL™ of the
pathogen, which is reasonable based on previous studies that indicate that the S. Aureus
population in cheeses can reach 10 * UFC-g! (Freitas et al., 2013; Borges et al., 2003).

Condition 2 simulates the recontamination of whey concentrate during the
crystallization stage of lactose in which the serum remains at room temperature for long
periods (Figure 1). Accidental contamination of concentrated whey with S. aureus may occur

in this step due to the release of biofilms formed in tubing or on the crystallizer surface itself.

3.1.  CONDITION 1: WHEY CONTAMINATED WITH S. aureus

On an industrial scale, the fluid whey stored under refrigeration is pasteurized in the
plate heat exchanger (72 °C/ 20s) and then concentrated to 50 °Brix in a vacuum evaporator.
The concentrated whey is destined to the crystallization tank with controlled agitation for
prior crystallization of lactose before spray drying (Masters, 2002).

Pasteurization refers to the heat treatment that aims to eliminate all the pathogenic
microbiota and part of the deteriorating microorganisms present in the raw material (Ren ef
al., 2008). Since S. aureus is a mesophilic microorganism and not described in the literature
as thermoduric (Gleeson et al., 2013), there is evidence that pasteurization is efficient to
eliminate this pathogen.

To simulate the laboratory-scale pasteurization step, reconstituted whey powder
inoculated with 10° UFC-mL™! of the mixed culture of S. aureus was added in an Eppendorf
tube 1 mL and heated at 72 ° C for 20 s in a water bath. Upon completion of the heat
treatment, the tube was cooled in an ice bath and the enumeration of S. aureus was

performed.
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After pasteurization, S. aureus population in the serum was 10° UFC-mL™" which
proves that the binomial 72 °C / 20s was not efficient to guarantee the innocuity of the
material (Figure 2). This result is in agreement with other studies that demonstrated that
pasteurization may not effective completely eliminate S. aureus population. The efficiency
of this thermal treatment is conditioned to factors such as type of food matrix, population
density of the pathogen, and genetic variations of the microorganism (Huck, Sonnen, &
Boor, 2008).

Nascimento et al. (2012) found similar results for samples of pasteurized whey,
presenting counts of this microorganism at 1.2x10° UFC-mL". Santos et al. (1999) evaluated
167 samples of pasteurized milk submitted to the research of S. aureus, with 24 of these
samples presenting a positive result > 1.9 x 10 > UFC- mL™.

Following processing, whey is concentrated in a vacuum evaporator and can reach
temperatures of 65 °C for 20 minutes. Considering that this temperature can also lead to the
death of S. aureus cells, such cumulative heat treatment should be effective in eliminating
the population of the pathogen remaining from pasteurization.

After concentration of whey under controlled laboratory conditions, it was confirmed
that a S. aureus population of 10> UFC-mL 'remained present in the serum concentrate
(Figure 2). Although this result indicates failures in the safety of the product and point to the
need for more severe thermal treatments in the processing of serum powder, a population of
S. aureus around 10> UFC-mL™"' does not pose a risk to consumer health. As described on
literature reports, the production of staphylococcal enterotoxins occurs in food matrices with
populations of S. aureus larger than 10> UFC-mL™"' or UFC-g! (Necidov4 et al., 2012). Asao
et al. (2003) verified that staphylococcal enterotoxin type A was only detected in
reconstituted powdered milk when the S. aureus population reached levels of
10° UFC-mL™.

Anunciacdo et al. (1994) inoculated enterotoxin producer S. aureus strains at levels
of 10? and 10* UFC-mL" in pasteurized milk for cheese production. The enterotoxin was
only detected in the cheese prepared with milk inoculated with 10* UFC-mL", after being
maintained for 5 hours at 27 °C. When inoculating 10*, 10° and 10° UFC -mL"! of S. aureus
in goat's milk for the manufacture of cheese, Rozand et al. (1996) obtained enterotoxin B
production from the 5th and 12th days, only in the treatments with 10° and 10° UFC-mL™".

Although S. aureus levels after vacuum evaporation do not pose a risk to public

health, this microorganism can multiply during the crystallization of lactose reaching
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potential for staphylococcal enterotoxin production. The multiplication of pathogen in food
matrices such as milk, cheese cakes, creams, and meats, is well characterized in previous
studies, but the development of S. aureus in concentrated whey has not yet been documented
(Xing et al., 2016; Lima, 2005; Peresi et al., 2004; Rapiniet al., 2002).

To verify if S. aureus is capable of using whey as a substrate, a growth curve was
constructed employing the conditions used for the lactose crystallization Note that in the
culture incubated at 25 °C for 12 h, the growth curve shows lag, logarithmic and stationary
phases well defined (Figure 3). However, the presence of lag and stationary phases was not
observed in the culture of S. aureus in whey concentrate (Figure 3).

The growth rates of mixed culture S. aureus in BHI and whey were 0.42 and 0.04
(log UFC-mL™).h!, respectively (Figure 3). After 12 h of incubation under stirring
conditions simulating the industrial crystallization of lactose, a population of 10® UFC-mL"!
was found in the serum. As previously described, this population is worrisome because it
presents a risk of production of thermoresistant enterotoxins that may persist in the final
product (Necidova et al., 2012).

Following processing, whey concentrate with crystallized lactose is subjected to
spray drying. In industrial processes, the serum is injected into the drying chamber through
a spray nozzle where it is dispersed in small droplets. The mist formed by the concentrated
serum is brought into contact with a stream of heated air which promotes the instantaneous
removal of water (Schuck et al., 2010). The consequence of this is the formation of a
particulate material (whey powder) with low water activity (~0.20) (Patel et al., 2010).

Although the drying process using of high inlet air temperatures (170 °C), the serum
dehydration process occurs in a short period of time (30 to 90 s) (Schuck, 2002). Thus,
evaporation of water occurs rapidly at reduced temperatures (~ 45 °C) and does not cause
significant thermal stresses on the microorganism (Cebrian et al., 2017).

Taking into account the concentrated whey presents solids between 50 and 60% and
after drying solids between 97 and 99%, the final population in the whey powder is expected
to be 10> UFC-g"!. However, after drying, it was found that the S. aureus population in the
whey powder was 10° UFC-g! (Figure 2).

The levels of S. aureus found in the final product (10* UFC-g") do not present any
risks to the consumer mainly due to the low aw which limits the multiplication of the

pathogen and consequent production of enterotoxin. However evaluating the processing
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history, the S. aureus population reached counts of 10°® UFC-mL™! (Figure 2) presenting a
real risk of enterotoxin production.

Despite of the relatively low counts of whey powder, especially considering the high
contamination load of the raw material, the product is outside the microbiological standards
recommended by Commission of the European Communities, Regulation 2073/2005

(maximum of 10> UFC-g™).
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Figure 2. Number of viable cells (log UFC. mL™") during stages of whey powder production.
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Figure 3. Growth curve of S. aureus at 25 °C/ 12 h. Growth curve in whey in log UFC- mL"
! (®). Growth curve by optical density at 600 nm (A ). Growth curve in BHI broth by optical
density at 600,m (-m-).
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3.2.  CONDITION 2: RECONTAMINATION OF THE FLUID MILK BY WHEY
BIOFILMS

Various studies point S. aureus as a biofilm forming microorganism in stainless steel
surfaces (Zouagh et al., 2019; Rosmaninho et al., 2007; Herrera et al., 2007) suggesting that
this pathogen may be present in food processing environments. The formation of S. aureus
biofilms in stainless steel using milk matrix has already been reported (Hamadi et al., 2014;
Boari 2009; Allignet et al., 2001). However, the capacity of biofilm formation in
environments containing whey has not yet been investigated.

In the previous section, it was demonstrated that S. aureus is capable of multiplying
in concentrated whey during the lactose crystallization, which justifies the inference that it
is possible the formation of biofilm during this stage. To evaluate S. aureus adhesion ability
during the lactose crystallization, whey concentrated at 50 ° Brix and inoculated with
approximately 10> UFC-mL™" of S. aureus was added of stainless steel coupons and
maintained at 25 °C for 12 h under stirring.

Through the confocal microscopy analysis it was possible to observe the presence of
adhered cells after 4 h of process (10> UFC-cm™?) (Figure 4). At 12 h of incubation the
number of cells adhered was approximately 10° UFC.cm? (Figure 4) which can be
characterized as a biofilm (Ronner & Wong, 1993; Wirtanen et al., 1996). This result
indicates that during the crystallization step in industrial scale, S. aureus can adhere to the
surface of the crystallizer forming biofilm which acts as focus of the raw material

recontamination.

10*CFU.cm™2

103CFU.cm2 10°CFU.cm3=

8
Time (h)

Figure 4. Adhesion and biofilm formation during lactose crystallization step in

In a process condition in which the crystallizer has not been sanitized from one batch
to another or has been precariously sanitized, the cells of the biofilm may be peeled off and

contaminate the new whey free from S. aureus. To simulate this scenario, 2 stainless steel
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coupons containing S. aureus biofilm formed at 25 °C for 12 h were inoculated into 300 ml
of concentrated whey. The serum added of the coupons was maintained under lactose
crystallization conditions and after 12 h of process an aliquot was collected to determine the
biotransfer potential of the pathogen. It was found that S. aureus cells were able to migrate
from the stainless steel surface to the concentrated whey and a final population of 10°
UFC-mL™"! was reached at the end of the crystallization.

Concentrated serum recontaminated with S. aureus by biotransference was dried in
spray dryer and the resulting powder had a count of 10> UFC-g"! of S. aureus. Again, the
final product is outside the microbiological parameters allowed by Regulation 2073/2005
and the high population density of the pathogen during the crystallization of lactose enables

the production of enterotoxins in the product.
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4. CONCLUSION

In this study it was evidenced that whey has nutritional composition favorable to
the multiplication of S. aureus, which had not yet been documented in previous studies. Due
to the facility with which this pathogen develops in the raw material, a high contamination
of the fluid whey or flaws in the hygiene of equipment can allow the pathogen multiplication
during the whey powder processing. The consequence of this is a final product with marginal
microbiological quality and risks of carrying staphylococcal enterotoxins.

Reports of serum contamination with S. aureus have been reported in recent years,
but this number is expected to increase due to the large growth in the world market for whey
powder. This pioneering study presented two possible conditions of contamination
occurency in an industrial production line of whey powder and our results point to the need
to control the raw material and adequate hygiene of the processing plant. This study may
serve as a basis for the identification of critical control points in quality assurance programs

applied to whey industries.
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