CLEUSA KIYOMI AKUTSU

ADESAO DE ESPOROS DE Bacillus sporothermodurans AO AGO
INOXIDAVEL E SUA RESISTENCIA A SANIFICANTES QUIMICOS EM
CONDICOES DE USO SIMULADO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacgao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, para obtencdo do
titulo de “Magister Scientiae”.

VICOSA
MINAS GERAIS —BRASIL

2001



CLEUSA KIYOMI AKUTSU

ADESAO DE ESPOROS DE Bacillus sporothermodurans AO AGO
INOXIDAVEL E SUA RESISTENCIA A SANIFICANTES QUIMICOS EM
CONDIGOES DE USO SIMULADO

Tese apresentada a Universidade
Federal de Vigcosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos, para obtencdo do
titulo de “Magister Scientiae”.

APROVADA: 21 de maio de 2001.

Prof® Edna Froeder Arcuri Prof. Frederico José Vieira Passos

(Conselheiro)

Prof. Afonso Mota Ramos Prof. Marco Anténio Moreira Furtado

Prof. Nélio José de Andrade
(Orientador)



A Deus, por esta oportunidade.

Aos meus pais Seiti e Hatumi, pelo amor, pela paciéncia, pelas palavras
de consolo e pelos bracos estendidos em minha diregdo em todos os
momentos da minha vida.

A minha irma Heloisa, pelo apoio, pela amizade e pelo incentivo
sempre presente.

Aos meus avés Hiroo e Kiyoko (in memoriam),
pelo incentivo e apoio.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de
Tecnologia de Alimentos, pela oportunidade de realizagao deste curso.

A Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES), pela concessao da bolsa de estudo.

Ao professor Nélio José de Andrade, pela orientagdo, pela
confianga, pela amizade, pelos ensinamentos e pelo apoio,
imprescindiveis para a realizagao deste trabalho.

A professora Edna Froeder Arcuri, pelo auxilio e pelos oportunos
esclarecimentos.

Ao professor José Benicio Paes Chaves, pela colaboragao e pelas
sugestoes.

Aos professores Frederico J. V. Passos, Afonso M. Ramos e
Marco Anténio M. Furtado, pelas valiosas sugestoes e corregoes.

A todos os amigos e amigas, em especial a Aurélia, Patricia,
Cleuber, Silvia Ribeiro, Baroncio, Kelly, Elisangela, Marciana, Wellingta,
José Manoel, Lucia de los Angeles, Luciana, Nastia e Paulo, pelo apoio,
incentivo, pela troca de conhecimento e pelos bons momentos
compartilhados.

As minhas companheiras de “republica” Joseane, Ana Paula,
Claudia e Luciana, pela amizade, pelo apoio e companheirismo.



Aos amigos e amigas que estavam distantes e ao mesmo tempo
presentes, Eraldo, Glaucio, Cynthia, Sandra e Tania.

A galera do 204/1999, pelo incentivo e apoio.

A todos os funcionarios do DTA e, em especial, a Geralda, Maria
Rita, Luiz, Carlinhos, Manoel, Antonio Tito, Claudio e Perereca.

A todos que, de alguma forma, contribuiram para a realizagao

deste trabalho.



BIOGRAFIA

CLEUSA KIYOMI AKUTSU, filha de Seiti Akutsu e Hatumi Akutsu,
nasceu em Atibaia, Estado de Sao Paulo, em 4 de fevereiro de 1976.

Em marco de 1999, graduou-se em Tecnologia de Laticinios pela
Universidade Federal de Vigosa.

Em abril de 1999, iniciou o curso de Pés-graduagcao em nivel de
Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, na Universidade Federal

de Vigosa.



iNDICE

Pagina
LISTADE QUADROS.........ooiiiiite et Viii
LISTADE FIGURAS.......coo ettt Xi
RESUMO ... .ottt e Xii
ABSTRACT ...ttt ettt ne e seenes xiv
1. INTRODUGAO........ocveeceeeeeeeteee et eneen s 1
2. REVISAO DE LITERATURA . ......coooceteeeeeee et 3
2.1. Bacillus sporothermodurans e suas implicacdes na industria de
= LT3 S 3
2.2. Adesao microbiana e formagao de biofilmes............cccccveeviiineeen. 5
2.3. Ago inoxidavel como superficie de contato............ccecceevieeiiinniienns 8
2.4. Higienizacdo nas industrias de alimentos..............cccccvveeveiiicnnnenn. 8
2.4.1. Técnica de ATP bioluminescéncia............ccceveverieieineenieenae 11
2.4.2. Sanificantes qUIMICOS............ccccveeeiiee e, 14
2.4.2.1. Compostos ClOrados..........ccceeevuieeiiieeesiee e 14



2.4.2.2. ACIdO PEraCatiCo..........coeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e,

2.4.3. Técnicas para a avaliagdo da eficiéncia microbiolégica de

SANIfICANTES.......eiieieii s
3. MATERIAL E METODOS..........oouoeuieeieeeeeeeeeeiseeesesseeseeseesessssseesessesnesnanes
3.1. Solugdes sanificantes...........ccccveeieeeiie i
3.2. SUSPENSA0 A€ ESPONOS.....uvvuuniietieiieiteeteesteesreeteesteeseeereesreesaeean
3.3. Descricdo do modelo de linha de circulacéo de leite....................

34. Adesdo da suspensdo de esporos de Bacillus

sporothermodurans CCTB247 ..........ccoeeveeceeceeieeieeeeees e
3.4.1. Preparo dos CUPONS d€ ProVa..........ccceeeiueeeriieeesnieeesiieeesieeenns
3.4.2. AdESA0 A0S ESPOIOS.....eeeiivieieecieieeecteee e eree e e st e e eree e e
3.5. Avaliacao da eficiéncia dos sanificantes quimicos......................

3.6. Avaliacao da higienizagao dos cupons de prova pela técnica de
ATP biolumineSCENCIA........cccueieeiieecie e

3.7. Delineamento experimental............cccoooeiieiiienienneeee e
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.........cooeieeeeeeeeaeieeeaeeseseeese e,

4.1. Adesao de esporos de Bacillus sporothermodurans em aco

1) (o = 1V/=) IR

4.2. Agao dos agentes quimicos sanificantes sobre os esporos de

Bacillus sporothermodurans. ...

4.3. Avaliacdo do processo de higienizacdo dos cupons de

18

19

23

23

25
26

27
27
28
29

30

32

34

34

37

49
52
55

61



LISTA DE QUADROS

. Concentracao e pH das solugdes sanificantes preparadas a partir de

produto comercial concentrado.........ccccceveeiceeciiesie s

. Comparagdes de interesse entre sanificantes por cupom de

. Porcentagem e logio do numero de esporos de B.
sporothermodurans (UFC/cm?) aderidos em aco inoxidavel, AlSI
304, apés 12 horas de contato a 30°C. Média de 24

(o] 0172 V7= o0 1= S RORRPR

. Resumo da analise de variancia do logio do numero de esporos/cm2
de B. sporothemodurans aderidos nos diferentes cupons de prova
do modelo de linha de circulagdo de leite, apdés 12 horas de

INCUDAGCA0 @ 30°C ...

. Resumo da analise de variancia do numero de redugdes decimais
de B. sporothermodurans pela agao dos sanificantes, nos diferentes
cupons de prova do modelo de linha de circulagao de leite, apds

circulacao a 1,5 m/s por 15 minutos, atemperatura ambiente (20-25°C).

. Resumo do teste F para as comparagdes de interesse entre
SANIfICANTES. ....c.eeeeeeceee e

Pagina

24

33

35

35

38

38



7.

10.

11.

12.

13.

1A.

Redugbdes decimais (RD) na populacdo de esporos de B.
sporothermodurans devido a acado dos sanificantes circulados por
15 minutos a 1,5 m/s, atemperatura ambiente (20-25°C), no modelo
de linha de circulagdo de leite. Média de trésrepetigdes....................

. Efeito da concentragao de acido hipocloroso (HCIO) das solugbes

sanificantes na acao esporicida sobre B. sporothermodurans............

. Valores de D para esporos de B. sporothermodurans em funcao de

sanificantes circulados a 1,5 m/s por 15 minutos, a temperatura

ambiente (20-25°C), no modelo de linha de circulagao de leite...........

Custo de aquisicao de sanificantes disponiveis no mercado, em

Avaliacdo dos cupons de prova pela técnica de ATP
bioluminescéncia apds a higienizagao CIP e esterilizagdao a 121°C

por 15 minutos. Valores expressos em Unidade Relativa de Luz

Avaliacdo dos cupons de prova pela técnica de ATP
bioluminescéncia apés a adesdao de esporos de B.
sporothermodurans, ao final de 12 horas de incubagao a 30°C,
com a suspensdo contendo cerca de 10° esporos/cmz. Valores

exXpressoS €M URL.........ooiiiiiiieiccee et

Avaliagdo dos cupons de prova pela técnica de ATP
bioluminescéncia apos a sanificagéo CIP, utilizando solugéo a 60
mg/L de acido peracético por 15 minutos atemperatura ambiente
(20-25°C), a uma velocidade de 1,5 m/s, e um pré-enxague por
trés minutos com agua.atemperatura.ambiente . (20-25°C).Valores

expressos €M URL..........ooiiii et e

Médias das duplicatas do numero inicial de esporos de B.
sporothermodurans aderidos € numero de sobreviventes (n° final)
apods a sanificagdo, com respectivo numero de reducdes decimais

(RD), no cupom de prova na forma de cotovelo 90°............cccceeueenee.

40

42

46

48

49

49

47

62



2A.

3A.

4A.

5A.

6A.

TA.

Médias das duplicatas do numero inicial de esporos de B.
sporothermodurans aderidos e numeros de sobreviventes (n° final)
apo6s a sanificagdo, com respectivo numero de redugdes decimais
(RD), no cupom de prova CilindriCo...........cccereeiererieseeeseee e

Médias das duplicatas do numero inicial de esporos de B.
sporothermodurans aderidos e numeros de sobreviventes (n° final)
apos a sanificagdo, com respectivo numero de redugdes decimais

(RD), N0 cupomM de Prova T.......cooeeeueeiieeieeieeniee e neeens

Porcentagem de adeséo inicial de esporos de B. sporothermodurans

e final apés a sanificagdo no cupom de prova naforma de cotovelo 90°.

Porcentagem de adeséo inicial de esporos de B. sporothermodurans
e final ap6s a sanificagao, no cupom de prova cilindrico.....................

Porcentagem de adeséo inicial de esporos de B. sporothermodurans

e final apds a sanificagao, no cupomde prova T.........cccceeeveeciecneennen.

Resumo da analise de varidncia do valor de D em funcdo da

concentragao de HCIO ..o

10

63

64

65

66

67

68



LISTA DE FIGURAS

Pagina
1. Modelo de linha de circulagdo de leite (1-cupom de prova cotovelo
90°; 2-cupom de prova cilindrico; 3-cupom de prova T; 4-Controle de
poténcia; 5 Tanque cilindrico; 6-Bomba centrifuga; 7Controle de
(VC= 74 1o ) RO U TP OT 27
44

11



RESUMO

AKUTSU, Cleusa Kiyomi, M.S., Universidade Federal de Vigosa, maio de 2001.
Adesao de esporos de Bacillus sporothermodurans ao ago inoxidavel
e sua resisténcia a sanificantes quimicos em condi¢gdoes de uso
simulado. Orientador: Nélio José de Andrade. Conselheiros: Edna Froeder
Arcuri e José Benicio Paes Chaves.

Esporos de Bacillus sporothermodurans CCT6247 foram avaliados quanto
aadesao em cupons de aco inoxidavel e resisténcia a sanificantes quimicos,
em condi¢des de uso simulado, utilizando um modelo de linha de circulagao de
leite, em aco inoxidavel AISI 304. Seis cupons de prova, sendo dois em formato
de cotovelo 90°, dois cilindricos e dois em T, foram inoculados com uma
suspensao, em tampao fosfato, de 0,31 M em pH 7,0+0,1, contendo cerca de
10° esporos/mL por 12 horas a 30°C. A quantificagdo dos esporos foi feita em
trés dos seis cupons apoés rinsagem com tampao fosfato, durante 15 minutos,
plagueando diluicdes adequadas por espalhamento superficial em agar BHI e
incubagao a 37°C/24h. Depois, os seis cupons foram conectados, em pontos
especificos, no modelo utilizado. Simulou-se um processo de sanificagao,
circulando-se 15 L dos sanificantes por 15 minutos a uma velocidade de 1,5
m/s, atemperatura ambiente (20-25°C), pelas tubulag¢des. Verificou-se que nao
houve diferenca (P=0,05) na adeséo entre os cupons cotovelo 90°, cilindrico e

T. O logio do nimero de esporos aderidos por cm? nesses cupons foi,
12



respectivamente, de 4,01, 3,88 e 4,03, correspondentes a 3,93, 2,55 e 4,46%
de ades&o. Nenhum dos sanificantes obteve trés reducdes decimais (RD) na
populacdo de esporos, valor sugerido na aprovagao de sanificantes, atuando
sobre microrganismos aderidos. Ndo houve diferengca (P=0,05) entre os
sanificantes, com excegao do hipoclorito de sédio a 100 mg/L de CRT, em pH
9,45, que apresentou a menor eficiéncia (1,57 RD), e também nao se observou
influéncia do tipo de cupom na acgéo dos sanificantes. Os numeros de redugdes
decimais obtidos, em ordem descrescente, foram 2,84; 2,77; 2,67; 2,47; 2,43; e
2,26 RD para as solugdes de hipoclorito contendo 100 mg/L em pH 7,0; de
cloramina organica contendo 100 mg/L em pH 7,18; de hipoclorito contendo
100 mg/L em pH 8,0; de cloramina organica contendo 60 mg/L, em pH 7,18; de
acido peracético a 60 mg/L em pH 3,4; e de acido peracético a 30 mg/L em pH
3,7, respectivamente. Portanto, os resultados sugerem que o uso de hipoclorito
corrigido para pH 8,0 ou 7,0 pode ser escolhido sem prejuizo da eficiéncia do
processo de higienizagdo, além de apresentar menor custo. Avaliando a
higienizacdo dos cupons pela técnica de ATP bioluminescéncia, verificou-se
inconsisténcia entre os resultados desta técnica e do método tradicional de
contagem em placa na detecgédo de esporos aderidos ao ago inoxidavel, em

razéo, provavelmente, do baixo nivel de ATP detectavel desses esporos.
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ABSTRACT

AKUTSU, Cleusa Kiyomi, M.S, Universidade Federal de Vigosa, May 2001.
Adherence of Bacillus sporothermodurans on stainless steel and their
resistance to chemical sanitizers in simulated use conditions.. Adviser:

Nélio José de Andrade. Committee members: Edna Froeder Arcuri and José
Benicio Paes Chaves.

Bacillus sporothermodurans CCT 6247 spores were evaluated for
attachment on stainless steel coupons and resistance to chemical sanitizing
agents, under simulated conditions, using a milk circulation AISI 304 stainless
steel pipe system. Six coupon tests (two 90° elbow, two cylindrical and two T-
piece) were inoculated in a phosphate buffer, 0.31M, pH 7.0 + 0.1 suspension,
containing around 10° spores/ mL during 12 h at 30°C. Spore quantification was
performed in 3 of 6 coupons following phosphate buffer rinsing for 15 min.,
plating adequate dilutions on BHI agar plate and incubation at 37°C/24h. The
six coupons were then connected at specific points in the model. A sanitizing
process was simulated by circulating 15 L of the sanitizing agents for 15 min. at
a speed of 1.5 m/s at room temperature (20-25°C) through the tubes. No
difference (P=0.05) was verified in the attachment among the 90° elbow, the
cylindrical and the T-piece coupons. The spore number logqo attached per cm?
on these coupons were, respectively, 4.01, 3.88 and 4.03, which correspond to
3.93, 2.55 and 4.46%. None of the sanitizing agents obtained 3 decimal
reductions (DR) within the spore population, a value suggested for the sanitizing
agents approval, when acting on the attached microorganisms. No difference

14



was found (P=0.05) among the sanitizing agents, except for sodium
hypochlorite at 100 mg/L of CRT, pH 9.45, which showed the least efficiency
(1.57 DR) nor any influence of the type of coupon was observed on the
sanitizing agents’ action. The decimal reductions number reached, in
decreasing order, 2.84, 2.77, 2.67, 2.47, 2.43 and 2.26 DR for the hypochlorite
solution containing 100 mg/L, pH 7.0; the organic chloramine solutions
containing 100 mg/L, pH 7.18; hypochlorite containing 100 mg/L, pH 8.0;
organic chloramine containing 60 mg/L, pH 7.18; peracetic acid at 60 mg/L in
pH 3.4; and of peracetic acid at 30 mg/L in pH3.7, respectively. Thus, the
results suggest that the use of hypochlorite corrected for 8.0 or 7.0 can be
chosen without compromising the process of hygienization, besides presenting
lower cost. When evaluating the coupons higienization by bioluminescence ATP
technique, inconsistency between the results of this technique and those of the
traditional method of plate counting was observed in detecting spores attached
to the stainless steel, this being probably due to these spores low detectable
ATP levels.
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1. INTRODUGAO

As industrias de laticinios do Brasil e do exterior vém enfrentando problemas
com a presenca de Bacillus sporothermodurans em leite longa vida e outros produtos.
Embora ndo haja indicios, pelas pesquisas efetuadas até o momento, de que este
microrganismo seja patogénico, sua presenga em leite UAT € indesejavel, pois pode
contribuir para o aumento no numero de mesodfilos aerdbios e ultrapassar o padrdo
recomendado pela Portaria n° 370/97 do Ministério da Agricultura, que estabelece o
valor maximo de 1,0 x 10> UFC/mL para este produto (BRASIL, 1997).

As fontes e os processos de contaminagdo ndo estdo totalmente esclarecidos,
mas acredita-se que o leite cru seja contaminado na fazenda por esporos presentes na
ragdo animal, durante o transporte ou na area de pré-processamento. Alguns estudos em
fabricas da Europa que apresentaram produtos contaminados constataram a presenga
deste microrganismo em todos os equipamentos UAT, sugerindo que ele seja capaz de
aderir em superficies.

Uma superficie mal higienizada, somada a capacidade de adesio de um
microrganismo, pode se tornar uma fonte potencial de contaminacdo e levar a formagdo
de biofilmes. Estes, uma vez formados, sdo de dificil remogdo, sendo importante evita-
los nos processos iniciais, antes que 0s microrganismos sintetizem substincias
exopolissacaridicas. A realizacdo de um processo de higienizacdo adequado, ou seja,
que siga corretamente as normas de limpeza e sanificagdo determinadas, como controle
da concentragdo das solugdes, tempo e temperatura de aplicagdo, fluxo da solucdo, ¢

suficiente para evitar a formacao de biofilmes.
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Pelo fato de esporo bacteriano possuir maior capacidade de adesdio que células
vegetativas, devido a sua alta hidrofobicidade e morfologia, a escolha de sanificantes
eficientes contra esporos € necessaria para manter a qualidade do leite processado.

Entre os sanificantes quimicos com capacidade esporicida mais utilizados
incluem-se os compostos clorados inorginicos e organicos, o 4acido peracético e o
perdxido de hidrogénio.

A selecao de sanificantes pode ser efetuada com base em testes laboratoriais,
como os testes de diluicdo de uso ¢ de suspensdo; em testes em uso, que incluem os
testes do swab, da rinsagem e da placa de contato; e em testes de uso simulado, que
consistem em simular as condigdes da industria no laboratono, oferecendo informagdes
mais proximas da realidade.

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a adesdo de esporos de Bacillus
sporothermodurans em ago inoxidavel, a resisténcia destes esporos aderidos em cupons
de prova de um modelo de linha de circulagio de leite a agdo de sanificantes quimicos e
fornecer subsidios a industria de laticinios para o controle deste microrganismo. Além

disso, o procedimento de higienizacdo dos cupons de prova foi avaliado pela técnica de

ATP bioluminescéncia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Bacillus sporothermodurans e suas implicagdées na industria de
laticinios

Bacillus sporothermodurans é uma espécie mesofilica estritamente
aerobia, descrita recentemente (PETTERSSON et al., 1996). Esta espécie é
caracterizada pela produgdo de esporos altamente resistentes ao calor (cepas
EARC), que geralmente sobrevivem ao tratamento térmico UAT (Ultra Alta
Temperatura) do leite, podendo subseqiientemente germinar e se reproduzir
durante a estocagem (HERMAN et al., 1998).

Este microrganismo foi isolado pela primeira vez em 1985 em leite UAT na
Itilia ¢ Austria (HAMMER et al., 1995). No Brasil, a partir de maio de 1997 passou a
ser constatada a sua presenca no leite UAT pelo Servico de Inspecdo Federal
(SIF)MARA (Ministério da Agricultura e Reforma Agraria) (ZACARCHENCO e
LEITAO, 1999). Foi detectado também em leite evaporado e leite reconstituido (KLIIN
et al., 1997), mas ndo ha registros de problemas na distribuicdo ¢ no consumo desses
produtos em relagio ao B. sporothermodurans. No entanto, ja se verificou
desenvolvimento de coloragdo rosea e coagulagdo induzida pelo calor em produtos
contaminados com este microrganismo ¢ envasados em garrafas de plastico (HAMMER
et al., 1995).

Pesquisa recente realizada por ZACARCHENCO et al. (2000) evidenciou, em
laboratorio, que a maioria das cepas isoladas de amostras contaminadas de leite UAT,
produzido nas regides Sul, Sudeste e Centro Oeste do Brasil, apresentou caracteristicas
morfologicas e bioquimicas tipicas de Bacillus sporothermodurans, conforme relatado

por PETTERSSON et al. (1996). No entanto, houve excecao nos testes de fermentagdo
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de glicose, em que a maior parte das cepas isoladas evidenciou fermentacio tardia da

glicose (7 dias).

As cepas estudadas por PETTERSSON et al. (1996) eram compostas por
bactérias estritamente aerdbias, apresentando reacdo negativa de Voges-
Proskauer e positiva nas provas de catalase e oxidase, além de nao
produzirem &cido a partir de agucares (celobiose, frutose, galactose,
glicose, lactose, manitol, rafinose, salicina e xilose). Estas cepas
hidrolisaram a esculina, e a maioria n&o hidrolisou arbutina, arginina,
gelatina, uréia (com excegédo de uma cepa) e apresentou fraca hidrolise de
caseina. Elas também n&o reduziram nitrato a nitrito e ndo utilizaram citrato
como fonte de carbono. A temperatura 6tima era em torno de 37°C, mas
houve crescimento na faixa de 20 a 45°C e algumas cepas cresceram a
50°C, incluindo a cepa tipica M215 isolada de leite UAT e depositada na
colecdo de culturas “Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen”, como cepa DSMZ 10599. Demonstraram melhor crescimento
em agar BHI, quando comparado com agar nutriente. Quanto amorfologia,
as cepas obtidas em laboratério apresentaram-se sob a forma de
bastonetes alongados e filamentosos, com mais de 30 mm de comprimento
e 0,7 mm de didmetro, produzindo coloragao indefinida, & vezes gram-
positiva, outras vezes gram-negativa. No entanto, também foram
observados alguns bastonetes com 3,4 mm a 8,2 mm de comprimento,
principalmente logo apds isolamento primario do leite. Havia motilidade das
células por meio de flagelos peritriqueos, e os esporos apresentaram forma
elipsoidal com cerca de 1,7 mm, localizados em posi¢do terminal, ndo-
intumescidos. As col6nias eram pequenas, lisas e de coloragéo branca ou
bege, ndo havendo pigmento soluvel.

ZACARCHENCO e LEITAO (1999) obtiveram melhor crescimento de B.
sporothermodurans em agar BHI| usando a técnica de espalhamento
superficial. Estes autores desenvolveram um meio de diferenciagao para
este microrganismo, constituido de agar BHI acrescido de 0,5 g/L de citrato
férrico amoniacal e 1 g/L de esculina, obtendo formacédo de colbnias
marrons ou negras, com halo de cor semelhante ao redor, devido a
hidrélise de esculina na presenga de citrato férrico amoniacal. Verificaram
que este microrganismo n&o era o unico a hidrolisar a esculina; entretanto,

formava halo negro de maior didmetro ao redor da col6nia, além de
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apresentar colénias menores, lisas e mais uniformes em relacdo &
espécies Bacillus cereus e Bacillus subtilis estudadas.

As poucas referéncias bibliograficas sobre B. sporothermodurans nao
evidenciam que este microrganismo seja patogénico. No entanto, quando presente no
leite UAT devido a alta resisténcia ao calor de seus esporos, pode contribuir para o
aumento do nimero de mesofilos aerobios e ultrapassar o padrio recomendado pela
Portaria n® 370/97 do Ministério da Agricultura, que estabelece o valor maximo de 1,0 x
10> UFC/mL para este produto (BRASIL, 1997).

Nao estdo completamente elucidados as fontes e o processo de contaminagio
de B. sporothermodurans. Parece provavel que os esporos contaminam o leite cru ainda
na fazenda, origindrios talvez de racdo animal. Também, ha a possibilidade de que a
contaminagdo ocorra durante o transporte ou na area de pré-processamento do leite
(PETTERSSON et al., 1996). Estudos realizados em fabricas da FEuropa que
apresentavam produtos contaminados com B. sporothermodurans detectaram a presenca
destes microrganismos em quase todos os tipos de equipamentos para processamento do
leite UAT (HAMMER et al,, 1995), o que sugere a possibilidade de eles aderirem a

superficie de equipamentos, tornando-se possivel foco de contaminagao dos alimentos.

2.2. Adesao microbiana e formacgao de biofilmes

A adesao microbiana e a formacao de biofilmes ocorrem devido adeposicao de
microrganismos em uma superficie de contato, onde eles se fixam e iniciam
o crescimento (ZOTTOLA 1994, 1997; ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

Um grande numero de microrganismos alteradores e patogénicos € capaz de
participar com maior ou menor intensidade desses processos de adesao.
Dentre os alteradores estdo Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fragi, Micrococcus sp., e, em relagéo aos patogénicos, incluem-se Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonela thyphimurium,
Escherichia coli 0157: H7 e B. cereus (ANDRADE e MACEDO, 1996).

Diversos fatores influenciam a adesao microbiana & superficies, dentre os
quais incluem-se as caracteristicas do microrganismo, como espécie,
carga, hidrofobicidade, concentragao, presenga de apéndices superficiais,
como pili, fimbrias, flagelo, capsula; a sintese de substancias

exopoliméricas; as caracteristicas do material aderente, como carga e
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microtopografia; e as caracteristicas do meio que envolve o microrganismo,
tais como pH, temperatura, tempo de contato, agitacédo (TROLLER, 1993;
ZOTTOLA e SASAHARA, 1994; BOWER et al., 1996).

As primeiras interagdes que as células tém com o substrato sao aquelas forgas
de curta distédncia, envolvendo carga e hidrofobicidade (ZOTTOLA e
SASAHARA, 1994; ZOTTOLA, 1997). A hidrofobicidade tem sido atribuida
amembrana externa da célula bacteriana (ZOTTOLA, 1997).

A carga do substrato tem papel importante na adesdo. Em superficies
altamente carregadas, como o vidro, verifica-se adesdo maxima e menos
em superficies pouco carregadas, como poliestireno. No entanto, a
microtopografia pode mudar a densidade de carga eletrostatica, afetando a
adesao, assim como os diferentes tipos de moléculas organicas,
condicionando o substrato (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

Células que se fixam ao substrato e permanecem associadas a ele
eventualmente produzem substancias exopoliméricas (TROLLER, 1993;
ZOTTOLA, 1994; ZOTTOLA, 1997; ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

Os biofilmes séo constituidos de bactérias aderidas & superficies, que por sua
vez sao envolvidas por uma camada de particulas de matéria orgénica, ou
seja, sdo depdsitos onde microrganismos estao fortemente aderidos a uma
superficie por meio de filamentos de natureza polissacaridica,
denominados glicocalix (CRIADO et al.,, 1994). Os biofiimes contém
particulas de proteinas, lipideos, fosfolipideos, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, entre outros, que formam um depdsito onde os microrganismos
continuam a crescer, formando um cultivo puro ou uma associagao com
outros microrganismos (MOSTELER e BISHOP, 1993).

Varias propostas de formacgédo de biofiimes tém sido sugeridas ocorrer em
processos de duas, trés e cinco etapas (ZOTTOLA, 1994). Na proposta de
duas etapas, o primeiro passo € reversivel e envolve a associagdao de
células proximas ao substrato sem haver o contato. Depois, a célula
eventualmente sintetiza substancias exopoliméricas que aparecem na sua
superficie, ligando-a diretamente ao substrato. A ponte formada entre a
célula e o substrato funciona como cola, que liga a célula de maneira
irreversivel a superficie. Ja no modelo de trés etapas, sugere-se que o
contato direto da célula com o substrato ndo ocorre devido & forcas de

Van der Waals e forcas eletrostaticas exibidas a distancias maiores que 50
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nm e de 10 a 20 nm do substrato, respectivamente. Por causa do espaco
vazio, assume-se que forcas mais fortes superariam a forca eletrostatica e
removeriam as células. Parametros fisicos como taxa de fluxo do fluido,
carga, hidrofobicidade e microtopografia do substrato afetam o grau de
associagao da célula ao substrato. Para a célula se ligar asuperficie, ela
precisa vencer uma barreira de interagao, descrita pela teoria DLVO
(Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeck) como uma barreira de repulsédo de
alta energia, que é afetada pela area de superficie de uma particula ou
célula. Entdo, uma bactéria com protuberancias na superficie, como pili,
poderia superar esta barreira e ajudar a célula a chegar a uma regido
estavel, onde comecara crescimento de microcolénia e biofilme. A outra
teoria, constituida de cinco passos, propde o transporte de nutrientes e
matérias organica e inorganica para a superficie solida, com consequente
formacao de uma camada. Haveria entdo a adesao de células microbianas
a superficie e o inicio do crescimento celular. Na etapa seguinte, ocorre
intensa atividade metabdlica no biofiime e, finalmente, células seriam
liberadas do biofilme.

A formacdo de biofiime pode ser desejavel ou indesejavel. Por exemplo, &
desejavel em biorreatores, para produgdo de fermentados. Bactérias
produtoras de acido acético crescem, se agregam em fragmentos de
madeira e convertem diversos substratos em vinagre. Esses agregados
microbianos sao também usados em tratamentos aerdbios e anaerdbios de
aguas residuarias, na remogao de matérias organica e inorganica. Por
outro lado, biofilmes microbianos tornam menos eficiente o processo de
cloragédo de agua (BEER et al., 1994) e podem se tornar fonte potencial de
contaminagdo microbiana nas industrias de alimentos (ZOTTOLA, 1994;
ASSANTA et al., 1998). No que se refere aos aspectos microbioldgicos, a
adesao pode constituir-se de microrganismos alteradores e/ou patogénicos,
que resultam em sérios problemas de higiene, de saude publica ou de
ordem econémica (CRIADO et al., 1994).

Esporos geralmente fixam-se & superficies a uma taxa maior que as células
vegetativas, porque o processo é facilitado pela sua alta hidrofobicidade e
morfologia (BOWER et al., 1996). E bem evidenciado na literatura que

microrganismos aderidos e 0s esporos apresentam resisténcia maior a
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agao de sanificantes. A fim de prevenir a formacao de biofilmes, nenhuma

etapa do processo de higienizagao pode ser negligenciada.

2.3. Aco inoxidavel como superficie de contato

Pesquisas realizadas constatam que diversas superficies encontradas nas
industrias de alimentos, como acgo inoxidavel, vidro, borracha, férmica,
polipropileno e o ferro forjado, sdo passiveis de apresentar a formagao de
biofiimes, além de superficies de alimentos, como frutas, vegetais,
carcacas de animais e peixes (ANDRADE e MACEDO, 1996).

O aco inoxidavel é o principal material de contato usado pelas industrias de
alimentos, porque é estavel em uma variedade de temperaturas de
processamento, além de ser facil de higienizar e ter alta resisténcia a
corrosdo. A microtopografia do ago inoxidavel é composta de ranhuras e
fendas, que permitem a protegdo das bactérias contra as forgas exercidas
pelo fluxo do fluido (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).

2.4. Higienizagao nas industrias de alimentos

A higienizagdo visa garantir a qualidade final dos produtos e preservar a saude
do consumidor. E fundamental no controle e na prevencao de biofilmes.

As falhas nos procedimentos de higienizagdo podem originar contaminagdes
por microrganismos patogénicos e/ou alteradores, substancias quimicas,
agentes fisicos, além da contaminagdo cruzada (Silva et al., citados por
ROCHA et al., 1999).

Nas industrias de alimentos, o processo de higienizagdo compreende as etapas
de limpeza e sanificagdo, que sdo complementares (ANDRADE e
MACEDO, 1996; ROCHA et al., 1999).

A limpeza inclui as etapas de pré-lavagem com agua, para remogao das
sujidades, seguida do uso de agentes quimicos, detergentes alcalinos e/ou
acidos, para remogao de residuos organicos e minerais das superficies, e
do enxagle antes da sanificagdo (ANDRADE e MACEDO, 1996; GIESE,

1991). Quando é realizada corretamente, diminui-se a possibilidade das
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sujidades de proteger os microrganismos da agao dos sanificantes, além
de se obter redugdo da carga microbiana (ANDRADE e MACEDO, 1996;
GANDARA e OLIVEIRA, 2000; KRYSINSKI et al, 1992; MARRIOTT,
1995).

A sanificagédo visa eliminar microrganismos patogénicos e reduzir alteradores
das superficies de equipamentos, utensilios, manipuladores e dos
ambientes até niveis considerados seguros, podendo ser realizada tanto
por sanificantes fisicos, como o calor, na forma de vapor, agua ou ar
quente, e a radiagao, particularmente a radiagao ultravioleta, quanto por
sanificantes quimicos, como os compostos clorados, iodéforos, composto
quaternario de aménia, acido peracético, entre outros (ANDRADE e
MACEDO, 1996; ROCHA et al., 1999).

Quando ha presenca de residuos de matéria organica em superficies, além de
proteger os microrganismos da agao do sanificante e servir como fonte de
nutrientes, eles podem reagir com o sanificante, reduzindo sua eficiéncia,
como no caso dos compostos clorados (ANDRADE e MACEDO, 1996;
GIESE, 1991; MARRIOTT, 1995; TROLLER, 1993). Portanto, a formacéao
de biofilmes reduzira a eficiéncia dos sanificantes.

Tempo de exposi¢ao, pH, concentragéo, temperatura, dureza da agua, limpeza
da superficie (GIESE, 1991; MARRIOTT, 1995; ANDRADE e MACEDO,
1996) e adesado bacteriana (ANDRADE e MACEDO, 1996; MARRIOTT,
1995) sdo os fatores mais importantes que afetam a atividade
antimicrobiana do sanificante.

O sucesso no programa de higienizagao das industrias de alimentos depende
da escolha correta dos agentes de limpeza e sanificagdo, que é baseada
no tipo e grau dos residuos aderidos & superficies, na qualidade da agua
empregada, na natureza da superficie a ser higienizada, nos tipos e niveis
de contaminagao microbioldgica e nos métodos de higienizagao aplicados
(ANDRADE e MACEDO, 1996).

Dentre os métodos de higienizagdo encontra-se o sistema CIP (Cleaning In
Place), que esta presente praticamente em todas as industrias de laticinios
(TIMPERLEY, 1981; SHARP, 1985; GIESE, 1991). Trata-se de um sistema
automatico e permanente, que ndo requer a desmontagem de
equipamentos e tubulacdes para a higienizacdo (ANDRADE e MACEDO,

1996). E constituido basicamente por uma bomba central, tanque para
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solucdes quimicas e um sistema de tubos para distribuicdo das solucdes
para os diversos locais da fabrica, podendo ainda estar acoplado a um
tanque para agua de rinsagem e a um computador, que controlara o
processo de higienizacdo (TROLLER, 1993).

Esse processo possibilita controle eficiente do fluxo, temperatura, tempo de
contato das solugdes circuladas, permitindo menor tempo de higienizagao e
diminuicdo do gasto de agua, tornando o processo mais econdmico
(ANDRADE e MACEDO, 1996).

Em limpeza de tubulagdes, a taxa de escoamento do fluido (agdo mecanica) é
importante para se obter um processo de higienizagao eficiente, além dos
outros fatores, como ag¢do quimica e térmica e tempo de contato
(ANDRADE e MACEDO, 1996). Para uma higienizagdo adequada, a
Federacao Internacional de Laticinios determinou como velocidade minima
1,5 m/s para os agentes de limpeza e sanificantes (FLOH, 1993).

Em qualquer sistema de escoamento de fluido, forma-se uma pelicua de
separacgao, ou camada-limite, entre o fluido e a superficie, ou seja, o fluido
é difundido pela superficie numa fina camada (FOUST et al., 1982). Ha
dois tipos de escoamento: o laminar e o turbulento (FELLOWS, 1994). O
escoamento laminar caracteriza-se pelo movimento das particulas do fluido
em camadas ou laminas, segundo trajetérias retas e paralelas. No
escoamento turbulento o movimento dessas particulas ocorre de forma
desordenada. O escoamento do fluido é caracterizado por um grupo
adimensional, denominado numero de Reynolds, que, sendo superior a
4.000, indica fluxo turbulento, é calculado segundo a equagao 1 a seguir
(FELLOWS, 1994; FOUST et al., 1982):

emque

p = massa especifica do fluido (kg/m °);
v = velocidade do escoamento (m/s);
D = diametro da tubulagéo (m); e

M = viscosidade do fluido (kg/m.s).
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A turbuléncia principia num nucleo central, que cresce nas dimensodes radiais
com o aumento da velocidade média. Torna-se mais intensa com o
aumento da velocidade, aumentando a tensdo na parede do tubo e
diminuindo a camada-limite, e isso resulta em aumento na taxa de
transferéncia do fluido até a superficie (FOUST et al., 1982).

Particulas aderidas a tubulagdo podem ser removidas pela forga de atrito
exercida pelo contato entre a camada do fluido e a superficie, sendo a
magnitude desta forca dependente do tipo de escoamento (MCCABE et al.,
1993), onde um fluxo turbulento exercera maior forgca de atrito que um
escoamento laminar.

A velocidade do fluido em tubo cilindrico esta relacionada com a vazéo,

conforme a equagao 2:

V= viid? (2)

em que
V = vazao do escoamento (m°/s);
d = didmetro da tubulagdo (m); e

v = velocidade (m/s).

2.4.1. Técnica de ATP bioluminescéncia

A avaliagdo do procedimento da higienizagdo de equipamentos e utensilios,
que entram em contato direto com os alimentos, € uma preocupacgao
constante das industrias de alimentos, que necessitam de resultados
rapidos para garantir a qualidade dos produtos processados e a seguranga
aos consumidores.

Os métodos tradicionais de analise microbiolégica, como contagem-padrao em
placa, sdo trabalhosos e demorados, necessitando de tempo de incubagéo
de 24 a 72 horas (KENNEDY e OBLINGER, 1985). Além disso, nao
detectam a presenca de residuos que permanecem nas superficies apds a

higienizagdo, tornando-se uma possivel fonte de contaminagdo de
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alimentos e podendo, também, diminuir a eficiéncia de sanificantes
(HAWRONSKYJ e HOLAH, 1997; VELAZQUEZ e FEIRTAG, 1997).

Métodos rapidos, sensiveis e precisos tém sido desenvolvidos para a
enumeracao de microrganismos e deteccédo de residuos organicos, a fim
de atender & necessidades das industrias de alimentos (KENNEDY e
OBLINGER, 1985; HAWRONSKYJ e HOLAH, 1997; GREEN et al., 1998).
Dentre eles, encontra-se a técnica de ATP bioluminescéncia, que se baseia
na determinagdo da quantidade de ATP presente sobre as superficies
avaliadas, seja ATP de origem microbiana ou ndo (TYDRICH, 1996;
KENNEDY e OBLINGER, 1985; GRIFFITHS, 1993; GIESE, 1995).

A técnica de ATP bioluminescéncia consiste em remover os residuos da
superficie, geralmente com swab esterilizado, colocando-os em contato
com o complexo enzimatico luciferina/ luciferase, obtido da cauda do vaga-
lume -Photinus pyralis (GRIFFITHS, 1993; GIESE, 1995; VELAZQUEZ e
FEIRTAG, 1997). A enzima luciferase utiliza a energia quimica contida na
molécula de ATP para conduzir a descarboxilacdo oxidativa da luciferina,
resultando na emissao de luz, e para cada ATP um féton de luz é emitido
(HAWRONSKYJ e HOLAH, 1997; GIESE, 1995). A atividade 6tima ocorre
em pH 7,75 e a temperaturas de 18-22°C (TYDRICH, 1996). O esquema a

seguir mostra a formacgao de luz:

Luciferase
Luciferina + ATP + O—— p Oxiluciferina + AMP + CO, + Luz
Mg++

Como o ATP esta presente tanto em organismos vivos quanto em
residuos orgéanicos e, ainda, como ATP livre, a determinagdo de ATP
microbiano depende da eficiéncia da separacdo da bactéria do residuo
organico, seguida da extracdo e medida do ATP microbiano, ou da
extracdo seletiva e destruicdo enzimatica do ATP ndo-microbiano, seguidas
pela extragdo e medida do ATP microbiano (KENNEDY e OBLINGER,
1985; GIESE, 1995; TYDRICH, 1996).

A luz emitida € medida em um aparelho conhecido como
lumindbmetro, que normalmente consiste de um fotomultiplicador e um

amplificador unido a um registrador, sendo os resultados geralmente
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expressos em unidades relativas de luz (URL) (HAWRONSKYJ e HOLAH,
1997).

Esta técnica esta sendo utilizada pelas industrias de alimentos, de
bebidas, como cervejarias, de laticinios, entre outros, para a deteccéo de
bactérias contaminantes e também na avaliacdo do processo de
higienizagdo empregado (GRIFFITHS, 1993; VELAZQUEZ e FEIRTAG,
1997; KENNEDY e OBLINGER, 1985; TYDRICH, 1996). Contaminantes
quimicos, como residuos de agentes de limpeza e sanificantes presentes
nas superficies, podem mudar a quantidade de luz emitida ou detectada,
pois possuem compostos como surfactantes, sais, corantes e ions
metalicos, que podem interferir na reacdo enzimatica (VELAZQUEZ e
FEIRTAG, 1997; GREEN et al., 1998).

VELAZQUEZ E FEIRTAG (1997) avaliaram o efeito de hipoclorito
de sodio comercial nas concentragbes de 100 a 50.000 mg/L de cloro
residual livre (CRL), com pH variando de 7,22 a 12,14 e de 25 a 800 mg/L
de um composto quaternario de aménia com pH entre 5,81 e 6,25 sobre
10® UFC/mL de Escherichia coli 0157:H7. Observaram que o hipoclorito de
sodio mostrou-se efetivo contra E. coli O157:H7 a partir de concentracdes
de 10.000 mg/L de CRL. Os residuos da concentracdo de 100 mg/L de
CRL aumentaram ligeiramente a medida de URL e ndo detectaram
diferenca significativa (P= 0,05) entre os residuos da concentracédo de 500
e 1.000 mg/L de CRL com o controle. Somente os residuos das
concentragdes de 10.000 a 50.000 mg/L de CRL diminuiram o sinal de ATP
bioluminescéncia. Assim, como os residuos das baixas concentracdes
(100, 500 e 1.000 mg/L de CRT) n&o diminuiram a medida de URL e
também ndo foram efetivos contra E. coli O157:H7, se esses
microrganismos estivessem presentes na superficie, eles seriam
detectados na analise, exigindo um novo processo de higienizagdo. O
composto quaternario de amonia provocou aumento de 10% da medida de
URL nas concentragdes usadas e foi efetivo contra o microrganismo
somente a 800 mg/L, nado constituindo um risco, pois a superficie seria
considerada suja e necessitaria de um processo de higienizagdo mais
intensivo.

GREEN et al. (1998), ao avaliarem hipoclorito de sédio nas

concentragoes de 30, 50 e 70 mg/L de CRL e um composto quaternario de
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amoénia a 10, 20 e 30 mg/L, verificaram que os dois sanificantes nao
influenciaram a medida de URL, ndo havendo diferenga significativa
(P=0,05) entre a emissao de luz do controle e a das amostras utilizando

esses sanificantes.

2.4.2. Sanificantes quimicos

A maioria dos sanificantes quimicos € agente oxidante. Assim, pode ter suas
atividades reduzidas por compostos inorganicos e organicos presentes no
meio a ser tratado. Em inativacdo quimica de microrganismos, o mais
importante ndo é a quantidade de substancia quimica aplicada, mas o
residual desta no meio depois de a demanda ter sido suprida
(WICKRAMANAYAKE e SPROUL, 1991).

Ha grande variedade de sanificantes disponiveis no mercado. No entanto, a
maioria apresenta pequeno efeito sobre a viabilidade dos esporos bacterianos, sendo
poucos aqueles com atividades esporicidas (RUSSELL, 1991). Dentre os sanificantes
que apresentam esta atividade, encontram-se os compostos clorados, o peroxido de
hidrogénio e o &cido peracético (RUSSELL, 1991), sendo estes amplamente utilizados
pelas industrias de alimentos (TROLLER, 1993; ANDRADE ¢ MACEDO, 1996).

Os esporos sdo mais resistentes aos sanificantes que as células vegetativas
(TROLLER, 1993; ANDRADE ¢ MACEDO, 1996). Essa resisténcia é dependente dos
valores de pH, da concentragdo, da temperatura, dos tipos de sanificantes e dos tempos
de contato (ANDRADE ¢ MACEDO, 1996).

2.4.2.1. Compostos clorados

Os compostos clorados sao os sanificantes mais largamente usados, porque
possuem custos relativamente baixos, além de serem faceis de preparar e
aplicar, eficazes para destruir bactérias gram-positivas e gram-negativas,
assim como bolores e esporos bacterianos, e ndo serem afetados pela
agua dura. No entanto apresentam desvantagens, como corrosdo, quando

usados incorretamente; sao afetados pela matéria orgénica; podem
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provocar irritacdo na pele; e causar alteracbes de sabor nos alimentos
(GAVA, 1998; GIESE, 1991).

Varios compostos abase de cloro organico e inorganico estdo disponiveis no
mercado (ANDRADE e MACEDO, 1996; DYCHDALA, 1991). Dentre os
compostos orgénicos destacam-se a cloramina T, dicloramina T,
diclorodimetilhidantoina, acido tricloroisociandurico, acido
dicloroisocianurico. Em relagdo aos compostos inorganicos, podem ser
destacados o cloro gas, o diéxido de cloro e os hipocloritos de sédio, de
calcio ou de litio; dentre estes, o hipoclorito de sodio (NaClO),
comercializado sob a forma liquida, em teores de 1 a 10%, € o mais usado.

Os compostos clorados inorganicos apresentam agao mais rapida e eficiente,
tendo como principal desvantagem o alto poder corrosivo, quando usado
incorretamente. J& os compostos clorados organicos, ou cloraminas
organicas, sao mais estaveis ao armazenamento e também em solug¢ao
aquosa, o que implica uma liberagdo mais lenta do acido hipocloroso,
permanecendo efetivos por mais tempo. Estes sdo menos reativos com a
matéria organica e formam menores quantidades de trihalometanos, sendo,
no entanto, mais c aros (ANDRADE e MACEDO, 1996; DYCHDALA, 1991).

Os fatores que afetam a atividade biocida dos compostos clorados, sozinhos ou
em combinagdo, sdo o pH, a concentracdo, a temperatura e a presenga de
matéria organica, de aménia e compostos amoniacais, de iodo ou bromo
(DYCHDALA, 1991; TROLLER, 1993).

O mecanismo de agédo dos compostos clorados organicos e inorganicos, com
excegao do didxido de cloro, é semelhante: quando estdo em solugao
aquosa, liberam acido hipocloroso, em sua forma nao-dissociada, que
apresenta agao antimicrobiana (ANDRADE e MACEDO, 1996; MARRIOTT,
1995; TROLLER, 1993; MEYER, 1994; GIESE, 1991). O diéxido de cloro
nao se hidrolisa em solugéo aquosa e o agente ativo € a molécula inteira
(ANDRADE e MACEDO, 1996; MARRIOTT, 1995).

As hidrélises dos compostos clorados inorganicos e das cloraminas organicas e
a dissociagao do acido hipocloroso estao apresentadas nas equagoes 3, 4,
5e 6 (TROLLER, 1993; ANDRADE e MACEDO, 1996; MEYER, 1994).
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Clh + HO ——— = HCIO + HCI (3)

NaCIO + H)O =———— HCIO + NaOH 4)
=N—Cl+ H)0 =———= HCIO + =N—H (5)
HCIO =—————= H' + ocClI” (6)

A concentracdo de acido hipocloroso é determinada pelo pH, pela constante de
dissociagao (pKa = 7,5 a 30°C) e pela concentragao em cloro residual livre
da solugcédo. Esses fatores podem ser relacionados num rearranjo da

equacao de Henderson-Hasselbalch (equagao 7):

mg/L de HCIO = mg/L de cloro residual livre (7)

1+ 10 PH-Pa

em que
pH = pH da solugéo utilizada; e

pKa = 7,5 (pKa do acido hipocloroso).

A atividade antimicrobiana aumenta com a diminuicdo do pH, pois ocorre a
formacéo de &cido hipocloroso na presencga de ions H'. Ja o aumento do
pH diminui a atividade antimicrobiana, devido ao fato de a reagado ocorrer
na diregdo inversa na presenga de (OH)", prevalecendo o ion hipoclorito
(GIESE, 1991; DYCHDALA, 1991).

Existem muitas hipéteses para o mecanismo da atividade do cloro sobre as
células vegetativas (DYCHDALA, 1991; ANDRADE e MACEDO, 1996;
MARRIOTT, 1995; TROLLER, 1993):

- Na forma nao-dissociada, penetra através da membrana celular e
oxida os grupos sulfidrilicos ¢SH) de certas enzimas importantes
da via glicolitica, inibindo-a.

- Forma compostos Nclorados toxicos pela combinagao do cloro

com proteinas da membrana celular.
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- Causa danos amembrana, dificultando o transporte de carboidratos
e de aminoacidos, podendo resultar no extravasamento de
compostos celulares.

- Provoca a descarboxilagdo oxidativa de aminoacidos, formando
nitrilas e aldeidos.

- Reage com DNA, oxida bases purinicas e pirimidinicas e paralisa a
sintese protéica.

- Inibe a captacdo de oxigénio e fosforilagdo oxidativa junto com
vazamento de algumas macromoléculas.

- E o causador de aberracdes cromossomaticas.

Os mecanismos precisos de agao esporicida ainda sao pouco compreendidos
(RUSSELL, 1991; BLOOMFIELD e ARTHUR, 1989).

ANDRADE e MACEDO (1996) sugerem duas teorias que tentam explicar o
mecanismo de agdo do cloro sobre os esporos, e ambas envolvem a
cobertura do esporo. Uma sugere que o cloro se combina e remove
proteinas da cobertura e de camadas subseqlentes, o que conduz a
aumento da permeabilidade ao agente quimico e da suscetibilidade a
destruicdo. Ja a outra propde que o cloro estimula a germinagao por meio
da alteragdo da permeabilidade da cobertura e, em seguida, inativa o
esporo germinado.

Outros pesquisadores propdéem que a degradacgédo do cortex do esporo, além
da cobertura, é uma parte integrante do processo que permite a penetragao
do cloro em seu local de agédo no protoplasma (BLOOMFIELD e ARTHUR,
1989; RUSSEL, 1991). O cértex tem uma fungdo de protecao rigida e
também é responsavel por manter baixo nivel de &gua e,
consequentemente, alta viscosidade no protoplasma, sendo a difusdo de
agentes antimicrobianos dificultada. No entanto, com a degradagao do
cortex por agentes germinantes ou por agcdo do cloro, permite-se a
passagem da agua e difusdo de cloro no protoplasma, causando a morte
das células pela oxidacao de constituintes celulares dentro do protoplasma
ou membrana do esporo (BLOOMFIELD e ARTHUR, 1989).

Recomenda-se, geralmente, uma concentragdo de 100 mg/L de cloro residual
livre, quando a sanificacdo é realizada por imerséao ou circulagao por 15 a

30 minutos de contato, e de 200 mg/L, quando o processo € por aspersao,
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ou nebulizagdo com um tempo de contato de 15 a 20 minutos (ANDRADE
e MACEDO, 1996).

2.4.2.2. Acido peracético

O 4&cido peracético € produzido pela reagdo de acido acético ou anidrido

acético com peroxido de hidrogénio na presenca de acido sulfurico, que
age como catalisador (BLOCK, 1991).

O @)
4 4
CH3C\ * HoOp ~— CH3C\ * HO
OH OOH

Para prevenir a reacao inversa, a solucdo de acido peracético apresenta em
sua formulagao, além do acido acético e do perdxido de hidrogénio, um
estabilizante. Este pode ser um agente sequestrante (pirofosfato de sodio)
ou um agente quelante (8- hydroxyquinoline), que remove tragos de metais,
0s quais aceleram a decomposi¢ao de peroxidos (BLOCK, 1991).

As industrias de alimentos, bebidas e laticinios tém aplicado
amplamente o acido peracético, que € um agente antimicrobiano mais potente
que o peroxido de hidrogénio, por nao ser afetado pela presenga de catalase
(RUSSELL, 1991). Apresenta excelente agao sobre bactérias gram- positivas,
gram-negativas, bolores, virus e esporos bacterianos (TROLLER, 1993;
BLOCK, 1991; KRAMER, 1997). E ativo em temperaturas baixas: por exemplo,
a uma concentragao de 30.000 mg/L é ativo a -40°C e mata esporos em um
minuto a 0°C; também é ativo em temperaturas altas (85°C). Além disso,
permanece efetivo na presenca de matéria organica, decompde-se em
produtos n&o-toxicos ao meio ambiente; no entanto, é afetado pelo pH,
apresentando maior atividade em pH baixo (BLOCK, 1991).

E provavel que o mecanismo de agdo do acido peracético esteja relacionado
com a oxidacéo das ligagdes dissulfeto e grupos sulfidrilas das enzimas
(BLOCK, 1991). Sugere-se também que o acido peracético interfere em
processos metabdlicos e na fungdo quimiosmética da membrana

citoplasmatica, podendo causar o rompimento desta (BLOCK, 1991).
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2.4.3. Técnicas para a avaliacdo da eficiéncia microbioldgica de sanificantes

O B. sporothermodurans tem a capacidade metabdlica de formar esporos, que
sdo mais resistentes a agentes quimicos que as células vegetativas. Assim, a
determinacdo do melhor sanificante e das condigdes de higienizagdo para sua
eliminagdo de superficies de equipamentos ¢ utensilios, que entram em contato com o

alimento, ¢ importante para o controle da presenga deste microrganismo no produto

final.

Avaliar microbiologicamente as formulagdes de sanificantes quimicos é
fundamental, pois apenas a determinagcao da concentragcédo do principio ativo
nao é suficiente para medir o seu poder de destruicdo microbiana (ANDRADE e
MACEDO, 1996). Diversas técnicas séo descritas, sendo classificadas em
testes laboratoriais, testes em uso e testes em uso simulado (BERUBE e
OXBORROW, 1991).

A eficiéncia do sanificante sob condicbes de laboratério pode ser
consideravelmente diferente daquela do uso (BERUBE e OXBORROW,
1991). O teste em uso simulado, quando adequadamente elaborado,
apresenta resultados que refletem melhor as condigbes da industria
(ANDRADE e MACEDO, 1996). A transferéncia das condi¢cdes da industria
para o laboratorio, muitas vezes, exige o desenvolvimento de metodologias
€ equipamentos para simular as diversas formas de usos dos sanificantes;
portanto, sdo mais trabalhosos e exigem criatividade (ANDRADE e
MACEDO, 1996).

Nesses testes, apds a sanificagdo, os microrganismos sdo removidos das
superficies e recuperados. A remoc¢ao pode ser feita utilizando o método do
swab, com alginato de sddio ou algodéao, rinsagem com agua destilada ou
solugdes apropriadas, e método de placas de contato (tipo RODAC-
Replicate Organism Direct Agar Contact). A recuperacdo é realizada
conforme processos usuais de contagem, usando neutralizantes
adequados para a avaliagdo (ANDRADE e MACEDO, 1996).

Stone e Zottola, citados por ZOTTOLA (1997), desenvolveram um sistema CIP
(Cleaning In Place) portatil, de aco inoxidavel, com 3,5 m de tubulagao,

uma bomba positiva e um tanque de equilibrio, onde foi adicionado leite
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inoculado com 1,0 x 10° UFC/mL Pseudomonas fragi ATCC 4973 e
circulado pelo sistema a uma vazdo de 30 L /minuto. O intuito deste
trabalho foi \erificar o efeito de dois procedimentos CIP sobre a adeséao
deste microrganismo ao acgo inoxidavel. Quando concentra¢des adequadas
de agentes de limpeza e sanificante, assim como de temperatura, foram
usadas, P. fragi aderidos eram inativados e o biofilme removido. Sob
condigdes abaixo da 6tima de limpeza e sanificagdo, os microrganismos
aderidos ndo eram removidos ou inativados. Quando o intervalo entre a
limpeza e a sanificagdo excedia oito horas, o numero de microrganismos
aderidos aumentava a um ponto que podiam resistir a inativacdo pela
limpeza e sanificagéo.

KRYSINSKI et al. (1992) avaliaram o efeito de agentes de limpeza e
sanificantes sobre Listeria monocytogenes aderidos em torno de 2,0 x 10*
UFC por cm? em cupons de 1 cm? de aco inoxidavel, poliéster e poliéster/
poliuretano, apdés 24 horas de contato a 25°C. Depois da incubagéo, os
cupons eram rinsados sob agitagéo por 10 segundos em 10 mL de tampéao
fosfato, para remover os microrganismos nao aderidos; em seguida, um
cupom era exposto a 10 mL do agente de limpeza ou sanificante por 10
minutos, sem agitagcao. Apos esse procedimento, eram rinsados com 10
mL de neutralizante por dois minutos e enumerados por contagem em
placa em agar BHI, a 35°C, por 24 horas. A resisténcia de L.
monocytogenes aderidas a sanificantes era dependente da superficie
estudada, sendo maior sobre poliéster/poliuretano, seguida pelo poliéster e
aco inoxidavel. Remogado e/ou inativagcdo completa foram obtidas, em
muitos casos, quando a superficie era primeiro submetida alimpeza antes
da sanificacao.

GANDARA e OLIVEIRA (2000) elaboraram um modelo para simulagdo da
adesao de uma linhagem selvagem de Streptococcus thermophilus em
placas de pasteurizador e estudaram os efeitos da higienizagdo na sua
remocao. Esse modelo é constituido por um frasco de vidro de 12,5 cm de
altura x 13 cm de diametro, agitador, banho-maria bacterioldgico a 45°C e
placas de aco inoxidavel AlSI 316, medindo 20 x 100 mm, com a area-teste
delimitada por ranhuras; as placas eram penduradas por ganchos nas
bordas do frasco, cobrindo toda a parede e tornando-as fixas nessas

posicdes. As placas foram submersas em 1.500 mL de leite desnatado
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reconstituido esterilizado, sob uma agitagdo de 550 rpm e a 45°C foram
inoculados com 100 UFC/mL do microrganismo, mantendo-se a agitagéo
por seis horas. Avaliaram a adeséo nos tempos de zero, trés e seis horas.
Nesses tempos de contato, as concentracdes de células aderidas variaram
na terceira hora de 15,8 UFC/cm? para 1,9 x 10* UFC/cm? na sexta hora,
nao sendo detectada adesdo do microrganismo no tempo zero. A fim de
avaliar o efeito da higienizagéo, os agentes de limpeza, os sanificantes e a
agua foram utilizados sob agitagdo de 900 rpm, realizando-se contagem
dos microrganismos em cada etapa da higienizagao, utilizando-se swab p or
20 segundos para remogdo dos microrganismos e meio de cultura
adequado para o crescimento. Quando se realizaram as etapas de limpeza
alcalina, acida e sanificagao com hipoclorito de sédio, contendo 100 mg/L
de CRT, nas placas apods seis horas de incubagdo ndo se detectou
presenca deste microrganismo na superficie.

MELLO (1997) utilizou um modelo de ago inoxidavel de circulagéo de linha de
leite para avaliar a eficiéncia de sanificantes quimicos sobre um
psicrotréfico acidificante isolado de leite cru aderido neste equipamento.
Este modelo era constituido de 5,8 m de tubulagédo de 1 polegada (2,54
cm) de didmetro interno, um tanque de equilibrio de 25 litros e uma bomba
centrifuga de '2HP, que impulsionava as solugdes pelo sistema. Em
pontos especificos, foram instalados seis cupons de prova: dois com
formatos de T, dois com formato cilindrico e dois com formato de curva,
com dareas superficiais internas de 108,06 cm? 87,8 cm? e 52,74 cm?,
respectivamente. Inoculou-se a suspensdo do microrganismo nos seis
cupons e em trés deles fez-se a contagem do numero de células aderidas
inicialmente, removendo-as por meio da rinsagem com solugao esterilizada
de tampéao fosfato Butterfield por 15 minutos e plaqueada por profundidade
em meio préprio a 28°C, por 48 horas. Posteriormente, elas foram
colocadas no sistema-modelo junto com os outros trés, que foram
avaliados apo6s a sanificagao CIP, utilizando o mesmo procedimento de
rinsagem por 15 minutos para remover 0s microrganismos sobreviventes
com solugao esterilizada de tampéao fosfato Butterfield acrescida de um
neutralizante adequado para cada sanificante, e enumerados pela mesma
técnica de contagem, tempo e temperatura de incubagado. Verificou-se

adesao deste microrganismo ao ago inoxidavel e que a eficiéncia dos
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sanificantes quimicos variou conforme os cupons de prova. Para os cupons
em T, foram eficientes as solu¢cdes de &cido peracético (7,95 RD),
dicloroisocianurato de soédio (7,62 RD) e aménia quaternaria (6,95 RD).
Para os cupons em cotovelo 45°, foram aprovadas as soluc¢des de acido
peracético (7,44 RD), amdnia quaternaria (7,01 RD), dicloroisocianurato de
sédio (6,44 RD) e hipoclorito de sodio (5,50 RD). Os sanificantes aplicados
em cupons de prova cilindricos mostraram menor eficiéncia, com valores
inferiores a 5 RD. Aém disso, foi circulado agua para verificar a remogao
mecanica, concluindo que o uso de sanificante quimico é imprescindivel

para o controle do psicrotrofico acidificante em industria de laticinios.
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3-MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Microbiologia de
Alimentos e Higiene Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Universidade Federal de Vigosa.

3.1. Solugdes sanificantes

Todas as solugdes sanificantes avaliadas pelo teste em uso simulado foram
preparadas a partir de produto comercial concentrado. Utilizou-se o hipoclorito de sodio
da ABC/Itaperuna, contendo cerca de 8,6% de cloro residual total (CRT), expresso em
Ch, ¢ pH 13,45; o clorado orginico SUMAVEG/Lever Industrial, contendo 3% de
CRT, expresso em Chk; e o acido peracético Vortexx’ECOLAB com cerca de 3% de
acido peracético, 6,3% de peroxido de hidrogénio e pH em torno de 1,3. As

concentragdes das solugdes utilizadas de cada sanificante sdo apresentadas no Quadro 1.
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Quadro 1- Concentragdo e pH das solucdes sanificantes preparadas a partir de
produto comercial concentrado

Sanificante Concentracao pH solucao

Hipoclorito de sédio 100 mg/L de CRT, 945,80¢7,0
expressos em Ch

Dicloro s. triazinatriona sodica 100 e 60 mg/L de CRT, 7,18

diidratada (cloramina orgéanica) expressos em Ch

Acido peracético 60 e 30 mg/L 34¢e3]7

CRT = cloro residual total.

O pH da solugdo de hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/LL de CRT, foi

corrigido para pH 8,0 e 7,0 com &cido nitrico concentrado a 70% P.A.

As concentracdes de cloro residual total, expressas em Ch, das
solugdes de hipoclorito de sbédio e da cloramina organica foram
determinadas pelo método iodométrico (GREENBERG et al., 1992). As
concentracdes de acido peracético e de peréxido de hidrogénio no produto
comercial Vortexx, foram determinadas por iodometria e
permanganometria, respectivamente, seguindo metodologia do fabricante
(ECOLAB, 1999). Para obter as concentragbes de acido peracético e
perdxido de hidrogénio no produto comercial, utilizaram-se as equacdes 8 e

9, a sequir:
% Acido peracético =T x fx 0,38027 (8)
P.A.
% Peroxido de hidrogénio =P x f x 0,8504 (9)
P.A.
em que

P = consumo de permanganato de potassio 0,5N, em mL;
T = consumo de tiossulfato de sédio 0,1N, em mL;
f = fator de corregdo do permanganato de potassio;

f' = fator de corregao do tiossulfato de sodio; e
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P.A. = peso da amostra em gramas.
Para determinar a concentragcdo nas solucgdes diluidas de acido peracético,

utilizou-se a equagao 10:

% Vortexx = Vg x fx 0,0532 (10)

em que
Vg = volume gasto de tiossulfato de sodio 0,1N;
f = fator da solucéo de tiossulfato de sddio 0,1N; e

0,0532 = fator médio de correcao de acido peracético concentrado.

Todas as solugdes foram circuladas atemperatura ambiente (20-25°C), pelo
tempo de circulagcdo de 15 minutos e a uma velocidade de 1,5 m/s nos
cupons de prova, obtida a partir de uma vazao estimada de 25,65 L/ minuto
e considerando o didmetro do tubo de 0,01905 m.

Além desses sanificantes, foi utilizada a agua esterilizada para avaliar a

remocao mecanica dos esporos aderidos.

3.2. Suspensao de esporos

A suspensao de esporos de Bacillus sporothermodurans foi obtida a
partir da cultura CCT 6247, cedida, pelo prof. Mauro F. F. Leitdo, da
FEA/UNICAMP, Campinas-SP, ao Instituto de Laticinios Candido Tostes
(ILCT)y EPAMIG, Juiz de Fora-MG, que gentilmente forneceu a cepa para a
execucao desta pesquisa.

Esta cultura era mantida em tubo de ensaio com tampa rosqueavel a
-18° C em agar BHI (Brain Heart Infusion), acrescido de 1g/L de esculina e 0,5
g/L de citrato férrico amoniacal.

A ativacédo foi efetuada por meio de trés repicagens consecutivas, pela
técnica de estriamento em agar BHI (MERCK), acrescido de 1g/L de esculina
(REAGEN) e 0,5 g/L de citrato férrico amoniacal, solidificado na posigcéo
inclinada, em tubo de ensaio de 15 x 160 mm, sendo incubado a 37°C por 48

horas. Em seguida, 1 mL de solugdo tampao fosfato, 0,31M em pH 7,0 +
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0,1(ICSMF, 1978), foi adicionado nestes tubos e agitados manualmente para
obter uma suspensao de células vegetativas, que foram inoculadas em
volumes de 1 mL na superficie de 250 mL de meio de esporulagéo - 3,0 g de
extrato de carne, 5,0 g de triptona, 1 g de amido, 10 mg de sulfato de
manganés e 20,0 g de agar em 1.000 ml de agua destilada e pH final entre 6,9
e 7,1 - contidos em quatro garrafas de Roux de 800 mL.

A formagdo de esporos foi acompanhada por observagdo ao microscopio de
contraste de fase da marca Olympus BX 40, at¢ se obter-se cerca de 90-95% de
esporulagdo. A incubagdo prolongou-se por cerca de nove dias a 37°C, para se obter a
esporulagdo desejada.

Apds o periodo de incubacdo, os esporos foram removidos do meio de
esporulacdo, usando-se em torno de 20 mL de agua destilada esterilizada,
e coletados em tubos de centrifugagdo JA-20 (Beckman, modelo J2-MC). A
centrifugacao foi realizada a 3.000xg (5.000 rpm) por 10 minutos, a uma
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e os sedimentos com
os esporos ressuspendidos em agua destilada esterilizada, para nova
centrifugacéo. Este processo foi repetido por quatro vezes. Ao final, os
esporos de cada tubo de centrifuga foram suspensos em glicerol e tampao
fosfato 0,31M em pH7,0 £ 0,1 (15:85) e acondicionados em volumes de 1
mL, em tubos de Eppendorf. Apds a confirmagao do nimero de esporos no
lote, que se encontrava em torno de 7,3 x 107 esporos/mL, por meio da
contagem em placa, pela técnica de espalhamento superficial com al¢a de
Drigalsky ,em agar BHI e incubacdo a 37°C por 24 horas, os tubos de
Eppendorf eram armazenados a -18°C até o momento do uso.

3.3. Descri¢ao do modelo de linha de circulacao de leite

A fim de verificar a capacidade de adesdo & esporos de B. sporothermodurans
em ago inoxidavel ¢ a eficiéncia de sanificantes usados na indastria de laticinios, foi
utilizado um modelo de linha de circulagdo de leite (Figura 1) em ago inoxidavel, que se
encontrava no laboratdrio onde foi conduzido o experimento. O modelo foi constituido
por uma tubulacdo de % de polegada de didmetro interno (0,01905 m) e comprimento
total de 5,8 m, por onde circula o sanificante, ¢ de um tanque de 25 litros, que foi

utilizado como reservatorio de sanificante, o qual se apresentou acoplado a uma bomba
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centrifuga de 2HP, para impulsionar o sanificante pelo sistema. Em pontos especificos
da tubulagdo, foram instalados cupons de prova com formatos de cotovelo 90°, em T e
cilindricos. As é4reas superficiais internas dos cupons de prova eram: 108,06 cm?’ para
cupons em formato T, 84,69 et para os cupons cilindricos e 52,74 cm? para cupons em

formato de cotovelo 90°.

Figura *+ Modelo de linha de circulagdo de leite (1-cupom de prova cotovelo
90°; 2-cupom de prova cilindrico; 3-cupom de prova T; 4-controle de
poténcia; 5-tanque cilindrico; 6-bomba centrifuga; 7-controle de
vazao).

3.4. Adesao da suspensio de esporos de Bacillus sporothermodurans CCT6247

3.4.1. Preparo dos cupons de prova

Foi realizada limpeza CIP (Cleaning In Place) no modelo de linha de circulagéo
de leite, utilizando 1% de soda caustica (NaOH) circulada atemperatura de

80°C por 20 minutos, a uma velocidade de 1,5 m/s. Em seguida, enxaguou-
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se com agua atemperatura ambiente (20-25°C), até reagdo negativa com
solucao de fenolftaleina. Depois disso, iniciou-se o processo de sanificagcao
com solugao de hipoclorito de sddio (NaClO) a uma concentragdo de 100
mg/L de cloro residual total, em pH 7+ 0,1, expressa em Cb, circulada por
15 minutos a temperatura ambiente, a uma velocidade de 1,5 mi/s.
Enxaguou-se com agua atemperatura ambiente até se obter coloragcéo
amarelo-clara em teste de ortotolidina 0,1%,que corresponde a cerca de
0,1 mg/L CRL, expresso em Cb.

O equipamento foi desmontado ap6s o fluxo ser regulado para a velocidade de
1,5 m/s. Os cupons de prova e as demais partes foram esterilizadas a
121°C por 15 minutos, com excec¢éo do tubo de maior comprimento (+ 80
cm) e as duas valvulas reguladoras de fluxo. Estas valvulas ndo foram
esterilizadas, para ndao serem desreguladas. O tubo foi esterilizado
quimicamente, utilizando solugédo de hipoclorito de sédio a 100 mg/L de
cloro residual total, em pH 7+ 0,1, por 10 minutos de contato, sendo em

seguida enxaguado com agua atemperatura ambiente (20-25°C).

3.4.2. Adesao dos esporos

Os esporos contidos no tubo de Eppendorf armazenado a -18°C foram
descongelados e em seguida diluidos em 400 mL de solugdo tampéao
fosfato, 0,31 M em pH 7,0 £+ 0,1, esterilizada, para se obter uma
suspensdo contendo cerca de 10° esporos/mL. Esta suspensdo foi
adicionada no interior dos seis cupons de prova previamente esterilizados
em volumes de 27, 49 e 57 mL, para os cupons cotovelo 90° (2), cilindrico
(2) e T (2), respectivamente. Rolhas de borracha esterilizadas foram
colocadas nas extremidades de cada cupom de prova, para conter a
suspensao bacteriana adicionada no interior dos cupons. Os esporos na
suspensdo permaneceram em adeséo por cerca de 12 horas a 30°C + 2°
C; em seguida, a suspensédo foi descartada em recipientes esterilizados
individuais para os diferentes cupons de prova, ou seja, um recipiente para
coletar as suspensdes dos cupons de prova em forma de cotovelo 90°, um
para os cupons cilindricos e um para os cupons em T. Estas suspensbes
foram plaqueadas em agar BHI pela técnica de espalhamento superficial e
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incubadas a 37°C por 24 horas. Os resultados foram multiplicados pelos
respectivos volumes de suspensdo adicionados nos diferentes cupons,
obtendo-se assim o numero de esporos presentes na suspensao
descartada. Somando-se o numero de esporos presentes nessa suspensao
com o numero de esporos aderidos nos cupons, obteve-se o numero total
de esporos presentes na suspensao preparada, o que possibilitou calcular
a porcentagem de esporos aderidos nos cupons de prova.

Os cupons foram novamente enchidos com agua destilada esterilizada, que
permaneceu dentro dos cupons por dois minutos, sendo depois descartada. Esse ultimo
processo visou eliminar células planctonicas, ou seja, que ndo estavam aderidas a
superficie. Em trés cupons (um cotovelo 90°, um cilindrico ¢ um T) foram determinados
o numero de esporos aderidos antes da sanificagcdo; os outros trés foram conectados ao
equipamento, para a etapa de sanificacdo e posterior determinacdo do nimero de

esporos sobreviventes.

3.5. Avaliagao da eficiéncia dos sanificantes quimicos

A eficiéncia dos agentes quimicos foi avaliada por meio da determinacdo do
nimero de reducdes decimais na populagdo de B. sporothermodurans, obtido pela
diferenca entre o logaritmo decimal das células aderidas e o logaritmo das células
sobreviventes, determinada por contagem em placas usando agar BHI e incubacdo a
37°C por 24 horas.

Para recuperar os microrganismos aderidos nos cupons, foi utilizada a técnica
da rinsagem, utilizando volumes de 20, 30 e 40 mL de solugdo para
rinsagem nos cupons cotovelo 90°, cilindrico e T, respectivamente, com
agitacéo por 15 minutos. Ao final do periodo de incubagéao, trés dos seis
cupons (um cotovelo 90°, um cilindrico e um T) foram rinsados com solugéo
tampao fosfato, 0,31 M em pH 7,0 + 0,1 (ICSMF, 1978), para determinar o
numero de esporos aderidos antes da sanificagdo. Apds a rinsagem, foram
esterilizados quimicamente com solugao de hipoclorito de sédio a 100 mg/L
de cloro residual total (CRT), em pH 7,0 £ 0,1, por 10 minutos de contato, e
escovados por cerca de um minuto, sendo em seguida enxaguados com
agua atemperatura ambiente (20-25°C) e conectados ao sistema-modelo

de circulacao de linha de leite.
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Depois da circulagdo dos sanificantes durante 15 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C), os outros trés cupons acoplados ao modelo também foram rinsados
com solugdo tampao fosfato 0,31 M em pH 7,0 = 0,1, mas acrescida de 0,25% de
tiossulfato de sodio, para neutralizar a agdo do sanificante e recuperar 0s esporos
sobreviventes.

Depois das rinsagens, realizou-se a contagem de esporos aderidos pela técnica
de espalhamento superficial em agar BHI, em duplicata, inoculando-se 0,1 mL das
solugdes das amostras ou das diluicdes usadas. As placas foram incubadas a 37°C por
24 horas.

As colonias enumeradas foram multiplicadas pela respectiva diluigdo e pelo
volume da solugdo de rinsagem, a fim de determinar o numero de esporos aderidos nos
cupons, sendo esses numeros divididos pela area superficial interna desses cupons,
podendo-se, assim, expressar os resultados em UFC/em® de esporos de B.
sporothermodurans.

Para determinar o numero de redugdes decimais (RD), foi realizado o seguinte

calculo:

RD=1log No— log N¢

em que
No=ntmero de esporos de B. sporothermodurans aderidos aos cupons de
prova antes da sanificacdo; e
N¢ = numero de esporos de B. sporothermodurans aderidos aos cupons de

prova apds sanificacdo.

3.6. Avaliacio da higienizacio dos cupons de prova pela técnica de ATP

bioluminescéncia

A avaliagao da higienizagdo dos cupons de prova foi efetuada usando-se a
técnica de ATP bioluminescéncia, com metodologia e equipamento
Biotrace Xcel (BIOTRACE/ Manual técnico, 2000).

Avaliaram-se os cupons de prova em diferentes situacoes:

45



a) Apos a higienizagao CIP completa, ou seja, incluindo as etapas de
pré-lavagem, lavagem alcalina com NaOH a 1%, sanificagdo com
hipoclorito de soédio, contendo 100 mg/L em pH 7,0, e, ainda,
esterilizacdo a 121°C por 15 minutos.

b) Apos a adesdo de esporos de B. sporothermodurans aos cupons
depois de 12 horas de incubagdo a 30°C + 2°C com a suspenséao
de B. sporothermodurans, contendo 10° esporos/ mL.

c) Ao término da sanificacdo CIP, utilizando solugédo de acido
peracético, contendo 60 mg/L por 15 minutos a uma velocidade de
1,5 m/s e enxagle com agua atemperatura ambiente (20-25°C) por
trés minutos. Para esta avaliagdo, usou-se a metodologia igual a
mostrada no item 3.5 antes da realizagdo do swab nos cupons de

prova.

Em todas as situagdes, foram efetuadas 10 voltas com o swab na superficie
interna dos seis cupons de prova (dois em forma de cotovelo 90°, dois
cilindricos e dois em forma de T) de uma extremidade para outra, no
sentido de dentro para fora. Nos cupons em forma de T, o swab foi
realizado somente na extenséo cilindrica, ndo se avaliando a bifurcagao.

Apos a coleta na superficie, o swab era colocado na cubeta, entrando em
contato com os reagentes. A agitacdo era realizada manualmente em
forma circular por 20 segundos, sendo posteriormente adicionado no
lumindmetro, obtendo-se a leitura em cerca de 10 segundos, devidamente
registrada em papel acoplado no aparelho.

A superficie pode ser considerada limpa quando apresenta resultados
menores que 150 URL (<150 URL), sendo suspeita no intervalo de 150 a 299
URL e suja acima de 300 URL (>300 URL), quando avaliada pelo equipamento
Biotrace Xcel (BIOTRACE/ Manual Técnico, 2000).
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3.7. Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em parcelas subdivididas, tendo nas
parcelas sete sanificantes e a agua e, nas subparcelas, os trés tipos de cupons
de prova, totalizando 24 tratamentos, segundo um delineamento inteiramente
casualizado, realizado em trés repeti¢gdes. O programa estatistico utilizado para
realizar a analise estatistica foi o SAEG 8.0.

As diferengas das redugdes decimais do esporo de B. sporothermodurans entre
os sanificantes foram analisadas por meio de andlise de varidncia, em nivel de 5% de
probabilidade.

Para as comparacgdes de interesse entre os sanificantes, foi realizado
contraste das médias do numero de redugdes decimais dos cupons de prova,
em nivel de 5% de probabilidade. Foram estabelecidos os seguintes contrastes
(Quadro 2):

- Contraste 1 (Cl): comparar o desempenho da agua e dos produtos quimicos:
hipoclorito de sodio (pH 9,45; 8,0; e 7,0), cloramina organica (100 ¢ 60 mg/L) e
acido peracético (60 e 30 mg/L), na remogao dos esporos.

- Contraste 2 (C2): comparar a eficiéncia entre o hipoclorito de soédio a 100 mg/L de
CRT em pH 9,45 e as demais solugdes sanificantes: hipoclorito de sédio a 100 mg/L
de CRT em pH 8,0 e 7,0, cloramina organica a 100 e 60 mg/L de CRT e acido
peracético a 60 e 30 mg/L.

- Contraste 3 (C3): comparar a eficiéncia entre hipoclorito de soédio a 100 mg/L de
CRT em pH 8,0 e em pH 7,0.

- Contraste 4 (C4): comparar a eficiéncia entre as solu¢des de hipoclorito de sodo a
100 mg/LL de CRT em pH 8,0 ¢ 7,0, cloramina organica a 100 e 60 mg/L de CRT ¢
acido peracético a 60 e 30 mg/L.

- Contraste 5 (C5): comparar a eficiéncia entre as solugdes de cloramina organica a
100 e 60 mg/L. de CRT e as solugdes de acido peracético a 60 ¢ 30 mg/L.

- Contraste 6 (C6): comparar a eficiéncia entre as concentragdes de 100 ¢ 60 mg/L de
CRT das solugdes de cloramina organica.

- Contraste 7 (7): comparar a eficiéncia entre as concentracdes de 60 e 30 mg/L das

solucoes de acido peracético.

Quadro 2 - Comparagdes de interesse entre sanificantes por cupom de prova
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Comparagoes Sanificantes

St S22 S3 Sa4a Ss Se Sy Ss

(CD) S xS, S35, S4, Ss, S, S7, Sg +7 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1

(C2) $:x S5, 84, Ss, Se, Sy, Sg 0O +6 -1 -1 -1 -1 -1 -1
(C3)Ssx S 0o o0 +1 -1 0 0 0 0
(C4) S5, S4 x Ss, Se, S7, Ss o o0 +2 +£2 -1 -1 -1 -1
(C5) Ss, Se x S7, Sg o o o o +I +I -1 -1
(C6) Ss x Sg o 0 o0 o0 +1 -1 0 O
C7 S xS 0o o0 o0 0 O 0 +1 -1
Em que
S : agua;

S, : hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/L de CRT, pH 9,45;
S3 : hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/L de CRT, pH 8,0;
S4 : hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/L de CRT, pH 7,0;
Ss: cloramina organica a 100 mg/L de CRT, pH 7,18;

S¢ : cloramina organica a 60 mg/L de CRT, pH 7,18;

S5 : acido peracético a 60 mg/L, pH 3,4; e

Sg : acido peracético a 30 mg/L, pH 3,7.

A adesdo de esporos foi conduzida segundo um delineamento inteiramente
casualizado, em 24 repeti¢des, e analisada por meio de andlise de varidncia, em nivel de
5% de probabilidade.

Em relagdo aavaliagao do procedimento da higienizagdo dos cupons de prova
pela técnica de ATP bioluminescéncia, os resultados foram analisados de

maneira descritiva.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Adesao de esporos de Bacillus sporothermodurans em aco inoxidavel

O Quadro 3 apresenta a adesdo de esporos de B. sporothermodurans, expressa
em porcentagem e em log de UFC/cm?, nos cupons de prova do sistema-modelo nas
formas de cotovelo 90°, cilindrica ¢ em T, apds 12 horas de incubagdo a 30°C. O Quadro
4 mostra o resumo da andlise de varidncia do logio dos numeros desses esporos aderidos
nesses cupons.

Observou-se que os esporos de B. sporothermodurans apresentaram
capacidade de adesdo aos cupons de prova, porém, ndao houve diferenca significativa
(P= 0,05) entre eles (Quadros 3 e 4). O logio do nimero de esporos aderidos por e’
para os cupons no formato de cotovelo 90°, cilindrico ¢ T foi, respectivamente, de 4,01,
3,88 e 4,03 (Quadro 3); seus valores correspondentes em porcentagem de adesdo foram
de 3,93 no cipom em formato de cotovelo 90°, 2,55 no cilindrico ¢ 4,46 no T.

Embora ndo tenham sido encontrados na literatura disponivel trabalhos
especificos que quantifiquem a adesdo de B. sporothermodurans em superficies, ha
indicios de que estc microrganismo possua essa capacidade. Estudos realizados em
fabricas da  FEuropa, que apresentavam produtos contaminados com  B.
sporothermodurans, detectaram a presenca deste microrganismo em quase todos os

tipos de equipamentos UAT (HAMMER et al., 1995).

Quadro 3 - Porcentagem ¢ logio do nimero de esporos de B. sporothermodurans
(UFC/cm?) aderidos em aco inoxidavel, AISI 304, apos 12 horas de
contato a 30°C. Média de 24 observacdes
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Cupom % de adesdo Log UFC/cm?

Cotovelo 90° 393 4,01
Cilindrico 2,55 3,88
T 446 4,03
Média Geral 3,65 397

Quadro 4 - Resumo da analise de variancia do log o do numero de esporos/cm2
de B. sporothermodurans aderidos nos diferentes cupons de prova
do modelo de linha de circulagdo de leite apés 12 horas de
incubacao a 30°C

FV GL QM
Tratamentos 2 0,213"
Erro 69 0,098

ns - ndo-significativo a 5% de probabilidade (P = 0,05).

Além disso, hd trabalhos que constataram a capacidade de outros esporos do
género Bacillus de aderirem em superficies inertes, como aco inoxidavel, plastico,
borracha, entre outros (SAGRIPANTI ¢ BONIFACINO, 1999; REIS ¢ ANDRADE.,
1999; CABRAL e ANDRADE, 2000; OLIVEIRA et al., 1998; TE GIFFEL et al., 1995;
BOWER et al., 1996).

CABRAL e ANDRADE (2000) pesquisaram a adesdo de esporos de Bacillus
cereus nos mesmos cupons de prova utilizados neste experimento. Obtiveram em média
22,08% de adesdao, ap6s contato com uma suspensdo, em agua destilada esterilizada,
contendo cerca de 10° esporos de B. cereus'mL durante 12 horas a 8°C.

Em outra pesquisa, cupons de prova de aco inoxidavel de 04 et de 4rea e
tubos de borracha de silicone de 0,78 cmf® foram expostos por 30 minutos a 0,05 mL de
suspensdo em caldo LB (Luria-Bertani), contendo cerca de 1,7 x 10° esporos/ mL de
Bacillus subtilis var. globigii. O nimero de esporos aderidos foi de 6,0 x 10° por cupom

de aco inoxidavel e de 3,8 x 10° por tubo de borracha de silicone (SAGRIPANTI e
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BONIFACINO, 1999). Em relagdo ao cupom de ago inoxiddvel, a adesdo do
microrganismo foi de 17,65%.

Avaliando a adesdo desse mesmo esporo em 1 an’ de superficie de polietileno,
polipropileno ¢ PVC, ap6s 12 horas de contato com a suspensdo em agua destilada
contendo 10° esporos /mL a 25°C, verificow-se a adesdo de cerca de 10° esporos /cn’,
ndo apresentando diferenca significativa (P = 0,05) entre as superficies (REIS e
ANDRADE, 1999).

A adesdo de Bacillus subtilis, B. stearothermophilus e B. cereus em cupons de
vidro de 1 cm’ foi pesquisada durante 12 horas de contato com as suspensdes destes
esporos a 32°C, contendo 10° esporos/ mL (OLIVEIRA et al, 1998). Constataram-se as
adesdes maximas, expressas em logyo de UFC/cm? de 4,7 em quatro horas, 4,5 em oito
horas ¢ 4,0 em duas horas para B. subtilis, B. stearothermophilus e B. cereus,
respectivamente.

Em relagdo & células vegetativas, as informagdes obtidas na literatura
sugerem dificuldades de comparacdo, devido & diferentes condi¢does experimentais. Por
exemplo, analisando a adesdo de Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecium em
cupons de aco inoxidavel em forma de T, cilindrico e de cotovelo 90° de um modelo de
circulacdo de leite, apds 12 horas de contato a 18°C com a suspensdo em leite integral
esterilizado desses microrganismos contendo cerca de 10° UFC/mL, detectou-se uma
porcentagem de adesdo de 5,83 e 2,21, respectivamente (FIGUEIREDO et al., 1999).

Em outra pesquisa, placas de aco inoxidavel de 20 ent® foram incubadas a
45°C com leite inoculado com cerca de 1,0 x 10> UFC/mL de uma linhagem selvagem
de Streptococcus thermophilus, durante seis horas, sob agitacdo. Apos trés horas de
contato, as concentragdes de células aderidas foram de 1,6 x10' UFC/ent e, em seis
horas, de 1,9 x 10* UFC/ cm?, o que possivelmente aumentara com o aumento do tempo
de contato (GANDARA e OLIVEIRA, 2000).

Em outro experimento, avaliou-se a adesdo de Listeria innocua Lb6a e
Staphylococcus aureus ATCC 6538 em cupons de prova de 1 em’ de ago inoxidavel
AISI 304, policartbonato e polipropileno. Esses cupons, devidamente limpos ¢
esterilizados, foram imersos em uma suspensdo de TSB (Tryptic Soy Broth) ou de BHI
(Brain Heart Infusion), contendo 1,0 x 10 UFC/mL de L. innocua ou de S. aureus,
respectivamente, ¢ incubados a 30°C. Constatou-se adesio méaxima de 1,0 x 10°
UFC/mL apo6s 10 horas de contato com a suspensao tanto para L. innocua quanto para S.

aureus, independentemente da superficie estudada (PARIZZI, 1999).
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O numero de células aderidas de B. sporothermodurans neste estudo ndo
constituiu um biofilme, ja4 que, de acordo com ZOTTOLA (1997), para isso seria
necessaria uma adesdo entre 10° e 10’ UFC/ cm’. No entanto, nessas condicdes, a
superficie encontra-se em situagdo inadequada para o uso, pois a APHA (American
Public Health Association) sugere maximo de 2 UFC/lem® para superficies
adequadamente higienizadas (VANDERZANT e SPLITTSTOESSER, 1992). Portanto,
a presenca desses esporos aderidos nas superficies em quantidade superior a sugerida,

pode implicar possivel contaminacao de alimentos.

4.2 Acdo dos agentes quimicos sanificantes sobre os esporos de Bacillus

sporothermodurans

Ha diferenca significativa (P<0,05) na eficiéncia dos sanificantes quimicos
sobre os esporos de B. sporothermodurans aderidos, porém, ndo se constatou influéncia

dos tipos de cupom-T, cotovelo 90° e cilindrico (Quadros 5 ¢ 6).

Quadro 5 - Resumo da andlise de variancia do nimero de reducdes decimaisde B.
sporothermodurans pela acdo dos sanificantes, nos diferentes cupons
de prova do modelo de linha de circulagdo de leite, apos circulacio a
1,5 m/s por 15 minutos, a temperatura ambiente (20-25°C)

FV GL QM
Sanificante 7 4,599*
Erro(a) 16 0,212
Cupom de prova 2 0,394"
Cupom de prova X sanificante 14 0,142
Erro(b) 32 0,162

* significativo a 5% de probabilidade (P< 0,05).
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ns — nao-significativo a 5% de probabilidade (P= 0,05).

Quadro 6 - Resumo do teste F para as comparagbes de interesse entre
sanificantes

Comparagao GL QM

(C1)S1 xSy, S5, Sy, Ss, Se, Sz, Sg 1 7TA51*
(C2) S; x S5, S4, Ss, Sg, S7, Sg 1 2,555%
(C3)Ssx &4 1 0,078"
(C4) Ss, Sax Ss, Se, S7, Ss 1 0,243"
(C5) Ss, Sex S7, Sg 1 0,226
(C6) Ss x Ss 1 0,135
(CTHS7xS 1 0,042
Erro a 16 0,212

* significativo a 5% de probabilidade (P< 0,05).
ns — nao-significativo a 5% de probabilidade (P=0,05).

S1: agua; S: hipoclorito de sodio a 100 mg/lL de CRT, pH 9,45; Ss: hipoclorito de sddio
a 100 mg/L de CRT, pH 8,0; S4: hipoclorito de sodio a 100 mg/LL de CRT, pH 7,0; Ss:
cloramina orgénica a 100 mg/L. de CRT, pH 7,18; S¢ cloramina organica a 60 mg/L de
CRT, pH 7,18; S;: acido peracético a 60 mg/L, pH 3,4; Ss: acido peracético a 30 mg/L,
pH 3.7.

A comparagédo entre a eficiéncia da agua por agdo mecanica e a dos

diferentes sanificantes por agdo quimica apresentou efeito significativo (P<
0,05) (Quadro 6). A remocgao dos esporos, neste caso, ocorreu devido aforga
de atrito da agua sobre a superficie dos cupons de prova, ou seja, apenas da
acdo mecanica gerada pelo escoamento do fluido pela superficie, que se
classificou em turbulento, com o niumero de Reynolds estimado em 32000 (p =
997 kg/m?3; v =1,5 m/s; d = 0,01905 m; u = 0,0009 kg/m.s).

A remocio dos mirorganismos de tubulagdes ¢ influenciada pela taxa de
escoamento do fluido pela superficie. Sua transferéncia até a superficie da tubulagdo
ocorre numa fina camada-limite. O aumento da turbuléncia do escoamento do fluido
diminui a espessura dessa camada e isso resulta num aumento da sua taxa de

transferéncia até a superficie (MCCABE et al., 1993; FOUST et al., 1982).
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A Federacdo Internacional de Laticinios (FIL) estabelece a velocidade minima
de 1,5 m/s de circulacio de solugdes de limpeza e sanificantes para se obter uma
higienizagdo adequada (FLOH, 1993). Nesta velocidade, a turbuléncia do escoamento
do fluido garante maior difusdo das solugdes pela superficie e magnitude de for¢a de
atrito, implicando a remoc¢do de residuos aderidos. Verificase também que ocorrem
variagdes entre as diversas espécies bacterianas na resisténcia a remo¢ao mecanica.

Neste experimento, verificou-se que a circulagdo da agua a uma velocidade de
1,5 m/s por 15 minutos removeu em média 0,74 RD da populagdo dos esporos de B.
sporothermodurans aderidos nos cupons (Quadro 7), ou seja, 6,98 x 10* UFC/ent’, que
significam 74,79% de esporos retirados da superficie.

A influéncia do escoamento do fluido sobre a remocdo de esporos de B. cereus
aderidos em cupons de acgo inoxidavel, apos 12 horas de contato com uma suspensio,
em agua destilada esterilizada, contendo cerca de 10° esporos/ mL, foi avaliada por
CABRAL e¢ ANDRADE (2000), no mesmo modelo de linha de circulagdo de Ieite
utilizado neste experimento. Foi constatado que, ao aumentar a velocidade da agua
esterilizada de 0,5 m/s para 1,5 m/s, durante 10 minutos a 15°C, houve um aumento na
remogao de 78,63 para 83,12% destes esporos da superficie. Neste mesmo trabalho,
verificou-se que as resisténcias a acdo mecanica do B. sporothermodurans e B. cereus
dependeram das condi¢des experimentais.

Quadro 7- Redugdes decimais (RD) na populacdo de esporos de B.
Sporothermodurans devido a agdo dos sanificantes circulados por
15 minutos a 1,5m/s, a temperatura ambiente (20-25°C), no modelo de linha
de circulagdo de leite. Média de trés repetigdes

Tratamentos Cotovelo 90° Cilindrico T Média
Geral

Agua 0,83 0,50 088 0,74

Hipoclorito de sodio a 100mg/L. CRT, 1,33 1,31 2,06 1,57

pH 9,45

Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, 2,26 2,82 2,77 2,62

pH 8,0

Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, 2,85 2,89 2,78 2,84

pH 7,0

Cloramina organica a 100 mg/L. CRT, 244 2,93 2,94 2,77
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pH 7,18

Cloramina organica a 60 mg/L. CRT, pH 242 2,53 245 247
7,18

Acido peracético a 60 mg/L, pH 3,4 2,49 2,40 2,39 243
Acido peracético a 30 mg/L, pH 3,7 2,16 2,10 2,52 2,26

Em outro experimento realizado no mesmo equipamento citado, observouse
que, ao variar a velocidade de circulagdo do leite de 0,5 para 1,0 e 1,5 m/s, conseguia -se
maior remocdo de P. aeruginosa aderida nos cupons em forma de T, cotovelo 90° e
cilindrico, apdés 12 horas de incubagdo a 18°C, com uma suspensdo do microrganismo
inoculado em leite integral previamente esterilizado, contendo em tomo de 10°
UFC/mL. Quando a velocidade de circulagdo do leite foi de 0,5 m/s, foram removidos
88,3%, e para as velocidades de 1,0 e 1,5 m/s esses valores foram de 94,6 ¢ 95%,
respectivamente (FIGUEIREDO e ANDRADE, 1999). A comparagdo entre a
resisténcia a acdo mecanica de P. aeruginosa ¢ a de B. sporothermodurans ¢ dificultada
em razao da diferenca no niimero inicial e do liquido de circulacgo.

Observou-se que apenas a agao mecanica da agua nao foi suficiente
para obter uma higienizagado eficiente. Ha, portanto, a necessidade de
interagdo da agdo mecanica com os fatores energia térmica, agao quimica e
tempo de contato para se atingir tal objetivo.

A afirmacio anterior foi constatada por GANDARA e OLIVEIRA (2000),
quando avaliaram a eficiéncia das etapas da higienizagdo e verificaram maior redugdo
de uma linhagem selvagem de Streptococcus thermophilus aderidos em placas de aco
inoxidavel de 20 cnt, quando todas eram realizadas. Apos seis horas de contato com a
suspensio de S. thermophilus, contendo em torno de 10° UFC/mL, encontravam-se
aderidos 1,9 x 10* UFC/cm?. Em seguida, essas placas foram submetidas & limpeza
alcalina, com produto comercial a base de NaOH na concentracdo de 1%, a 68-71°C
durante sete minutos, ¢ a limpeza acida, com produto comercial a base de dacido
fosforico na concentragdo de 1%, a temperatura ambiente (20-25°C) por trés minutos,
sendo sanificadas com solugdo de hipoclorito de sodio a 100 mg/LL de cloro residual
total por tr€s minutos de contato e temperatura ambiente (20-25°C). Nao houve

informagdo acerca do pH da solugdo clorada utilizada. A avaliagdo microbiologica nao
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detectou microrganismos por cm’ na superficie analisada, sendo, portanto, o nimero de
RD maior ou igual a 4,28.

Resultados semelhantes também foram observados por KRYSINSKI et al.
(1992) na reducdo de Listeria monocytogenes quando foram associados os processos de
limpeza e sanificacio em poliéster e poliéster/poliuretano. O detergente alcalino clorado
utilizado na concentragdo especificada pelo fabricante removeu a L. monocytogenes no
poliéster. No entanto, para o poliéster/poliuretano foi necessaria também a sanificacdo
com hipoclorito de sodio a 200 mg/L, em pH 7,7, para se obter a mesma eficiéncia.

Quanto aos sanificantes quimicos, verificou-se efeito significativo
(P< 0,05) entre o hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/L de cloro residual total
(CRT) sem corregédo de pH (pH 9,45), e os demais sanificantes (Quadro 6).
Ressalta-se, neste caso, que a agao quimica dos sanificantes foi influenciada
pelo escoamento do fluido. Quando o escoamento é turbulento, a transferéncia
do sanificante até a superficie € maior, resultando em remoc¢ao mais eficiente
dos microrganismos aderidos.

As diferencas de eficiéncia obtidas entre as solugdes de hipoclorito de
sodio a 100 mg/L de CRT em pH 9,45, 8,0 e 7,0 e as solugdes da cloramina
organica a 100 e 60 mg/L de CRT pode ser explicada pela concentragdo de
acido hipocloroso (HCIO) presente nessas solugdes, que é o agente
antimicrobiano.

Reordenando os termos da equagdo de Henderson-Hasselbalch (equacdo 7),
foi possivel determinar a concentracdo de acido hipocloroso nas solugdes cloradas, da

seguinte maneira:

mg/L de HCIO = mg/L de cloro residual livre (7)

1+10pH—pKa

A solucdo de hipoclorito de sédio contendo 100 mg/L de CRT e pH 9,45 (sem
corregdo de pH) apresentou menor concentragdo de acido hipocloroso (Quadro 8), o que
explica a pouca eficiéncia sobre os esporos aderidos nos cupons de prova. Com a
correcdo do pH desta solugdo clorada para pH 8,0 e 7,0, obteve-se maior liberagio de
acido hipocloroso. Assim, a diminuic3o do pH conduz a aumento na concentragdo de

acido hipocloroso e decréscimo de ion hipoclorito, implicando maior eficiéncia do

sanificante (DYCHDALA, 1991; GIESE, 1991).
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Quadro 8 - Efeito da concentracdo de acido hipocloroso (HCIO) das solugdes
sanificantes na a¢ao esporicida sobre B. sporothermodurans

Sanificante (II_IH(;S) RD (rrll)in)
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, pH 9,45 1,68 1,57 9,55
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, pH 8,00 24,08 2,61 5,75
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, pH 7,00 75,59 2,84 5,28
Cloramina orgénica a 100 mg/L CRT, pH 7,18 67,63 2,77 541
Cloramina orgénica a 60 mg/L. CRT, pH 7,18 40,43 247 6,07

Quando o pH da solugdo de hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/L. de CRT,
foi comrigido com acido nitrico de 945 para 80 e 7,0, as concentracdes de acido
hipocloroso aumentaram de 1,68 mg/L para 24,08 e¢ 75,59 mg/L, respectivamente, ¢ 0s
valores de D correspondentes a essa variagdo foram de 9,55 minutos para 5,75 e 5,28
minutos (Quadro 8).

Observa-se, portanto, que a diminuicio do pH dessa solugdo melhora a
eficiéncia deste, o que também foi constatado por ANDRADE e¢ SERRANO (1993).
Esses pesquisadores, utilizando uma solu¢do de hipoclorito de sodio a uma
concentracdo de 105 mg/L em pH 9,0, 8,0 e 7,0, a 30°C, em teste de suspensdo, sobre
esporos de B. subtilis ATCC 19659, obtiveram diminui¢do do valor de D pelo aumento
da concentracdo de 4acido hipocloroso. Essa solugdo, em pH 9,0, apresentou
concentracdo de 3,22 mg/L de 4cido hipocloroso, e, ao se diminuir o pH para pH 8,0 ¢
7,0 esta concentragdo aumentou para 25,24 mg/L ¢ 79,55 mg/L. Os valores de D obtidos
foram de 5,77, 0,94 e 0,25 minutos, respectivamente.

As informagdes anteriormente mencionadas levam a duas consideragdes: os
esporos de B. sporothermodurans apresentam-se mais resistentes que os de B. subtilis
ao acido hipocloroso ou a maior resisténcia esta associada ao fato de que os primeiros
estavam aderidos a superficie de ago inoxidavel, o que parece ser mais provavel.

TE GIFFEL et al. (1995) encontraram variagdes nos resultados ao avaliarem a
eficiéncia de compostos clorados em esporos de B. cereus em suspensdo ¢ aderidos,
utilizando testes de suspensdo e teste de superficie. No teste de suspensdo, as solugdes

cloradas contendo 180 e 185 mg/L de cloro residual livire - o pH ndo foi informado -
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apresentaram, ap6s 10 minutos de contato a 50°C, efeito similares, obtendo-se 3,16
redugdes decimais (RD). No teste de superficie, que se baseia na remogdo de
microrganismos aderidos em superficies, onde foram avaliados aco inoxidavel e
borracha, observou-se maior resisténcia dos esporos nelas aderidos. Apenas 0,4 RD para

a borracha e 0,7-0,8 RD para o ago inoxidavel, devido a agdo das duas solugdes

cloradas, foram alcangados no mesmo tempo de contato e temperatura.

Nao houve diferenca significativa (P> 0,05) entre as solugdes de hipoclorito de
sodio corrigidas para pH 8,0 e 7,0 e as solugdes de cloramina orginica 100 mg/L e 60
mg/L CRT (Quadro 6), apesar da diferenga na concentragdo do &cido hipocloroso
(Quadro 8).

A maior eficiéncia do clorado inorganico foi verificada por BLOOMFIELD e
ARTHUR (1989). Investigando a atividade de hipoclorito de sodio e dicloroisocianurato
de sodio, ambos em pH 74, usando o teste de suspensfio, sobre 3,0 x 108 €sporos por
mL de B. subtilis, esses autores constataram diferenca na eficiéncia entre os
sanificantes. Enquanto o hipoclorito de sédio a 100 mg/L de CRT reduziu mais de
99,9% dos esporos em cinco minutos de contato, o dicloroisocianurato de sodio a 300
mg/L de CRT eliminou somente 30% destes esporos nas mesmas condigdes.

Por meio da equagéo que relaciona o logo dos valores de D em fungéo da
concentragao de acido hipocloroso (Figura 2), foi possivel determinar o
valor de Z (344,8 mg/L), que é a variagao na concentragdo de HCIO, em
mg/L de cloro residual livre (CRL), necessaria para reduzir em 90% o valor
de D, em minutos. Assim, foi possivel determinar a equacao 11, que inter-

relaciona o valor de D, em minutos, e a concentragédo de HCIO:
D=DrX10CI‘-C/344,8 (11)

em que
D = valor de D, em minutos;
D= valor de D de referéncia, em minutos;
C.= concentragdo de acido hipocloroso de referéncia, em mg/L de CRL; ¢

C = concentracdo de 4cido hipocloroso, em mg/L de CRL.
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1,17 y =-0,0029x**+ 0,9199
R?=0,5735

—
1
0o

LOg 10 D

0 20 40 60 80
mg/L HCIO

** Significativo a 1% de probabilidade (P < 0,01).
Figura 2 - Valor de D em fung&o da concentragdo de acido hipocloroso.
Considerando o valor de D, como de 6,37 minutos e C; igual a 40 mg/L tem -se

a seguinte equacao:

D=6.37x10 40-C/344,8

Esta equacéo é valida para as concentracdes de acido hipocloroso entre 1,68 e
75,59 mg/L (Quadro 8), que foi a faixa estudada. Assim, para obter 3 D a
partir de uma concentragdo de 50 mg/L de HCIO, expressa em CRL, o
tempo de contato devera ser de 17,76 minutos.

Observouse que ndo houve diferenca significativa (P=0,05) entre as solugdes
de acido peracético e as demais solugcdes, com excecdo do hipoclorito de sodio a 100
mg/L, pH 9,45 (Quadros 6 ¢ 7).

Pelos resultados obtidos, nenhum dos sanificantes atingiu 3 RD, que ¢ o valor
sugerido em testes de suspensdo para a aprovacdo de sanificantes contra esporos nas
condi¢des de uso (TE GIFFEL et al., 1995). Nao ha um valor definido para aprovacdo
de sanificartes agindo sobre microrganismos aderidos, sejam c€lulas vegetativas ou
esporos. No entanto, assim como as células vegetativas aderidas, os esporos aderidos
sdo mais resistentes a acdo dos sanificantes, necessitando de concentragdes e tempos de

contato maiores para serem eficientes (MOSTELLER e BISHOP, 1993; TE GIFFEL et
al., 1995).
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TE GIFFEL et al, (1995) inocularam uma suspensdo, contendo 1,0x10° de
esporos de B. cereus por mL, mais 4% de leite, em discos de aco inoxidavel e borracha
de 20 mm de didmetro e verificaram maior resisténcia desses esporos aderidos a acdo
das solugdes cloradas, contendo 180 e 185 mg/L de CRT, apds 10 minutos de contato a
50°C, ao compard-los em suspensdo no mesmo tempo € na mesma temperatura de
contato. Também foram constatadas diferencas na populacdo de esporos para as duas
superficies avaliadas, em que se obteve 0,4 RD para a borracha e 0,7-0,8 RD para o ago
inoxidavel pela acdo das duas solugdes cloradas. Essa resisténcia pode estar relacionada
com o meio envolvendo a bactéria e a natureza da superficie, as quais possuem fissuras
e ranhuras que as protegem, devido apouca penetracdo do sanificante.

Constata-se pelo Quadro 9 que, para se obter 3 RD, o tempo de contato dos
sanificantes ¢ dos esporos aderidos variou entre 15,83 e 28,71 minutos. Estes tempos de

contato estdo dentro de uma faixa adequada para o procedimento de higienizacao.

Quadro 9 - Valores de D para esporos de B. sporothermodurans em funcao de
sanificantes circulados a 1,5 m/s por 15 minutos, a temperatura ambie nte
(20-25°C), no modelo de linha de circulagdo de leite

Sanificante D* (min.) 3D** (min)
Agua 20,36 61,09
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, pH 9,45 9,57 28,71
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, pH 8,0 5,74 17,21
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L CRT, pH 7,0 5,28 15,83
Cloramina orgénica a 100 mg/L CRT, pH 7,18 542 16,25
Cloramina organica a 60 mg/L CRT, pH 7,18 6,08 18,23
Acido peracético a 60 mg/L, pH 3,4 6,18 18,53
Acido peracético a 30 mg/L, pH 3,7 6,63 19,90

* Valores experimentais.
** Valores estimados.

A comparacdo dos resultados encontrados neste experimento com dados
disponiveis na literatura torna-se dificultada em virtude das diferentes condicoes

experimentais.
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No entanto, de maneira geral, existe concordincia entre as pesquisas de que o
hipoclorito de sédio ¢ igual ou mais eficiente sobre esporos do que o acido peracético.
Isto foi constatado por MORAES (1996), que avaliou a resisténcia de cinco isolados de
esporos de bactérias aerobias mesofilas de equipamentos de abatedouro de aves pelo
teste de suspensdo. As condi¢cdes foram: tempo de contato de 30 minutos, com solugdo
de hipoclorito de sodio, contendo 100 mg/LL. de CRT em pH 8,0, solugdo de cloramina
organica dicloroisocianurato de sodio, contendo 150 mg/. de CRT em pH 84, ¢ 300
mg/L de acido peracético em pH 2,9. Verificowrse que o hipoclorito de sodio contendo
24 mg/LL de HCIO e o acido peracético foram mais eficientes, ambos obtendo 2,2 RD na
populagdo de esporos mesofilos, e a cloramina organica, com 19 mg/L de HclO, obteve
0,8 RD.

Resultado semelhante foi obtido por TE GIFFEL et al. (1995), que, avaliando o
efeito esporicida de duas concentragdes de solugdes de cloro e acido peracético pelo
teste de suspensdo sobre esporos de B. cereus isoladas de industrias de laticinios,
verificaram diferenga na eficiéncia desses sanificantes. As solugdes cloradas contendo
180 ¢ 185 mg/L de cloro residual livre apresentaram, ap6s 10 minutos de contato a
50°C, efeitos similares, obtendo 3,16 reducdes decimais (RD), e foram mais eficientes
que as duas concentragdes (140 e 200 mg/L) de acido peracético, que conseguiram em
média 1,15 e 1,9 RD, respectivamente.

Outra pesquisa mostrou o efeito esporicida de acido peracético e hipoclorito de
sodio sobre B. subtilis ATCC 6633 e um isolado selvagem obtido de membranas de
ultrafiltragdo, B. subtilis 1, pelo teste de suspensdo a 20°C, utilizando concentragdes de
168 mg/L e 336 mg/L, respectivamente (ALASRI et al., 1993). Ap6s duas horas
de contato com a suspensio contendo 1,0 x 10° esporcs/mL, os dois sanificantes
apresentaram cinco reducdes logaritmicas. Verificou-se inibicdo da adesdo desses
esporos na membrana, provocada pela ac@o dos dois sanificantes.

O efeito esporicida de 4acido peracético a 400 mg/L em uma temperatura de
20°C foi avaliado em uma suspensdo de esporos de B.subtilis SA22 (NCA 72-52),
contendo 1,0 x 10° esporos/mL. Apos 30 segundos de contato com essa solugdo, obteve-
se um valor de D de 2,0 minutos, e, a0 aumentar a temperatura para 30°C, esse valor
diminuiu para 1,3 minuto (LEAPER, 1984). Os maiores valores de D correspondentes a
6,18 ¢ 6,63 minutos, encontrados neste experimento (Quadro 9), podem ser explicados
pelo fato de se usarem menores concentragdes de acido peracético (30 ¢ 60 mg/L) e

também porque, neste caso, os esporos estavam aderidos a superficie do ago inoxidavel.
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Os resultados deste experimento sugerem que o uso de hipoclorito de
sodio, apds correcao do pH, pode ser escolhido sem prejuizo da eficiéncia do
processo de higienizagao, além de apresentar menor custo (Quadro 10). Para
corrigir o pH da solucao de hipoclorito de sodio para pH 7,0 e 8,0, adicionaram-
se 1,8 mL e 0,5 mL de acido nitrico concentrado (70%) em 15 litros desta
solucéo, respectivamente. O custo de acido nitrico concentrado em ddlar esta
em torno de US$ 1,37 por litro.

Quadro 10 - Custo de aquisigao de sanificantes disponiveis no mercado, em ddlar

Sanificantes Unidade Custo unitario
(US$)
Hipoclorito de sodio comercial (ABC/Itaperuna, RJ) L 0,20
Dicloro s. triazinatriona sodica diidratada (Sumaveg/ Kg 4,70
Lever Industrial)
Acido peracético Vortexx L 420

Com base no Quadro 10, pode-se estimar o custo de preparo das diversas
solucdes avaliadas no experimento. Por exemplo, para o preparo de 1.000
L de solugbes de hipoclorito de sédio contendo 100 mg/L de CRT, gasta-se
aproximadamente US$ 0,23 quando o pH ndo é corrigido e US$ 0,27 e
US$ 0,40 para valores de pH de 8,0 e 7,0, respectivamente. Para preparar
o0 mesmo volume de solugbes a partir da cloramina organica, os valores
sdo de US$ 15,66 para 100 mg/L de CRT e US$ 9,40 para 60 mg/L de
CRT. Para solugdes contendo 30 e 60 mg/L de acido peracético os valores
sdo de US$ 4,20 e US$ 8,40, respectivamente. Portanto, verifica-se que,
mesmo com a corregao do pH da solugao de hipoclorito de sddio a 100
mg/L de CRT, o seu custo € mais baixo em relagdo aos outros dois
sanificantes. Assim, considerando-se que nao houve diferencga significativa
(P=0,05) entre os sanificantes, o hipoclorito de sédio pode ser utilizado,

representando menor custo para as industrias.
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4.3. Avaliagao do processo de higienizagao dos cupons de prova

Os resultados da avaliacdo das condi¢cbées de higiene dos cupons de
aco inoxidavel, em URL, sdo mostrados em diferentes situagdes: a) apds a
etapa de pré-lavagem, lavagem alcalina, sanificagdo e, ainda, esterilizagao a
121°C durante 15 minutos dos cupons de prova (Quadro 11); b) apds a adeséao
dos esporos de B. sporothermodurans ao final de 12 horas de incubagéao a
30°C com uma suspensdo em tampao fosfato, contendo cerca de 10° esporos
/mL (Quadro 12); e c) apos o procedimento de sanificagdo CIP do sistema-
modelo, utilizando 60 mg/L de acido peracético durante 15 minutos em

temperatura ambiente (Quadro 13).

Quadro 11 - Avaliacio dos cupons de prova pela técnica de ATP bioluminescéncia apos
a higienizacdo CIP ¢ esterilizagdo a 121°C por 15 minutos. Valores
expressos em Unidade Relativa de Luz (URL)

Repetigao Cotovelo 45° Cilindrico T
1 32 32 34

2 26 28 20

39 40 39

Média 32 33 31

Quadro 12 - Avaliacdo dos cupons de prova pela técnica de ATP
bioluminescéncia apés a adesdo de esporos de B.
sporothermodurans, ao final de 12 horas de incubacéo a 30°C,
com a suspensdo contendo cerca de 10° esporos/ cm?.

Valores expressos em URL

Repeticao Cotovelo 45° Cilindrico T
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1 54 67 76

2 69 146 161

Média 61 106 118
Quadro 13 - Avaliagdo dos cupons de prova pela técnica de ATP
bioluminescéncia apds a sanificagao CIP, utilizando solugao a
60 mg/L de acido peracético por 15 minutos atemperatura
ambiente (20-25°C), a uma velocidade de 1,5 m/s, e um pré-
enxague por trés minutos com agua atemperatura ambiente
(20-25°C). Valores expressos em URL

Repeticdo Cotovelo 45° Cilindrico T
1 113 50 88

2 87 50 133
Média 100 50 110

Os seis cupons avaliados ap6s a sanificacdo e esterilizagao
apresentaram resultados inferiores a 150 URL (Quadro 11), o que indica
estarem limpos, livres de contaminacdo microbiana ou de residuos orgéanicos,
com base na interpretagao proposta pelo fabricante.

Apos a adesao dos esporos, verificou-se, em média, valores abaixo de
150 URL para os diferentes tipos de cupons de prova (Quadro 12). No entanto,
os resultados da enumeragéo dos esporos pela técnica da contagem-padrao
em placas mostram valores em torno de 1,0 x 10* UFC/cm? (Quadro 3). Assim,
pelo método tradicional de contagem microbiana, as superficies dos cupons
encontravam-se em condi¢des higiénicas insatisfatérias, quando comparadas
com a recomendag¢ao da APHA, que sugere o maximo de 2 UFC/cm? para
superficies adequadamente higienizadas.

Nesse caso, as informagdes obtidas pelos dois métodos séo
inconsistentes. A provavel explicacao para isso seria o fato de que os esporos
bacterianos ndo apresentam metabolismo, niveis de ATP ou transporte de
elétrons detectaveis, ndo tendo, portanto, energia suficiente para realizar a
reacao de formacao de luz (BAKER et al., 1992). Assim, quando expostos ao
complexo enzimatico luciferina/luciferase, produziram menos bioluminescéncia,

quando comparados com as células vegetativas. Uma outra possivel
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explicacdo, menos provavel, mas que poderia contribuir para os resultados
obtidos, seria o fato de a superficie nao ser lisa, possuindo fissuras e ranhuras
que podem “proteger” o esporo aderido da remogao com o swab.

Os resultados obtidos ao avaliar os cupons depois da circulagdo da
solugédo a 60 mg/L de acido peracético e pré-enxaglie com agua atemperatura
ambiente (20-25°C) por trés minutos mostraram que todos os tipos de cupom
encontravam-se limpos (Quadro 13).

Apesar do pequeno numero de repeticbes e amostras analisadas no
experimento, os resultados sugerem que a técnica de ATP bioluminescéncia

nao se mostra adequada para detectar a presenca de esporos bacterianos.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Este trabalho teve por objetivo avaliar a adesdo de esporos de B.
sporothermodurans em ago inoxidavel, uma vez que ha indicios de que este
microrganismo possui a capacidade de se aderir nesta superficie. Além disso,
analisou-se a eficiéncia de sanificantes nas concentragdes utilizadas em
industrias de laticinios sobre esses esporos aderidos em cupons de ago
inoxidavel nas formas de cotovelo 90°, cilindrico e T do modelo de linha de
circulacao de leite, simulando uma sanificagdo CIP (Cleaning In Place), ou seja,
em condicdes de uso simulado.

Observou-se que os esporos de B. sporothermodurans possuem
capacidade de se aderirem em aco inoxidavel. Ao incubar os cupons de prova
nos formatos de cotovelo 90°, cilindrico e T por 12 horas a 30°C com uma
suspensdo, em tampao fosfato, contendo aproximadamente 10° esporos/mL, o
logio do nimero de esporos que permaneceram aderidos por cm? foi,,
respectivamente, de 4,01, 3,88 e 4,03, e seus valores correspondentes em
porcentagem de adeséao foram de 3,93, 2,55 e 4,46%.
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Ao avaliar a agdo mecanica da agua sobre a remogao dos esporos
aderidos nos cupons de ago inoxidavel, verificou-se que a circulagdo da agua a
uma velocidade de 1,5 m/s, tendo, portanto, um escoamento turbulento,
durante 15 minutos, removeu em média 0,74 RD da populagédo desses esporos
aderidos, o que significa 74,79%.

Em relagdo aos sanificantes avaliados, ndo houve diferenga (P=0,05)
entre os sanificantes, com excec¢ao do hipoclorito de sédio a 100 mg/L de CRT,
em pH 9,45, que apresentou a menor eficiéncia (1,57 RD), e também n&o se
observou influéncia dos cupons ce prova na eficiéncia dos sanificantes. Os
numeros de redugdes decimais obtidos, em ordem descrescente, foram de
2,84;2,77;2,67; 2,47; 2,43; e 2,26RD para as solu¢des de hipoclorito contendo
100 mg/L em pH 7,0; de cloramina orgénica, a 100 mg/L em pH 7,18; de
hipoclorito contendo 100 mg/L em pH 8,0; de cloramina organica, a 60 mg/L em
pH 7,18; de acido peracético a 60 mg/L em pH 3,4; e de acido peracético a 30
mg/L, em pH 3,7 respectivamente.

As diferencas na eficiéncia entre o hipoclorito de sédio contendo
100 mg/L de CRT sem corregédo de pH (pH 9,45) e as demais solugdes
cloradas inorganicas com pH corrigidos pela adigdo de acido nitrico
concentrado (70%) e cloraminas organicas podem ser explicadas pela
concentragdo de acido hipocloroso (HCIO) presente nessas solugdes.
Enquanto a solugao de hipoclorito de sédio contendo 100 mg/L de CRT em pH
9,45 apresentava 1,68 mg/L de HCIO, expresso em CRL, as solugbes de
hipoclorito de sddio corrigidas para pH 8,0 e 7,0 continham 24, 08 e 75,59
mg/L, e as solugdes cloraminas organicas, 100 e 60 mg/L de CRT, 67,63 e
40,43 mg/L de HCIO. Foi observado maior valor de D com o aumento da
concentracédo de HCIO.

Determinou-se a equacdo a seguir, que interrelaciona o valor de D, em
minutos, e a concentragao de HCIO; nesta equacgao foi utilizado um valor de D
de referéncia (D) de 6,37 minutos, que corresponde a uma concentragao de
referéncia (Cr) de HCIO de 40 mg/L de CRL:

D= 6 37X 10 40-C/ 344,8

em que
D = valor de D, em minutos; e
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C = concentragédo de HCIO, em mg/L de CRL.

Com esta equacao, valida somente para valores dentro da faixa dos
valores experimentais, que variam entre 9,55 e 5,28 minutos para os valores de
D e entre 1,68 e 75,59 mg/L de HCIO, pode-se calcular o valor de D ou a
concentragao de HCIO que se enquadra nesta faixa.

Os resultados sugerem que o uso de solugdes de hipoclorito de sédio
com pH corrigido para 8,0 ou 7,0 pode ser escolhido sem prejuizo da eficiéncia
do processo de higienizagéo, além de apresentar menor custo.

Verificou-se, em condi¢gdes de uso simulado, que somente a acao
mecénica nao ¢é suficiente para a remocdo de esporos de B.
sporothermodurans aderidos em acgo inoxidavel, sendo necessario adotar
sanificantes adequados, além de aplicar processos de higienizagdo completa
para garantir condigdes higiénicas satisfatérias, segundo recomendagdes da
APHA (2 UFC/cm?).

No que se refere ao uso da técnica de ATP bioluminescéncia para
avaliar o procedimento de higienizagdo, puderam ser constatados alguns
aspectos. Os resultados sugerem que a técnica ndo é adequada para detectar
a presencga de esporos bacterianos aderidos, devido provavelmente ao baixo
nivel de ATP detectavel desses esporos.
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APENDICE

Quadro 1A — Médias das duplicatas do numero inicial de esporos de B.
sporothermodurans aderidos € numero de sobreviventes (n°
final) apds a sanificagdo, com respectivo numero de redugdes
decimais (RD), no cupom de prova na forma de cotovelo 90°

Sanificantes Repeticao n° inicial n° final RD
Agua 1 793 x 10° 1,54 x 10° 0,71

2 2,65x 10* 174x 10° 1,18

3 2,50x 10* 6,31x 10° 0,60
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L de 1 9,78 x 10° 364 x 10° 1,43
CRT, pH 9,45

2 235x 10 133x 10° 125

3 2,18x 10 1,06 x 10° 131
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L de 1 2,50 x 10* 645x 10" 2,59
CRT, pH 8,0

2 6,03x 10° 322x 10" 227

3 631x 10° 777x 10" 191
Hipoclorito de sédio a 100 mg/L de 1 1,90 x 10 125x 10° 2,18
CRT, pH 7,0

2 222x 10 1,71 x 10" 3,11

3 2,12x 10 1,14 x 10" 327
Cloramina organica a 100 mg/L de 1 4,65 x 10° 7,58 x 10° 2,79
CRT, pH 7,18

2 3,74x 10° 265x 10" 2,15

3 538x 10° 228x 10" 237
Cloramina orgénica a 60 mg/L de 1 793x 10° 6,07 x 10" 2,12
CRT, pH 7,18

2 986 x 10° 2,09x 10" 2,67

3 245x 10* 834 x 10" 247
Acido peracético a60 mg/L, pH 3.4 1 1,46 x 10" 2,84x 10' 2,71

2 497x 10° 228x 10" 234

3 493x 10° 1,9x 10" 241
Acido peracético a30 mg/L, pH 3,7 1 580x 10° 645x 10" 1,95

2 557x 10° 493 x 10" 2,05

3 410x 10° 133x 10" 249
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Quadro 2A — Médias das duplicatas do mnumero inicial de esporos de B.
sporothermodurans aderidos e numeros de sobreviventes (n° final)
apos a sanificagdo, com respectivo nimero de redugdes decimais (RD),
no cupom de prova cilindrico

Sanificantes Repeticio n° inicial n° final RD
Agua 1 722x10  3,17x10° 036

2 82x10°  202x10° 0,63

3 969x 100  296x10° 0,52
Hipoclorito de sédio a 100 mg/L de 1 805x10°  407x10*> 130
CRT, pH 9,45

2 137x10*  486x 10> 145

3 752x10°  475x10° 120
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L de 1 125x 100 226x 10" 2,74
CRT, pH 8,0

2 571x10°  207x10" 244

3 145x10°  754x10° 328
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L de 1 7.99x 10° LI3x 10" 285
CRT, pH 7,0

2 652x10°  283x10" 236

3 1,09x 10" 377x10° 346
Cloramina organica a 100 mg/L de 1 L17x 100 754x10° 3,19
CRT, pH 7,18

2 373x100 1,88x10° 330

3 668x10°  339x10" 229

[u—

Cloramina organica a 60 mg/L de CRT, 32x10°0  471x10" 1,83
pH 7,18
105x10°  132x10" 290

969x10° 132x 10" 287

120x10*  490x 10" 239
566x10°  320x 10" 225
627x10°  1,70x 10" 257

368x10°  377x10" 1,99
601x10°  396x10" 218
463x10°  339x10' 213

Acido peracético a 60 mg/L, pH 3,4

Acido peracético a 30 mg/L, pH 3,7

W N~ W~ Wi
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Quadro 3A — Médias das duplicatas do numero inicial de esporos de B.
sporothermodurans aderidos e numeros de sobreviventes (n°
final) apds a sanificacdo, com respectivo numero de redugdes
decimais (RD), no cupom de prova T

Sanificantes Repeticao n° inicial n° final RD
Agua 1 326x10°  2,15x10° 0,18

2 2,18x 10  120x10° 126

3 366x10°  230x10° 120
Hipoclorito de sédio a 100 mg/L de 1 586x 10" 1,05x10° 275
CRT, pH 9,45

2 268x 10" 453x10° 1,77

3 137x10°  304x10° 1,65
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L de 1 131x10*  352x10' 257
CRT, pH 8,0

2 757x10°  241x10" 2,50

3 1,57x10"  925x10° 323
Hipoclorito de sédio a 100 mg/L de 1 455x 100 148x10" 349
CRT, pH 7,0

2 244x10°  777x10" 250

3 191x10*  833x10' 236
Cloramina organica a 100 mg/L de 1 148x10°  740x10° 330
CRT, pH 7,18

2 222x10°  185x10° 3,08

3 3,15x10°  1,11x10" 245
Cloramina orgénica a 60 mg/L de CRT, 1 576x10°  204x10" 245
pH 7,18

2 735x10°  555x10° 3,12

3 L13x10*  183x10> 1,79
Acido peracético a 60 mg/L, pH 3.4 1 357x100  37x100 198

2 1,09x 10 204x10' 273

3 603x10°  204x10" 247
Acido peracético a 30 mg/L, pH 3,7 1 624x10°  352x10"° 225

2 520x 100 222x10" 237

3 639x10°  740x10° 294
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Quadro 4A - Porcentagem de adesdo inicial de esporos de B.
sporothermodurans e final apds a sanificagdo, no cupom de
prova na forma de cotovelo 90°

Sanificantes Repeti¢do % inicial % final Médial Média F
Agua 1 3,65 19,38 6,01 17,06
2 5,82 6,57
3 8,56 25,23
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 2,96 3,72 6,74 4,74

de CRT, pH 9,45

2 5,83 5,64

3 11,41 487
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 6,16 0,26 2,83 0,67
de CRT, pH 8,0

2 1,03 0,53

3 1,30 1,23
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 2,95 0,66 4,84 0,26
de CRT, pH 7,0

2 8,22 0,08

3 3,33 0,05
Cloramina organica a 100 mg/L de 1 2,36 0,16 2,28 043
CRT, pH 7,18

2 2,56 0,71

3 1,91 042
Cloramina orgénica a 60 mg/L de 1 2,64 0,77 4,71 0,44
CRT, pH 7,18

2 332 0,21

3 8,17 0,34
Acido peracético a 60 mg/L, pH 1 5,20 0,19 2,78 0,34
34

2 1,93 046

3 1,22 0,38
Acido peracético a 30 mg/L, pH 1 1,09 1,11 1,30 0,77
37

2 1,61 0,88

3 1,20 0,32
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Quadro 5A - Porcentagem de adesdo inicial de esporos de B.
sporothermodurans e final apds a sanificagdo, no cupom de
prova cilindrico

Sanificantes Repeti¢do % inicial % final Médial MeédiaF
Agua 1 333 43,86 2,84 32,68
2 1,87 23,66
3 332 30,53
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 2,44 5,05 3,26 497

de CRT, pH 9,45

2 3,40 3,55

3 3,94 6,32
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 3,08 0,18 234 0,20
de CRT, pH 8,0

2 0,97 0,36

3 298 0,05
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 1,24 0,14 1,79 0,20
de CRT, pH 7,0

2 241 043

3 1,71 0,03
Cloramina organica a 100 mg/L de 1 5,94 0,06 3,62 021
CRT, pH 7,18

2 2,55 0,05

3 2,37 0,51
Cloramina orgénica a 60 mg/L de 1 1,07 1,46 2,61 0,58
CRT, pH 7,18

2 3,54 0,13

3 323 0,14
Acido peracético a 60 mg/L, pH 1 427 041 2,67 042
34

2 2,20 0,57

3 1,55 0,27
Acido peracético a 30 mg/L, pH 1 0,69 1,03 1,26 0,81
37

2 1,73 0,66

3 1,36 0,73
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Quadro 6A - Porcentagem de adesdo inicial de esporos de B.
sporothermodurans e final apds a sanificagao, no cupom de

prova T
Sanificantes Repeti¢do % inicial % final Médial Média F
Agua 1 1,50 65,91 6,28 25,89
2 4,79 5,51
3 12,53 6,26
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 17,76 0,18 10,53 1,36

de CRT, pH 9,45

2 6,65 1,69

3 717 222
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 323 0,27 2,58 0,22
de CRT, pH 8,0

2 1,29 0,32

3 3,22 0,06
Hipoclorito de sodio a 100 mg/L 1 7,07 0,03 6,37 0,26
de CRT, pH 7,0

2 9,04 0,32

3 3,00 044
Cloramina organica a 100 mg/L de 1 7,51 0,05 3,38 0,16
CRT, pH 7,18

2 1,52 0,08

3 1,12 0,35
Cloramina orgénica a 60 mg/L de 1 1,92 0,35 2,72 0,68
CRT, pH 7,18

2 247 0,08

3 3,77 1,62
Acido peracético a 60 mg/L, pH 1 1,27 1,04 2,33 0,52
34

2 424 0,19

3 1,49 0,34
Acido peracético a 30 mg/L, pH 1 1,17 0,56 1,52 0,37
37

2 1,50 043

3 1,87 0,12

81



Quadro 7A - Resumo da analise de variancia da regresséao linear do valor de D
em fungao da concentragcédo de HCIO

Estatistica de regressao

R multiplo 0,757298
847
R-quadrado 0,573501
544
R-quadrado 0,540693
ajustado 97
Erro-padrio 0,073419
809
Observagoes 15
ANOVA
FV GL SQ MQ F F de significacao
Regressao 1 0,09422952 0,09422952 17,48076682 0,001077045
Residuo 13 0,070076089 0,005390468
Total 14 0,164305609
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