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RESUMO

SALUSTIANO, Valéria Costa, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2002. Avaliagaio da microbiota do ar de ambientes de
processamento e seu controle por agentes quimicos na industria de
laticinios. Orientador: Nélio José de Andrade. Conselheiros: Sebastido

César Cardoso Brandao e Raquel Monteiro C. Azeredo.

Foi avaliada a microbiota do ar dos ambientes de recepcao,
embalagem e pasteurizacdo de leite e producdo de queijos, iogurte, doce de
leite e manteiga no Laticinios/Funarbe-UFV, pelas técnicas da impressédo em
agar (IA) e da sedimentacdo (S). Avaliou-se, ainda, a eficiéncia da pulverizagao
de solugdes sanificantes de digluconato de clorhexidina (DC) a 1.000 e 2.000
mg/L (pH 5,3 e 5,2, respectivamente), de acido peracético (AP) a 45 e 75 mg/L
(pH 4,2 e 3,8, respectivamente) e de quaternario de aménia (QA) a 700 e 1.200
mg/L (pH 9,2 e 9,3, respectivamente), a temperatura ambiente (20 a 25 °C) no
controle da microbiota. As contagens de microrganismos mesdfilos aerdbios
(MA) e de fungos filamentosos e leveduras (FL) pela técnica IA ultrapassaram
90 UFC- m™ de ar, valor maximo recomendado pela APHA. Pela técnica S, as
contagens do ar de quatro ambientes também  ultrapassaram
30 UFC: cm™ semana”, conforme recomendacdo da APHA. Os ambientes
diferiram (p<0,05) apenas quanto aos numeros de Staphylococcus spp. (<1,0 a

43 UFC- m™). As contagens microbianas por IA foram de 2 a 10 vezes maiores
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que as obtidas por S, evidenciando-se a maior capacidade da IA em determinar
microrganismos do ar, inclusive patdgenos. Quanto a distribuicdo da microbiota
do ar, houve a predominancia de FL pela técnica IA e de MA pela técnica S. A
elevacdo da temperatura ambiente, ao contrario do aumento da umidade
relatva do ar, ndo contribuiu para maiores contagens microbianas no ar.
Avaliou-se o uso dos sanificantes nos diferentes tempos de analise do ar dos
ambientes: T, antes e T¢,T, e T3, respectivamente, 0,5, 12 e 24 horas depois da
pulverizagdo. Em funcdo da literatura disponivel e dos resultados, considerou-
se que houve acdo antimicrobiana do sanificante quando a reducdo das
contagens de Ti foi de, pelo menos, 15%, em duas aplicagdes do agente
quimico. Considerou-se, ainda, que o sanificante apresentou efeito residual
quando ocorreram redugdes de pelo menos 10% nas contagens de To, da
primeira para a segunda e da segunda para a terceira aplicagdo. A agéo
antimicrobiana contra FL foi observada para DC/2.000 mg/lL e para
QA/700 mg/L. Contra MA, AP/45 mg/L apresentou acgdo antimicrobiana. Efeito
residual foi constatado contra FL nas solugbes de DC/1.000 mg/lL e AP/75
mg/L. As contagens elevadas de 12 e 24 horas apdés as aplicagdes foram
devidas a variabilidade das condicdes de analise, principalmente nesses
tempos, como a atividade de pessoal. A pulverizacdo do ar de ambientes
pareceu uma técnica viavel no controle da qualidade microbiolégica do

processamento de produtos lacteos.



ABSTRACT

SALUSTIANO, Valéria Costa, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February,
2002. Evaluation of the air microbiological quality in processing areas
of a dairy plant and its control by the use of chemical agents. Adviser:
Nélio José de Andrade. Committee members: Sebastido César Cardoso
Brandao and Raquel Monteiro C. Azeredo.

In a dairy plant (Funarbe-UFV), the airborne microrganisms were
determined by using setting culture plates (SCP) and an Andersen one-stage
sieve sampler (ASS), in the following ambients: milk reception, packing and
pasteurization; production of cheese, yogurt and “doce de leite” (concentrated
condensed milk). Air sanitation, by the pulverization with clorhexidin
digluconate/CD (1000 and 2000 mg/L), peracetic acid/PA (45 and 75 mg/lL)
and amonium quaternary AQ (700 and 1200 mg/L), was evaluated against
mesophilic aerobics (MA) and yeasts and molds (YM). The numbers of MA
and YM, determined by the ASS, exceeded 90 CFU- m= of air, like a APHA's
suggestion. By the SCP, the microrganisms numbers of four ambients also
exceeded 30 CFU- cm?  week’, according APHA recomendation. The ambients
differed (p< 0,05) only for Staphylococcus spp. numbers (<1,0 a 4,3 CFU- m?).

The ASS microrganisms numbers were about 2 to 10 times larger than SCP
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numbers, testifing the major hability of ASS on determining airborne
microrganisms, including pathogens. There was a predominance at the
enviromenthal dairy plant air of YM, by the ASS and of MA, by SCP
determinations. In opposition to air moisture increase, the temperature
increase didn’t contributed to the increase of airborne microrganisms numbers.
An evaluation of the air pulverizaton was realized at these different air
sampling times: T, before, and T¢,T,,Ts, respectively 0,5; 12; and 24 hours
after the pulverization. Based on results and available literature, it was
considered that the sanitizer antimicrobial activity occured when the T4
reduction was about, at least, 15% at two pulverizations. When the reductions
was about 10% at Ty, between the first and the second pulverization, it was
considered a residual effect. The antimicrobial activity against YM was
observed for CD/2000 mg/L and to QA/700 mg/L. Against MA, the chemical
solution that shows antimicrobian action was PA/45mg/L. A residual effect was
observed against YM for CD/1000 mg/L and PA/75 mg/L. The higher numbers
of 12 and 24 hours after pulverizatons were due to the experimental
conditions variability, mainly at these times, like personal activity, for instance.
For the microbiologic quality control at the dairy products manufacturing

process, the enviromenthal air pulverization shows to be a practicable technic.



1. INTRODUGAO

Tem sido constatada a importancia da contaminagdo por
microrganismos transportados pelo ar em ambientes de processamento de
alimentos. Os microrganismos podem estar na forma de aerossois, dispersos
no ar agregados em particulas solidas ou liquidas, e depositar-se sobre os
alimentos e equipamentos durante o processamento. Os produtos lacteos e de
panificagéo sao, particularmente, suscetiveis a essa fonte de contaminagao.

Uma das técnicas de monitoramento da qualidade microbiologica do ar,
a técnica de sedimentagdo, envolve a deposicdo de microrganismos em placas
de Petri contendo meio para contagem-padréo expostas ao ar. Outra técnica, a
impressdo em agar, consiste na sucgdo de certo volume de ar, permitindo a
coleta das particulas em agar para contagem-padrdo, visando a determinagdo
da microbiota presente.

O controle da microbiota do ar dos ambientes de processamento na
industria de alimentos contribui para a qualidade e o aumento da "vida de
prateleira” do produto. Esse controle pode ser realizado pela aplicagdo de
agentes quimicos sanificantes na forma de névoa fina no ar desses ambientes.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a microbiota do ar, pelas técnicas
de sedimentagdo e impressdo em agar, quantificando e identificando os grupos
de microrganismos e o uso de solugdes quimicas sanificantes no controle da
microbiota do ar dos ambientes de processamento em uma industria de

laticinios.



2. REVISAO DE LITERATURA

O ar pode entrar em contato com produtos alimenticios durante as
diversas etapas de manipulagdo, armazenagem, processamento e embalagem,
na industria. Deve ser dada atencdo especial a possibiidade de o ar
representar veiculo de microrganismos patogénicos, comprometendo a
seguranga alimentar.

Outra consideragédo € que a "vida de prateleira" do alimento e sua
qualidade também podem ser afetadas. A necessidade do aumento da "vida de
prateleira”" tem levado a maior preocupagdo com a qualidade microbiolégica do
ar dos ambientes de processamento da industria de laticinios, considerando-se
que, mesmo presentes em baixo numero, os microrganismos oriundos do ar
podem causar deterioragéo.

Verificou-se  correlagéo elevada (r=0,86) entre o numero de
microrganismos presentes no ar, na area de embalagem de leite, € 0 numero
de microrganismos contaminantes do produto final. Calculou-se que, durante
60 segundos de exposicdo, com contagens de 3x10° a 3,9x10° UFC: m™ de ar,
1,5% dos microrganismos seriam capazes de contaminar um litro de um
produto embalado em recipiente com abertura de 100 cm?, reduzindo sua "vida
de prateleira” (RADMORE et al., 1988).

A partir de fontes ambientais, microrganismos presentes em aerossois
podem ser transportados como células isoladas ou aglomerados, em particulas
solidas ou liquidas (SULLIVAN, 1979).
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Os @arossois podem ser definidos como particulas sodlidas ou liquidas,
suspensas no ar, contendo ou nao células microbianas viaveis ou esporos
(KANG e FRANK; 1989).

Muitos pesquisadores reconhecem como fontes de aerossois, nas
areas de processamento de produtos lacteos, a atividade de pessoal, os
drenos do piso, os sistemas de ventilagdo, a comunicagdo entre salas distintas,
o leite derramado no piso e os sistemas de transporte de agua, principalmente
quando esta € usada sob pressdo (HEDRICK e HELDMAN, 1969; HELDMAN,
1974; KANG e FRANK, 1990). Quaisquer superficies onde microrganismos
possam aderir ou se depositar irdo agir como fontes de contaminagdo do ar,
em condi¢cdes apropriadas para a formacgao de aerossoéis ( HELDMAN, 1967).

Em estudo realizado em quatro plantas de processamento de leite e
derivados, evidenciou-se que a atividade de pessoal aumentou a contagem de
microrganismos aerobios totais e Staphylococcus aureus no ar (REN e FRANK,
1992a). Resultante da atividade de pessoal, a microbiota do ar é constituida
por células vegetativas de bactérias, especialmente S. aureus, estreptococos,
micrococos e outros microrganismos associados com o ftrato respiratério
humano, cabelos e pele (SVEUM et al., 1992).

Os drenos para escoamento no piso contribuem para aumentar os
niveis de bioaerossdis quando a agua, ao fluir, espirra ou forma bolhas. O
numero de particulas viaveis transportadas pelo ar reduziv-se com o numero
de vezes em que os drenos foram usados, indicando que a populacao
microbiana do interior dos drenos forma aerossois pelo deslocamento do ar
devido ao fluxo de agua (HELDMAN, 1974). Também, o sistema de ventilagdo,
presente na maioria das plantas de processamento, pode contribuir para a
contaminagdo microbiolégica do ar. Para obter desenho e manutengéo
adequados desse sistema, deve-se conhecer o movimento do ar através da
fabrica, assim como a difusdo das particulas pelo ar, cujo movimento deve ser
de areas criticas (salas destinadas ao envase e embalagem) para areas nao-
critcas (MACHER, 2000). Um sistema de ventilagéo eficiente pode, no entanto,
auxiliar na remogdo de microrganismos do ambiente, contribuindo para o
controle da qualidade microbiolégica, da temperatura e da umidade relativa do
ar ambiente (HAYES, 1995).



Em muitas situagdes, a contaminagdo de produtos por bioaerossois
ocorre em fungédo do transporte de microrganismos de areas adjacentes a linha
de processamento. Esse transporte depende do gradiente de concentracdo de
microrganismos e de outros fatores, como ventilagéo, gradiente de temperatura
e turbuléncia do ar no espago de comunicagdo entre as salas (HELDMAN,
1974).

Dependendo das condicdes ambientais, a dimensdo dos bioaerossois
varia de 0,1 pm a mais de 100 pm de didmetro. Isso provoca um
comportamento aerodindmico diferenciado, o que influencia sobremaneira a
difusdo e a deposicdo de particulas, que podem ser bactérias, fungos
flamentosos, leveduras, esporos, antigenos, toxinas, virus, polen de plantas e
material fecal (LUTGRING et al.,1997).

Células bacterianas podem estar presentes em menor numero no ar do
que esporos bacterianos e de fungos. Isso se deve ao fato de que células
vegetativas ndo sobrevivem no ar por longos periodos, a menos que a umidade
relativa ou outros fatores sejam favoraveis ou, ainda, que essas células

estejam em alguma matriz protetora (KANG e FRANK, 1990).

2.1. Avaliagao da microbiota do ar de ambientes na industria de alimentos

A determinacdo da qualidade microbiolégica do ar pode ser realizada
por uma variedade de métodos, incluindo-se sedimentagdo em placas,
impressdo em superficie de agar, filtragcdo, centrifugagéo, precipitagao
eletrostatica, colisao em liquido e precipitagao térmica (SVEUM et al., 1992).

Cada método possui suas vantagens e limitagdes. Assim, a sele¢cdo de
um amostrador de ar e de um método adequado, ao que se pretende, € um
ponto critico para um bom monitoramento da qualidade do ar.

A sedimentacdo e a impressdo em agar sdo os meétodos mais
freqlentemente usados e permitem a utilizacdo tanto de meios seletivos quanto
nao-seletivos para determinagdo de  microrganismos  presentes  nos
bioaerossais.

O método de sedimentacdo € baseado na deposicdo de particulas
transportadas pelo ar na superficie de meio de cultura. As dimensbes das

particulas que contém células viaveis influenciam a eficiéncia do método.

XX



Aquelas que apresentam dimensdes de 10 pm, aproximadamente, depositam-
se mais facimente do que particulas menores. No entanto, dependendo da
velocidade e direcdo das correntes de ar, a deposicdo de particulas menores
pode ser facilitada (KANG e FRANK, 1990; SVEUM et al., 1992).

Na 16 edicdo do Standard Methods for the Examination of Dairy
Products/APHA (1985), classificaram-se as metodologias de analises do ar de
ambientes de processamento na industria de alimentos em quatro categorias:
classes O, A1, ou A2, classe B, classe C e classe D (Quadro 1). Nao ha um
método classe A para testar a qualidade microbiologica do ar. O método de
sedimentagdo €& tido como classe D, recomendando-se 15 minutos de
exposicao para placas de Petri (90 mm de didmetro) contendo meios de cultura

adequados a determinagao microbiana desejada.

Quadro 1 — Classificagdo de metodologias de andlise do ar de ambientes de
processamento na industria de alimentos, segundo a 16% edigdo do
Standard Methods for the Examination of Dairy Products

Classes Descricao

O, A1ouA2 Metodologias -padrao

Métodos testados e wusados com sucesso em certas

B situacdes de pesquisas
C Métodos n&o-testados
D Métodos que eram classes O, A1 ou A2, mas foram

substituidos por métodos mais eficientes

Fonte:Standard Methods for the Examination of Dairy Products - 162 edigédo
(APHA, 1985).

Os amostradores que succionam o ar e imprimem as particulas através
de orificios em meio de cultura (sieve samplers) podem ser de um ou multiplos
estagios, ou seja, contendo apenas uma placa ou uma série de placas de
metal, com orificios igualmente dispostos e sucessivamente menores. As

placas em série permitem que particulas menores sejam coletadas nos



estagios finais, devido ao aumento da velocidade do ar, fornecendo também a
informagdo da distribuicdo das particulas em fungdo de suas dimensdes
(KANG e FRANK, 1989).

Com fluxo constante de 100 litros de ar por minuto, o MAS 100 Air
Sampler - Merck (Figura 1) € um amostrador que tem capacidade para coletar
e recuperar particulas viaveis acima de 1 pm (MERCK, 2001ab). Baseado no
principio do amostrador de ar de ANDERSEN (1958), esse amostrador coleta e
imprime o ar em uma superficie de meio de cultura. O ar atravessa uma placa
de metal com 400 poros, igualmente distribuidos, a velocidade de 0,45
m/segundo, por aspiracdo vertical ou horizontal (Figura 2). Compensando
fatores como influéncia do fluxo de ar, volume de meio de cultura e dimensao
da placa, o amostrador fornece resultados corretos e precisos, sendo
classificado pela 16 edigdo do Standard Methods for the Examination of Dairy
Products como método classe B.

Fonte: MERCK (2001a)

Figura 1 — Amostrador de ar por suc¢ao.
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SAIDA DE AR

Fonte: MERCK (2001b)

Figura 2 — Principio de funcionamento do amostrador de ar por sucgao.

O método de impressdo em agar requer certa distancia entre o jato de
ar e a superficie do meio de cultura. Essa distancia deve ser aproximadamente
quatro vezes o didmetro desse jato, sendo mais importante para os
amostradores de mais estagios (placas), isso porque, nos ultimos estagios,
essa distancia € importante para que particulas menores se depositem no meio
de cultura (ANDERSEN, 1958).

Recomenda-se, entdo, o uso de 27 mL de meio de cultura por placa de
Petri, para esse método de andlise. Esse volume de agar na placa garante a
distAncia necessaria para que a coleta e impressdao das menores particulas
dispersas no ar tenham éxito (ANDERSEN, 1958).

A eficiéncia de qualquer avaliagdo microbiolégica do ar ira variar,
dependendo do amostrador utilizado e da natureza dos aerossbis a serem
amostrados (MHETA et al.,1996).

2.2. Recomendagoes de numeros maximos permitidos de microrganismos

presentes no ar para a industria de alimentos

As recomendagbes para qualidade microbioldgica do ar podem ser
estabelecidas de acordo com os grupos de microrganismos pesquisados por

volume de ar ou deposicdo de particulas vidveis em area e tempo definidos,
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bem como por niveis criticos de contaminagéo para cada alimento em questao
ou tipo de industria alimenticia.

A partir de um estudo realizado em ambientes de embalagem de
produtos lacteos, foi proposta uma recomendacdo para a qualidade
microbiolégica do ar, de acordo com 0s niveis maximos de microrganismos, em
relacdo ao tempo de exposicdo do produto (Quadro 2). Esses niveis maximos
foram estabelecidos de forma a garantir que a contaminagéo resultante em um
litro de produto ndo venha provocar alteragbes indesejaveis. Esses niveis sdo
dados para embalagens de diferentes tamanhos de abertura e varios periodos

de exposigao desse produto ao ar, durante o envase (RADMORE et al., 1988).

Quadro 2— Niveis maximos aceitaveis de microrganismos, expressos em
UFC: m® de ar, em fungdo do tempo de exposicdo e da dimensao
da abertura do recipiente de embalagem

Abertura Tempo de Exposigao (seg.)
da Embalagem

cnt 1 2 3 4 5 10 15 20
5 785 390 262 197 157 79 52 40
10 392 161 130 100 78 38 25 20
15 260 130 86 65 52 25 17 13
20 195 98 65 50 40 20 13 10
50 78 40 25 20 16 8 6 4

100 40 20 13 10 8

Fonte: RADMORE et al. (1988).

Nas recomendagdes sugeridas pela NASA — National Air Spacial
Agency - e adotadas pela APHA — American Public Health Association (SVEUM
et al, 1992) sdo definidas trés classes de limpeza (100, 10.000 e 100.000),
com niveis de exigéncia diferentes, com ambas as técnicas de sedimentacédo e
por amostradores de sucgéo de ar (Quadro 3). A classe 100 é a mais rigida,
utilizada para produgdo de microchips, sendo a classe 100.000 a utiizada na

industria de alimentos.
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Quadro 3 — Recomendacéo da APHA para o controle microbioldgico ambiental

o Classes de Limpeza Sistema Métrico Internacional
Técnica

100 10.000 100.000

N2 maximo de
particulas viaveis/ ni 35 17,6 88,4
de ar

N médio de
particulas viaveis/ 1,3 6,5 32,0
cnm/semana

Fonte: SVEUM et al. (1992).

2.3.Controle e desinfeccao do ar de ambientes de processamento na

industria de alimentos

2.3.1. Consideragdes gerais

Um programa de monitoramento da qualidade do ar pode ser aplicado
em plantas de processamento de alimentos, com a finalidade de controlar
patdbgenos e aumentar a "vida de prateleira" dos produtos. Um acréscimo de
sete dias na "vida de prateleira" de leite pasteurizado foi obtido com o uso de
um sistema asséptico de embalagem, que eliminou o risco de contaminagdo
por microrganismos transportados pelo ar (JOOSTEN, 1985).

As alternativas de se reduzir a contaminacdo do ar sdo numerosas,
mas a complexidade e as situagbes impdem a necessidade de analises
cuidadosas, com a finalidade de estabelecer a metodologia mais eficiente. A
andlise dos varios fatores que contribuem para a contaminagdo dos produtos
por microrganismos transportados pelo ar e o nivel dessa contaminagdo podem
fornecer subsidios para o desenvolvimento de possiveis técnicas de controle.

A eficacia de qualquer forma de tratamento do ar, segundo WILSON
(1958), um autor classico, pode ser avaliada por meio da taxa de morte da
populagédo de microrganismos transportados pelo ar, sob a influéncia do agente
germicida. Também, pode ser avaliada pela medida do percentual de redugéo

de microrganismos viaveis no ar apos a aplicagao de determinado tratamento.



A desinfecgdo quimica do ar de ambientes requer 0 emprego de um
germicida que tenha facill acesso aos bioaerossois. Por essa razdo,
sanificantes na forma de gas ou névoa fina sdao os mais efetivos (WILSON,
1958).

2.3.2. Agentes quimicos empregados na desinfecgcdo do ar na industria de
alimentos

O hipoclorito de sodio (NaOCI) foi o primeiro sanificante empregado
para desinfeccdo do ar ambiente, antes mesmo de 1928, quando os
pesquisadores Douglas, Hill e Smith demonstraram a capacidade desse agente
quimico em reduzir substancialmente o numero de microrganismos presentes
no ar. Entretanto, desvantagens desse sanificante logo foram apontadas: sua
estabilidade e eficicia mantinham-se por apenas alguns minutos, além de ser
muito corrosivo e irritante (WILSON, 1958).

Atualmente, outros sanificantes quimicos tém sido utilizados para
desinfeccdo do ar de ambientes na industria de alimentos, principalmente por
empresas de reconhecido nivel tecnoldgico, como Perdigdo, Parmalat e Nestlé.
Entre esses sanificantes estdo o acido peracético, os quaternarios de amoénia e
o digluconato de clorhexidina, utiizados por industrias de produtos lacteos,
produtos cameos, produtos de panificagdo e outras (NISHIO, 2001).
Geralmente, esses sanificantes s&o pulverizados logo apds o processamento
do alimento pela industria, aplicados por pessoal devidamente protegido com
mascaras contra gases, toucas, luvas e uniformes.

A Portaria n® 15, de 23 de agosto de 1988, publicada no Diario Oficial
da Unido em 5 de setembro de 1988, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria  (ANVISA), regulamenta o emprego desses sanificantes na industria
de almentos. O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS), da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), do Ministério da Saude
(MS), é o orgao responsavel pela avaliagdo laboratorial desses sanificantes e
pela comprovacdo de sua eficacia aos fins propostos (ANDRADE e
MACEDO,1996).

O &cido peracético € um sanificante constituido por mistura estabilizada

de 4&cido peracético, peréxido de hidrogénio, acido acético e um veiculo
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estabilizante. Sabe-se que é excelente sanificante, com grande capacidade de
oxidacdo dos componentes celulares. Além de sua baixa toxicidade, esse
sanificante é eficaz contra bactérias Gram-positivas, fungos, leveduras, virus e
esporos bacterianos. Nas concentragbes recomendadas de uso (300 a 700
mg/L), ndo € corrosivo ao ago inoxidavel, vidro, PVC, polietileno, polipropileno e
teflon. Ataca ferro, cobre, niquel, titanio, cromo, prata, zinco, aluminio e
borrachas naturais ou sintéticas (ANDRADE e MACEDO,1996).

As vantagens e desvantagens do emprego do acido peracético estao

resumidas no Quadro 4.

Quadro 4 — Vantagens e desvantagens do &cido peracético como sanificante
na industria de alimentos

Vantagens Desvantagens
Excelente agéo sanificante Irritante da pele
Excelente atividade esporicida Vapores irritantes
Age sob baixas temperaturas Incompativel com ferro, cobre e aluminio
Baixo efeito residual Baixa estabilidade a estocagem
Concentragao faciimente determinada Exigente de cuidados no manuseio

Fonte: ANDRADE e MACEDO (1996).

As solugbes de acido peracético sdo mais eficientes em temperaturas
abaixo de 35 °C e pH entre 2 e 4. Um monitoramento da concentragdo dos
principios ativos deve ser realizado nos lotes de produto comercial adquiridos
para uso industrial, por titulagdes de volumetria de oxirreducdo, por iodometria
e permmanganometria, devido a instabiidade do produto (ANDRADE e
MACEDO, 1996).

O mecanismo de acdo das solucbes de acido peracético esta
associado a oxidagdo de componentes celulares, interferindo nos processos
metabdlicos e no equilibrio quimico-osmoético da membrana, podendo causar
seu rompimento (FRASER, 1987).
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Os compostos quaternarios de amoénia, também conhecidos como
‘quats”, sao tensoativos catidbnicos que apresentam atividade germicida mais
relevante do que sua capacidade de atuar como detergente. As substancias
desse grupo contém, em sua estrutura, um atomo de nitrogénio ligado co-
valentemente a quatro grupos alquil ou aril. Uma carga positiva é, entdo,
formada no atomo de nitrogénio. Essa carga se mantém no composto,
independentemente do pH, o que diferencia essas substancias dos compostos
anfoteros. Assim, a solugdo aquosa dos quaternarios de aménia liberam carga
positiva. O cation é um radical organico e o anion, um halogénio. A modificagéo
desses radicais da origem a grande numero de derivados com atividade
germicida (ANDRADE e MACEDO, 1996).

Esses compostos sdo afetados pela dureza da agua e atuam melhor na
faixa de pH entre 5 e 10 (WILDBRETT, 2000).

Quanto a sua atividade sobre microrganismos, o0s compostos
quaternarios de amoénia atuam com maior eficiéncia sobre bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.) e fungos filamentosos e
leveduras. Sdo menos eficazes contra bactérias Gram-negativas, como
coliformes e algumas espécies de psicotroficos e ndo agem contra esporos
bacterianos. Varios mecanismos de agdo parecem estar relacionados,
orignando a atividade germicida dos compostos quaternarios de aménia:
inibicAo  enzimatica, desnaturacdo protéica e lesdo da membrana
citoplasmatica, com vazamento dos constituintes celulares (ANDRADE e
MACEDO, 1996).

A clorhexidina € um composto quimico sintético pertencente a série das
bisbiguanidas. Geralmente € comercializada na forma de solugdo aquosa de
digluconato de clorhexidina em concentragdo de 20% p/v do principio ativo. E
mais eficaz contra bactérias Gram-positivas e possui menor agdo contra fungos
filamentosos (ANDRADE e MACEDO, 1996).

A clorhexidina pode ser inativada por precipitacdo por sais minerais,
inclusive aqueles que respondem pela dureza da agua. As solugbes aquosas
desse germicida ndo possuem cor e odor, parecendo apresentar baixa
toxicidade em animais, além de ndo provocar danos a pele, as membranas e
as mucosas de manipuladores, nas concentragbes que apresentam efeito
germicida (WILDBRETT, 2000).
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As concentragbes recomendadas desses sanificantes para desinfecgao
do ar em ambientes de processamento de alimentos sdo variadas, mas com
limites maximos de uso preconizados pelos fabricantes (Quadro 5). Esses
limites, segundo os proprios fabricantes, ainda carecem de base Ccientifica
solida, tendo sido realizados apenas alguns estudos internos e empiricos de

sua eficacia.

Quadro 5— Concentragbes para uso, preconizadas pela Diversey Lever, de

alguns agentes quimicos usados para desinfeccdo do ar de
ambientes na industria de alimentos

Agentes Quimicos Concentragdes de
Sanificantes Uso
Acido peracético Entre 45 e 75 mg/L
Quaternario de amonio Entre 700 e 1.200 mg/L
Digluconato de clorhexidina Entre 1.000 e 2.000 mg/L

Fonte: TOSHIO (2001).
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado na Planta de Laticinios da Fundagio
Arthur Bermardes e no Laboratério de Microbiologia de Alimentos e Higiene
Industrial do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Universidade

Federal de Vicosa, em Vigcosa, MG.

3.1.Avaliagdo da qualidade microbiolégica do ar de ambientes de

processamento

As amostras de ar para avaliagdo da qualidade microbiologica foram
coletadas em seis ambientes de processamento predeterminados: plataforma
de recepcdo, pasteurizacdo de leite, embalagem de leite pasteurizado e
processamentos de manteiga, doce de leite, queijos e iogurte. Os locais de
amostragem foram assim escolhidos, em consequéncia da separagéo fisica ja
existente. Por exemplo, o processamento de manteiga e doce de leite ocorre
numa mesma area e, portanto, em um unico ambiente.

A avaliagdo da qualidade microbiolégica do ar dos ambientes foi pelos
métodos de sedimentagcdo e de impressdo em 4agar. Trés repeticbes foram
realizadas em cada determinacdo e cada ambiente avaliado. As analises

ocorreram em triplicata para cada repeti¢ao.



Simultaneamente a coleta de amostras, também foram medidas a
temperatura ambiente e a umidade relativa do ar de cada local de amostragem,
por meio de psicrémetro giratdrio, com termdémetros de bulbos umido e seco.

Em cada ambiente de processamento, foram determinadas as
contagens de microrganismos mesofilos aerdbios, de coliformes totais, de
fungos filamentosos e leveduras e de Staphylococcus spp., por meio de PCA
(Plate Count Agar), VRBA (Violet Red Bile Agar), PDA (Potato Dextrose Agar) e
BPA (Baird—Parker Agar), conforme metodologias propostas pela APHA
(SVEUM et al., 1992).

3.1.1. Técnica de sedimentagao

Foram distribuidas, nos ambientes avaliados, placas de Petri de 90 mm
de didmetro contendo 20 mL dos meios de cultura adequados, permanecendo
expostas entre 15 e 30 minutos, para determinacdo de microrganismos
mesofilos aerdbios, de fungos filamentosos e leveduras, de Staphylococcus
spp. € de coliformes totais. Posteriormente, as placas foram invertidas e
incubadas em condigbes ideais para cada determinacdo, de acordo com a
APHA (1992). 25 °C/3-5 dias para fungos filamentosos e leveduras, 35 °C/48
horas para microrganismos mesofilos aerdbios e 37 °C/48 horas para
coliformes totais e Staphylococcus spp. Apds a contagem, os resultados foram

expressos em UFC- m™- semana™, calculados conforme a formula abaixo:

Particulas viaveis por m?/semana = UFC x 10080*

i t

em que

r = raio da placa de Petri, em metros;
* = minutos por uma semana;
n=3,141516; e

t = tempo de exposicao das placas de Petri.

XXXi



3.1.2. Técnica de impressao em agar

Foi utiizado o amostrador de ar MAS 100 da Merck, de um estagio.
Foram coletados 100 L de ar para determinagdo de microrganismos mesofilos
aerdbios e de fungos filamentosos e leveduras e entre 500 e 1.000 L para
coliformes totais e Staphylococcus spp., em fungdo da facilidade de
recuperagao desses microrganismos do ar.

Para as determinagbes dos grupos de microrganismos analisados,
foram utilizadas placas de Petri de 90 mm de didmetro, contendo 27 mL dos
respectivos meios de cultura, conforme recomenda¢des da APHA (SVEUM et
al., 1992).

Durante os procedimentos de coleta de amostras de ar, a tampa do
amostrador (pré-autoclavada a 121 por 15 minutos) foi repetidamente
sanificada, usando-se algodao com alcool etilico 70%, apdés cada amostragem
(Figura 3).

Figura 3 — Sanificacao da tampa do amostrador de ar com alcool etilico 70%.

Apb6s cada coleta, as placas removidas do amostrador foram tampadas

e incubadas em condigbes ideais em fungdo do microrganismo pesquisado
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(SVEUM et al., 1992), para posterior contagem, da mesma forma que para a
técnica de sedimentagéo.

A contagem de UFC foi corrigida por meio de uma tabela desenvolvida
e baseada no calculo mostrado a seguir ANDERSEN, 1958):

Pr=N[1/N+1/N1+1/N2+ 1/N-r+1]

em que
Pr = numero provavel total de UFC/volume de ar;

N = numero total de poros da placa de metal (400); e

r=numero de poros através dos quais ja passaram particulas

viaveis.

Essa corregdo € uma funcdo que reflete a pressuposicdo de que,
quanto maior for o numero de particulas viaveis impressas na placa, menor
sera a probabilidade de as préximas particulas passarem em orificios vazios,
subestimando a contagem. Dessa forma, o numero de UFC por volume de ar
em m > pode ser determinado (ANDERSEN, 1958):

UFC mi= 0
v

sendo

V = volume de ar coletado em m’.

3.2. Avaliagcdo de sanificantes quimicos no controle da microbiota do ar

de ambientes de processamento de produtos lacteos
3.2.1. Agentes quimicos sanificantes avaliados

Foram utilizados os seguintes agentes quimicos sanificantes nas

respectivas concentragdes:

a) Solugbes de digluconato de clorhexidina a 1.000 mglL e

2000 mg/L, pH igual a 53 e 52, respectivamente, a temperatura
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ambiente (20-25 °C), preparada a partir do produto concentrado
(Polyorganic) contendo 20% de clorhexidina.

b) Solugdes de acido peracético a 45 mg/L e 75 mg/L, pH igual a 4,2 e
3,8, respectivamente, a temperatura ambiente (20-25 °C),
preparada a partir de produto concentrado (Divosan Forte da
Diversey Lever), contendo 15% de acido peracético.

c) Solugdes de quaternario de aménia a 700 mg/L e 1.200 mg/L, pH
igual a 92 e 93, respectivamente, a temperatura ambiente
(2025 °C), preparadas a partir de produto concentrado (Divosan
Divoquat Forte da Diversey Lever), contendo 23,4% de cloreto de

alquil dimetilbenzil amonio.
3.2.2. Aplicacao e avaliacao das solugoes quimicas sanificantes utilizadas

A aplicacdo de cada sanificante foi feita por pulverizagdo nas areas de
embalagem de leite pasteurizado e de processamentos de doce de leite,
manteiga e queijos, previamente selecionadas, apdos o témino do expediente,
para avaliagdo de sua eficacia no controle da contaminagdo microbioldgica do
ar ambiente. Um bico pulverizador ligado a linha de ar comprimido da propria
industria foi utilizado, com aplicagdo de uma fina névoa, com pressdao de
aproximadamente 9 kg/cm? (Figura 4). Na proporcdo de 1L/160 n? de ar, foram
aplicadas as solugbes sanificantes nos ambientes de processamento de
queijos (330 m® de ar), doce de leite e manteiga (330 m® de ar) e de
embalagem de leite (80 m? de ar). Equipamentos de prote¢cdo, como luvas,
mascaras de gas, o6culos de prote¢do e gorros, foram utilizados para seguranga
e protecao do aplicador.

O intervalo para as aplicagbes com mesma concentracao foi de trés
dias e para solugbes com concentragdes diferentes, de uma semana.

Para avaliacido da eficiéncia dos sanificantes, foram realizadas as
andlises de microrganismos mesofilos aerébios e fungos filamentosos e
leveduras presentes no ar. Neutralizantes para os sanificantes aplicados e
avaliados foram adicionados aos meios PCA ( Plate Count Agar) e PDA (Potato
Dextrose Agar), para inibir a interferéncia dos sanificantes nas analises, de

acordo com as recomendagdes usuais (Quadro 6).
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Figura4 — Aplicagdo da solugdo sanificante por pulverizaggo no ar dos
ambientes.

Quadro 6 — Neutralizantes  adicionados aos meios de cultura, agcdo e
concentragdo de uso em meios solidos ou liquidos

. . Concentracao
Neutralizante Compostos a Neutralizar Usada
Tween 80 Digluconato de clorhexidina e 1,5%
quatemario de amonia
Lecitina Digluconato de clorhexidina e 0,5%
quaternario de aménia
Tiossulfato de sédio Acido peracético 0,5%

Fonte: adaptado de WILDBRET (2000).

As determinagbes desses grupos de microrganismos foram efetuadas
em quatro tempos distintos: antes da aplicacdo e apés 0,5, 12 e 24 horas,
pelas técnicas de sedimentagdo e impressdo em agar. Assim, apos realizar a

andlise no “tempo zero” (To), a aplicagdo foi feita apds o expediente, as



17 horas, com término até 17h30; o “tempo um” (T4) foi analisado as 18 horas,

o “tempo dois” (T2) as 5h30 do dia seguinte e, finalmente, “o tempo trés” (T3) as

17h30 também do dia seguinte.

3.3. Analise estatistica

A microbiota do ar de ambientes de processamento no ‘Laticinios
Funarbe’ foi avaliada por duas técnicas: sedimentacdo e impressdo em agar.

Os resultados obtidos nas determinacbes de mésofilos aerdbios,
fungos filamentosos e leveduras, coliformes totais e Sataphylococcus spp.
foram expressos em UFC- m™ de ar e UFC- cm™- semana™, bem como testados,
quanto a sua nommalidade e homogeneidade, pelos testes de Liliefors e
Cochran, respectivamente.

O experimento foi montado no delineamento inteiramente casualizado,
com seis ambientes avaliados. Trés repeticbes foram realizadas nas
determinacdes de cada microrganismo pesquisado, para cada ambiente
avaliado. As analises ocorreram em ftriplicata (irés placas de Petri contendo o
meio de cultura) para cada repeticao.

Os ambientes foram comparados quanto aos numeros microbianos
encontrados no ar, por meio das duas técnicas. Os dados foram analisados por
meio da andlise de variancia. As médias foram comparadas pelo teste de
Duncan, adotando-se o nivel de 5% de probabilidade.

Para comparagdo das duas técnicas empregadas e avaliagdo da
eficiéncia dos sanificantes pulverizados no ar dos ambientes, utilizou-se a

analise descritiva dos dados obtidos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliagcdo da microbiota do ar de ambientes de processamento na

industria de laticinios pela técnica de impressao em agar

No Quadro 7, mostram-se as faixas de contagem, as médias e os
desvios-padrdo dos numeros de fungos filamentosos e leveduras e de
microrganismos mesofilos aerdbios, presentes no ar de seis ambientes de
processamento da industria de laticinios onde a pesquisa se ambientou,
avaliados pela técnica de impres sédo em agar.

Os resultados da determinagcdo de microrganismos mesofilos aerdbios
foram comparados com a recomendagdo da APHA (SVEUM et al., 1992), para
contagem total em placas. Ndo havendo recomendacdo especifica da APHA
para 0 numero maximo sugerido de fungos filamentosos e leveduras, tomou-se
como base para comparagdo o mesmo valor recomendado para contagem total
em placas. Pode-se observar que as contagens médias em todos os ambientes
estiveram acima de 90 UFC- m™> de ar, ou seja, acima da recomendacao
daquela associacdo. No entanto, deve-se salientar que recomendacdes menos
exigentes para ambientes de processamento na industria de laticinios s&o
encontradas na literatura (KANG e FRANK, 1989). Esses autores sugeriram de
180 a 360UFC: m™ de ar para microrganismos mesdfilos aerdbios e de 70
a430 UFC- m™ para fungos filamentosos e leveduras, dependendo do ambiente

de processamento. Outros autores recomendaram contagens menores que
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Quadro 7—Faixa de contagem, meédias e desvio-padrao de fungos
flamentosos e leveduras e de microrganismos mesofilos aerdbios,
em UFC- m3, no ar de ambientes de processamento da Planta de
Laticinios da Funarbe/UFV, pela técnica de impresséo em agar

Fungos Filamentosos e Microrganismos Mesdfilos
Leveduras Aerdbios
Faixa de N Faixa de N
contagem UF>((; ?n_;; contagem UF)é;_r fn 3
UFC- m? UFC m?®

Pasteurizacao de

) 70- 160 111,1+£6,9 110-600 313,3+6,6
leite

Recepgéo de leite 90-260 176,7 + 49,8 20-380 161,1 £ 98,0

Processamentode g4 4310 410044908 10-440 1356 + 119,3
doce de leite
Processamento de
ausiios 90-610 3422 + 39 1 100-920 3811 +289,8
Processamento 100-940 2044 +2383  100-320 2122 +476
de iogurte

Embalagem de leite 100-280 184,4 + 38,6 60-170 100,0 +47,6

200 UFC- m™ para salas de embalagem de produtos lacteos e menores que
1400 UFC- m® de ar para plantas de processamento de sorvete (REN e
FRANK, 1992b). Neste trabalho, realizado no ‘Laticinios Funarbe’, adotaram-se
para comparagdo os valores recomendados pela APHA, entidade reconhecida
internacionalmente.

As contagens dos diferentes grupos microbianos variaram entre 10 e
1.310 UFC- m™ de ar nos ambientes de processamento. Esses resultados sao
similares aos obtidos em pesquisa que avaliou ambientes de processamento
na industria de laticinios, utilizando-se diferentes amostradores de ar
(SULLIVAN, 1979). Em meios de cultura nao-seletivos, esses pesquisadores
encontraram contagens na faixa de 0,1 — 100 UFC/10 litros de ar, ou de
10— 10.000 UFC- m* dear.
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Em pesquisa realizada em quatro industrias de laticinios, foram
encontradas contagens de 2200 UFC: m> de ar, para microrganismos
mesofilos aerdbios (REN e FRANK, 1992c). O experimento foi executado com
as plantas em funcionamento, incluindo atividade de pessoal, de forma
semelhante a conducao desta pesquisa. Em outros trabalhos, determinaram-se
contagens de 600 a 2.800 UFC: m™ de ar, em uma industria de processamento
de sorvete (REN e FRANK, 1992b) e contagens de 1.100, 1.850 e 2.600
UFC- m® de ar nos ambientes de estocagem de leite cru, de processamento e
de embalagem, respectivamente, em industria de leite pasteurizado (REN e
FRANK, 1992a). Constata-se, portanto, que as condi¢des higiénicas do ar dos
ambientes de processamento da Planta de Laticinios da Funarbe s&o melhores
do que aquelas mencionadas nessas pesquisas.

Com relacido a atividade de pessoal, verificouse, em determinadas
condigbes experimentais, a relagio desse fator com o aumento da
contaminagédo do ar dos ambientes de processamento. Constatou-se que um
manipulador de alimentos contribui com aproximadamente 20 a 70 bactérias
por minuto (HELDMAN, 1967). No presente experimento, realizado no
‘Laticinios/Funarbe’ durante a avaliagdo da microbiota do ar, havia entre trés e
cinco manipuladores em atividade, por ambiente de processamento.

Valores de contagens microbianas como as encontradas neste
experimento podem originar problemas de qualidade nos diversos produtos
lacteos. Por exemplo, SULLIVAN (1979) constatou que 40% da variagdo da
‘vida de prateleira’ de queijo “cottage” pode ser devida a contaminagdo do ar.
O predominio da contaminagdo de iogurte por coliformes, na superficie do
produto envasado em potes plasticos, evidenciou que esses microrganismos
foram transportados pelo ar e contaminaram o produto. A qualidade de um
produto lacteo a base de acucar, ovo e farinha de trigo, esterilizado pelo
processo UAT, também foi afetada pela contaminagdo do ambiente de
processamento. A contaminagdo intencional do ar em torno da maquina de
embalagem (procedimento nao-asséptico) com pulverizagdo de trés esporos/L
de Bacillus spp. causou alteracdo em 24% das amostras desse produto. No
entanto, apenas 2,5% das amostras apresentaram alteragdo quando foram
pulverizados 210 esporos/L ao redor de uma maquina de empacotamento

asséptico.
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Segundo a literatura, varios fatores podem ter contribuido para a
contaminagdo do ar dos ambientes de processamento no ‘Laticinios/Funarbe’
(VICKERS, 1986). A localizacao do laticinios e o controle das possiveis fontes
de contaminacdo dentro da industria sdo fatores importantes para a qualidade
do ar que devem ser observados. As areas criticas onde os produtos e as
superficies que entram em contato com os alimentos estdo expostos ao ar
devem estar fisicamente separadas de areas nao-criticas, como salas de
administracdo e estocagem de leite cru. Outros pontos que deveriam ser
observados sdo os sistemas de ventilacdo e exaustdo, o proprio desenho e
estrutura da planta e as praticas de fabricagao.

No Quadro 8, encontra-se o resumo da andlise de varidncia dos
numeros de fungos filamentosos e leveduras e microrganismos mesofilos
aerébios nos ambientes de processamento. Nao houve diferenga significativa
(p>0,05) entre os ambientes nas contagens de fungos filamentosos e

leveduras, nem nas contagens de microrganismos mesofilos aerobios.

Quadro 8 —Resumo da andlise de variancia do logiy do numero de fungos
flamentosos e leveduras e de microrganismos mesofilos aerdbios,
em UFC- m™, no ar de ambientes de processamento da industria

de laticinios
Quadrados Médios
F.V. G.L - - - -
Microrganismos Mesdfilos Fungos Filamentosos e
Aerobios Leveduras

Ambiente 5 0,1619 " 0,0841 "
Residuo 12 0,0652 0,0681

C.V. 11,385 11,306

n. s. = F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

Os nimeros de coliformes totais e de Staphylococcus spp. variaram de
<10 a 1,7 e <10 a 4,3 UFC- m?, respectivamente. Sao contagens inferiores
aquelas obtidas por SULLIVAN (1979), na faixa de 0,1-1,0 UFC/10 litros de ar,

o que corresponde a 10,0 e 100,0 UFC- m™. Esses baixos nimeros observados,
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tanto neste experimento quanto no de SULLIVAN (1979), em relagdo aos
obtidos na determinacdo de outros grupos microbianos, evidenciam que esses
microrganismos parecem nao sobreviver muito bem em aerossoéis. Essas
contagens baixas podem, ainda, ser devidas a associagéo do uso de meios
seletivos e ao estado de estresse dos microrganismos em aerossoéis. Segundo
SVEUM et al. (1992), essa associagdo pode dificultar o crescimento e a
determinagdo de microrganismos.

Com relagdo a coliformes totais, ndo houve diferenca (p>0,05) entre os
ambientes avaliados. Entretanto, em S. aureus, observou-se diferenga (p<0,05)
entre os ambientes na industria de laticinios, objeto desta pesquisa, pelo teste
de Duncan (Quadros 9 e 10). As maiores contagens foram obtidas nos
ambientes de embalagem de leite pasteurizado, producdo de queijos, doce de

leite e manteiga.

Quadro 9— Resumo da andlise de varidncia do logio do numero coliformes

totais e de Staphylococcus aureus, em UFC- m'3, no ar de
ambientes de processamento da industria de laticinios

Quadrados Médios

F.V. G.L.
Coliformes Totais Staphylococcus spp.
Ambiente 5 0,0098 "*. 4,8802 *
Residuo 12 0,0074 1,5679
C.v. 35,95 92,64

n. s. F ndo-significativo a 5% de probabilidade.
* F significativo a 5% de probabilidade.
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Quadro 10— Valores médios de Staphylococcus spp., expresso em UFC- m?,
nos ambientes de processamento avaliados em uma industria de

laticinios

Ambiente Médias

Embalagem de leite pasteurizado 3,00 a
Processamento de queijos 2,89 ab
Processamento de doce de leite e manteiga 1,11abc
Processamento de iogurte 0,55 bc

Pasteurizacao de leite 0,44 c

Plataforma de recepcao 011¢c

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Duncan.

4.2. Avaliagcdo da microbiota do ar de ambientes de processamento na

industria de laticinios pela técnica de sedimentagao

No Quadro 11, encontram-se as faixas de contagem, médias e desvios-
padrao dos numeros de fungos filamentosos e leveduras e microrganismos
mesdfilos aerdbios, expressos em UFC- cm?- semana”, obtidos pela técnica de
sedimentacdo, nos ambientes de processamento da industria de laticinios.

Os valores foram comparados com O numero maximo de
30 UFC: cm™ semana™ de microrganismos presentes no ar de ambientes na
industria de alimentos, conforme recomendacdo da APHA (SVEUM et al,
1992) para contagem total em placas. Nao havendo recomendagéo especifica
da APHA para numero maximo sugerido de fungos filamentosos e leveduras,
tomou-se como base para comparagdo o valor recomendado para contagem
total em placas, da mesma forma como para a técnica de impressao em agar.
Dois ambientes atenderam a recomendacdo da APHA: a sala de
processamento de leite pasteurizado para fungos filamentosos e leveduras e a
sala de embalagem de leite pasteurizado para microrganismos meséfilos

aerobios.
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Quadro 11— Faixas de contagem, médias e desvios-padrao de fungos
flamentosos e leveduras e de microrganismos mesofilos aerdbios,
obtidos pela técnica de sedimentacéo (UFC- cm™ semana™)

Fungos Filamentosos e Mesofilos
Leveduras Aerdbios
Faixa de X+ts Faixa de Xts
contagem UFC: cmi” contagem UFC: cm”
UFC cm? semana semana UFC cmi? semana semana
Pasteurizagéo
de leite 10-42 21,7+6,7 11-89 649 +11,6
Plataforma de 21-52 314+40 10-73 736+ 55,6
recepgao
Processamento de 10-87 39,6 +28,0 18-95 46,9 + 53,6
doce e manteiga
Processamento de 15-79 452+ 54 15-84 376+83
queijos
Processamento de 10-97 455 +302 10-79 540+58,5
iogurte
Embalagem de 13-42 36,1 £6,6 10-50 26,4 +58,5
leite

No Quadro 12, apresentam-se as anadlises de variancia dos numeros
de fungos filamentosos e leveduras e de microrganismos mesofilos aerdbios,
expressos em UFC- cm™® semana’, nos ambientes de processamento.
Constatou-se que nao houve diferenga (p>0,05), com relagdo a ambos o0s
grupos microbianos avaliados, entre os diferentes ambientes.

A técnica de sedimentacdo ndo se mostrou capaz de recuperar, de
forma consideravel, células viaveis de coliformes totais e Staphylococcus spp.
do ar, tendo em vista que as contagens, quase que em sua totalidade, foram

menores que 10 UFC: cm?: semana™ em todos os ambientes avaliados.
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Quadro 12— Resumo da andlise de varidancia do numero de fungos
filamentosos e leveduras e de microrganismos mesofilos aerébios,
pela técnica de sedimentagdo, expresso em UFC: cm?- semana,
nos ambientes de processamento da industria de laticinios

Quadrados Médios
F.V. G.L.

Microrganismos Mesdfilos Fungos Filamentosos e
Aerdbios Leveduras
Ambiente 5 59112x10 10 ns. 2,7636x 10 10 ns
Residuo 12 9,8335x10 "° 3,0468x 10 "°
C.V. 64,61 49,26

n. s- F ndo-significativo a 5% de probabilidade.

4.3.Influéncia da umidade relativa do ar e da temperatura ambiente sobre
a microbiota presente no ar de ambientes de processamento na

industria de laticinios

Na Figura 5, apresentam-se o0s numeros médios expressos em
UFC- m® de ar, de fungos filamentosos e leveduras e de microrganismos
mesofilos aerdbios, nas diferentes faixas de temperatura ambiente (°C)
encontradas nos ambientes de processamento na industria de laticinios.

Apesar das evidéncias de que a temperatura afeta a microbiota do ar,
ndo pareceu haver relacdo entre as contagens dos dois grupos microbianos
avaliados e a temperatura nos ambientes de processamento na industria de
alimentos. Isso ocorreu, possivelmente, devido as grandes variagbes climaticas
no local, num mesmo dia, € a presengca de vapor ou outras fontes de
aquecimento nos ambientes de processamento. Em um trabalho de revisdo,
por exemplo, demonstrou-se a influéncia de diferentes temperaturas e
umidades relativas do ar na viabilidade e no transporte de células vegetativas
dispersas no ar: um gradiente de temperatura, na mesma direcdo do gradiente
de transporte dos aerosséis, intensificou o transporte, enquanto o gradiente de
temperatura, na direcdo oposta, afetou a Vviabiidade e o ftransporte da

populagéo microbiana dispersa no ar (HELDMAN, 1974).
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Pode-se observar, na determinacdo de fungos filamentosos e
leveduras, que o aumento da umidade relativa elevou os numeros de
microrganismos presentes no ar. Quanto a determinacdo dos microrganismos
mesodfilos aerdbios, o mesmo aconteceu até um limite de 70% de umidade
relativa, ocorrendo, a partir dai, decréscimo nas contagens em razdo,
provavelmente, das grandes variagdes climaticas do local num mesmo dia e da
presenca de vapor ou de outras fontes de aquecimento. A influéncia da
umidade relativa do ar na microbiota pode ser explicada pela maior facilidade
das células microbianas em permanecer viaveis em aerossois, com maiores
umidades (KANG e FRANK, 1990). Essa influéncia pode ser observada
também em esporos (MADELIN e JOHNSON, 1992). Esporos dispersos no ar,
em condicdes de 95% de umidade relativa e 38 °C, apresentaram aumento em
seu didmetro e consequente modificacdo em seu comportamento
aerodindmico, em comparagdo com esporos dispersos em condicoes de 40%
de umidade relativa do ar e temperatura de 20 °C. Em consequéncia, houve
tendéncia de quebra dos aglomerados de esporos dispersos no ar com
umidade de 95%, levando a alteragbes no comportamento aerodindmico
dessas particulas.

4.4.Distribuicao dos diferentes grupos de microrganismos nos ambientes
de processamento na Planta de Laticinios da Funarbe/UFV

No Quadro 13, encontrase a distribuicdo dos diferentes grupos de
microrganismos avaliados pelas técnicas de impresséo em agar e
sedimentacao, dentro de cada ambiente de processamento.

Quatro dos seis ambientes de processamento avaliados pela técnica
de impressdo em agar apresentaram maiores porcentagens de fungos
flamentoscs e leveduras, a excecdo das salas de pasteurizacdo e de
processamento de queijos. Os dados obtidos em literatura sdo contraditorios
quanto a maior ocorréncia de um ou outro grupo microbiano. Por exemplo, em
trabalho de revisdo, obteve-se a informagdo da menor ocorréncia de fungos
flamentosos em relacdo a outros grupos microbianos, em 10 industrias de
processamento de leite pasteurizado (SULLIVAN, 1979). Na mesma revisao,
ha informagbes sobre a maior ocorréncia de fungos filamentosos no ar de
ambientes da industria de laticinios, de forma que o numero de fungos

flamentosos e leveduras variou de 10 a 110.000 UFC- m® e o de
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Quadro 15 —Variagao em porcentagem do numero de fungos filamentosos e leveduras e de mesodfilos aerdbios apds a
pulverizagao de solugdes sanificantes nos ambientes de processamento na industria de laticinios

G Concentragde Redugéo nas Contagens nos Dias de Aplicagao (%) Efeito Residual (%)
rupos
) p Sanificantes s
Microbianos 0 3 6 To' = T2 T2=Tg3
mg/L
Digluconato de 1.000 -555 -12,5 0 -321 -29,9
clohexidina 2.000 -29,6 -28,75 +8,6 +12,7 +22,5
Fungos -
. Acido 45 -6,1 +10,7 +44,8 -8,9 -2,8
Filamentosos e
peracético 75 -12,3 -10,6 +34,7 -13,5 -13,9
Leveduras
Quaternario de 700 - 26,3 -43,1 -45,0 -1,0 +3,5
amonia 1.200 0 -6,9 +6,4 +53,3 -37,6
Digluconato de 1.000 -51 +32,8 - 19,1 -44.5 +77,9
cloexidina 2.000 -34.8 -2,44 -94 -9,7 +9,3
Mesdfilos Acido 45 +24.9 -222 -29,8 +23,8 +12,5
Aerobios peracético 75 +29,6 +14.4 +5,8 -19,1 +25,2
Quaternario de 700 -79,5 +3,5 -4.4 -11,3 -9,6
amonia 1.200 +8,9 -52 +18,1 +3,9 -19,7

To' = contagem inicial na primeira glicacdo, To> = contagem inicial na segunda aplicacédo e To> = contagem inicial na terceira
aplicacao.



+ = acréscimo.
- =reducéo.






microrganismos mesodfilos aerdbios, de 60 a 11.000 UFC- m™ de ar. No entanto,
na mesma revisdo, mencionou-se um trabalho em que apenas 30% da
microbiota do ar dos ambientes de processamento era composta de fungos
flamentosos, sendo os 70% restantes constituidos de Micrococcus spp.,
bastonetes Gram-negativos, Bacillus spp., Corynebacterium spp., coliformes e
outros.

Com relacdo a sala de pasteurizagdo, pesquisa efetuada por REN e
FRANK (1992a) em quatro plantas de laticinios apresentou resultados
semelhantes aos deste experimento, com a predominancia de microrganismos
mesofilos aerdbios nas contagens. Naquela pesquisa, entre 40 e 65% das
contagens de microrganismos mesdfilos aerdbios foram maiores que 1.000
UFC- m*, enquanto apenas 15% das contagens de fungos filamentosos e
leveduras atingiram esses valores.

A técnica de sedimentacdo, que depende da deposicdo de particulas
vidveis nas placas de Petri expostas ao ambiente, proporcionou resultados
diferentes dos encontrados pela técnica de impressdo em agar. Cinco
ambientes avaliados apresentaram contagens superiores de microrganismos
mesofilos aerdbios, em relacd a contagem de fungos filamentosos e
leveduras. Isso pode ser explicado pelo comportamento aerodindmico dos
aerossoOis, o que pode ter afetado a deposicdo de fungos filamentosos e
leveduras nas placas de Petri expostas ao ar. Influenciado por caracteristicas
fisicas e bioloégicas, o comportamento aerodindmico dessas particulas €
diferente para cada microrganismo, tendo interferéncia do didmetro da particula
da umidade e temperatura ambientes, da ventilacdo, da atividade de pessoal,

das forgas gravitacionais e eletrostaticas (KANG e FRANK, 1989).

4.5. Comparacao das técnicas de sedimentagao e impressao em agar

No Quadro 14, encontra-se a relagdo numérica entre as técnicas de
sedimentacdo e impressdo em agar para fungos filamentosos e leveduras e
para microrganismos mesofilos aerdbios. Para facilitar a anadlise dos dados,
estabeleceu-se uma relacdo numérica entre as recomendacbes da APHA
(SVEUM et al, 1992) para as técnicas avaliadas, ou seja,

30 UFC: cm™?/semana’ equivalentes a 90 UFC- m™ de ar, numa relaggo 1:3.



Quadro 14 — Valores médios e relagdo numérica entre as contagens de fungos filamentosos e leveduras e de microrganismos
mesofilos aerdbios pelas técnicas de sedimentagao e impressdo em agar, nos ambientes de processamento de uma
industria de laticinios

8 8 scni Pasteurizacéo Plataforma Processamento - o essamento  Processamento - Palagem de
2 o Técnicas de Leiteg de Recepcéo de Doce de Leite de Queijo de logurte Leite
0 =S e Manteiga I 9 Pasteurizado
Impresséo em
D »
® § £ agarUFC- m’dear 1.1 176,7 410 342,2 294,4 184 4
SE T
c o3
T gi‘) Sedi taca
= edimentagéo
L ®  Urc om? sem 21,7 31,4 39,6 45,2 45,5 36,1
Relagao 1:5 1:5 1:10 1:7 1:6 1:5
S
2 _ Impressao em 313,3 161,1 135,6 381,1 212,2 100,0
= agarUFC- m~dear
<
n
ke
S Sedimentacgéo
é UFC- cm? sem-. 64,9 73,6 46,9 37,6 54,0 26,4

Relagao 1:5 1:2 1:3 1:10 1:4 1:4










Para fungos filamentosos e leveduras, a técnica de impressdao em agar
proporcionou contagens que variaram de 5 a 10 vezes mais que as contagens
da técnica de sedimentagcdo. Constatou-se, portanto, que a técnica de
impressdo em agar foi capaz de recuperar do ar maior numero de fungos
filamentosos e leveduras.

Para microrganismos mesdfilos aerdbios, a técnica de impressao em
agar proporcionou contagens que variaram de 2 a 10 vezes mais que as
contagens pela técnica de sedimentagdo. Verificou-se que, na plataforma de
recepcao e na sala de processamento de doce e manteiga, as relagbes obtidas
foram de 1:2 e 1:3, respectivamente. Mesmo assim, os resultados permitem
concluir que a técnica de impressdo em agar novamente apresentou maior
capacidade de recuperar microrganismos mesofilos aerdbios do ar, em relagéo
a técnica de sedimentagdo. Quatro dos seis ambientes de processamento
apresentaram relagdes entre as contagens obtidas pelas duas técnicas maiores
do que 1:3.

Essa menor capacidade da técnica de sedimentacdo em recuperar
microrganismos do ar pode ser explicada pela necessidade de certo tempo de
exposicdo, para deposicdo das particulas nas placas de Petri. Por exemplo,
particulas de didmetro igual ou superior a 10 y se deslocam \erticalmente entre
30 e 60 cm por minuto, e particulas menores necessitam de maior tempo para
deslocarem essa distancia, caso ndo haja interferéncia de fatores como
ventilagdo, atividade de pessoal (SULLIVAN, 1979). Da mesma forma, a
dimensao dos esporos também influencia a deposi¢cdo. Diversos géneros de
fungos foram listados e classificados em trés categorias, quanto as suas
dimensbes: esporos maiores (Alternaria, Stemphilium, Epicoccum, Nigrospora,
Diplospora, Monotospora e Sepedonium); esporos intermediarios (M. sitophilia,
Geotrichum, Céndida, Pullularia, Saccharomyces, Aspergillus, Hormodendrum
e Penicilium) e esporos menores (Ustilago, Rhodotorula, Rhizopus, Oospora,
Gliocladium, Paecilomyces, Hemispora e Streptocyces). Analisados pelas
técnicas de sdimentagdo simples e impressao em agar, para esporos maiores,
intermediarios e menores, as relagbes encontradas entre as duas técnicas
foram de aproximadamente 1:5, 1:14 e 1:19, respectivamente (SAYER et al.,
1969). Portanto, quanto menor a dimensdo do esporo, mais visivel a diferenca

entre as duas técnicas e a superioridade da técnica de impressao em agar.



Os numeros de coliformes totais e de Staphylococcus spp., obtidos
pela técnica de impressdo em agar, variaram entre <1,0 a 1,7 e <1,0 a 4,3
UFC- m‘°’, respectivamente. Entretanto, pela técnica de sedimentagcdo, a maioria
das placas ndo apresentou contagem desses grupos de microrganismos,
sendo essas menores que 10UFC- cm™ semana™, valor minimo medido pela
técnica. Com base nesse resultado, evidencia-se a maior capacidade da
técnica de impressédo em agar para determinar patdégenos.

O tempo de andlise requerido também é um fator importante para a
comparagao das técnicas, pois a sedimentagdo exige tempo maior de
exposicdo das placas de Petri ao ar ambiente. Periodo longo de exposicdo
dessas placas pode resultar em ressecamento do meio de cultura, dificultando
o crescimento das colénias e subestimando as contagens (SAYER et al,
1969). Na técnica de impressdo em agar, embora o ar que entra no amostrador
seja tido como seco, a umidade dentro do amostrador aumenta rapidamente,
ndo permitindo o ressecamento do meio de cultura. Em um estudo, essa
umidade do ar era de 23% antes de entrar no amostrador e passou para 39%
dentro deste. Esse estudo também evidenciou que a passagem do ar pelo
amostrador, durante uma hora, ndo reduziu as contagens de Serratia.
marcescens (ANDERSEN, 1958).

Comparando as duas técnicas em relacdo a classificacdo dos
ambientes de processamento da industria quanto as recomendacdes da APHA
(SVEUM 4 al., 1992), como ja mencionado (itens 4.1 e 4.2), verificou-se que os
numeros obtidos pela técnica de impressédo em agar ndo indicaram nenhum
ambiente atendendo a tais recomendacdes. Entretanto, a técnica de
sedimentacdo indicou a sala de pasteurizagéo de leite e de embalagem de leite
pasteurizado como estando dentro das recomendagdes para fungos
flamentosos e leveduras e  microrganismos  mesofilos  aerdbios,
respectivamente. Este udltimo resultado permitiria aprovar dois ambientes de
processamento na industria, como estando dentro das recomendagdes quanto
as condicdes de higiene do ar, devido a menor capacidade da técnica em
recuperar microrganismos transportados pelo ar.

Apesar de a técnica de impressdo em agar ter custo mais elevado
devido a necessidade de aquisicdo de amostrador de ar, € uma técnica que

permite maior rapidez nas analises, recupera maior numero de microrganismos



do ar e, consequentemente, tem maior sensibilidade para determinar a
presenca de patdgenos. Além disso, a técnica de sedimentagcdo é atualmente
classificada pela APHA (1992) como classe D, ou seja, um método que era
considerado padrédo - classes O, A1 ou A2 —, mas, devido a tecnologias mais
avangadas, foi substituido por métodos classificados como superiores. Ja a
técnica de impressdao em agar € superior, considerada como classe B, um
método testado e usado com sucesso em pesquisas. A maior qualidade e a
rapidez da avaliacdo pela técnica de impressdo em agar compensam, sem

duvida, o investimento inicial do amostrador de ar.

4.6. Avaliagcdao do uso e da eficiéncia de agentes quimicos no controle da
microbiota do ar de ambientes de processamento na industria de

laticinios

Trés ambientes foram selecionados para pulverizacdo dos
sanificantes: embalagem de leite pasteurizado e processamento de doce de
leite e manteiga e producdo de queijos. Os ambientes foram selecionados para
serem 0S mais separados possiveis um do outro no ‘Laticinios da
Funarbe/UFV', desfavorecendo a interferéncia de um sanificante em outro.

Em razdo dos resultados e de informagbes da literatura (OTTAVIANI,
1982; OTTAVIANI e FRANCESCHETTI, 1982), considerou-se que houve agao
antimicrobiana do sanificante quando a redugcdo das contagens microbianas foi
de, pelo menos, 15% em duas das trés aplicagbes do agente quimico, 30
minutos apds a pulverizagdo ambiental. Considerou-se, ainda, que a solugdo
sanificante apresentou efeito residual quando ocorreram reducdes de pelo
menos 10% nas contagens determinadas antes da pulverizagdo, da primeira
para a segunda aplicagdo e da segunda para a terceira aplicagdo. A avaliagdo
do uso dos sanificantes foi realizada nos diferentes tempos de analise do ar
dos ambientes: T, antes e T4, T2 e T3, respectivamente, 0,5, 12 e 24 horas
apos a pulverizacao.

Nas Figuras 7, 8 e 9 e no Quadro 15, apresentam-se os resultados das
aplicagbes das seguintes solugdes sanificantes, a temperatura ambiente
(20-25 °C), para fungos filamentosos e leveduras e para microrganismos

mesofilos aerdbios: digluconato de clorhexidina a 1.000 e 2.000 mg/L (pH 5,3 e
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Figura7 — Numero de fungos filamentosos e leveduras e de microrganismos
mesofilos aerdbios em diferentes tempos de andlise do ar e em trés
aplicacbes de solucdo de digluconato de clorhexidina contendo
1.000 e 2.000 mg/L, pH 5,3 e 5,2, respectivamente, a temperatura de
20 a 25 °C. Dados transformados em logo.
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Figura9 — Numero de fungos filamentosos e leveduras e de microrganismos

mesofilos aerébios em diferentes tempos de andlise do ar e em trés
aplicagdes de solugdo de quaternario de aménia a 700 e 1.200
mg/L, pH 9,2 e 9,3, respectivamente, a temperatura de 20 a 25 °C.
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Quadro 13 — Porcentagens dos diferentes grupos de microrganismos avaliados pelas técnicas de impressdo em agar e
sedimentagao, dentro de cada ambiente de processamento na industria de laticinios

Ambientes
A Grupos o Plataforma de  Processamento Embalagem
Técnica Microbianos Pazteul_rlzlfgao Recepcdo de  de Doce de Leite Prgcegsarpento Pr%celssamtento de Leite
e Leite Leite e Manteiga € Luelos € logurte Pasteurizado

T Mesdfilos
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5,2, respectivamente), acido peracético a 45 e 75 mg/lL (pH 4,2 e 3.8,
respectivamente) e quaternario de amoénia a 700 e 1.200 mg/L (pH 9,2 e 9,3,
respectivamente). O intervalo entre as aplicagbes, para uma mesma
concentragdo do sanificante, foi de trés dias. Em concentragbes diferentes, o
intervalo entre as aplicagdes foi de uma semana.

Nas aplicagdes de digluconato de clorhexidina a 2.000 mg/L e de
quaternario de aménia a 700 mg/L, foi observada a agdo antimicrobiana da
solugdo sanificante  contra fungos filamentosos e leveduras. Contra
microrganismos mesofilos aerdbios, foi constatada a acgdo antimicrobiana do
acido peracético a 45 mg/L. Nas aplicagbes de digluconato de clorhexidina a
1.000 mg/L, foi constatado efeito residual dos sanificantes contra fungos
flamentosos e leveduras. Constatou-se, também, efeito residual da aplicacao
de acido peracético a 75 mg/L contra fungos filamentosos e leveduras.

As solugdes de digluconato de clorhexidina a 1.000 mg/L (para fungos
flamentosos e leveduras), de digluconato de clorhexidina a 2.000 mg/L (para
microrganismos mesofilos aerdbios), de acido peracético a 75 mg/L (para
fungos filamentosos e leveduras) e de quaternario de aménia a 700 mg/L (para
microrganismos mesofilos aerdbios) apresentaram tendéncia de redugédo nas
contagens de 30 minutos apds as aplicagbes, embora ndo atendam ao critério
adotado para considera-las como de acdo antimicrobiana. A solucdo de
quaternario de aménia a 700 mg/L para microrganismos mesofilos aerdbios
teve também tendéncia ao efeito residual, com redugbes proximas a 10% nas
contagens.

Em pesquisa realizada em uma industria de alimentos, a pulverizacao,
duas vezes por semana, do ar de ambientes de processamento com p-
hidroxifenilsalicilamida para controle da contaminagdo por fungos apresentou
reducdes de 20-25% na contagem de esporos de fungos do ar apds algumas
semanas de tratamento (OTTAVIANI, 1982). Outra pesquisa também indicou
reducdes similares quando se utilizou o mesmo agente quimico, em industrias
de laticinios, com contagens iniciais de fungos de 2.000 UFC- m™ de ar. Apds
tratamento com 1,5 g/m® de p-hidroxifenilsaliclamida e tratamento de
manutengdo com 1,0 g/m?® de ar duas semanas depois, houve redugdo de 15%

nas contagens; apds mais cinco tratamentos, a reducdo passou para 23-25%.



Nessa industria de laticinios, a contaminagdo da manteiga que vinha ocorrendo
em tomo de 1.200 esporos de fungos por grama foi completamente eliminada
(OTTAVIANI e FRANCESCHETTI, 1982). Essas redugdes estdo compativeis
com as encontradas no experimento desta tese.

As contagens de 12 e 24 horas apdés a aplicagdo das solugdes
sanificantes (T, e T3) apresentaram numeros elevados em relagdo aos outros
tempos de analise. Uma possivel explicagdo para essas maiores contagens é a
variabilidade das condicbes de andlise, que nem sempre puderam ser
controladas nos ambientes, principalmente nesses tempos de analise. A
atividade de pessoal, por exemplo, foi um fator de interferéncia importante nas
andlises. Os funcionarios da industria de laticinios em anadlise ja haviam
iniciado o expediente apés 12 horas da aplicacdo, € 24 horas depois nao era
possivel precisar e controlar ha quanto tempo os funcionarios haviam deixado o
‘Laticinios/Funarbe’.

A dificuldade no controle das condicdes de andlise pode ser
comprovada por trabalho realizado na industria de laticinios (KANG e FRANK,
1990). Constatou-se que, uma vez formados os aerossois, sdo necessarios 40
minutos ou mais para que o numero de microrganismos presentes no ar dos
ambientes de processamento retorne aos valores iniciais, ou seja, aos valores
de antes da geragdo dos aerossoéis. Assim, os ambientes de processamento
avaliados neste experimento precisariam estar sem funcionamento ha
aproximadamente meia hora, para que as condicbes de andlise fossem mais

bem controladas.



5. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho, avaliou-se a microbiota do ar de seis ambientes de
processamento no ‘Laticinios/Funarbe-UFV’: recepcao de leite cru, embalagem
e pasteurizacdo de leite e producdo de queijos, iogurte, doce de leite e
manteiga. Foram utilizadas as técnicas da impressdéo em agar e da
sedimentacdo. Avaliou-se, ainda, a eficiéncia de solugbes diluidas de
sanificantes a base de digluconato de chorhexidina, de acido peracético e de
quaternario de amdnia, pulverizadas no ar (9 Kgficm?) em temperatura
ambiente (20a25°C) .

As contagens de microrganismos mesdfilos aerébios em todos os
ambientes, pela técnica da impressdo em agar, ultrapassaram 90 UFC- m® de
ar, conforme a recomendagdo da APHA (1985). Resultados semelhantes foram
determinados para fungos filamentosos e leveduras, usando-se essa mesma
base de comparacdo. Pela técnica de sedimentagdo, as contagens microbianas
do ar de quatro ambientes também ultrapassaram 30 UFC- cm™ semana™,
conforme recomendado por essa associagdo. As contagens variaram de 70 a
1.310 UFC- m= e de 10297 UFC- cm™? semana™.

Constatou-se diferenga (p<0,05) entre os ambientes apenas nas
contagens de Staphylococcus spp., que estiveram entre <1,0 e 4,3 UFC: m>.
As contagens de coliformes totais estiveram na faixa de <1,0 a 1,7 UFC- m>.

Quanto a distribuicdo da microbiota do ar, houve a predominancia de

fungos filamentosos e leveduras pela técnica de impressdo em &gar e de



microrganismos mesofilos aerdbios pela técnica de sedimentagdo. Isso pode
ser explicado pelo comportamento  aerodindmico  diferenciado  dos
microrganismos.

Apesar de haver dados na literatura sobre a influéncia da temperatura
no aumento da microbiota do ar, neste experimento ndo pareceu existir essa
relagdo entre as contagens obtidas, em razdo da variabilidade das condicdes
de andlise. A influéncia da umidade relativa nas contagens obtidas neste
trabalho pode ser explicada pela maior faclidade de as células microbianas
permanecerem viaveis em aerosséis na presenca de maiores teores de
umidades.

As técnicas de analise foram comparadas com base na relacdo de 1:3,
estabelecida entre as recomendacdes da APHA de 30 UFC- cm™- semana” e de
90 UFC- m™ de ar. Pela técnica da impressdo em &gar, houve contagens que
variaram de 5 a 10 e de 2 a 10 vezes mais, respectivamente, que as obtidas
por sedimentagdo. Tal resultado evidencia a maior capacidade da técnica de
impressédo em agar de determinar microrganismos do ar, inclusive patégenos.

Neste trabalho, em razdo da literatura disponivel e dos resultados
obtidos, considerou-se que houve agido antimicrobiana do sanificante quando a
reducdo das contagens microbianas foi de pelo menos 15%, em duas das trés
aplicagbes do agente quimico, 30 minutos apds a pulverizagdo ambiental.
Considerou-se que a solugcdo sanificante apresentou efeito residual quando
ocorreram redugdes de pelo menos 10% nas contagens determinadas antes da
pulverizagdo, da primeira para a segunda aplicacdo e da segunda para a
terceira aplicagdo. A avaliagdo do uso dos sanificantes foi realizada nos
diferentes tempos de analise do ar dos ambientes: T, antes e Ty, T, e T3,
respectivamente, 0,5, 12 e 24 horas apds a pulverizacgao.

Nas aplicagbes de digluconato de clorhexidina a 2.000 mglL e
quaternario de ambénia a 700 mg/L, foi observada a acgdo antimicrobiana do
sanificante contra fungos filamentosos e leveduras. Na aplicagdo de acido
peracético a 45 mg/L, também foi constatada a agéo antimicrobiana contra
microrganismos mesofilos aerdbios. Nas aplicagbes de digluconato de
clorhexidina a 1.000 mg/L e acido peracético a 75 mg/L, foi constatado efeito
residual do sanificante contra fungos filamentosos e leveduras. Um efeito

residual da aplicagao de acido peracético a 75 mg/L também foi constatado.



Embora ndo estando dentro do critério adotado para consideragao
como agao antimicrobiana, as solugdes de digluconato de clorhexidina a 1.000
mg/L para fungos filamentosos e leveduras, de digluconato de clorhexidina a
2.000 mg/L para microrganismos mesofilos aerdbios, de acido peracético a 75
mg/L para fungos filamentosos e leveduras e de quatemnario de amonia a 700
mg/L para microrganismos mesdfilos aerdbios apresentaram tendéncia de
reducdo nas contagens de 30 minutos apds as aplicagdes. A solugcdo de
quaternario de aménia a 700 mg/L para microrganismos mesofilos aerobios
também apresentou tendéncia ao efeito residual, com reducdes proximas a
10% nas contagens.

Com base nos resultados, sugere-se o seguinte: avaliar, pela técnica
da impressdo em agar, a aplicagédo de sanificantes por periodos mais longos;
fazer o rodizio de agentes quimicos; e realizar e avaliar a associagéo da
pulverizagdo desses agentes com o controle de fontes na industria que possam

contribuir para a contaminag¢ao do ar.
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