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RESUMO

COSTA, Patricia Dolabela, M.S., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2001. Avaliacdo da técnica de ATP-bioluminescéncia no controle do
procedimento de higienizacdo na industria de laticinios. Orientador:
Nélio José de Andrade. Conselheiros: Sebastido César Cardoso Brandao e
Frederico José Viera Passos.

Foram avaliadas pela técnica de ATP-bioluminescéncia i) a qualidade
microbiolégica da &gua do manancial de captagdo para tratamento na
ETA/UFV, da agua de resfriamento de aménia e da agua industrial de uso em
um laticinio, ii) a adesdo de Escherichia coli K12 e de esporos de Bacillus
sporothermodurans, em suspensdes, contendo cerca de 10 e 10° UFC/mL, em
aco inoxidavel e em polietileno de baixa densidade a 37°C e tempo de adeséo
de 24h. e, iii) o procedimento de higienizagdo em superficies de caminho
tanque, tanque de resfriamento de leite cru, tanque de equilibrio do
pasteurizador, desnatadeira, tanque de armazenamento de leite pasteurizado e
tanque de equilibrio para empacotamento de leite pasteurizado. Nas aguas
foram efetuadas, também, as contagens de mesdfilos aerdbios, expressos em
UFC/mL e coliformes totais, expressos em NMP/100mL. Nas superficies foram

determinados os numeros de mesodfilos aerdbios aderidos, expressos em



UFClcm? Foi utiizado o lumindmetro UNILITEXcel (BIOTRACE), para os
testes de determinacdo de ATP, expressos em Unidades Relativas de Luz
(URL), inclundo ATP total e livre. Em relagdo a agua industrial, houve a
concordancia entre os métodos de bioluminescéncia e de contagem de
mesofilos aerdbios e coliformes totais. As amostras de dgua de manancial e de
resfriamento ndo apresentaram diferenga (p<0,05), pelo teste de Tukey, para
as quantidades de ATP ftotal, livre e também para as contagens microbianas.
Constataram-se concentragcbes de ATP microbiano diferentes para essas
amostras de &agua. Os resultados indicam que teste de ATP total é mais
recomendado e sugerem que qualidade fisicoquimica da &gua diminui a
medida de luz. A bioluminescéncia nao foi apropriada para avaliar a presenga

de esporos de B. sporothermodurans e de E. coli nas superficies avaliadas. A
determinagdo das URL foi afetada pelas condicdbes de adesdo da E. coli. Os
resultados mostram que tanto a concentracdo de ATP total e a contagem de
mesofilos aerdbios foram diferentes (p<0,05) quando se comparou antes - 9772
URL e 1,20 X10° UFClcm? - e ap6s - 2511 URL e 1,10x10'UFClcm?® - o
procedimento de higienizagdo. A bioluminescéncia considerou 100% das
superficies em condigbes higiénicas insatisfatorias e contagem em placas
apenas detectou 50%, considerando a recomendagdo da APHA e 28% a
recomendacdo da OMS. Nao houve concordancia entre bioluminescéncia e a
contagem microbiana na classificagdo quanto as condi¢cbes higiénicas das
diferentes superficies. Observou-se grande variagdo na leitura de URL,
sugerindo a necessidade de se efetuar mais de uma andlise na superficie
avaliada. A técnica de ATP-bioluminescéncia pode ser usada como indicadora
das boas condigbes de limpeza, ndo apresentando relagdo com a contagem
microbiana, indicando também a possibilidade de adesdo microbiana e

formagéo de biofilmes.



ABSTRACT

COSTA, Patricia Dolabela, M.S., Universidade Federal de Vigosa, October
2001. Evaluation of ATP-bioluminescence techniques for hygiene

monitoring in the dairy industry Adviser: Nélio José de Andrade.
Committee Members: Sebastido César Cardoso Branddao and Frederico
José Vieira Passos.

ATP-bioluminescence techniques were used to evaluate i) the
microbiological quality of the ETA/UJFV, treatment water, ammonia-cooling
water and industrial water at a dairy, ii) the adhesion of Escherichia coli K12
and Bacillus sporothermodurans spores, in suspensions containing around 10*
to 10® UFC/mL on stainless steel, at 37°C and adhesion time of 24 h and, ii))
hygiene monitoring of truck surfaces, raw mik cooling tanks, pasteurizering
tanks, milk centrifuge, pausterized milk storing tank and pausterized milk
packaging tank. Aerobic mesophylic and total coliform countings were also
conducted in the water samples, respectively, expressed as UFC/mL and
NMP/100 mL. The numbers of Aerobic mesophylls, expressed in UFC/cm? were
determined on the surfaces. The UNILITEX-cel (Biotrace) luminometer was
used for determining ATP, expressed as Relative Units of Light (RUL), including
total and free ATP. For industrial water, there was an agreement between the

bioluminescence and the counting methods of aerobic mesophylls and total



coliforms Treatment and cooling water samples did not present any difference
(p > 0.05) by the Tukey test for total and free ATP amounts nor for the microbial
countings. Different microbial ATP concentrations were found for these water
samples. The results indicate that the total ATP test is more adequate,
suggesting that the physical chemical quality of water decreases light
measurement. Bioluminescence was not appropriate to evaluate the presence
of B. sporothermodurans and E. coli spores on the surfaces evaluated. RUL
determination was affected by E. coli adhesion conditions. The results show
that both total ATP and aerobic mesophyll countings were different (p < 0.05)
when hygiene monitoring was compared before - 9772 RUL and 120 x 10°
UFC/cm? - and after - 2511 RUL and 1.10 x 10" UFC/cm?. Biolominescence
considered 100% of the surfaces to be under inadequate hygiene conditions
while plate counting detected only 50%, based on APHA recommendation and
28%, based on WHO recommendation. There was no agreement between
bioluminescence and microbial counting for hygiene condition classification
under different surfaces. A great variation in RUL reading was observed,
suggesting the need to carry out more than just one analysis on the surface

evaluated.



1. INTRODUGAO

A implantacdo de programas de higienizagdo mais rigorosos tem sido
uma necessidade na industria de alimentos. Isto se deve a fatores como o
desenvolvimento de novos produtos, as novas tecnologias no processamento
de alimentos, as exigéncias comerciais de novos mercados, como O
MERCOSUL, consumidores mais exigentes e os relatos de doencas veiculadas
por alimentos, particularmente aquelas de origem bacteriana.

A qualidade da agua utilizada nas industrias de alimentos € de grande
importancia, visto que participa de todas as etapas do processamento de
alimentos, incluindo a limpeza e sanificagdo de equipamentos, utensilios,
manipuladores e ambientes de processamento. Deve-se, portanto, ter controle
sobre as qualidades fisico-quimicas e microbiolégicas da agua para que nao
interfira nas qualidades sensorias e organolépticas dos alimentos produzidos.

Na industria de alimentos, a higienizagdo tem contribuido para a
preservacdo da pureza e da qualidade microbiologica dos alimentos,
auxiliando, portanto na obtengdo de um produto que, além das qualidades
nutricionais e sensoriais, tenha uma boa condi¢do higiénico-sanitaria, nao
oferecendo riscos a saude do consumidor.

Uma superficie mal higienizada mais a capacidade de adesédo de
microrganismos podem ser fontes potenciais de possiveis contaminagées,
podendo ocorrer a formacao de biofimes. Estes, uma vez formados, sdo de
dificil remocao pelos procedimentos comuns de higienizagcdo. Além disso, uma
outra consequéncia de uma ma higienizacdo € a possivel ocorréncia de
doencas de origem alimentar, sendo um dos problemas que mais afligem os
profissionais desta area. Cerca de 200 doengas podem ser veiculadas pelos
alimentos provocadas por bactérias, fungos, virus, parasitas, agentes quimicos
e substancias tdxicas de origem animal e vegetal. As bactérias representam o
grupo de maior importancia respondendo, pela ocorréncia de cerca de 70% dos

surtos e 95% dos casos de doencas de origem alimentar (BAWART, 1986).



A realizagdo de um procedimento de higienizagdo correto contribui para
evitar a formagdo de biofimes e a ocorréncia de doengas de origem alimentar.
Para isso, a higienizacdo € dividida em duas etapas bem definidas e que deve
ser respeitada para obtencdo de alimentos seguros: (a) a limpeza que tem
como objetivo principal a remogdo de residuos organicos e minerais aderidos
as superficies, constituidos principalmente por carboidratos, proteinas,
gorduras e sais minerais, € (b) a sanificagdo que tem como objetivo eliminar
microrganismos patogénicos e reduzir o numero de microrganismos alteradores
para niveis considerados seguros.

Uma preocupacdo das industrias de alimentos € com a avaliagdo dos
procedimentos de higienizacdo de equipamentos de processamento de
alimentos, e superficies de contato direto com os mesmos. Para atender essas
necessidades das industrias, a avaliagio deve gerar resultados rapidos,
permitindo assim, um controle efetivo do procedimento de higienizagdo. Por
exemplo, os métodos microbioldgicos convencionais sdo demorados, n&o
permitindo uma avaliagao imediata dos processos de limpeza e sanificagao.

Os métodos tradicionais como plaqueamento em agar, usando swab,
sdo trabalhosos e demorados e ndo detectam presenca de residuos nas
superficies. Estes residuos sao fonte de contaminagdo, podendo levar a
formacdo de biofilme, além de proteger os microrganismos da acgdo de
sanificantes. Por isso, o uso de métodos rapidos, sensiveis e precisos de
detecgdo e/ou enumeragdo de contaminagdo microbiana e residuos organicos
em superficie tem sido avaliado no controle dos procedimentos de higienizagdo
na industria de alimentos.

A bioluminescéncia € uma técnica relativamente nova e que consiste
em determinar a quantidade de ATP presente na superficie do equipamento.
Também, tem sido aplicada para a enumeragdo de populagdo bacteriana em
agua, aguas residuarias e diversos. Principalmente, tem sido usada para
monitorar os procedimentos de higieniza¢ao nas industrias de alimentos.

Neste trabalho, foi usada a técnica de ATP-bioluminescéncia tendo
como padrao a contagem em placas, para avaliar qualidade de aguas de
abastecimento publico e industrial, a adesdo bacteriana em ago inoxidavel e
em polietleno de baixa densidade e o procedimento de higienizagdo em

equipamentos e utensilios de uma linha de pasteurizacéo de leite.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Avaliagao do procedimento de higienizagao

A seguranga dos alimentos tem se tornado um item de preocupagao
cada vez maior, tanto para os consumidores quanto para 0s Orgaos
governamentais responsaveis pela saude publica. Como consequéncia, tem
aumentado a pressdo sobre as industrias envolvidas no processamento de
alimentos e bebidas no que diz respeito aos padrdes de qualidade durante a
manufatura e obtenc&o do produto final (BARRICHELLO e ALLIL, 1997).

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

A redugdo da vidade-prateleira de leite pasteurizado ¢é devido
principalmente a microrganismos contaminantes de pds-pasteurizagdo, camo
as bactérias gram-negativas particularmente Pseudomonas ssp. A presenga
destas bactérias deteriorantes em sistemas de processamento de leite é
geralmente devido a programa inadequado de limpeza e sanificagdo. A limpeza
insuficiente deixa residuos de leite nas superficies dos equipamentos,
permitindo o crescimento de microrganismos contaminantes e alteradores
(MURPHY et al, 1998).

Os métodos tradicionais de andlises microbioldgicas, como a contagem
padrdo em placas sao trabalhosos além de demorados, precisando de um

tempo de incubagdo de 24 a 72 horas. Este tempo retarda a deteccdo de



condi¢cdes sanitarias insatisfatérias e contaminagbes microbianas que podem
afetar a seguranga dos produtos (KENNEEDY e OBLINGER, 1985). Além
disso, esses meétodos nao detectam a presenca dos residuos que permanecem
nas superficies apds a higienizagdo, podendo ser fonte de contaminagdo de
alimentos e diminuir a eficiéncia dos sanificantes.

Para atender as necessidades das industrias de alimentos tém sido
desenvolvidos meétodos rapidos, sensiveis e precisos para a enumeragdo de
microrganismos e a deteccdo de residuos organicos, (KENNEEDY e
OBLINGER, 1985, HAWRONSKYJ e HOLAH, 1997). Dentre estes métodos
rapidos, podem-se destacar: métodos biofisicos, baseados em crescimento ou
metabolismo microbiano, radiometria, impedancia e microcalorimetria, e a
técnica de ATP (Adenosina Trifosfato) bioluminescéncia. Esse ultimo tem como
principio a determinacdo da quantidade de ATP presente sobre as superficies
avaliadas, seja este ATP de origem microbiana ou ndo (KENNEEDY e
OBLINGER, 1985; TYDRICH, 1996; GRIFFITHS, 1993; GIESE, 1991).

Varias informagbes , como as mencionadas abaixo, sdo fundamentais
para o uso € entendimento da técnica do ATP-bioluminescéncia
(COMBRUGGE e WAES, 1991a; BARRICHELLO, 1997, TYDRICH, 1996)

Todas as células vivas contém moléculas de ATP, incluindo células da
pele, do sangue, de plantas e microrganismos como bactérias, fungos
filamentosos e leveduras. O ATP é um nucleotideo que esta presente em toda
célula viva e que é utilizado por estas como fonte de energia. O uso de ATP
para medir a qualidade bacteriolégica fundamenta-se no fato de que todas as
células vivas conttm ATP o que n&o ocorre com as células ndo viaveis. Além
disso, o conteudo intracelular de ATP em todas as bactérias, &€ em média um
fentograma (10"° g) de ATP por bactéria, podendo variar de 0,1 a 55. Ha
varias razbes para a variagdo deste conteudo entre as bactérias: depende da
fase do crescimento celular, onde ha baixo conteudo na fase estacionaria, em
relagdo as outras. Também mudangas na taxa metabdlica afetam o nivel de
ATP, e, consequentemente situacdes subdtimas e de estresse podem alterar o
seu conteudo. A alteracdo do conteudo de ATP na célula microbiana pode ser
causada pela forma de extracdo do mesmo.O ATP pode ser originado de uma
variedade de alimentos. A técnica de ATP- bioluminescéncia determina a

presenca de ATP, seja de origem microbiana ou n&o .



A técnica de ATP bioluminescéncia usada para a determinagcdo do
nimero de bactérias em leite, determinou um limite de deteccdo de 10°

bactérias/mL em amostras filtradas e tratadas com NRB™

(Nucleotide
Releasing Reagent for Bacteria). O método foi capaz de dar os resultados em
20 minutos. A correlacdo () com o método padrao foi de 0,95 e com
significancia de 5% (WEBSTER et al.,1988).

O método de bioluminescéncia, quando comparado com o método de
contagem padrao em placas, pode gerar resultados em cerca de 45 minutos, e
um laboratorista pode analisar de 20 a 30 amostras por hora, dependendo do
método empregado e, ou, dos equipamentos utilizados (CROMBRUGGE e
WAES, 1991a,b).

Em relacdo as superficies, esta técnica envolve a remocdo de ATP
com swab esterilizado, que é colocado em contato com um complexo
luciferina/luciferase, extraido de cauda do vaga-lume da espécie Photinuis
pyralis ou de peixes abissais (Figura 1) (GRIFFITHS,1993; GIESE, 1991;
VELAZQUEZ e FEIRTAG, 1997). A enzima luciferase utiliza a energia quimica
contida na molécula de ATP para promover a descarboxilagdo oxidativa da
luciferina, resultando na emissao de luz, sendo que para cada ATP um féton de
luz é emitido. A quantidade de luz emitida € proporcional a quantidade de ATP
presente, que pode ser de origem microbiana ou ndo (HAWRONSKYJ e
HOLAH,1997; GIESE, 1991). A medida de ATP-bioluminescéncia & afetada por
certos fatores que causam reducao nos fotons. A reagdo acontece em pH étimo
de 7,75, sendo que se o pH estiver abaixo ou acima do 6timo ocorre uma
diminuicdo de luz. A temperatura otima é de 25°C, a temperaturas mais
elevadas a luciferase pode estar inativada e a temperaturas mais baixas a
reacao é lenta, além disso, a turbidez e a cor, por exemplo, no caso de analise
de agua, causam também a diminuicdio de Iluz (TYDRICH, 1996;
COMBRUGGE e WAES, 1991a). Os instrumentos disponiveis para medir a
luminescéncia sdo fotdmetros sensiveis a emissao de luz. A instrumentagao é
relativamente simples, onde a maior parte dos instrumentos usados sao
baseados na detecgdo de luz por fotomultiplicadores. A amostra é colocada
numa camara escura para proteger o fotomultiplicador e o amplificador de luz
externa. Os resultados s&o usualmente dados em unidades relativas de luz
(URL) (HAWRONSKYJ e HOLAH,1997; COMBRUGGE e WAES, 1991a).



Luciferase
Luciferina + ATP + O, ®xiluciferina + AMP + LUZ
Mg++

Figura 1 - Esquema da formacédo de luz pela reacdo entre ATP e o complexo
enzimatico luciferina/luciferase.

Os sistemas de bioluminescéncia sdo atualmente usados em ciéncias
de alimentos para a deteccdo da presenca de bactérias, avaliagdo do processo
de higienizacdo empregado e contaminantes em alguns sistemas de alimentos
como: cervejaria, laticinios, came, bebidas, aves e processamento de aguas
(GRIFFITHS,1993; VELAZQUEZ e FEIRTAG, 1997; KENNEDY e OBLINGER,
1985; TYDRICH, 1996). Cerca de seis marcas comerciais desses
equipamentos sdo comercializados no Brasil, que apresentam sensibilidade e
reprodutibilidade diferentes (COLQUHOUWN et al., 1998).

A técnica ATP-bioluminescéncia apresenta diversas vantagens
(TYDRICH, 1996): i) € rapida na obtengdo dos resultados, permitindo eliminar o
problema antes do processamento, ii) € simples e de facil uso, e iii) demanda
pequena necessidade de laboratdrio. Porém, ha algumas desvantagens: i)
interferéncia do ATP de origem ndo microbiano, ii) ndo informa a presenca de
microrganismos patogénicos, iii) apenas partes acessiveis do equipamento
podem ser analisadas, iv) a presenca de detergentes ou outros agentes
quimicos pode interferir na reagdo, e v) sobretudo é uma técnica cara quando
comparada com as tradicionais.

A presenca do ATP ndo-microbiano € um fator de interferéncia,
podendo este problema ser contornado, utilizando produtos que extraem o ATP
de origem ndo bacteriana e o destroem enzimaticamente junto com qualquer
outro ATP livre. Estes tipos de reagentes sao disponiveis comercialmente,
como o NRS® , Lumac e o NAS® (STANNARD e WOOD, 1983). Os
microrganismos podem ser separados da amostra do alimento por filtragdo ou

centrifugacédo, podendo-se assim, quantificar apenas o ATP microbiano.



VELAZQUEZ e FEIRTAG (1997) analisaram o efeito do residuo do
hipoclorito de sodio nas concentragdes de 100 a 5000 mg/L de cloro residual
livre (CRL), com o pH variando de 7,22 a 12,14 e de 25 a 800 mg/L de um
composto quaternario de aménia com pH entre 581 a 6,25 em amostra
contendo10® UFC/mL de Escherichia coli O157: H7 na medida de URL.
Observaram que os residuos da concentraggo de 100 mg/L de CRL
aumentaram ligeiramente a medida de URL e ndo detectaram diferenca
significativa (p =0,05) entre os residuos da concentragédo de 500 e 1000 mg/L
de CRL com o controle. Os residuos das concentragcbes de 10000 e 50000
mg/L de CRL diminuiram a leitura de ATP bioluminescéncia. Os residuos das
concentragdes 100, 500 e 1000 mg/L de CRT ndo diminuiram a medida de
ATP, além de n3o serem efetivos contra E. coli O 157:H7. Se estes
microrganismos estivessem presentes nas superficies, seriam detectados pela
técnica, exigindo para isso um novo procedimento de higienizagdo. O composto
quaternario de amdnia provocou um aumento de 10% na avaliagdo de URL nas
concentragdes avaliadas, sendo efetivo contra a E. coli somente a 800 mg/L, o
que nao constitui um risco, pois a superficie seria considerada suja
necessitando, portanto, de um processo de higienizagdo mais rigoroso.

Pesquisa que analisou o hipoclorito de sodio nas concentragbes de 30,
50 e 70 mg/L de CRL e composto quaternario de aménia com 10,20 e 30 mgiL,
observou que os dois sanificantes ndo influenciaram na medida de ATP
bioluminescéncia, do controle e das amostras utilizando esses sanificantes. Ja
para acido latico houve redugbes significativas na medida de ATP. Niveis de
acido latico de 0,5% reduziram a medida de URL em 75%. As reducdes na
medida de ATP foram as mesmas para as concentracdes de 1% e 2% (GREEN
etal., 1998).

Sanificantes e agentes de limpeza sdo formulados para destruir
microrganismos € ou remover residuos formados em superficies de
equipamentos em plantas de processamento de alimentos. Os sanificantes e
agentes de limpeza reagem com matérias organicas como gordura, proteina e
também com componentes celulares, com as membranas.

Segundo GREEN et al., 1999 estes estudos demostram que expondo

0s compostos para uso da técnica ATP-bioluminescéncia — o complexo



enzimatico luciferina/luciferase- diretamente com sanificantes e agentes de

limpeza ha possibilidade de alteragdes na medida de URL.

2. 2. Qualidade e tratamento de agua na industria de alimentos

A agua usada na industria de alimentos deve atender aos padrdes de
potabilidade, em suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbiolégicas,
exigidas pela Portaria 1469/2000, do Minisitério Saude (BRASIL, 2001). Sé&o
aproximadamente 90 parametros que devem ser avaliados para determinar a
potabilidade da agua. O Quadro 1 mostra os valores maximos permitidos para

alguns desses parametros.

Quadro 1 - Alguns parametros fisico-quimicos e microbiolégicos para agua
potavel segundo a Portaria 1469/2000 do Ministério da Saude.

Parémetro VMP
Sabor/odor Nao objetavel
pH 6,5-8,5
Cor (UH)* 5
Turbidez (UT)** 1
Dureza (mg/L CaCO,) 500
Cloro residual (mg/L Cl,) <2
Cromo (mg/L) 0,05
Cloretos (mg/L) 250
Nitrato (mg/L) 10
Nitrito (mg/L) 1
Benzeno (ug/L) 5
Trihalometanos totais (ug/L) 100
Coliformes totais (NMP/100 mL) <2
Coliformes fecais (NMP/100 mL) <2

VMP =Valor maximo permitido
* Unidade Hazen (mg PtColL)
** UT Unidades de turbidez



O controle de qualidade de agua destinada ao consumo humano, nos
sistemas produtores (mananciais, captagédo, tratamento) e nos sistemas de
distribuicdo (reservatério, redes), normalmente € realizado pela empresa
responsavel de saneamento local e monitorada pelas Secretarias de Saude
Estaduais. Este monitoramento é estabelecido pela Resolugdo n°20 (BRASIL,
1986) e a Portaria n°1469/2000 (BRASIL, 2001) do Ministério da Saude sendo
os padrdes de agua potavel restritos ao trecho que se inicia na captagéo e
termina nas ligagbes domiciliares dos consumidores (D' AGUILA et al., 2000).

A agua ndo tratada corretamente pode veicular um grande numero de

doencas. Algumas sao mencionadas no Quadro 2.

Quadro 2 - Principais doengas relacionadas a ingestdo de agua contaminada e

seus agentes etiologicos.
Doengas Agente causador
Colera Vibrio cholerae
Disenteria bacilar Shigella sp.
Febre tiféide Salmonella typhi
Hepatite infecciosa Virus da hepatite tipo A
Febre paratiféide Salmonella paratyphi A, B e C
Gastroenterite Outros tipos de Salmonella, Shigella
Diarréia infantil Tipos enteropatogénicos de Escherichia coli
Leptospirose Leptospirose sp.

Fonte : D’Aguila et al., 2000.

Para atingir os padrdes de potabilidade, a agua, coletada em
diferentes mananciais, como lagoas, rios e represas, € submetida ao
tratamento convencional nas Estagdes de Tratamento (ETA’s). A &agua dos
mananciais deve estar em condicdes de ser potabilizada, necessitando atender
as exigéncias, quanto aos aspectos fisicos, quimicos e microbiolégicos
exigidos pela legislagcéo, conforme a Resolugdo n°20, do MS de 1986 (BRASIL,

1986). A agua, geramente, é potabiizada por meio das etapas da



sedimentacdo simples, sedimentacdo com agentes coagulantes, floculagao,
decantacgao e filtragao.

Um tratamento de agua sempre se inicia com a remoc¢do de materias
que flutuam ou estdo suspensos, com uso de grade e telas. Isto ocorre nos
mananciais, como lagos e lagoas, onde também ocorre a sedimentagéo de
particulas maiores. Esta sedimentacdo simples € um fendmeno pelo qual as
particulas em suspensao na agua, que conferem turbidez, tendem a descer sob
acdo da gravidade. A principal vantagem da agua armazenada é que as

By

bactérias causadoras de doengas diminuem em numero, devido a falta

By

adequada de nutrientes e a acdo desinfetante da radiacdo ultravioleta emitida
pela luz solar. A sedimentacdo simples é adequada como processo de
purificagdo apenas para aguas relativamente puras, sendo Ut como processo
preliminar aos tratamentos posteriores da turbidez, ocasionada por particulas
muito pequenas (ANDRADE e MACEDO, 1996).

A sedimentagdo simples nao tem condigdes de remover a cor da agua
gue é causada por substancias dissolvidas ou em estado coloidal. Para isto, ha
a necessidade da adicdo de agentes coagulantes a agua, que formam um
precipitado insoluvel gelatinoso, floculento, que neutraliza e se combina com as
particulas carregadas negativamente.

Adicdo dos agentes coagulantes a agua, como sulfato de aluminio e
sulfato ferroso, reagem com sua alcalinidade natural, ou adicionada para a
formacdo de polimeros, como o hidréxido de aluminio ou hidréxido férrico.
Esses hidroxidos formados possuem carga superficial positiva, e neutralizam
as cargas negativas dos colodides, encapsulando-os. Os floculos por serem
mais densos precipitam, deixando a agua livre de turbidez e cor(ANDRADE e
MACEDO, 1996).

Apds a decantagdo, a agua passa pelo processo de filtragdo que
consiste em fazé-la atravessar camadas de material poroso, geralmente, areia
de granulometrias diferentes. O processo de filtracdo € responsavel pela
remogao de particulas grandes nas superficies da areia e na sedimentagdo e
adsor¢gdo nos espagos vazios que se criam entre os graos de areia. Estes
espagos atuam como camaras diminutas de sedimentagdo, nas quais as forgas

de gravidade, da atracdo gravitacional das particulas de matéria e a atracdo



eletrostatica entre as particulas de cargas diferentes, levam as particulas em
suspensao a aderirem as paredes dos espagos vazios.

A etapa de filtracdo é eficiente no processo de remogéo parcial dos
microrganismos da agua, mas ndo € suficiente para garantr a qualidade
microbiolégica de uma agua. Assim, a desinfeccdo tem por finalidade a
destruicio de microrganismos presentes na agua, como bactérias, virus e
protozoarios. Basicamente, o processo de desinfeccdo pode ser efetuado por
agentes fisicos, como a radiagdo ultravioleta, e principalmente, por agentes
quimicos, como os compostos clorados e ozbnio.

A desinfeccdo é fundamental para o controle bacteriano na agua. Por
exemplo, espécies de bactérias dos géneros Pseudomonas, Serratia,
Chromobacterium, Flavobacterium, representantes do grupo denominado de
psicrotroficos, se desenvolvem a baixas temperaturas, e quando presentes na
agua poderdo alterar produtos, inclusive aqueles refrigerados. A desinfeccéo
também contribui para o controle de espécies de bactérias dos géneros
Bacillus e Clostridium e de outras espécies esporuladas originarias
basicamente do solo que s&o patogénicas ou alteradoras de alimentos
(ANDRADE e MACEDO, 1996).

A agua apresenta uma ampla utilizacdo na industria de alimentos, por
exemplo, na limpeza e sanificacdo de equipamentos, limpeza de produtos, das
matérias-primas, preparo de xaropes e salmouras, resfriamento, produgdo de
vapor, entre outros (ANDRADE e MARTYN, 1982). As impurezas da agua
podem originar sérios problemas operacionais na industria de alimentos e
provocar a formagdo de depdsitos e incrustagbes em varias superficies e
diversos tipos de corrosdo de metais, em fungdo de suas -caracteristicas
quimicas.

A qualidade da &gua na industria de alimentos deve ser garantida do
mesmo modo que uma matéria-prima ou ingrediente (PORETTI, 1990). O uso
de agua de qualidade microbioldgica insatisfatéria nas industrias de alimentos
pode originar alteragdes microbianas nos produtos elaborados, além de
possibilitar a presenga de patdgenos, colocando em risco a saude do
consumidor, além disso, a agua de qualidade microbiolégica inadequada pode
inviabilizar a obtencdo de produtos que atendam os padrbes microbianos

exigidos pela legislagao em vigor (WEl et al., 1985).



2.3. Adesao microbiana e a formagao de biofilmes

Falhas em procedimentos de higienizagdo dentro da industria de
alimentos permitem que os residuos organicos fiquem aderidos as superficies
de equipamentos e que sejam fontes potenciais de contaminagdo. A partir dai,
havera condigbes para a ocorréncia de processos de aderéncia de
microrganismos, devido as forgas fisico-quimicas de atragdo entre as células e
as superficies. Se esta deposicio for fixada irreversivelmente por
exopolissacarideos e a contagem for maior que 10" UFC/cm?, estara ocorrendo
a formacéo de um biofilme (ZOTTOLA, 1997).

As interagbes que ocorrem primeiro entre as células e o substrato séo
aquelas forcas de curta distancia, envolvendo carga e hidrofobicidade, sendo
que a hidrofobicidade é atribuida a membrana externa da célula bacteriana.
(ZOTTOLA, 1994, 1997).

Os Dbiofimes s&o constituidos de microrganismos aderidos as
superficies, onde estdo envolvidos por uma camada de matéria organica,
ficando estes microrganismos fortemente aderidos a superficie por meio de
filamentos de natureza polissacaridica, chamados de glicocalix (CRIADO et al.,
1994). Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos sais minerais e
vitaminas, que formardo um depdsito, onde o0s microrganismos continuarao a
crescer, formando cultivo puro ou associagdes com outros microorganismos
(MOSTELER e BISHOP, 1993).

Na industria de alimentos, as superficies que entram em contato com
os alimentos, como ago inoxidavel, vidro, borracha, férmica, polipropileno,
polietleno e policarbonato  permitem processos de adesdo e formagdo de
biofilmes (ZOTTOLA, 1997).

Os principais microrganismos alteradores que contribuem para a
formacdo de biofime sdo: Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi,
Miccrococcus sp. e Bacillus cereus (CRIADO et al, 1994), Enterococcus
faecium (ANDRADE et al., 1998), Pseudomonas fluorescens (MOSTELLER e
BISHOP, 1993; ZOTTOLA, 1997). Entre os microrganismos patogénicos
encontram-se:  Yersinia enterocolitca (MOSTELLER e BISHOP, 1993;
ZOTOLLA, 1994), Clostridium perfrigens, Aeromonas hydrophila (BAL' A et al.,
1998), B. cereus e E.coliO157: H7 (BOWER et al., 1996).



A Escherichia coli apresenta-se na forma de bastonetes curtos, néo
esporulantes, Gram-negativo e possui flagelos peritriquios, podendo ocorrer
tanto isolados como em pares ou formando cadeias pequenas. Fazem parte da
microbiota do intestino grosso de homens e animais de sangue quente.
Algumas linhagens podem formar cépsulas. Sao microrganismos anaerobios
facultativos ou aerdbios podem se desenvolver na faixa de temperatura de
10°C a 45°C, sendo o dtimo na faixa de 30°C a 37°C (BUCHANAN e
GIBSONS, 1974 citado por CERRI, 1984; ELLEY, 1996). Algumas cepas
podem ser o agente etiolégico de infeccdbes de origem alimentar e,
ocasionalmente septicemia e meningite (ELLEY, 1996).

A E. coli juntamente com Enterobacter aerogenes sao 0s principais
microrganismos pertencentes ao grupo coliforme, e a sua presengca em
alimentos deve ser analisada sob dois aspectos: pertencem a familia das
Enterobacteriaceas, indicando  condigbes higiénico-sanitarias insatisfatérias e
existem cepas que sao patogénicas ao homem, particularmente no caso de E.
coli O157:H7 que pode causar a sindrome urémica hemolitica (ELEY, 1996). E.
coli pode multiplicar-se em alimentos, atingindo populagdes na ordem de 10° a
10 UFC/g, sendo que nestas condigdes pode causar infecgdes (ELEY,1996).
Os coliformes normalmente estdo acompanhados de microrganismos
psicrotroficos que podem contaminar o leite apds a pasteurizacdo( BARNARD
1981, citado por CERRI, 1984).

Bacillus sporothermodurans é uma espécie mesofilica estritamente
aerdbia, produtora de esporos que sao altamente resistentes ao calor e que
sobrevivem ao tratamento UAT (Ultra Alta Temperatura) do leite, podendo
subsequentemente germinar e multiplicar durante a estocagem (HERMAN et
al., 1998).

Trabalhos sugerem que B. sporothermodurans nado sao patogénicos,
mas sua presenca em leite UAT devido a alta resisténcia ao calor de seus
esporos, pode elevar o numero de mesdfilos aerdbios e tornado em desacordo
com os padrdes legais vigentes (BRASIL, 2001).

Pesquisa com 100 amostras leite UAT adquiridos em postos de venda
da regiao de Sao Paulo no ano de 1999, mostrou que 45% das amostras
estavam fora dos padroes estabelecidos pela Portaria SVS/MS n°451/97 —

100 UFC/mL- e que 55% das amostras analisadas apds choque térmico a



115°C/7min foram positivas para presenga de esporos (ZACARCHENCO et al.,
2000). Dos produtos analisados, que foram processados a 150°C/3seg, por
aquecimento direto, apenas 10 amostras (22,2%) foram positvas para a
presenca de esporos mesofilos termorresistentes.

A limpeza e sanificagdo de equipamentos e utensilios tém um papel
importante para a industria de alimentos no que diz respeito a prevengdo e o
controle da formacdo de biofilmes, pois a eficiéncia dos sanificantes € reduzida
devido a reagdo que ocorre entre o sanificante e os residuos de gordura,
carboidratos, proteinas e minerais (MOSTELLER e BISHOP,1993).

Os biofilmes podem ser desejaveis ou indesejaveis. Desejaveis, como
no caso de biorreatores para a produgdo de fermentados, as bactérias
produtoras de acido acético crescem, se agregam nos fragmentos de madeira
e convertem os substratos em vinagre. Os microrganismos agregados s&o
também utilizados em tratamentos aerdbios e anaerdbios de aguas residuarias.
No entanto, biofimes podem reduzir a eficiéncia do o processo de cloragdo da
agua (BEER et al.,, 1994). Em relagdo aos aspectos microbioldgicos, processos
de adesédo podem contaminar alimentos com microrganismos alteradores e/ou
patogénicos, o que pode levar a sérios problemas de higiene, de saude publica
ou de ordem econdmica (CRIADO, 1994).

2.4. Higienizagao nas industrias de alimentos

A higienizagdo tem como objetivo garantr a qualidade final dos
produtos, de preservar a saude do consumidor, além de pevenir a formacao de
biofimes. O procedimento de higienizagdo esta diretamente relacionado ao tipo
de residuo que se deseja retirar da superficie a ser higienizada (MACEDO,
2000). Falhas neste procedimento podem levar a contaminagdes por
microrganismos patogénicos e ou alteradores, além de contaminagbes
provocadas por substancias quimicas e agentes fisicos.

Nas industrias de alimentos, o processo de higienizagéo se divide em
duas etapas: a limpeza e a sanificagdo, que sao complementares. Na etapa de
limpeza, o objetivo principal € a remocdo de residuos organicos e minerais

aderidos as superficies, constituidos principalmente por proteinas, gorduras e



sais minerais. A sanificagdo tem como objetivo eliminar microrganismos
patogénicos e reduzir os microrganismos alteradores das superficies de
equipamentos, utensilios, manipuladores e dos ambientes até niveis
considerados seguros. A sanificacdo pode ser realizada tanto por sanificantes
fisicos, como o calor, sob a forma de vapor, agua ou ar quente, e a radiag&o
ultravioleta, quanto por sanificantes quimicos, como o0s compostos clorados,
iodados e de quaternario de aménia, acido peraceético, peroxido de hidrogénio,
clorhexidina, alcoois, entre outros (ANDRADE e MACEDO, 1996). Apenas
limpeza ndo é suficiente para diminuir em niveis seguros a microbiota das
superficies. Por isso a sanificagdo € imprescindivel. Os residuos nas
superficies protegem os microrganismos da agdo dos agentes sanificantes e
reagem com os sanificantes, diminuindo sua eficiéncia (GIESE, 1991;
MARRIOTT, 1995; TROLLER,1993).

Uma higienizagao eficiente € o resultado de um conjunto de fatores,
onde inclui-se a agdo quimica, mecanica e térmica, além de tempo de contato
utilizado no procedimento de higienizagdo. Uma otimizagdo destes fatores leva
a uma maior eficiéncia na higienizagdo. A equagédo empirica a seguir mostra a

relacao eficiente entre os fatores, onde HE significa higienizacao eficiente.

HE= ACAO QUIMICA X ACAO MECANICA X ACAO TERMICA X TEMPO

A acdo quimica promove, por exemplo, as reagbes de saponificagao
elou emulsificagdo da gordura. Na saponificagdo, os acidos graxos insoluveis
em agua reagem com os agentes alcalinos, formando o sabdo que, sendo
soluvel em agua, € removido da superficie. A emulsificagdéo muda a polaridade
dos residuos gordurosos e acidos graxos tornando-os soluveis em agua. Esta
reacdo quimica pode ser obtida por agentes tensoativos, que apresentam em
sua estrutura uma parte hidrofilica e outra hidrofébica. A parte hidrofobica
interage com os residuos de gordura enquanto que a hidrofilica apresenta
afinidade pela agua, o conjunto formado recebe 0 nome de micela.

A solubilizagdo de proteinas ocorre quando o pH esta, abaixo ou acima
do ponto isoelétrico (PIE). Entretanto, a solubilizagéo é maior em valores de pH

mais elevados, onde a proteina tem carga livre negativa, mantendo-se soluvel



em agua. Por isto, para a solubilizacdo proteinas usam-se solugdes alcalinas,
como o hidréxido de sodio a 1%, com pH proximo de 13.

A deposicdo de residuos minerais é originaria dos sais presentes na
agua, dos alimentos e das solugbes de limpeza e sanificagdo. Estes residuos
devem ser evitados pelo emprego de agentes complexantes ou aplicagdes de
solugdes acidas. Por exemplo, &cido nitrico a 0,5%, com pH proximo de 2.

A agdo mecanica caracteriza-se pelo contato eficiente entre os agentes
de higienizagdo com os residuos e o0s microrganismos. Pode ser obtida,
através do contato entre os agentes e as superficies, como acontece em
limpezas manuais, ou por meio da velocidade de circulagdo das solu¢des de
higienizagdo como ocorre no processo CIP (Cleaning in place). Neste caso, a
velocidade deve ser no minimo de 1,5 m/s.

A acdo térmica aumenta a medida que aumenta a temperatura das
solugdes obtendo-se uma maior eficiéncia da higienizagdo. Por outro lado, a
temperatura maxima utilizada é limitada por outros fatores como o método de
higienizacao e o residuo a ser removido.

O tempo de contato entre os sanificantes e os residuos € necessario
para as reacgdes quimicas ocorrerem. Quanto maior o tempo de ®ntato mais
eficiente sera a higienizacgao.

No entanto, estas rea¢des quimicas ocorrem no processo de limpeza
com mais eficiéncia nos minutos iniciais da aplicacdo dos agentes quimicos
(ANDRADE e MACEDO, 1996). Qualquer alteracdo num destes fatores, implica
na alteragao do outro para manter o mesmo nivel de eficiéncia.

Para procedimentos de higienizagdo eficientes, as industrias de
alimentos devem escolher de forma correta os agentes de limpeza e
sanificagdo, levando em conta o tipo e o grau de residuos aderidos as
superficies, a qualidade da agua empregada, a natureza da superficies a ser
higienizada, métodos de higienizacdo e os tipos e niveis de contaminagido

microbioldgica.



2. 5. Etapas da Higienizagao

2.5.1. Pré-lavagem

A pré-lavagem é efetuada, com o objetivo de reduzir a quantidade de
residuos presentes nas superficies de equipamentos e utensilios. Nesta fase,
ocorre a remogdo de 90% dos residuos soluveis em agua, Além disso,
acontece remogao dos residuos ndo soluveis em agua pela agédo mecanica e a
diminuicdo da microbiota das superficies (ANDRADE e MACEDO, 1996). A
pré-lavagem deve ser efetuada imediatamente apds o uso do equipamento ou
utensilio. Normalmente, usase temperatura em tommo de 3540°C.
Temperaturas baixas solidificam os residuos de gordura e temperaturas
elevadas desnaturam residuos de proteina, dificultando o procedimento de

higienizacao.

2.5.2. Lavagem com detergentes

Nesta etapa, ocorre a aplicagdo dos agentes de limpeza, o que se faz
promovendo o contato direto dos detergentes com as superficies e as
sujidades, com o objetivo de dispersa-las em agua e evitar redeposicdo nas
mesmas superficies. Para remogdo de residuos de carboidratos, gordura e
proteinas substancias ou formulagdes alcalinas sdo usadas. fons hidroxilas
liberados pelos alcalinos, associados ao aquecimento, por exemplo, 80°C, na
limpeza CIP (“Cleaning In Place”), reage com acidos graxos, formando sab&o,
soluveis em agua. As gorduras também podem ser removidas pela interagéo
com agentes tensoativos. A parte apolar do tensoativo tem afinidade com a
gordura e a parte polar pela agua. Formase uma micela que € soluvel em
agua. As proteinas sdo removidas pela elevacdo do pH. A carga elétrica das
proteinas apresenta-se negativa e, estas, por repulsdo eletrostatica ficam
suspensas em agua. As solugdes de limpeza devem ser circuladas a uma
velocidade minima de 1,5 m/s.

Para as formulagdes, podem ser usados agentes alcalinos, como a

soda caustica e o carbonato de sddio; os fosfatos, como o fosfato trissddico e o



hexametafosfato de sédio; os agentes complexantes , como o Na-EDTA e o
gluconato de sédio e, ainda, os tensoativos, como o dodecilbenzeno sulfonato
de sodio.

A remocado de residuos minerais é efetuada por substancias ou
formulagdes acidas. Por exemplo, os &cidos nitrico e fosférico ou &acidos
organicos, sdo usados em concentracdes de 0,5 a 1% e quando possivel a
temperaturas de 70°C.

2. 5. 3. Enxaglie

Depois da lavagem com o detergente, os equipamentos devem ser
bem enxaguados para promover a remogéo dos tracos dos agentes de limpeza
e do material reagido. Quando possivel, a enxaguagem deve ser feita a
temperatura mais elevada o que favorece a eliminagdo de microrganismos,
além de facilitar a evaporagdo da agua das superficies, limitando o crescimento
microbiano. Deve-se garantir a remogdo completa dos agentes de limpeza. Por
exemplo, para os detergentes alcalinos tomase uma amostra da agua de
enxagle e adiciona-se gotas de fenolftaleina como indicador de pH. A &gua
deve permanecer incolor, indicando pH abaixo de 8,3. Para os detergentes
acidos, pode-se avaliar a agua de enxagule, adicionando gotas de metilorange,

devendo a agua ficar amarela, indicagdo de pH acima de 4,6.

2. 5. 4. Sanificagao

A Ultima etapa de procedimento de higienizagdo, € a sanificagédo onde
objetiva-se eliminar microrganismos patogénicos e a redugdo de alteradores
até niveis seguros, nas superficies de equipamentos e utensilios. A etapa de
limpeza reduz a microbiota, mas ndo até indices satisfatérios. Entretanto, um
equipamento, onde nao se efetuou um procedimento de limpeza adequado,
ndo podera ter um procedimento de higienizagao eficiente, pois os residuos ali

presentes protegerao os microrganismos da agao dos sanificantes.



A sanificacdo efetuada de modo eficiente previne contaminagdes
posteriores, diminuindo com isso a perda de alimentos e deve ser efetuada
imediatamente antes do uso dos equipamentos e utensilios (ANDRADE e
MACEDO, 1996).

Para a realizagdo do processo de sanificagdo pode-se utilizar
sanificantes fisicos, como o calor, sob a forma de vapor, agua ou ar quente, e a
radiacdo ultravioleta, ou sanificantes quimicos, onde incluem-se 0s compostos
clorados, iodados e de quaternario de aménia, acido peracético, peroxido de

hidrogénio, clorhexidina, alcoois, entre outros.



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 Vicosa e no Laticinios da Fundagdo Arthur Bemardes
(FUNARBE/DTA/UFV).

3.1. Avaliagdo da qualidade microbiolégica da agua pela técnica da

bioluminescéncia

3.1.1. Selegao da amostras

Foram utilizadas amostras de agua de manancial, floculada, decantada
e fitrada, coletadas na Estagdo de Tratamento de Agua (ETA/ UFV). Além
disso, foram \utlizadas &agua destilada, agua industrial, agua gelada
pasteurizada, agua de resfriamento de aménia e condensado coletadas no
Laticinios da Funarbe/DTA/UFV.

Foram selecionados para avaliagdo no teste de ATP-bioluminescéncia,

trés diferentes tipos de agua, agua de manancial, agua de resfriamento de



ambénia e agua industrial, baseando-se em suas caracteristicas fisicas,
quimicas e microbioldgicas.

3.1. 2. Andlises fisico-quimicas e microbiolégicas

As seguintes andlises fisico-quimicas e microbiolégicas foram
efetuadas, conforme metodologias propostas pela APHA — American Public
Health Association (GREENBERG, et al.,1992):

a) dureza, expressa em mg/L de CaCOsg;

b) alcalinidade total , expressa em mg/L de CaCOg3;
c) acidez, expressa em mg/L de COy;

d) cloretos, expressos em mg/L de NaCl;

e) turbidez , expressa em UNT;

f) pH;

g) mesdfilos aerdbios, expressa em UFC/mL;

h) coliformes totais, expressos em NMP/100 mL

3.1.3. Técnica da bioluminescéncia para andlise de agua

As amostras de agua de manancial, resfriamento de aménia e industrial
previamente selecionadas (item 3.1) foram submetidas as analises fisico-
quimicas e microbiologicas (tem 3.1.2) e também pela técnica de ATP-
bioluminescéncia, usando-se kit AQUATEST TOTAL (BIOTRACE, 2000), para
determinagcdo do ATP livre mais o microbiano e kit AQUATEST FREE, para
determinagdo, do ATP livre, ou seja, de origem nao microbiano. Esta técnica
consistiu em coletar aproximadamente 50 mL de uma amostra de agua em
béquer esterilizado de onde foi retirada uma aliquota com cerca de 0,1 mL com
o auxilio dos kits. O kit foi introduzido na cubeta que conttm o complexo
enzimatico luciferina/luciferase, e através de agitagio manual por
aproximadamente 20 segundos, promoveu-se a reagao de formacgéo de luz.

Ap6s agitacdo, a cubeta foi inserida em local apropriado no
lumindmetro, obtendo-se a leitura em 10 segundos, devidamente impressa. O

resultado foi expresso em unidades relativas de luz (URL).



A concentragdo do ATP microbiano foi determinada pela diferenga
entre as concentragdes de ATP total e livre.
3.2. Adesdao microbiana em superficies usando a técnica de ATP

bioluminescéncia e contagem padrdao em placas.
3.2.1. Microrganismos avaliados

Foram utilizados o Bacillus sporothermodurans CCT6247, obtido do
Instituto de Laticinios Céndido Tostes (ILCT) - EPAMIG, Juiz de Fora, MG e a
Escherichia coli K12, cedida pelo Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do
Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Vicosa, Vigosa-
MG. Culturas estoque foram mantidas em agar BHI (Broth Heart Infusion)

(Merck), acrescido de 0,5 g/L de citrato férrico amoniacal e 1 g/L de esculina.

3.2.2. Suspensao de esporos de Bacillus sporothermodurans

A partir da cultura estoque, apds descongelamento a temperatura
ambiente (20 - 25°C), o microrganismo foi ativado em agar BHI, contido na
posicdo inclinada em tubo de ensaio com tampa rosqueavel, acrescido de
0,5 g/L de citrato férrico amoniacal e 1 g/L de esculina.

A ativacdo foi efetuada por meio de trés repicagens consecutivas pela
técnica de estriamento em agar BHI acrescido de 1% de esculina (REAGEN) e
0,5% citrato férrico amoniacal, solidificado na posicao inclinada, em tubo de
ensaio 15 X160 mm, sendo incubado a 37°C por 48 horas. Em seguida, 1mL
de solugdo tampao fosfato, 0,31M em pH 7,0+0,1, (ICSMF, 1978) foi
adicionado nestes tubos e agitados manualmente para obtencdo de uma
suspensdao de células vegetativas. A partir desta suspensao foram retiradas
aliqguotas de 1 mL que foram inoculadas na superficie de 250mL de um meio de
esporulagdo, com a seguinte composicao: 3,0g extrato de carne, 5,0 g triptona,
1,0 g amido, 10mg sulfato de manganés, 20,0 g agar em 1000 mL de &agua
destilada e pH final entre 6,9 e 7,1. O meio foi distribuido em quatro garrafas de
Roux de 800 mL.



A formagdo de esporos foi acompanhada mediante observagéo ao
microscopio de contraste de fase (Olympus BX 40) até obter-se cerca de 90-
95% de esporulagdo. A incubagdo prolongou-se por cerca de 9 dias a 37°C
para se obter a esporula¢do desejada.

Apds o periodo de incubagéo, os esporos foram removidos do meio de
esporulagdo, usando-se aproximadamente 20mL de agua destilada
esterilizada e coletados em tubos de centrifugacdo JA-20 (BECKMAN, modelo
J2- MC). A centrifugacdo foi realizada a 3000g (5000 rpm) por 10 minutos a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e os sedimentos com os
esporos ressuspendidos em agua destilada esterilizadas para nova
centrifugacéo. Este processo foi repetido por quatro vezes. Ao final, os esporos
de cada tubo de centrifuga foram suspensos em glicerol e tampéao fosfato 0,31
M em pH 7,0£0,1 (15:85) e acondicionados em volumes de 1mL em tubos de
Eppendorf (AKUTSU, 2001). O numero de esporos no lote, que se encontrava
em tomo de 7,3 x 10" esporos /mL foi confirmado, por meio de contagem em
placa, pela técnica de espalhamento superficial com alga de Drigalsky, em agar
BHI e incubacdo a 37°C por 24 horas. Os tubos de Eppendorf foram

armazenados a -18°C até o momento do uso.

3.2.3. Suspensao de Escherichia coli K12

A cultura pura deste microrganismo foi mantida sob refrigeracdo a
temperatura de 4°C, em tubos de ensaio, contendo 5 mL de meio semi-sdlido
BHI.

Apds trés repiques sucessivos em caldo BHI, para ativagdo da cultura
de Escherichia coli a 35°C por 24 horas, foram inoculados volumes de 1mL na
superficie de 250 mL de meio AGAR-BHI contidos em quatro garrafas de Roux.
As células foram removidas do meio, usando em torno de 20 mL de &agua
destlada esteriizada e coletados em tubos de centrifugagdo JA-20
(BECKMAN, modelo J2- MC). A centrifugagdo foi realizada a 3000g (5000 rpm)
por 10 minutos a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi descartado e os
sedimentos com as células ressuspendidas em agua destilada esterilizada

para nova centrifugacdo. Este processo foi repetido por quatro vezes. Ao final,



as células vegetativas foram utilizadas imediatamente (SILVA, 2000). A
confirmagéo do numero de células vegetativas no lote que se encontrava em
tomo de 15 x 10° UFC/mL foi feita por meio de contagem em placa pela

técnica de profundidade em &gar e incubag&o a 35°C por 24 horas.

324. Adesdo de Bacillus sporothermodurans nos cilindros de acgo

inoxidavel

Para o preparo da suspensdo, os esporos contidos no tubo de
Eppendorf armazenados a —18°C foram descongelados e em seguida diluidos
em 99 mL solucdo tampdo fosfato, 0,31 M em pH 7,0 £ 0,1, esterilizada.
Realizou-se contagem em placa, pela técnica de espalhamento superficial, do
numero de esporos nesta suspensdo antes da adesao nos cilindros de ago
inoxidavel. As diluicdbes decimais foram agitadas no Vortex por um minuto.
Aliquotas de 0,1 mL foram inoculadas em agar BHI, solidificado na placa de
Petri, e espalhadas, com alga de Drigalsky devidamente flambada com alcool,
até que fossem totalmente absorvidas no meio solidificado. As placas foram
incubadas invertidas a 37 C por 24 horas.

Para a adesdo foi utilizado um béquer com capacidade para 100mL,
contendo 5 cilindros de ago inoxidavel (AISI 304, com 10 mm de comprimento,
10 mm de didmetro externo, 9 mm de didmetro intemo e polimento 4)
devidamente esterilizados a 121C por 15 minutos, imersos em 20mL da
suspensao de esporos e incubados a 37°C/24 horas. Apos as 24 horas, foram
retirados os cinco cilindros e estes colocados por um minuto em placas de
petri, contendo aproximadamente 25 mL de agua destilada esterilizada, com o
objetivo de remover esporos que nao aderiram aos cilindros. Em seguida, os
cilindros foram colocados para secagem, & temperatura ambiente (20-25C) em
papel de filtro contido em placas de Petri por 20 minutos. Apds secos, cada
cilindro foi colocado em um tubo de ensaio, contendo 2 mL de solugdo tampao
fosfato, agitado por um minuto no Vortex e apds diluigbes adequadas, aliquotas
de 0,1 mL e 1,0 mL da solugdo tampao foram espalhadas na superficie de agar
BHI (OLIVEIRA, 2001). Apés as incubagdes a 37°C por 24 horas, os esporos

foram contados, expressando-se os resultados em UFC/cm?.



3.2.5. Adesao de esporos Bacillus sporothermodurans em polietileno

As superficies intemmas das embalagens de polietleno de baixa
densidade foram previamente sanificadas com alcool 70 GL.

Nesta etapa, empregaram-se embalagens de polietleno de baixa
densidade com espessura de 0,07 cm e area interna de 294 cm? (14,0 X 21
cm), apresentando capacidade para 100 mL de liquido, cedidas pelo Laticinios
da Fundacdo Arthur Bernardes (FUNARBE). A estas embalagens foram
adicionados 100 mL da suspensdo de esporos. Em seguida a adicdo das
suspensdes, as embalagens foram seladas termicamente (Seladora TecnoB
modelo S300) e incubadas em BOD modelo 50A14 a temperatura de 37°C por
24 horas, para permitir a adesdo bacteriana. Apés o tempo de incubacio, as
embalagens passaram pelos procedimentos: o tampao utilizado na inoculagdo
da embalagem foi escoado e a esta embalagem foram adicionados 100 mL de
tampao fosfato esterilizado, pH 7,0 £ 0,1 a embalagem ficou em repouso por 1
minuto para a retirada dos esporos que nao aderiram a superficie do
polietileno. Depois de escoado o tampdo, a embalagem foi rinsada, com a
agitacdo manual vigorosa durante 90 segundos, com 100 mL de tampéao fosfato
esterilizado.

Apds a rinsagem, os tampdes foram diluidos conforme necessario e
aliquotas destas diluicdes foram plaqueadas, pela técnica de espalhamento
superficial em agar BHI. As placas de Petri foram incubadas invertidas a
temperatura de 37°C por 24 horas para a determinagdo do nimero de esporos
aderidos a embalagem (SILVA, 2000). Os resultados foram expressos em
UFClem?.

3.2.6. Adesao de Escherichia coli K12 em ago inoxidavel

Foi utilizado o mesmo procedimento do item 3.24 excetuando-se o
microrganismo, a E.coli K12 o meio de cultura, o PCA, a temperatura de

incubagdo de 35°C e a técnica de inoculagdo por profundidade. Para este



microrganismo, a adesédo foi efetuada com células centrifugadas e também
com células nao centrifugadas sus pensas em BHI.
3.2.7. Técnica de ATP-bioluminescéncia para os microrganismos aderidos

em acgo inoxidavel e polietileno

Apds os procedimentos de adesdo de Bacillus sporothermodurans em
aco inoxidavel e em polietleno de baixa densidade e a adesdo de Escherichia
coli K12 em aco inoxidavel, as suspensdes foram avaliadas pela técnica de
ATP Bioluminescéncia, que consistiu em retirar aliquotas destas suspenstes
com o auxilio do Kit AQUATEST Total (BIOTRACE). Para as suspenstes de E.
coli, oriundas da adesdo com células ndo centrifugadas, foi utilizado também o
kit AQUATEST Free (BIOTRACE). O kit foi introduzido na cubeta que continha
o0 complexo enzimatico luciferina/luciferase e através de agitagdo manual por
aproximadamente 20 segundos, promoveu-se a reagao de formagéao de luz.

Apds agitagdo a cubeta foi inserida em local apropriado no
luminbémetro, obtendo-se a leitura em 10 segundos, devidamente registrada em
papel acoplado no aparelho. O resultado foi expresso em unidades relativas de
luz (URL).

3.3. Avaliagcao do procedimento de higienizagao em linha de
pasteurizacdo de leite, usando técnica da bioluminescéncia e contagem

Padrao em Placas

Nesta etapa, foram avaliados 6 equipamentos da linha de
pasteurizacdo de leite: caminhdo tanque (CAT), tanque de resfriamento de leite
cru (TRC), tanque de equilibrio (TEP), desnatadeira (DES), tanque de
armazenamento de leite pasteurizado (TLP) e tanque de equilibrio para
empacotamento de leite pasteurizado (TEL). Estes equipamentos foram
avaliados antes e apos o procedimento de higienizagao pela técnica de swab
(APHA, 1992) e pela técnica de ATP-bioluminescéncia, (BIOTRACE, 2000).

O swab utilizado foi de algodao com 0,5 cm de didmetro por 2,0 cm de
comprimento em uma haste de 12 cm de comprimento, esterilizados a 121° C

por 15 minutos. Para a remogdo dos microrganismos das superficies, o swab



foi umedecido em 10 mL de solugdo neutralizante de tiossulfato de sdodio
0,25%, devidamente esteriizada a 121°C por 15 minutos, contida em tubo de
ensaio. O excesso foi removido, pressionando-se 0 swab na parede intema do
tubo de ensaio e este foi friccionado, formando um angulo de 30" com a
superficie, por duas vezes no sentido de vai-e-vem em duas diagonais, numa
area de 100 cm? (10 x10 cm) (Figuras 2 e 3).

Figura 2 - Técnica adequada para remocdao de ATP na superficie de
equipamentos e utensilios, mostrando a forma de segurar o swab,
0 angulo e movimento circular do swab.



Figura 3 - Técnica adequada para remocao de ATP da superficie de
equipamentos e utensilios, mostrando a area e a forma em
diagonal para a coleta.

Em seguida, o swab foi colocado no tubo de ensaio contendo a solugéo

neutralizante e transportado para o laboratério sob refrigeracdo para as
anadlises de mesodfilos aerdbios. Apds diluicbes adequadas, aliquotas de 0,1 e
1,0 mL da solugdo foram plaqueadas por profundidade em PCA e placas
incubadas invertidas a 35°C por 48 horas. Os resultados foram expressos em
log 10 UFClcm?.

Para a avaliacdo das superficies pela técnica de ATP-
bioluminescéncia, o procedimento para a coleta das amostras foi com o Kit
Clean Test (BIOTRACE, 2000). Apdés a coleta na superficie, como descrito
anteriormente, o swab foi colocado na cubeta entrando em contato com os
reagentes. A agitagdo era realizada manualmente em forma circular por 20
segundos. O kit foi inserido em local apropriado no luminémetro, obtendo-se
leitura em cerca de 10 segundos, devidamente registrada. Os resultados foram
expressos em log 10 URL.

A superficie pode ser considerada limpa quando apresenta resultados
de até 150 URL (< 150 URL), sendo suspeita no intervalo de 151 a 300 URL e
como suja acima de 300 URL (> 301 URL), quando avaliada pelo equipamento
BiotraceXcel (BIOTRACE, 2000).

3. 4. Avaliagao dos resultados



3.4.1. Avaliagao da qualidade microbiolégica da agua

Para a avaliagdo da qualidade microbiolégica da agua, o experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), com trés
repeticoes e trés tratamentos.

A partir das andlises do log;o de URL e UFC/cm? de variancia, foram
comparadas as médias pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

3.4.2. Avaliagao do processo de adesdao em superficies

Foi avaliado por anadlise descriva dos logip de UFC (unidades
formadoras de colbnias) e logio de URL (Unidades Relativas de Luz), para as

diferentes superficies.

34.3. Avaliacaio do procedimento de higienizagaio em linha de

pasteurizacao de leite

Para a avaliagdo do procedimento de higienizacdo em linha de
pasteurizacdo de leite, experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado (DIC) com trés repeticoes.

Os resultados foram avaliados pela andlise de varidncia seguida pelo

teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Selecdo de amostras de agua de tratamento convencional e de uso

em laticinios para o teste de ATP-bioluminescéncia

Os Quadros 3 e 4 apresentam os resultados das analises fisico
quimicas e microbiolégicas de amostras de agua coletadas no sistema de
tratamento de agua (ETA/UFV) e de amostras de agua de uso no
Laticinios/FUNARBE/DTA/UFV. Constata-se que houve variagbes nas analises

efetuadas em fungcdo da amostra coletada. Por exemplo, a turbidez variou entre



0,57 UNT na amostra de agua destilada até 91,48 UNT na amostra de agua do
floculador. O pH variou de 6,96 até 8,60 para as aguas industrial e resfriamento
de ambnia, respectivamente.

Em relagdo a acidez, expressa em mg/L de CO, observou-se a
ocorréncia de amostras, com auséncia de acidez até 10,39 mg/L de acidez,
como no caso da agua de resfriamento e da agua do floculador. Para a
alcalinidade, expressa em CaCO; as amostras variaram de 2249 mg/L de
alcalinidade, para agua destilada até 231,67 mg/L de alcalinidade para agua de
resfriamento. No que se refere aos cloretos, expresso em mg/L de NaCl a
amostra que apresentou menor concentragdo foi agua destilada com 9,43 mg/L
e a de maior concentracdo foi a agua de resfriamento de aménia, com 140,26
mg/L.

Em relacdo a dureza, expressa em mg/L de CaCQO;, a variagao foi de
18,00 até 183,00 para as amostras de agua destilada e de resfriamento de
amolnia, respectivamente. Esta Ultima, recebe um tratamento fisico-quimico e

microbioldgico.

Quadro 3 - Anadlises fisicoquimicas de aguas originarias do tratamento
convencional da ETA/UFV e de uso em industria de Laticinios.
Média de trés repeticdes.

Analises Fisico-quimicas

Amostras T pH Acidez** Alcalinidade*** Cloretos**** Dureza***
urbidez*

(Um) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)
Agua destilada 0,57 7,10 3,30 22,49 9,43 18,00
AguaGelada /55 ;45 797 50,46 16.21 4317
Pasteurizada
Agua industrial 1,02 6,96 7,57 33,28 14,56 41,33
Aguadevapor 579 747 7g4 23.77 13,37 20,00
condensado
Agua de
resfriamento de 18,58 8,60 0,00 231,67 140,26 183,00
amonia

Agua de 466 7,09 7,81 42,87 11,90 36,33




manancial

Agua de 9148 7,01 1039 42,97 13,92 42,17
floculador
Agua 1235 7,08 878 46,26 14,92 40,67
decantador

Agua filtrada 0,54 7,02 7,08 42,05 17,67 39,00

* Unidade de turbidez

** expressa em CO,

*** expressa em CaCQO;

**** expressos em NaCl

Quadro 4 - Analises microbiolégicas de aguas originarias do tratamento

convencional da ETA/UFV e de uso em industria de Laticinios.

Média de trés repetigcoes.

Amostras

Andlises Microbioldgicas

Mesdfilos Aerdbios (UFC/mL)

Coliformes Totais (NMP/100mL)

Agua Destilada 1,70X10°
Agua Gelada 2
Pasteurizada 1,50X10
Agua Industrial 2,70X10°
Agua de Vapor 3,40X10"
Condensado

Agua de 2,50X10°
Resfriamento de

Amdnia

Agua de Manangial 6,50X10°
Agua de Floculador 1,20X10?
Agua Decantador 4,40X10°
Agua Filtrada 1,50X10°

<2

<2

<2

90

400

1071

110




Para as analises microbiologicas, constataram-se variagdes para as
diversas amostras de agua. Para mesdfilos aerdbios, as contagens situaram
entre 2,70X10° UFC/mL e 4,40X10° UFC/mL, para as aguas industrial e de
decantador. Os coliformes totais, expressos em NMP/100mL variaram de
uma populacdo menor que 2 a 1,07X10°, para as amostras de agua industrial e
agua de decantador, respectivamente.

Os resultados das andlises para as amostras de agua de manancial
podem ser comparados aqueles da Resolugdo n° 20 do CONAMA (Conselho
Nacional do Meio Ambiente) do MS (Ministério da Saude) de 1986 (Brasil,
1986). Pode-se afirmar que os parametros avaliados encontram-se dentro da
legislacéo vigente.

Da mesma forma, pode-se comparar os resultados das analises da
agua industrial ja tratada da ETA/UFV, com a Portaria n°1469 do MS, de 29 de
dezembro de 2000 (BRASIL, 2001) que trata da qualidade de agua potavel.
Neste experimento, adotou-se como especificagdo microbioldgica para
mesdfilos aerébios o nimero de 5,0x10PUFC/mL. Este valor para mesdfilos
aerobios era um padrdo de legislagido, de acordo com a Portaria n°36 do MS
(BRASIL, 1990) n&o sendo mencionado na nova portaria.

Constata-se que a agua industrial encontra-se dentro do padrao legal
vigente e da especificagdo sugerida, para os parametros avaliados: coliformes
totais e mesofilos aerdbios.

No entanto, deve-se salientar que ha exigéncia da andlise de cerca de
90 parametros diferentes para determinar se um manancial encontra-se em
condigbes de potabilizagdo (Resolugdo n°20) ou se a agua € potavel (Portaria
n®1469).

Ap6s a avaliagdo do conjunto de caracteristicas fisico-quimicas e
microbiolégicas das diversas amostras, decidiu-se pelo uso da agua de
manancial, da agua de resfriamento de ambnia e da agua industrial para
realizacao dos testes com a técnica da bioluminescéncia.

Esta opcdo se fundamentou no fato de que se procurou selecionar
amostras que apresentassem diferencas bem caracterizadas em seus aspectos

fisicos, quimicos e/ou microbioloégicos. A agua de manancial apresentou



elevados valores de turbidez e de contagens de mesdfilos aerdbios e de
coliformes totais. Ja na agua de resfriamento de aménia observaram-se
concentragcdes elevadas para todos os parametros avaliados. A agua industrial
pode ser considerada como amostra controle em fungcdo de suas boas

caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas.

4.2. Andlise da qualidade microbioléogica da agua pelas técnicas de

bioluminescéncia e contagem de meséfilos e coliformes totais.

O Quadro 5 apresenta os resultados das analises fisico-quimicas para
amostras de agua do manancial, de resfriamento de aménia e industrial
diferentes daquelas apresentadas no Quadro 3. Constata-se também nestas
amostras, de forma semelhante as anadlises do Quadro 3, as diferengcas nas

caracteristicas avaliadas para as diferentes amostras.

Quadro 5 - Analises fisico-quimicas das aguas selecionadas para a avaliagcéo
da técnica de bioluminescéncia. Média de trés repeticoes.

Amostras de . . .
A Analises Fisico-quimicas
gua
Turbidez pH Acidez*™ Alcalinidade***  Cloretos**** Dureza**
* (mg/L) (mg/L) (mg/L) *
(Ut (mg/L)
Manancial 10,86 6,95 7,24 54,49 11,90 51,56
Resfriamento
. 5,86 8,54 0,00 278,63 163,76 251,78
de ambnia
Industrial 0,98 6,74 7,41 56,55 15,26 54,67
* Unidade de turbidez

** expressa em CO,
*** expressa em CaCO;
**** expressos em NaCl

A andlise de varidncia mostra que ha diferenga significativa (p< 0,05)

entre a quantidade de ATP total, livre, e microbiano e também nas contagens



de mesodfilos aerébios e de coliformes totais para as amostras de agua
avaliadas (Quadro 6).

Quadro 6 - Resumo das analises de variancia dos logaritmos decimais (log1o)
da concentragcdo de Unidades Relativas de Luz (URL) ATP total,
livre e microbiano, de Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de
mesofilos por mL e de Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes
por 100 mL de amostras de agua de manancial, resfriamento de
amonia e industrial.

Quadrado Médio

FV GL ATP ATP ATP Mesofilos Coliformes
total livre microbiano aerdbios totais

Tratamento 2 0404" 0,194 1,177 14,68" 5,993"

Residuo 6 0,030 0,028 0,105 0,053 0,124

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

Verificase pelo Quadro 7 que as amostras de agua de manancial e de
resfriamento de amoénia ndo apresentaram diferenca significativa (p=0,05), pelo
teste de Tukey, para as quantidades de ATP total, livre e também para as
contagens microbianas. Verificou-se, ainda, como esperado, que a amostra de
agua industrial foi aquela que apresentou a menor concentracdo dos diferentes
tipos de ATP avaliados e também as menores contagens microbianas.

Em relagdo a agua industrial, houve a concordancia entre os métodos
de bioluminescéncia e de contagem de mesofilos aerdbios e coliformes totais.
Para a técnica da bioluminescéncia, o fabricante (BIOTRACE, 2000)
recomenda valores menores que 150 URL, que corresponde ao logio de 2,18,
para que a agua seja considerada em condigbes higiénicas satisfatorias.
Independente da origem do ATP, os valores encontrados para a agua
industrial, encontram-se abaixo do recomendado. No entanto, deve-se ressaltar
que esta técnica nado diferencia as espécies microbianas contaminantes. Os
resultados das analises microbiologicas de mesdfilos aerdbios e coliformes

totais estéo dentro dos padrdes legais vigentes (BRASIL, 1990, 2001).

Quadro 7 - Média da concentragdo dos Logaritmos decimais (Logio) de
Unidades Relativas de Luz (URL) para ATP ftotal, livre e



microbiano, de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) por mL e
de Numeros Mais Provaveis (NMP) por 100 mL de amostras de
agua de manancial, resfriamento de amédnia e industrial. Média de
trés repeticdes.

Amostras de ATP total ATP microbiano  ATP livre UFC/mL  NMP/100 mL

Agua (URL) (URL) (URL)
Resfriamento de b
o 2,47 1,92 2,31° 4,23 2,38
amonia
Industrial 1,97° 1,22 1,86° 0,33 0,30°
Manancial 2,69 247 2,28 4,09 3,00°

* Médias, com mesma letra, numa mesma coluna, ndo diferem entre si, ao nivel de 5%
de probabilidade, pelo teste de Tukey.

No que se refere a &agua do manancial, observase que as
concentracbes de ATP total e livre encontram-se acima daquelas obtidas para
a agua industrial. As caracteristicas microbiologicas, de turbidez e cor
diferenciam estas amostras. Comparando as trés amostras avaliadas, as
concentragbes de ATP total e microbiano foram as mais elevadas para a agua
de manancial e foram consistentes com os resultados das contagens de
mesofilos aerdbios e coliformes totais. Os resultados das andlises pela técnica
de ATP-bioluminescéncia sugere que a agua do manancial encontra-se em
condigbes insatisfatorias, acima de 300 URL para ATP total, e em condigbes de
alerta entre 150 e 300 URL, para ATP livre e microbiano. Assim, os resultados
sugerem que a determinagdo do ATP total € o recomendado para avaliar a
qualidade microbiolégica da agua de manancial. Neste caso, ndo € um
problema consideravel o fato da técnica ndo diferenciar espécies microbianas,
ja que a agua recebera tratamentos, como sedimentacdo com coagulantes,
floculagdo, filtragdo e cloragdo, para o controle da turbidez e o controle
microbiolégico.

Apesar da concentragdo relativamente elevada de coliformes totais, os
valores encontrados estdo dentro dos padrbes legais exigidos para agua a ser
potabilizada (BRASIL, 1986).



A agua de resfriamento de amobnia foi selecionada em funcdo das
consideraveis  diferencas em suas caracteristicas fisico-quimicas e
microbiologicas. Esta agua foi considerada em situacdo de alerta para a
determinacdo de ATP total e livre e em boas condigbes de higiene para
determinacdo do ATP microbiano. Também, neste caso os resultados indicam
que teste de ATP total € mais recomendado. Talvez a qualidade fisico-quimica
da agua tenha influenciado a determinagéd da bioluminescéncia, diminuindo a
formagédo de luz. Esta agua apresentou valores elevados de turbidez, pH,
alcalinidade, cloretos e dureza. Pesquisas mostram que diversas substancias
detergentes e sanificantes afetam a técnica da bioluminescéncia. GREEN, et
al. (1998), trabalhando com seis sanificantes quimicos e trés fontes de ATP,
para avaliar o seu efeito na reacdo de bioluminescéncia encontraram que o
acido latico e o fosfato trissdédico reduziram significativamente as leituras de
bioluminescéncia para as trés fontes testadas. O hipoclorito de sddio e a
ambnia quaternaria ndo tiveram efeito significativo sobre a medida de
bioluminescéncia. O peréxido de hidrogénio a 0,1% n&o apresentou redugdo
significativa nas leituras de URL, mas a 1% reduziu em 40% as medidas de
bioluminescéncia de todas as fontes de ATP. O sanificante triclosan a 0,25%
ndo apresentou reducdo significativa na leitura de bioluminescéncia para
nenhuma das fontes. Entretanto, em concentracbes de 0,5% e 1% afetou
significativamente.

As informagbes acima mencionadas sugerem que esses sanificantes
causam reducdes nas medidas de ATP quando entram em contato direto com
os reagentes da bioluminescéncia, podendo levar a uma falsa conclusdo de
que os equipamentos de processamento estdo corretamente sanificados,
guando na verdade o sanificante pode ter reduzido a leitura de URL.

Resultado semelhante foi obtido por VELAZQUEZ e FEIRTAG (1997)
que avaliaram o efeito do hipoclorito de sddio e de um composto quaternario
de aménia sobre uma suspensdo de 108 UFC/mL de Escherichia coli O157:H7.
Observaram que os residuos da concentragdo de 100 mg/L de CRL (Cloro
Residual Livre) aumentaram ligeiramente a medida de URL e ndo detectaram
diferenca significativa (p= 0,05) entre os residuos da concentracdo de 500 e
1000 mg/L de CRL com o controle. Os residuos das concentragbes de 10000 e

50000 mg/L de CRL diminuiram a leitura de ATP bioluminescéncia. Os



residuos das baixas concentragdes 100,500 e 1000 mg/L de CRT (Cloro
Residual Total) ndo diminuiram a medida de ATP ndo foram efetivos contra E.
coli O157:H7, e se esses microrganismos estivessem presentes nas
superficies, seriam detectados pela técnica, de ATP-bioluminescéncia exigindo
para isso um novo procedimento de higienizagdo. O composto quaternario de
amonia provocou um aumento de 10% na avaliagdo de URL nas concentragdes
avaliadas, sendo efetivo contra a E. coli somente a 800 mg/lL o0 que nao
constitui um risco, pois a superficie seria considerada suja, necessitando,

portanto de um processo de higienizagéo mais rigoroso.

4.3. Avaliagdo de adesdo microbiana em superfice de ago inoxidavel e

polietileno pela técnica de bioluminescéncia.

O Quadro 8 mostra a relagdo entre as avaliacdes de processo de
adesdo de esporos de Bacillus sporothermodurans pelos processos de
contagem em placas e a técnica de bioluminescéncia, em superficies de aco

inoxidavel e de polietileno de baixa densidade (PEBD).

Quadro 8 - Logaritmo decimal (log1o) de Unidades Relativas de Luz (URL) para
ATP total e UFC/mL em superficies de ago inoxidavel e polietileno
aderidos com esporos de Bacillus sporothermodurans.

Superfice ~ UFC/mLna  UFClem?  logqo UFClem? URL  logio URL

suspensao
AgO 10X10"  357X10° 255 71 185
inoxidavel
1,0X10° 2.42x10% 4,38 119 2,08
Polietileno 1,0X10* 1,74X10° 3,24 76 1,88

1,0X10° 9,87Xx10% 4,99 88 1,94




Constata-se que de acordo com a técnica da bioluminescéncia pode-se
considerar que as superficies estdo em condigdes higiénicas satisfatorias.
Todos os resultados encontram-se abaixo de 150 URL (log10<2,18). Por outro
lado, avaliadas pela contagem padrdo em placas as superficies sao
classificadas como inadequadas para processamento de alimentos. Para o ago
inoxidavel, os logaritmos das contagens de esporos situaram entre 4,38 e 2,55
quando a adesdo foi provocada utilizando-se suspensdes de esporos cujos
logaritmos da populagdo (UFC/mL) eram de 6 e 4, respectivamente. Para o
PEBD, nas mesmas condicdes de numero nas suspensdes o0s valores foram
de 499 e 3,24, respectivamente. Considerando que APHA (1992) sugere que
uma superficie estd higienizada se apresentar até 2 UFC/cm? (logio de 0,3) e
que outras instituicdes como a OMS e OPAS sugerem até 5,0x10" UFC/cm?
(logio de 1,7). Assim, os resultados indicam superficies inadequadas para
processamento de alimentos.

Nas condi¢cdes deste experimento, a técnica da bioluminescéncia nao é
apropriada para avaliar a presenga de esporos de B. sporothermodurans em
ambas superficies. Estes resultados sao compativeis com varias pesquisas
disponiveis na literatura. Uma delas que avaliou sistemas de bioluminescéncia,
trabalhou com culturas puras de Saccharomyces cerevisiae e Lactobacillus
casei para a avaliacdo destes sistemas. Verificour-se que usando
concentragdes crescentes das culturas ndo houve correlagdo entre o aumento
de UFC/mL e URL (ODEBRECHT et al,. 2000).

Uma provavel explicagdo para os resultados encontrados neste
experimento seria que 0s esporos bacterianos nao apresentam metabolismo,
niveis de ATP ou transporte de elétrons detectaveis, ndo tendo energia
suficiente para realizar a formagdo de luz. Assim, quando expostos ao
complexo enzimatico luciferina/luciferase produziriam menos bioluminescéncia
quando comparados as células vegetativas (BAKER et al., 1992).

Em relacdo a quantidade de esporos aderidos, constatase que ocareu
maior adesdo em polietleno comparado ao ago inoxidavel. A adesado
microbiana em superficies esta associada a diversos fatores, que

interrelacionados  determinam a quantdade de microrganismos aderidos



(ZOTTOLA, 1997). Dentre eles, incluem-se a carga elétrica e a hidrofobicidade,
que poderiam estar influenciando esta maior adesdo de PEBD. Também, os
processos de adesdo podem ter influenciado na quantidade de esporos
aderidos: os cupons de aco inoxidavel eram imersos na suspensao de esporos
e para o PEBD o processo era o inverso. Neste caso, a suspensao era
adicionada a embalagem de PEBD.

Os resultados demonstram que os esporos de B. sporothermodurans
tém a capacidade de aderir as superficies avaliadas e esta adesdo é afetada
pelo numero inicial de esporos na suspensdo. Para o ago inoxidavel, a adesao
foi de 2,42% e 3,57% para os logaritmos dos numeros iniciais na suspensao de
esporos de 4 e 6, e para o PEBD os valores foram de foi 9,9% e 17,4%,
respectivamente. O numero de esporos aderidos aumentou com o aumento da
sua concentracdo na suspensdo. Uma outra pesquisa usando 0 mesmo
esporo e superficie, nos tempos de adesao de 12 horas e temperatura de 37°C,
mostrou porcentagens de adesdo de 0,88 %, quando o logiy do numero de
esporos na suspensao era de 4,61 e 4,66% para logio do numero inicial de
esporos igual 5,56 (CABRAL, 2001). A diferenca entre as pesquisas, em
relacio ao numero de esporos aderidos, deve-se, provavelmente aos
diferentes tempos de adesao, de 12 e 24 horas, e as temperaturas de adeséo,
18 e 37°C, usadas nos experimentos.

Pesquisa com cupons de aco inoxidavel em formatos de cotovelo 90,
cilindrico e T incubados com uma suspensao de aproximadamente 10°
esporos/mL mostrou que os esporos de B. sporothermodurans possuem
capacidade de se aderirem ao ago inoxidavel. O logio do nimero de esporos
que permaneceram aderidos por cm? foram, respectivamente 4,01, 3,88 e 4,03
(AKUTSU, 2001). E seus valores em porcentagem correspondentes foram
3,93, 2,55 e 4,46%. O Quadro 9 mostra que a determinagcdo das URL é afetada
pelas condicbes de adesdo da E. coli. Assim, constatou-se que a suspensio
microbiana centrifugada associada ao tempo de repicagem do microrganismo
interferiu  na avaliagdo pela técnica da bioluminescéncia e também na
quantidade de células aderidas. Determinaram-se valores de 113 URL para
ATP total e 5,9x102 UFC/cm? de células aderidas ao aco inoxidavel, quando a

suspensdo foi centrifugada e o tempo de 24 horas de repicagem. Sem a



centrifugacdo e com 12 horas de repicagem, os valores foram de 2397 URL e
1,05x10* UFC/cm?.

Quadro 9 - Logaritmo decimal (log1o) de Unidades Relativas de Luz (URL) para
ATP total, livre e microbiano e UFC/cm? presente em superficies de
aco inoxidavel aderidos com suspensao de Escherichia coli K12.

Condigoes de adesa o Tipo de ATP  UFClenf  logwo URL  logio

Centrifugada, intervalo de
repicagem 24 horas, tempo de Total 592X10*° 2,77 113 2,05
adesao de 24 horas.

Nao centrifugada, intervalo de Total 1,05X10* 4,02 2397 338
repicagem de 12 horas, tempo de Livre - - 892 2,95
adesao de 24 horas. Microbiano - - 1500 3,18

- nao determinado



A literatura subsidia possiveis explicagdbes para este resultado.
CROMBRUGGE e WAES (1991a) mostraram que ocorre uma diminuicdo na
gquantidade de ATP durante o crescimento celular, havendo baixo conteudo na
fase estacionaria, em relacdo as outras etapas. Mudangas na taxa metabdlica
afetarao o nivel de ATP, e, consequentemente, situacbes subdtimas e de
estresse podem alterar o conteudo de ATP. Além disso, as diferentes formas
de extragdo incluindo a filtracdo, e também a centrifugacdo que sao utilizadas
levam a situacdo de estresse e consequentemente a queda de ATP. Neste
experimento € provavel que com repicagem de 12 horas as células que
entraram em contato com a superficie estavam na fase logaritmica no inicio do
processo de adesdo. Este fato, associado com a presenca de nutrientes,
aumenta o numero de células na superficie apdés 24 horas, que pode ser
observado pelos resultados do ATP microbiano—1500 URL.

Neste caso, a quantidade de ATP microbiano foi cerca de 13 vezes
maior que o ATP total para células centrifugadas e com repicagens de 24 horas
(Quadro 9). Também, deve-se mencionar que na suspensdo nao centrifugada a
quantidade de ATP ndo microbiano, em funcdo da presenca do meio de
cultura, com certeza, é maior, afetando a quantidade de ATP total.

Nesta pesquisa, os resultados mostraram que para as células
centrifugadas, a quantidade de ATP total determinada pela técnica da
bioluminescéncia -113 URL- sugere que a superficie estd em condigoes
higiénicas adequadas. Ja a técnica de contagem em placas revela
condicées higiénicas insatisfatorias — logio do numero de células
aderidas por cm’ igual a 2,77. Para as células nao centrifugadas, os
métodos apresentam respostas semelhantes para o ATP total. Ambos
sugerem que a superficie estda em condigoes higiénicas insatisfatorias:
2400 URL e logio do nimero de células aderidas por cm’® igual a 4,02.
Conclui-se, assim, que a interpretacdo dos resultados da técnica da
bioluminescéncia para avaliar a adesdo microbiana tem que considerar
dentre outros fatores as diferentes condicbes experimentais e a
populacao microbiana.

A maior adesdo para as células nao centrifugadas, provavelmente,
deve-se ao fato de que nutrientes do meio de cultura auxiliam o processo

de adesado e facilitam o crescimento microbiano, com provavel producao



de exopolissacarideos, apés o periodo de 24 horas, partindo de uma
cultura com 12 horas de repicagem.

As porcentagens de adesao das células de E. coli K12 foram de
0,0012% e 0,068% para células centrifugadas e ndo centrifugadas,
respectivamente. Comparando-se esses resultados com células de
Listeria inoccua L6a e Staphylococcus aureus ATCC 6538, nas quais a
adesdo em acgo inoxidavel foi de 2,0X10' e 5,0X10' para tempo 0 e 5,0X10*
e 1,0X10° ap6s 12 horas respectivamente (PARIZZI, 1999).

Células de S. aureus e de E. coli apresentaram a capacidade de
aderir em PEBD a diferentes temperaturas de adesdao e com diferentes
numeros iniciais de células (SILVA, 2000). Os percentuais de adesao para
S. aureus variaram de 0,009% a 0,106% a 8°C e de 0,036 a 0,107% a 18°C.
Para E. coli, os valores percentuais de adesao variaram de 0,001 a 0,006%
a 8°C e de 0,002 a 0,028 a 18°C.

Ja, a adesao de Listeria monocytogenes em vidro sob condigoes
de imersido a 37°C apds 48 horas foi de 1X10° UFC/cm? (CHAE et al., 2000).

A adesdo em acgo inoxidavel de Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus faecium foi de, respectivamente 5,83% e 2,21%, apés 12
horas e 18°C (FIGUEIREDO et al., 1999), a maior adesdo de Pseudomonas
aeruginosa, pode ser explicada pela maior  producao de
exopolissacarideo, que possui papel importante na adesdao dos

microrganismos & superficies (ZOTTOLA, 1997).

4.4. Avaliacdo do procedimento de higienizacao em linha de leite
pasteurizado pelas técnicas da bioluminescéncia e contagem de aerdbios

mesofilos.

As analises de variancias, apresentadas nos Quadros 10 e 11,
mostram que a quantidade de ATP total expressa em logio de URL, e o numero
de mesdfilos aerdbios, expresso em logy de UFC/icm?® respectivamente,
apresentaram diferengas significativas (p<0,01), entre as diferentes superficies
de equipamentos e utensilios de uma linha de pasteurizacdo de leite e,

também, quando estes pardmetros foram avaliados antes e apdés o



procedimento de higienizagdo. Por outro lado, ndo houve interagéo significativa
dos fatores superficie e higienizagao.

Quadro 10 - Andlise de variancia dos logaritmos decimais (logio) de Unidades
Relativas de Luz (URL) para ATP total em diferentes superficies
de uma linha de pasteurizacdo de leite, antes e apdés o
procedimento de higienizag&o.

FV GL QUADRADO MEDIO
Superficie 5 0,9077
Higienizagéo 1 3,1569"
Sup x Higienizagao 5 0,2690 ™
Residuo 24 0,3380

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F
* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
ns nao significativo

Quadro 11 - Andlise de variéncia dos logaritmos decimais (logig) de contagem
de mesdfilos aerdbios, expressa em UFC/cm®, em diferentes
superficies de uma linha de pasteurizagéo de leite, antes e apos
o procedimento de higienizagao.

FV GL QUADRADO MEDIO
Superficie 5 2,6787
Higienizagdo 1 37,7626~
Sup x Higienizagao 5 0,7096 ™
Residuo 24 0,4653

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F
ns nao significativo

As superficies de tanque de resfriamento leite cru (TRC) apresentou
uma maior quantidade de ATP do que tanque de equilibrio do pasteurizador
(TEP), com logio de URL respectivamente, 4,28 e, 3,26, quando analisado pelo
teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05) (Quadro12). Nao

houve diferenca entre a quantidade de ATP total encontrada nas superficies do



TRC, da desnatadeira (DES), do tanque de armazenamento leite pasteurizado
(TLP), do caminhdo tanque (CAT) e tanque empacotamento de leite
pasteurizado (TEL). Também, ndao houve diferenga significativa (p=0,05) entre
a quantidade de ATP total encontrado nas superficies do TEP, do TEL, do
CAT, do TLP e da DES.

Quadro12 - Médias dos logaritmos decimais (logip) de Unidades Relativas Luz
(URL) para ATP total em diferentes superficies de uma linha de
pasteurizacdo de leite, antes e apdés o procedimento de

higienizagao.
Superficies Médias

Tanque de resfriamento de leite cru 4,28

Desnatadeira 4,03 °
Tanque de leite pasteurizado 3,66 °
Caminh&o tanque 355° °
Tanque de empacotamento de leite 340* °
Tanque de equilibrio do pasteurizador 326 °

* Médias, com mesma letra, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey.

Em relagdo as andlises microbiologicas, constatou-se que as
superficies de DES e TRC apresentaram as maiores contagens de mesdfilos
aerébios - logiy de 291 e 285, respectivamente. Estas superficies
apresentaram diferenga significativa ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05),
pelo teste de Tukey no numero de microrganismos quando comparadas as
superfices de TLP e CAT, cujos logy, foram, respectivamente, 1,47 e 1,39
(Quadro 13).

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre a contagem de
mesofilos aerdbios nas superficies da DES, do TRC, do TEP e do TEL. Por
outro lado, ndo houve diferenca significativa (p=0,05) entre a contagem de
mesofilos aerdbios nas superficies do CAT, TLP, TEL e TEP.



Quadro 13 - Médias dos logaritmos decimais da contagem de mesdfilos
aerobios, expressa em UFC/cm?, em diferentes superficies de

uma linha de pasteurizacdo de leite, antes e apés o
procedimento de higienizagéo.

Superficies Médias
Desnatadeira 2,91°
Tanque de resfriamento de leite cru 2,85°
Tanque de equilibrio do pasteurizador 1,92°°
Tanque de empacotamento de leite 1,78°
Tanque de leite pasteurizado 1,47 °
Caminh3o tanque 1,39 °

* Médias, com mesma letra, ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade,
pelo teste de Tukey.

Os resultados mostram que para ambas as técnicas de avaliacdo do
procedimento de higienizagdo as superficies da DES e do TRC foram aquelas
que se apresentavam em piores condigbes higiénicas. No entanto, ndo ha uma
concordancia entre as duas técnicas na classificacdo das condigbes higi€nicas
das demais superficies. Os resultados sugerem, assim, ndo haver uma relagéo
direta entre URL e UFC/cm?. Portanto, a técnica de ATP-bioluminescéncia
apenas pode ser usada como indicadora das condi¢gdes higiénicas associadas
as quantidades de matéria organica na superficies. Ou seja, se o procedimento
de higienizagdo foi efetuado corretamente ou ndo. Esta informagdo €
importante, pois a presengca de residuo nas superficies podem originar
processos de adesao microbiana e formagéo de biofilmes (ZOTTOLA, 1997).

No experimento, o numero de microrganismos aderidos indica uma
adesdo bacteriana, atingindo cerca de 10 UFClcm? e ndo formacdao de
biofilmes.

A ndo relacdo entre as duas técnicas também foi constatada numa
pesquisa com trés sistemas comerciais de bioluminescéncia que foram

utilizados em diversas etapas de sanificagdo de superficies no sistema CIP,



numa cervejaria (ODEBRECHT et al., 2000). Além disso, estes pesquisadores
verificaram que o aumento constante de unidades relativas de luz (URL) nao
acompanhou o aumento de contaminag¢ao microbiana.

Os resultados mostram que tanto a concentracdo de ATP total e a
contagem de mesofilos aerébios foram diferentes (p<0,05) quando se
comparou antes e apdés o procedimento de higienizagdo, considerando todas
as superficies avaliadas. Para a contagem microbiana, encontrou-se o logy, de
3,08, correspondentes a 1,20 Xx10° UFC/cmZ, antes da higienizagéo e o logio de
1,03, correspondentes a 1,10x1O1UFC/cm2, apés a higienizacdo (Quadro12).
Verificase, portanto, que o procedimento de higienizagdo reduziu, em média, a
contagem de mesdfilos de aerdbios em 99,1%. Para a concentragdo de ATP
total, encontraram-se os valores de logio de URL de 3,99, correspondentes a
9772 URL, antes da higienizagdo e de logio de URL de 3,40, corresponde a
2511 URL.

Os resultados evidenciam, ainda, que o numero médio de mesdfilos
aerébios nas superficies encontra-se acima das recomendagbes da APHA
(1992) - 2UFClcm?- mas atendem as recomendagdes de outros 6rgdos como a
OMS e a OPAS - 50 UFC/cm?®. Podese, assim, concluir que as superficies
apos a higienizagdo estavam em condigbes higiénicas adequadas se for usada
uma especificagdo menos rigida do que aquela proposta pela APHA. No
entanto, as superficies estavam em condigdes higiénicas insatisfatorias,
quando avaliadas pela técnica do APT total, que determinou a concentragdo de
2511 URL, muito acima de 150 URL, recomendando (BIOTRACE, 2000).

Durante o experimento, constatou-se uma grande variacdo nas
medidas de URL e também que o controle apresentava leituras diferentes.
Embora, ndo tenha sido feito nenhuma analise estatistica, acredita-se que
estes fatos podem afetar a avaliagdo das condigbes higiénicas das superficies.
De forma semelhante, ODEBRECHT et al. (2000) observaram também que
alguns kits ja continham bioluminescéncia antes mesmo de sua aplicagdo em
superficies, e sugeriu que isto poderia interferir na andlise dos resultados,
aumentando o valor de URL.

Uma outra maneira de se avaliar as técnicas de contagem de mesdfilos
aerébios e a de bioluminescéncia € pela porcentagem de superficies

higienizadas que atendem as recomendagdes da APHA, da OMS em relacdo a



contagem de mesofilos aerdbios e que atendem a recomendacéo da técnica de
ATP-bioluminescéncia.

Verificase pelo Quadro 14, que a técnica da bioluminescéncia,
considerou 100% das superficies em condigdes higiénicas insatisfatorias,
quanto ao procedimento de higienizagdo. A contagem microbiana detectou
50% de superficies em condigbes higiénicas insatisfatdrias, considerando a
recomendacao da APHA e 28% a recomendacéo da OMS.

Quadro 14 - Porcentagem de superficies considerada nao higienizadas por
diferentes recomendacdes.

Recomendagéao Porcentagem
APHA até 2 UFC/cm” 50
OoMS até 50 UFClent 28
ATP Total até 150 URL* 100

*

Valores para superficies consideradas em condigdes higiénicas satisfatorias
Valores para superficies consideradas em situagdo de alerta para as condi¢des
higiénicas.

*** Valores para superficies consideradas em condigdes higiénicas insatisfatorias.

*%*

Novamente, estes resultados suportam a hipotese de que a técnica de
ATP-bioluminescéncia apresenta resultados diferentes dos métodos de
contagem bacteriana, sugerindo a influéncia de residuos, oriundos da ma
higienizagéo, na medida da quantidade de ATP total nas superficies.

Resultados de uma pesquisa que avaliou quatro plantas de
processamento de leite com problemas de vida-de-prateleira deste produto,
utilizando a técnica de ATP-bioluminescéncia e a técnica de contagem padréo
total, para 86 locais na linha de pasteurizagdo confimam a n&o consisténcia
entre as avaliagbes feitas pelas duas técnicas (MURPHY et al. 1998). A técnica
de ATP-bioluminescéncia considerou como em condigdes higiénicas
satisfatorias (< 100 URL) 31 superficies avaliadas, que corresponde 36%.

No entanto, em 65% dessas superficies foram encontrados
microrganismos contaminantes pela técnica de contagem padrdo. Este

resultado sugere que o método convencional € mais sensivel que o de ATP



quando o ATP total é inferior a 100 URL. Nas 11 superficies (12,8%)
consideradas suspeitas pela técnica do ATP-bioluminescéncia (100 a 149 URL)
foram detectados microrganismos contaminantes em 91%, e para as 44
superficies (51,2%) considerados nao higienizados (>150 URL), foram
detectados microrganismos contaminantes em 78% dos locais pela técnica de
contagem padrao e em 22% dos locais ndo foram detectados microrganismos.
Este resultado sugere que a técnica de ATP bioluminescéncia detecta ATP nao

microbiano presente em residuos de filme de leite.



5. RESUMO E CONCLUSOES

O controle higiénico-sanitario nas linhas de processamento de
alimentos contribui para a obtencdo de alimentos com qualidade, de forma a
atender aos padrdes legais vigentes e as exigéncias dos mercados
consumidores.

Técnicas rapidas para o contole de condigbes higiénicas de
superfices de processamento de alimentos e, também, qualidades
microbiolégicas de agua e alimentos tém sido avaliadas como alternativas as
contagens microbioldgicas convencionais.

A técnica de ATP-bioluminescéncia, que consiste na determinagdo da
concentracdo de ATP de origem bacteriana ou nao, foi usada para avaliar
condigbes de potabilidade de agua, a adesdo bacteriana em superficies de ago
inoxidavel e polietleno e o procedimento de higienizagdo em superficies de
equipamentos e utensilios de uma linha de pasteurizagao de leite.

A quantificacdo de ATP expressa em URL, foi efetuada pelo
lumindmetro UNILITEXcel da Biotrace. E a quantificagdo de microrganismos
pelas técnicas de contagem em placas de mesodfilos aerdbios, sendo expressa
em UFC/mL, para agua e expressa em UFC/cm?, para as superficies. Ja
enumeragao de coliformes totais, foi expressa em NMP/10mL, no caso de

agua.



Em relacdo as andlises de agua, os resultados mostraram uma
concordancia entre as técnicas de ATP-bioluminescéncia, independente da
origem do ATP - total, microbiano ou livre - e a contagem bacteriana para a
agua industrial e do manancial de captagdo para tratamento na ETA/UFV.
Ambas as técnicas classificaram a &gua industrial como potavel - <150 URL,
<2NMP/100mL. A agua do manancial, cuja caracteristica principal € elevada
contagem bacteriana, foi classificada como em condi¢des higiénicas
insatisfatérias, cerca >500 URL para ATP total e atingindo aproximadamente
1000 NMP/M10OmL. A &agua de resfriamento de amoénia foi classificada em
situagdo de alerta para condigbes higiénicas, pela concentragdo ATP total e
livre com valores de 295 e 205 URL, respectivamente. Por outro lado, a
concentragdo de ATP microbiano classifica esta agua como em condigbes
higiénicas satisfatérias. No entanto, a andlises de coliformes totais e mesdfilos
aerdbios indicam que a agua de resfriamento de aménia apresenta um elevado
numero de microrganismos: 242 NMP/100mL e 1,70x10* UFC/mL.

Pode-se sugerir que a qualidade fisico-quimica da agua de
resfiamento de aménia tenha influenciado a determinacdo da
bioluminescéncia, diminuindo a formagdo de luz. Esta agua apresentou valores
elevados de turbidez, pH, alcalinidade, cloretos e dureza. Deve-se, salientar,
que a determinacdo de ATP-bioluminescéncia nado identifica as espécies
bacterianas contaminantes. Os resultados sugerem que a determinagédo de
ATP total é a recomendada para avaliar a classificagdo microbiolégica dos tipos
de agua analisados.

A técnica da bioluminescéncia considerou que as superficies de ago
inoxidavel e polietileno aderidos com esporos de Bacillus sporothermodurans
estavam em condigdes higiénicas satisfatérias, todas abaixo de 150 URL
(log10<2,18). Por outro lado, avaliado pela contagem padrdo em placas, as
superficies sao classificadas como inadequadas para processamento de
alimentos. Nas condicbes deste experimento, a técnica da bioluminescéncia
nao é apropriada para avaliar a presenca de esporos de B. sporothermodurans
em ambas superficies.

A determinagdo das URL foi afetada pelas condicdes de adesédo da

Escherichia coli. A suspensdo microbiana centrifugada associada ao tempo de



repicagem do microrganismo interferiu na avaliagdo pela técnica da
bioluminescéncia e também na quantidade de células aderidas.

A concentragdo de ATP total e a contagem de mesodfilos aerdbios
foram diferentes (p<0,05) quando se comparou antes e apdés o procedimento
de higienizagdo, considerando todas as superficies avaliadas. Para a contagem
microbiana, encontrou-se o logig de 3,08, correspondentes a 120 X10°
UFC/cm?, antes da higienizagdo e o logio de 1,03, correspondentes a 1,10x10’
UFClcm?, apos a higienizagéo

Nao foi observada uma concordancia entre as duas técnicas na
classificagdo das condicdes higiénicas para a maioria das superficies
avaliadas. Os resultados sugerem, assim, ndo haver uma relagdo direta entre
URL e UFClcm?. Portanto, a técnica de ATP-bioluminescéncia pode ser usada
como indicadora das boas condi¢cbes de limpeza.

Esta informacdo €& importante, pois a presenga de residuos nas
superficies pode originar processos de adesdo microbiana e formagéo de
biofimes. No experimento, o nimero de microrganismos aderidos indica uma
adesdo bacteriana, atingindo cerca de 10 UFClcm? e néo formagcéo de
biofilmes.

Os resultados evidenciam a necessidade de pesquisas adicionais para

avaliar a:

a) Influéncia de residuos de alimentos, tais como gordura, proteina,
carboidratos e sais minerais na intensidade de formagao de luz.

b) Influéncia de células somaticas e/ou vegetais na intensidade de
formacao de luz.

c) Influéncia da fase de crescimento microbiano na intensidade de
formacao de luz.

d) Definir os valores de URL para aceitagcdo, alerta, e rejeicao de

superficies.
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APENDICE

Quadro 1- Médias de trés repeticoes de Unidades Formadoras de
Colénias por mL (UFC/mL) para as superficies antes do
procedimento de higienizagao.

Superficie Repeticido 1 Repeticdo 2 Repetigdo 3 Média
Tanque de - 1,22 X 10° 2,14 X 1¢* 1,13 X10°
resfriamento de leite
cru
Desnatadeira 1,31 X 10° 7,40 X 10° 6,35 X 10° 5,02 X 10°

Tanque de leite 1,75X16¢  158X10C°  450X10°  2,08X 10’

&, - ~




pasteurizado
Caminhao tanque

Tanque de

empacotamento leite

Tanque de equilibrio

do pasteurizador

1,50 X 10°

9,85 X 10°

4,05 X 10°

8,90 X 10°

1,07 X 1¢*

545X 10°

1,10 X 10°

3,90 X 10°

6,80X 10

3,05X10°

4,03X10°

1,97 X 10°

Quadro 2 - Médias de trés repeticoes de Unidades Formadoras de
Colénias por mL (UFC/mL) para as superficies apos o
procedimento de higienizagao.

Superficie Repeticido 1 Repeticdo 2 Repeticio3  Média
Tanque de resfriamento 1,53 X 10° 5,60 X 10’ 425X10° 211 X107
de leite cru
Desnatadeira 4,30 X 10' 1,90 X 10 534X10° 256 X10°
Tanque de leite 4,60 X 10" 1,63X 10° 425X 10" 8,38 X 10"
pasteurizado
Caminhao tanque 8,50 X 10 1,00 X 10" 1,50 X 10" 1,12 X 10"
Tanque de 6,25 X 10" 6,50 X 10° 1,00 X 10* 2,38 X 10
empacotamento leite
Tanque de equilibrio do 5,30 X 10" 1,20 X 10° 6,80X 10" 1,97 X 10°

pasteurizador




Quadro 3 — Médias de trés repeticdes de Unidades Relativas de Luz (URL)
para as superficies antes do procedimento de higienizagao.

Superficie Repeticido 1 Repeticdo 2 Repetigdo 3 Média
Tanque de 3910 500000 33118 179009
resfriamento de leite
cru
Desnatadeira 61119,50 22885 24165 36056
Tanque de leite 3484,50 5388,50 3426 4099,6
pasteurizado
Caminhao tanque 13121 9183,50 13871 12058
Tanque de 21215,50 3118,50 1893 87423

empacotamento leite

Tanque de equilibrio 916 1577 15985 6159,3
do pasteurizador




Quadro 4 — Médias de trés repeticoes de Unidades Relativas de Luz (URL)
para as superficies apds o procedimento de higienizagao.

Superficie Repeticido 1 Repeticdo 2 Repetigdo 3 Média
Tanque de 492,50 83369 18094 33985
resfriamento de leite
cru
Desnatadeira 61119,50 22885 24165 36056
Tanque de leite 16765,50 3407 2486 7552,80
pasteurizado
Caminhao tanque 13121 9183,50 13871 12058
Tanque de 2121550 3118,50 1893 8742,3

empacotamento leite

Tanque de equilibrio 724 1166 1776 1222

do pasteurizador




