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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios para a obtencdo do Grau de Mestre em

Engenharia de Alimentos.

AVALIACAO DA ADESAO DE Listeria monocytogenes E Escherichia coli EM
FACAS DE DESOSSA E RESISTENCIA A DIFERENTES FORMAS DE
DESINFECCAO

Juliana Barbosa
Outubro/2012
Orientadores: Rogério Luis Cansian
Geciane Toniazzo

Facas de desossa de bovinos, novas e usadas, foram utilizadas para avaliar a adesdo de Listeria
monocytogenes e Escherichia coli e a resisténcia destes frente a diversas formas de desinfeccéo.
A adesdo foi avaliada por swabs, nos cabos e laminas de facas novas e usadas, imersas em
cultivos previamente crescidos de L. monocytogenes ou E. coli e mantidas por diferentes tempos
(0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 6,0; 24 e 48 horas) a 35°C. Para avaliar a resisténcia a diferentes formas de
desinfec¢do, apds a exposicao das facas ao micro-organismo em cada um dos tempos, as mesmas
foram submetidas aos sanitizantes biguanida e acido peracético nas concentracfes de 0,2; 0,5;
1,0 e 2,0% (v/v) por 10 min; a &gua quente (82,2°C por 15 seg) e ao banho de ultrassom (40KHz,
155W e 20 e 50°C, por 10 e 60 min), além de uma etapa preliminar em ultrassom, com
exposicdo de cultivos axénicos destes micro-organismos em diferentes contagens iniciais (10* e
10° UFC/mL), nas mesmas condigdes. O nimero de micro-organismos sobreviventes foi obtido
por plagueamento de swabs e os valores de remocdo pela diferenca entre contagem inicial e
final, feitos em triplicata. Observou-se uma curva logaritmica de adeséo, tanto de E. coli como
de L. monocytogenes indicando formacéo de biofilmes a partir de 6 horas de contato para E. coli
e a partir de 1 hora para L. monocytogenes. Para E. coli, verificou-se também uma maior
velocidade de adesdo nas laminas em relacdo aos cabos, principalmente nas laminas usadas,
diferentemente do comportamento de L. monocytogenes, onde ndo se observou diferencas entre
0s materiais novos e usados. A desinfeccdo com &cido peracético mostrou-se eficiente em todos
os tempos de contato e concentracdes avaliados para ambas as bactérias. J& a biguanida, mostrou
comportamento diferenciado nos diferentes tempos de contato e com menor eficiéncia nos cabos
e laminas usadas, com aumento de eficiéncia nas maiores concentracdes testadas (a partir de
1%). O tratamento com &gua quente, normalmente usado nas industrias, também mostrou-se
eficiente, com eliminagdo dos micro-organismos na maioria das condigdes de tempo de adeséo e
materiais usados. O tratamento com ultrassom apresentou redugdes em torno de 1,5 ciclos
logaritmicos para cultivos axénicos de E. coli com indculo de 10* UFC/mL. Porém, quando
testado diretamente nas facas os resultados ndo foram promissores, mostrando ndo haver
influéncia do ultrassom na remocéo da adesdo em facas de desossa contendo L. monocytogenes
ou E. coli.

Palavras chave: Desinfeccdo, ultrassom, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, 4&gua quente.
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EVALUATION OF ADHESION OF Listeria monocytogenes AND Escherichia coli IN
BONING KNIVES AND RESISTANCE TO DIFFERENT FORMS OF
DISINFECTION

Juliana Barbosa
October/2012

Orientadores: Rogério Luis Cansian

Geciane Toniazzo

Knives boning of cattle, new and used, were used to evaluate the adhesion of Listeria
monocytogenes and Escherichia coli and their resistance against various forms of disinfection.
The adhesion was assessed by swabs, in cables and blades of knives new and used, immersed in
culture media previously grown of L. monocytogenes or E. coli and kept for different times (0.1,
0.5, 1.0, 2.0, 6.0, 24 and 48 hours) at 35°C. To evaluate the resistance to different forms of
disinfecting, after exposure of the knives to the microorganism at each of the contact times, they
were subjected to chemical disinfection with sanitizers biguanide and peracetic acid at
concentrations of 0.2; 0.5, 1.0 and 2.0% V/V for 10 min; also with hot water (82.2°C for 15 sec)
and ultrasonic bath (40kHz, 155W and 20 and 50°C for 10 and 60 min), plus a preliminary step
in ultrasound with exposure of axenic cultures these micro-organisms at different initial counts
(10* and 10° CFU/mL), under the same conditions. The number of surviving microorganisms
was obtained by plating swabs and the reduction values by the difference between initial and
final count, done in triplicate. A logarithmic curve of adhesion was observed of both, E. coli and
L. monocytogenes. For E. coli, there is a higher rate of adhesion on the blades in relation to the
cables, especially in the used blades, unlike the behavior of L. monocytogenes, where differences
were not observed between new and used materials. The disinfection with peracetic acid was
effective at all contact times and concentrations evaluated, for both bacteria. Already, the
biguanide showed different behavior in different contact times and with lower efficiency in used
blades and cables, increasing efficiency at the highest concentrations tested (from 1%). The hot
water treatment, typically used in industries, also proved to be efficient, with elimination of
microorganisms in most of contact time of adhesion and materials used. The treatment with
ultrasound bath showed small reductions around 1,5 log cycles to axenic cultures of E. coli with
inoculum of 10* CFU/mL, but when tested directly on knives the results were not promising,
showing no influence of ultrasound in removal of adhesion in knives boning containing L.
monocytogenes and E. coli.

Keywords: disinfection, ultrasound, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, hot water.
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1. INTRODUCAO

Doencas causadas pela ingestdo de alimentos contaminados ainda sdo uma das
principais causas de morbidade em diversos paises e, em certas circunstancias, podem ter
sérias consequéncias. Essas enfermidades sdo denominadas doencas transmitidas por
alimentos e a sua maioria é causada pelo consumo de alimentos contaminados com 0s
denominados “perigos biologicos”, representados principalmente por bactérias patogénicas.

Apesar do uso de técnicas de processamento de alimentos e de higienizacdo industriais
avancadas, o numero crescente e a gravidade das doencas de origem alimentar em todo o
mundo tém aumentado consideravelmente, o que chama a atencdo dos consumidores em
relagdo a qualidade dos alimentos. Atualmente, a seguranca alimentar constitui uma
preocupacdo para os consumidores e para a industria de alimentos, bem como para 6rgéos
responsaveis pela satde publica.

Com o aumento da populagdo e do poder de compra dos consumidores, 0 consumo
interno de carne bovina vem crescendo anualmente, sendo o consumo previsto para 2012 de
33,0 Kg/habitante/ano (ANUALPEC, 2012).

Durante o processo produtivo ha diversas etapas que podem comprometer a qualidade
sanitaria do produto final, caso as operacfes ndo sejam realizadas conforme padrdes higiénicos
sanitarios adequados. Na sala de desossa podem ocorrer contamina¢@es que podem tornar a
carne um veiculo de doengas de origem alimentar.

Um dos pontos criticos do processo € a higiene das operacgdes, que sempre foi alvo de
verificagOes da Garantia de Qualidade e do Servico de Inspecdo Federal (SIF), e que passou a ser
verificado de forma diferenciada pelo SIF a partir da Circular N° 175/2005/CGPE/DIPOA
(Brasil, 2005). No intuito de atender as modernas legislacdes dirigidas ao controle sanitario de
alimentos, tratam esses programas como requisitos basicos para a garantia da inocuidade dos
produtos. No Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal (DIPOA), estes
Programas incluem entre outros, o Programa de Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional —
PPHO (SSOP).

Equipamentos e utensilios com higienizacdo inadequada participam isoladamente ou
associados a outros fatores, de surtos de doencas de origem microbiana veiculadas por alimentos
ou de alteracGes de alimentos processados (GERMANO et al., 2000). Os utensilios devem passar

constantemente por uma avaliacdo microbiologica para controle da eficiéncia do procedimento
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de higienizacéo, evitando-se a contaminagdo dos alimentos produzidos (PINHEIRO et al., 2010).
Caso os utensilios ndo sejam limpos adequadamente, possibilitardo a permanéncia de bactérias e
fungos. Estes poderdo entrar em contato com o alimento, vindo a tornar-se um problema grave.
Desta forma, primeiro a superficie dos utensilios devem ser limpas e enxaguadas para
posteriormente serem sanitizadas (LOPES, 2007).

Falhas nos procedimentos de higienizacdo permitem que os residuos aderidos aos
equipamentos e superficies transformem-se em potencial fonte de contaminacdo, devido a
adesdo e a formagdo de biofilmes na superficie dos equipamentos. E possivel ocorrer adesio
bacteriana e formacdo de biofilmes em praticamente todas as superficies envolvidas no
processamento de alimentos, desde as rugosas que apresentam fissuras e fendas que podem
alojar os micro-organismos até as consideradas mais lisas.

Considerando o exposto e a relevancia do tema, propbs-se 0 presente estudo com o
objetivo maior de avaliar a eficiéncia da remocédo de Escherichia coli e Listeria monocytogenes
de facas de desossa em cultivos axénicos, com diferentes métodos e simulando tempos de uso
industriais. Para atingir este objetivo foram realizadas as seguintes etapas, caracterizando-se
como objetivos especificos:

v Avaliacdo da ades@o de E. coli e L. monocytogenes em cabos e laminas de facas de

desossa novas e usadas;

v Avaliacdo da remocdo da adesdo destas com &cido peracético e biguanida em diferentes

concentracdes e em diferentes tempos de contato prévio para adesdo e formacéo de biofilmes;

4 Avaliacdo da remocdo da adesdo com agua quente (82,2°C), simulando o tratamento
realizado pelas industrias;

4 Avaliacdo do efeito do ultrassom em cultivos axénicos e na remocdo da adesédo de E. coli
e L. monocytogenes em facas de desossa novas e usadas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Qualidades da carne bovina

Segundo dados epidemioldgicos captados junto ao site da Secretaria de Vigilancia em
Saude (SVS), de 2000 a 2011 foram registrados apenas 358 casos de toxinfecgdes envolvendo
carnes bovinas “in natura”, processados e miudos. Sabe-se que estes dados nem sempre
condizem com a realidade devido a falta de registros, portanto os dados acabam sendo
subdimensionados. Entretanto, 0 consumo de carne no pais vem aumentando ano a ano e
ganhando bastante destaque no comércio interno, com dados bastante consistentes
(ANUALPEC, 2012).

A carne deve corresponder as expectativas do consumidor no que se refere aos tributos
de qualidade sanitaria, nutritiva e sensorial. Ao adquirir esses produtos, o consumidor bem
informado pressupde que seja proveniente de animais saudaveis, abatidos e processados
higienicamente (FELICIO, 1998). A carne apresenta alta susceptibilidade & contaminagio
microbiana, podendo ocasionar, uma vez estabelecida a contaminagdo, reducdo das
propriedades nutritivas, alteracdes sensoriais indesejaveis, aléem de perigo a salde do
consumidor.

Kusaningrum et al. (2003) citam que patdgenos expostos sobre superficies de contato
podem ser transferidos para outras superficies de forma direta ou através de particulas no ar.
Segundo os autores, estudos indicam que Varias bactérias, incluindo Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella sp. sobrevivem nas maos, panos e esponjas de limpeza e
utensilios, por horas ou dias ap6s contaminacao inicial.

O tipo e 0 nimero de micro-organismos presentes nesse alimento refletem o grau de
sanitizacdo do abatedouro como também das condi¢fes de armazenamento apds o abate, o que
define naturalmente a sua qualidade (HUGAS, 1998; ALl et al., 1982; SILVA, 1995). Em todo
ambiente que se desenvolvem os trabalhos chamados de matanga, devem ser impostos cuidados
para manter a rigorosa higiene, no sentido de evitar a0 maximo a contaminacdo inicial, seja por
germes que pdem em risco a conservacdo da carne, seja pelos responsaveis por infeccdes e
toxinfecgdes alimentares (PARDI et al., 2006). No processo de desossa, 0s Varios cortes para o
varejo sdo retirados da carcaga, colocados em mesas de aco inoxidavel e manualmente aparados
para remover 0 excesso de gordura. As carnes sdo entdo colocadas em esteiras que a
transportam para outra sala onde sdo embaladas a vacuo e encaixotadas (NEL et al., 2004b).

A forma mais eficiente de reduzir a contaminagdo e o crescimento microbiano em carne
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consiste em estabelecer programas de controle da qualidade, tais como Boas Praticas de
Fabricacdo (BPF) e Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), que podem ser
pautados por micro-organismos indicadores que indicam a presenca de agentes patogénicos e
que causam deterioragédo (JAY, 2005).

A Resolugdo RDC n° 12/2001-ANVISA (BRASIL, 2001), que dispde sobre os padroes
microbiologicos para alimentos exige apenas a auséncia de Salmonella em carnes bovinas.
Contudo, a presenca de Escherichia coli nesse alimento em quantidades elevadas indica a
possibilidade de contaminacdo fecal e a presenga de outros micro-organismos
enteropatogénicos, bem como a qualidade higiénico-sanitaria do produto insatisfatoria. A
qualidade da carne bovina tem sido determinada pela natureza e pelo grau de contaminagéo
inicial das superficies das carcacas, sendo a prevencdo da contaminacdo durante o abate e 0
processamento, o fator mais importante na garantia da qualidade microbioldgica desse produto
(SMULDERS e WOOLTHUIS, 1983; ROBERTS et al., 1984). Durante o abate, a carne pode
ser contaminada a partir de vérias fontes, incluindo-se 0s equipamentos com os quais entra em
contato. Por isso, hd necessidade do controle dos perigos microbioldgicos, fator que constitui
eixo dominante em todos os paises, para a garantia da inocuidade do alimento para o
consumidor e consequente diminuicdo dos prejuizos devido a produtos deteriorados e
discriminados no comércio (ICMSF, 1991).

As anélises microbioldgicas dos equipamentos permitem uma avaliacdo objetiva do seu
estado higiénico, das praticas sanitarias e procedimentos de limpeza adotados em industrias de
alimentos (FAVERO et al., 1984). Padrdes microbiologicos atuais da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001) nao fazem referéncia a quantidade de micro-
organismos mesofilos, nem de coliformes, ou qualquer outro micro-organismo para superficie
de equipamentos. Ja o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2002),
utilizam os padrdes microbiolédgicos contidos na legislacdo do Mercado Comum Europeu, que
estabelece um limite inaceitavel acima de 10 UFC por cm? de bactérias mes6filas e acima de 1
UFC por cm? de Enterobacteriaceae nos testes de superficie de equipamentos, porém sem
especificar os utensilios de operadores. Prendergast et al. (2004) relataram que o ar tem sido
reconhecido como potencial fonte de contaminacdo microbiana em estabelecimentos de abate
com grande repercussao na saude publica e na qualidade do produto.

Surtos e enfermidades veiculadas por alimentos ou mesmo alteragdes degradativas dos
mesmos, tém origem, em sua maioria, na ma higienizacdo de plantas processadoras. Superficies
de equipamentos e utensilios que entram em contato direto com alimentos durante o

4



processamento sdo importantes veiculos de micro-organismos, tanto patogénicos quanto
deteriorantes (ANDRADE e MACEDO, 1996). Salas climatizadas sdo locais de grande
manipulagdo e processamento e, portanto, devem ser corretamente higienizadas antes e apos a
manipulagéo.

Com relacdo a L. monocytogenes o0 MAPA, passou a exigir através da CIRCULAR
N°354/2004/DCI/DIPOA (Brasil, 2004), procedimentos para a prevencdo do micro-organismo
apenas em produtos prontos, e através da CIRCULAR N° 105/05/CGPE/DIPOA (Brasil, 2005),
0 controle passou a ser exigido ndo somente no produto final, como também em swabs e
superficies embora apenas para plantas exportadoras para os Estados Unidos. Carnes em especial
moidas que, além de possuir maior area de superficie e de ser altamente manipuladas,
possibilitando o crescimento bacteriano, permite o desenvolvimento de bactérias psicrotroficas
patogénicas como L. monocytogenes, por permanecerem estocadas sob temperatura de
refrigeracdo até o consumo. A L. monocytogenes € um patdgeno emergente capaz de ocasionar
meningite e provocar abortos através da ingestdo de alimentos contaminados, isto é aqueles que
ndo foram submetidos ao tratamento térmico adequado (MANTILLA et al., 2007).

Segundo Jay et al. (2005), a carne é abundante nos nutrientes necessarios para o
crescimento de bactérias, levedura e bolores, e quantidades adequadas desses nutrientes estéo
presentes e disponiveis nas carnes frescas. As caracteristicas intrinsecas das carnes,
particularmente sua composicdo quimica, elevada atividade de agua e pH préximo a
neutralidade, sdo fatores que favorecem o desenvolvimento de uma microbiota extremamente
variada (LEITAO, 2003).

A maior parte da contaminacao bacteriana da carcaga que ocorre durante as operagdes de
abate é adquirida durante a esfola. A superficie da carcaca é contaminada principalmente pela
pele. As primeiras incisdes, bem como parte da esfola, s&o realizadas com faca que contaminam
a superficie da carcaca (ROCA e SERRANO,1995a; VANDERLINDE, et al, 1998). Para
Hansson (2001), a contaminagdo também procede de uma variedade de fontes, como couros,
conteudo intestinal, superficies de contato e manipulacdo pelos trabalhadores. E contaminacédo
fecal das carcacas ndo é somente responsavel pela deterioracdo da carne, também envolve o risco
de disseminar bactérias patogénicas como Salmonella, Campylobacter, Yersinia e E. coli. Frazier
e Westhoff (1998) e Nel (2004a), demonstraram também que humanos expelem
aproximadamente 1x10° a 1x10* micro-organismos viéveis por minuto e eles acrescentaram que
existe uma relacdo entre o numero e tipos de tais organismos e o ambiente de trabalho.

Nel et al. (2004b), avaliando a contaminagéo bacteriana das carnes numa sala de desossa
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em um matadouro-frigorifico de alta producio na Africa do Sul, verificaram alta incidéncia de
micro-organismos patogénicos e salientaram que a fim de diminuir a incidéncia era
recomendavel que significativas melhorias fossem implementadas com respeito a sanitizacéo,
higiene no processo de abate dentro do matadouro e especialmente na sala de desossa, onde a

carne € exposta a consideravel manipulacéo.

2.2.  Escherichia coli

E. coli esta incluida no grupo dos coliformes totais e no grupo dos coliformes
termotolerantes. Seu habitat natural é o trato intestinal de animais de sangue quente, embora
também possa ser introduzida nos alimentos a partir de fontes ndo fecais. A espécie E. coli
pertence ao género Escherichia, classificado dentro da familia Enterobacteriaceae. Séo
bastonetes Gram-negativos, ndo esporulados, capazes de fermentar glicose com producdo de
acido e gas. A maioria fermenta também a lactose, com producdo de &cido e gas (FRANCO e
LANDGRAF, 2005; BRENNER e FARMER |11, 2005).

As principais aplicacdes desses micro-organismos como indicadores, na verdade sdo: 1)
indicadores das condicdes de higiene dos processos de fabricacdo, porque sdo facilmente
inativados pelos sanitizantes e capazes de colonizar varios nichos das plantas de processamento,
quando a sanitizacdo é falha; 2) indicadores de falha do controle de contaminacdo pds processo
em alimentos pasteurizados, porque sdo facilmente destruidos pelo calor e ndo devem sobreviver
ao tratamento térmico e 3) E. coli pode ser utilizada como indicador fecal em alimentos “in
natura” (KORNACKI e JOHNSON, 2001).

Entre os principais grupos de micro-organismos presentes no ar atmosférico a nivel de
matadouro-frigorifico encontram-se os micrococos, coliformes, bacilos e estafilococos. Via de
regra, h& predominio de E. coli no ar atmosférico de currais e sala de matanga e baixas contagens
deste micro-organismo nas camaras de resfriamento, ocorrendo o inverso com Pseudomonas
(ROCA e SERRANO, 19953).

Dados de Gill e McGinnis (2000) sugerem que as carcacgas no inicio do processo de
divisdo podem ser esporadicamente contaminadas em locais especificos com grande nimero de
E. coli as quais sdo distribuidas durante a divisdo, além disso, os produtos sdo contaminados

novamente em equipamentos indevidamente limpos.



2.3.  Listeria monocytogenes

A L. monocytogenes € uma bactéria na maior parte transmitida ao homem através dos
alimentos. Ela pode causar gastroenterite leve ou infecgfes graves no fluxo de sangue e/ou no
sistema nervoso central, ou o aborto, dependendo da susceptibilidade do hospedeiro. A letalidade
(taxa de mortalidade) é grave com taxas entre 20-30% (BUCHANAN et al., 2004). Na década de
2000, a incidéncia de casos esporadicos ressurgiu na Europa (CAIRNS e PAYNE, 2009;
GILLESPIE et al., 2006;. GOULET et al., 2008; KOCH e STARK, 2006; KVISTHOLM
JENSEN et al., 2010), um grande surto ocorreu em 2008, no Canada (PHAC, 2008) e o nimero
de casos em alimentos no Canada e nos EUA esta aumentando.

A L. monocytogenes é anaerobica facultativa, ndo-formadores de endosporos, moveis
por flagelos, psicrotrofica, capaz de multiplicar-se em baixas temperaturas por vezes abaixo de
0°C (BUCHANAN et al., 2004; GANDHI e CHIKINDAS, 2007; FORSYTHE, 2010). Encontra
condicdes favoraveis de crescimento em pisos, drenos e equipamentos dentro das instalacGes da
indGstria alimentar, nomeadamente em ambientes frios e Umidos e atmosfera de salas
refrigeradas onde sO bactérias ndo psicrotroficas poderiam sobreviver. As estirpes de L.
monocytogenes sdo recorrentemente encontradas nas superficies da inddstria alimentar, em
especial em instalacfes frigorificas, embora estes sejam rotineiramente limpos e desinfectados.
Como um importante aspecto para a industria de alimentos, cabe ressaltar que Listeria spp.
podem colonizar vérias superficies inertes, sendo capazes de formar biofilmes em areas de
processamento de alimentos (ROBERTS e WIEDMANN, 2003).

Dentre as espécies de Listeria, L. monocytogenes € a Unica patogénica transmitida por
alimentos, o que a torna um micro-organismo importante tratando-se das enfermidades causadas
pela ingestdo de produtos alimenticios contaminados (FORSYTHE, 2010). Além disso, do ponto
de vista econdmico, a contaminacdo dos alimentos por L. monocytogenes & uma grande
preocupacao para as industrias desta area (ALESSANDRIA et al., 2010).

Quanto a sua fisiologia, L. monocytogenes cresce em valores de pH baixos, em torno de
4,4, podendo ser inibida por &cidos organicos, como &cido acético, citrico e latico, na
concentracdo de 0,1%. Seu crescimento é acentuado em valores de atividade de &gua (aw)
maiores ou iguais a 0,97, podendo sobreviver em valores bem mais baixos, em torno de 0,83.
Determinadas concentracdes de sal, em torno de 6,5%, também permitem seu crescimento
(MONTVILLE e MATTHEWS, 2008).

Diversos alimentos podem estar contaminados com L. monocytogenes, mas ela tem sido

frequentemente encontrada em leite cru, queijos (principalmente os de pasta mole), carnes
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frescas ou congeladas, frango, frutos do mar, frutas e produtos vegetais, tendo prevaléncia em
leite e produtos lacteos, devido aos primeiros surtos notificados da doenga (JAY, 2005). Mesmo
sendo destruida durante a pasteurizacdo e o cozimento dos produtos a L. monocytogenes pode
contaminar alimentos prontos para o consumo, por exemplo, antes da sua embalagem (KHELEF
et al., 2006).

2.4. Adesdo Bacteriana

Na natureza e nos alimentos, os micro-organismos aderem-se as superficies e crescem
como uma comunidade (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994). A adesdo microbiana ocorre em
funcdo da deposicdo de micro-organismos em uma superficie de contato, onde eles se fixam e
iniciam o crescimento (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994; ZOTTOLA, 1997).

A adesdo bacteriana a superficies solidas ¢ um fendmeno geral, o qual € reconhecido
como o primeiro passo no desenvolvimento de biofilmes (VALCARCE et al., 2002) e pode levar
a uma variedade de problemas, como a corrosdo de superficies metalicas (BEECH e
GAYLARDE, 1989) e a contaminacdo cruzada de alimentos processados (POMPERMAYER e
GAYLARDE, 2000).

Sabe-se que o tipo de superficie que entra em contato com o alimento e a sua topografia
influencia a aderéncia bacteriana, pois superficies abrasivas estdo mais sujeitas ao acumulo de
sujidades e sdo mais dificeis de limpar do que superficies lisas (HOLAH et al., 1990). Devido a
essas imperfeicbes da superficie e ao acumulo de sujidades, esses materiais propiciam a
aderéncia bacteriana e a formacdo de biofilme, podendo resultar na contaminacdo cruzada
(FRANK e CHMIELEWSKI, 2003).

2.4.1. Fases da aderéncia bacteriana

A aderéncia de micro-organismos as superficies pode ocorrer diretamente pelo contato
com alimentos contaminados ou indiretamente por particulas bacterianas do ar, onde inicia-se o
processo de adesao da bactéria ao substrato (KUSUMANINGRUM et al.,2003).

a) Primeira fase - Interacdes fisico-quimicas entre a bactéria e a superficie

Em muitos trabalhos relata-se que a adesdo bacteriana consiste em uma atracgéo da célula
pela superficie, seguida da adsorcdo e, posteriormente, aderéncia da célula bacteriana
(KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004).

A adesdo ocorre pela interacdo da bactéria com a superficie do material através de efeitos
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fisicos, como o movimento browniano, atracdo por forcas de Van der Waalls, forcas
gravitacionais, efeito eletrostatico da superficie, e interacfes hidrofobicas (KATSIKOGIANNI e
MISSIRLIS, 2004; GOTTENBOS et al., 2000).

As interacOes fisicas sdo classificadas como “long-range” e *“short-range”
(GOTTENBOS et al., 2000). A interacdo “long-range” (ndo-especificas, mais de 50nm de
distancia) entre a célula e a superficie é descrita por forcas mutuas em fungdo da distancia e a
energia livre. As interagcfes “short-range” tornam-se efetivas quando a célula e a superficie ficam
a uma distancia menor que 5nm, separadas apenas por pontes quimicas (como as pontes de
hidrogénio), interacGes ibnicas e dipolo (SINDE e CARBALLO, 2000).

b) Segunda fase: Interagdes molecular e celular entre a bactéria e a superficie

Na segunda fase da aderéncia, as reacBes moleculares especificas entre a bactéria e o
substrato tornam-se predominantes. Isso implica a adesdo firme da bactéria & superficie através
de estruturas poliméricas, como céapsulas, fimbrias ou pili. Uma vez que o micro-organismo se
aproxima da superficie, a adesdo € determinada pelas interacGes fisico-quimicas, que podem ser
de atragdo ou repulsdo, dependendo da bactéria e da superficie (KATSIKOGIANNI e
MISSIRLIS, 2004).

A aderéncia pode ser reversivel quando ha uma interacdo entre a bactéria e o substrato,
envolvendo forgas eletrostaticas e de Van der Waalls e interacfes hidrofobicas. A aderéncia
torna-se irreversivel quando o micro-organismo esta ancorado por apéndices ou por producdo de
polimeros extracelulares (SINDE e CARBALLO, 2000).

2.4.2. Aderéncia de micro-organismos a superficies de materiais

A interacdo fisica da célula com a superficie por meio de material extracelular de
natureza polissacaridica ou protéica, produzida pela bactéria, suporta a formacdo de biofilmes
(CARPENTIER, 1997). Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos, fosfolipidios,
carboidratos, sais minerais, vitaminas e agua que formam uma espécie de crosta sobre a
superficie. Dessa forma, os micro-organismos continuam a crescer, gerando um substrato
altamente propicio para a aderéncia de outras bactérias, inclusive as patogénicas (COSTERTON,
1987; KREFT et al.,, 2001). Isso faz com que as superficies de equipamentos e utensilios
utilizados na producdo de alimentos possam ser focos de contaminagdo bacteriana (HOLA e
THORPE, 1990).



2.4.3. Fatores que influenciam a aderéncia

A aderéncia bacteriana as superficies depende de muitos fatores, como a natureza e
energia livre, hidrofobicidade, aspereza, a composicdo quimica e a presenca de proteinas na
superficie (CARBALLO et al., 1992; HOOD e ZOTOLLA, 1997; SINDE e CARBALLO,
2000).

Sabe-se que a composi¢do quimica da superficie influencia a adesdo e a proliferacéo
bacteriana. Nos materiais dotados de diferentes grupos funcionais em sua composi¢do quimica,
ocorre uma diferenca do ndmero de células aderidas devido ao fato da interacdo bactéria-
superficie depender da hidrofobicidade e carga do material (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS,
2004).

O aco inoxidavel e o vidro sdo considerados materiais hidrofilicos. Essas superficies
geralmente permitem uma menor aderéncia bacteriana quando comparados com superficies
hidrofébicas como o teflon, nailon e a ampla variedade de polimeros, dentre eles o polietileno
(SINDE e CARBALLO, 2000).

Tem sido constatado que irregularidades em superficies poliméricas também influenciam
a adesdo bacteriana, enquanto que superficies lisas ndo favorecem tanto a adesdo bacteriana
(KATSIKIGIANNI e MISSIRLIS, 2004). Varios tipos de superficies que sdo utilizadas no
processamento do alimento, como 0 ago inoxidavel e os polimeros, sofrem desgastes com 0 uso
repetido e aumentam a possibilidade do acimulo de sujidades e bactérias (HOLAH e THORPE,
1990).

O aco inoxidavel AISI (American Iron and Steel Institute) 304 é composto por
aproximadamente 18 a 20% de cromo, 5% de niquel, no maximo 2% de molibdénio, 0,08% de
carbono, 0,045% de fdsforo, 1% de silicio, 0,03% de enxofre e o restante de ferro. Enquanto que
no aco AISI 316, a sua composic¢ao varia ao redor de 17 a 20% de cromo, 10 a 15% de niquel, 2
a 3% de molibdénio, 0,03 a 0,08% de carbono, 0,03% de fosforo, 0,75% de silicio, 2,0% de
manganés e 0,03 de enxofre (BRASIL et al., 2001).

O aco inoxidavel AISI 304 é o mais utilizado para acabamentos e equipamentos de
cozinhas profissionais, enquanto o tipo AISI 316 é o mais recomendado para contato direto com
0 alimento (MONTEIRO, 2004).
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2.5. Biofilmes bacterianos

O desenvolvimento de biofilmes microbianos ocorre frequentemente nas industrias de
alimentos, onde grande quantidade de nutrientes estd disponivel aos micro-organismos, como
por exemplo, quando valvulas, gaxetas de borracha e as partes internas de tubulacdes de aco
inoxidavel sdo colonizadas por micro-organismos (BERESFORD et al., 2001; LEREBOUR et
al., 2004). Nesses pontos, se ndo houver higienizacdo completa, certamente haverd condicoes
favoraveis ao crescimento de micro-organismos (ALLISON et al., 2000).

Os biofilmes que ocorrem na natureza consistem primeiramente de células, viaveis ou ndo,
embebidas em substancias poliméricas extracelulares (EPS) ancoradas a superficie (CARPENTIER,
1993). Esses EPS podem conter polissacarideos, proteinas, fosfolipidios, &cidos nucléicos e
teicdicos e outras substancias, contendo de 85 a 95% de &gua (COSTERTON, 1981). Os EPS
promovem protecdo do biofilme, dificultando o acesso de agentes biocidas, concentrando
nutrientes, sequestrando metais e toxinas e prevenindo a desidratacdo do biofilme (CARPENTIER e
CERF, 1993).

Os biofilmes séo constituidos por bactérias que se aderem a superficies e que séo envolvidas
por uma camada de particulas de matéria organica, ou seja, depdsitos onde 0s micro-organismos
estdo fortemente aderidos a uma superficie por meio de filamentos de natureza protéica ou
polissacaridica, conhecidos por glicocalix ou exopolissacarideos. Os biofilmes contém, além de
micro-organismos, particulas de proteinas, lipidios, fosfolipidios, carboidratos, sais minerais e
vitaminas, entre outros, formando uma espécie de crosta, debaixo da qual os micro-organismos
continuam a crescer, caracterizando um cultivo “puro” ou uma associagdo com outros micro-
organismos (CRIADO et al., 1994).

N4o ha consenso a respeito do nimero de células que é necessario para formar os biofilmes.
Ronner e Wong (1993) consideraram como biofilme um nimero de 10° células aderidas por cm?,
enquanto Wirtanen et al. (1996) e Andrade et al. (1998b) afirmaram ser necesséria, além da producéao
de exopolissacarideos, uma populagéo de células de 10° e 10 células por cm?, respectivamente, para
que um biofilme possa ser considerado estavel.

A maioria dos micro-organismos em seus habitats naturais estd aderida a superficies
(DAVEY e O’TOOLE, 2000), indicando a grande vantagem seletiva do crescimento dos micro-
organismos no biofilme (COSTERTON, 1987; CARPENTIER, 1993).

Os biofilmes tém importancia em vérias atividades humanas. Por exemplo, em estac6es
de tratamento de aguas ou de efluentes eles removem organismos patogénicos e reduzem a

quantidade de matéria organica. Numerosos bioprocessos também utilizam biofilmes (XAVIER
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et al., 2005), alguns exemplos podem ser citados, como a producdo de vinagre (BOLETTI,
1921), é&cido citrico e vinho, no qual as bactérias produtoras de &cido acético crescem em
biofilmes sobre camadas finas dos tonéis de madeira ou de concreto apresentando como funcgéo
a conversao do substrato em produto final (SAKURAI et al., 1997). Nas industrias de
alimentos, a formacdo de biofilmes tem grande importancia, uma vez que pode dificultar a
higienizacdo das superficies que entram em contato com o alimento, possibilitando a ocorréncia
de surtos. A formacéo de biofilmes devido a aderéncia de Salmonella a superficies que entram
em contato com os alimentos tem sido reconhecida como um fator que pode contribuir com 0s
surtos de infecgdes alimentares (FRANK e CHMIELEWSKI, 2003).

A adesdo e a formacao de biofilmes microbianos podem ser indesejaveis, sob diversos
aspectos, uma vez que eles podem tornar menos eficiente o processo de cloracdo da dgua (BEER
et al., 1994), reduzir a eficiéncia de transferéncia de calor em trocadores de calor, reduzir o
escoamento em tubulagbes (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994), desencadear processos
corrosivos (BEECH e GAYLARD, 1989) e, principalmente, tornarem-se fontes de contaminagéo
microbiana (BEER et al., 1994). Sob o aspecto microbiolégico, a adesdo pode constituir-se de
micro-organismos alteradores e, ou, patogénicos, que resultam em graves problemas de higiene,
de saude publica ou de ordem econdémica (CRIADO et al., 1994).

Muitas bactérias, em seus habitats naturais, podem existir em duas formas diferentes: no
estado planctonico, em que se apresentam de forma livre, e no estado séssil, em que estdo
aderidas a uma superficie (MARSHALL, 1992). O principal conceito do estudo de biofilmes é a
diferenca no estado fisioldgico destas bactérias (LEJEUNE, 2003).

Estudos tém mostrado que a populacdo no biofilme apresenta diferencas entre células
planctonicas e células aderidas (LEJEUNE, 2003). Os biofilmes diferem em seu metabolismo,
estrutura quimica, caracteristicas de superficie da célula, resisténcia a agentes quimicos e fisicos
comumente usados em procedimentos de higienizacdo, entre outros (ALLISON et al., 2000). As
celulas estdo envolvidas em uma matriz polimérica e sdo diferentes fenotipicamente de quando
crescem em suspensdo. Uma das maiores diferencas é o aumento da resisténcia, na ordem de 10
vezes a 100 vezes, aos agentes antimicrobianos (DRUGGAN et al., 1993).

Os biofilmes sdo naturalmente heterogéneos e, por essa razdo a quantificacdo da
morfologia é o principal problema (MIDELET e CARPENTIER, 2004). Embora a fungdo e a
aparéncia de biofilmes em varios ambientes sejam diferentes, todos os biofilmes originam-se da
mesma sequéncia de eventos (BOS et al., 1999; FORSYTHE, 2010). Segundo estes autores, sua
formacdo ocorre na seguinte sequéncia de eventos (Figura 1):
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i) Os nutrientes dos alimentos sdo adsorvidos na superficie formando um filme
condicionante. Isso leva a uma alta concentragao de nutrientes, comparada com a fase liquida,
e favorece a formacdo de biofilmes. A camada de nutrientes afeta ainda as propriedades
fisico-quimicas da superficie, como, por exemplo, a energia livre da superficie, as mudangas
na hidrofobicidade e as cargas eletrostaticas, as quais influenciam e dao condi¢Bes a
colonizagdo microbiana.

i) Os micro-organismos aderem a superficie condicionante. A adesdo inicial das
bactérias por forgas de atracdo de Van der Walls, forcas eletrostaticas e forgas de interacdo
hidrofébicas é reversivel. Mais tarde, a adesdo € irreversivel devido as ligacbes mais fortes
como interacBes dipolo-dipolo, ligagbes covalentes e idnicas e interacdes hidrofobicas. Os
flagelos bacterianos, as fimbrias e os exopolissacarideos estdo envolvidos no contato com
filmes condicionantes. O exopolissacarideo é importante na adesdo célula-célula e célula-
superficie e também protege as células contra a desidratacéo.

iii) As bactérias irreversivelmente aderidas crescem e dividem-se, formando micro
coldnias, as quais aumentam e depois se unem para formar uma camada de células que cobre
a superficie. Durante essa fase, as células produzem polimeros adicionais que aumentam sua
fixagdo e estabilizam a coldnia contra flutuagdes do ambiente.

iv) A adesdo continua e o crescimento das células bacterianas, conjuntamente com a
formac&o de exopolissacarideos, levam a formacdo de biofilmes. A camada de biofilme pode

ter varios milimetros de espessura em questao de dias.

V) Com o tempo, o biofilme comeca a liberar particulas relativamente grandes de
biomassa.
Ba{:e"&s Bactérias
o
¢_D + - /(
e
Deposicao de Forcas Van Forgas Van der Forcas Van der
matéria der Waals Waals, Waals, interagoes
arganica e interagdes eletrostaticas,
inorganica eletrostaticas interagées

especificas

I Regiao reversivel I 1 Regido irreversivel I
r

Figura 01: Mecanismo tedrico dos estagios de adesdo e formacao de biofilmes.

Fonte: MARSHALL (1992).
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As bactérias das partes liberadas podem contaminar o alimento, distribuindo-se de forma
n&o homogénea no alimento ou iniciar a formagdo de um novo biofilme na linha de produgéo.

Apos a fixacdo inicial de células bacterianas, o resultado das etapas seguintes define a
estrutura e a atividade do biofilme. Estas etapas incluem todos os fatores fisicos envolvidos no
processamento de biofilmes e alguns fatores biol6gicos como crescimento, divisdo celular e
producdo de exopolissacarideos (XAVIER et al., 2005).

A forma de prevencédo e controle de biofilmes é outro aspecto importante e objeto de
pesquisas. Geralmente, uma limpeza e um programa de sanitizagéo efetivos inibirdo a formacéo
de biofilmes.

No controle e na prevencdo de biofilmes microbianos, a etapa de remogao de residuos é
fundamental. Um biofilme microbiano presente em uma superficie com residuos oriundos do
alimento impede uma efetiva penetracdo do sanitizante para inativar os micro-organismos. O
sanitizante reage, também, com residuos de proteinas, gorduras, carboidratos e minerais. Assim,
a atividade antimicrobiana sanitizante sera prejudicada.

Sabe-se que quando o biofilme é tratado corretamente com detergentes, antes do uso de
sanitizantes, a populacdo de micro-organismos serd reduzida. No entanto, procedimentos de
higienizacdo incorretos ndo removem e nem inativam os micro-organismos aderidos (ZOTTOLA
e SASAHARA, 1994). Tratamentos mecanicos e a quebra quimica da matriz de polissacarideos
s80 necessarios para a remogdo de biofilmes (FORSYTHE, 2010).

As bactérias aderidas s@o cobertas com material organico o qual pode inibir a penetracao
do sanitizante em funcdo da perda de propriedades umectantes. Portanto, a atividade de
detergéncia é necesséria para remover essa camada externa, antes da utilizacdo de um
sanitizante. Os micro-organismos mortos devem ser removidos, pois, do contrario, podem agir
como um filme condicionante e como fonte de nutrientes para uma posterior formagdo de um
novo biofilme. Novos agentes de limpeza e tratamentos enzimaticos sdo formulados para a
remocéo efetiva de biofilmes (FORSYTHE, 2010).

O desenho e o projeto dos equipamentos também sdo aspectos importantes para a
prevengdo e o controle de biofilmes. Um desenho adequado de equipamentos como tanques,
dutos e juntas facilita a limpeza da linha de producdo. A microtopografia da superficie pode
complicar os procedimentos de limpeza quando fendas e outras imperfei¢cdes protegem as células
aderidas. O aco inoxidavel resiste aos danos de impacto, mas é vulneravel a corroséo, enquanto
superficies emborrachadas sdo propensas a deteriora¢do e podem desenvolver rachaduras onde
as bactérias podem se acumular (LE CLERCQ-PERLAT e LALANDE, 1994).

14



Muitos micro-organismos estéo envolvidos na adeséo e formacéo de biofilmes, incluindo
bactérias deterioradoras e patogénicas. Dentre as alteradoras encontram-se: Pseudomonas
aeruginosa (HEYDOM et al., 2002), Pseudomonas fragi, Micrococcus sp. (CRIADO et al.,
1994), Pseudomonas fluorescens (ROSSONI e GAYLARDE, 2000; VALCARCE et al., 2002),
Enterococcus faecium (ANDRADE et al., 1998a) e Shewanella putrefaciens (HJELM et al.,
2002). Entre as bactérias patogénicas incluem-se Yersinia enterocolitica, Salmonella
thyphimurium, Listeria monocytogenes (LEJEUNE, 2003), Escherichia coli, Staphylococcus
aureus (POMPERMAYER e GAYLARD, 2000), Vibrio parahaemolyticus (WONG e CHUNG,
2002), Klebsiella pneumoniae (DI MARTINO et al.,, 2003) e Escherichia coli O157:H7
(DEWANTI e WONG, 1995).

Em estudo realizado por Peters et al. (1999), vérios patdégenos foram isolados de
comunidades de biofilmes. Neste estudo, Listeria spp. foi encontrada em 35% das superficies de
contato com alimentos e em 42% de fontes ambientais, com Staphylococcus aureus presente em
um total de 7 e 8%, respectivamente. Joseph et al (2001), relataram a presenca de bactérias,
como Klebsiella spp., Campylobacter spp. e E. coli enterohemorragica em biofilmes.

Estudos realizados comprovaram que E. coli O157:H7 pode formar biofilme sob
superficies de aco inoxidavel (DEWANTI e WONG, 1995; RYU et al., 2004a; RYU et al.,
2004b) e o desprendimento de células pode resultar em uma contaminagdo cruzada dos
alimentos durante o processamento (FRANK et al., 2003). Stopforth et al (2003) mostraram que
E. coli O157:H7 adaptada a acido teve uma maior sobrevivéncia e prevaléncia em biofilmes
sobre superficies de aco inoxidavel. A resisténcia das células bacterianas embebidas no biofilme
a estresses ambientais, como sanitizantes rotineiramente usados nas industrias de alimentos pode
ser consideravelmente aumentada (FRANK et al., 2003).

A E. coli O157:H7 é conhecida por produzir exopolissacarideos (EPS) (MAO et al.,
2001), os quais podem prover uma barreira fisica para proteger as células contra estresses
ambientais. EPS estdo também envolvidos na adesdo das células e formacdo do biofilme
(FRANK, 2000). Além disso, os EPS podem servir como um filme condicionante sob superficies
inertes, o que afeta a unido da célula por funcionar como um aderente ou antiaderente e
influenciar a formacéo de um biofilme de estrutura tridimensional (DANESE et al., 2000).

Segundo estudo conduzido por HOLAH et al., (2002) em uma industria de alimentos,
estirpes microbianas, por exemplo, E. coli e L. monocytogenes, foram encontradas nas
superficies de trabalho e produtos, e algumas dessas cepas foram persistentes. As células
estavam embebidas na matriz orgéanica do biofilme, o qual mostra que a estrutura do biofilme
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formado afeta 0 modo pelo qual as superficies devem ser limpas. OULAHAL-LAGSIR et al.
(2003) constataram que o tratamento com enzima glicolitica e proteolitica associado com ultra-
som aumenta a remocéo de biofilme formado por E. coli em superficies de ago inoxidavel suja
com leite.

Além de células vegetativas, 0s esporos bacterianos também podem participar dos
processos de adesdo as superficies. Estes sdo de grande interesse, uma vez que sdo muito
resistentes aos tratamentos térmicos, irradiacdo, desidratacao, vacuo, congelamento e diversos
agentes quimicos (TORTORA et al., 2000).

2.5.1. Controle e Remocéao do Biofilme

A restricdo de &gua e nutrientes, o tipo de equipamento e a temperatura sdo importantes
para o controle do biofilme, entretanto geralmente nédo é possivel reduzir a quantidade de agua
ou aprimorar o “design” do equipamento ou reduzir a temperatura de operacdo, por isso 0
controle do biofilme estd focado nos processos de limpeza e desinfeccdo (FRANK e
CHMIELEWSKI, 2003).

Em condicbes ideais, 0s equipamentos sdo confeccionados de forma a prevenir o
acumulo de sujidades, permitindo uma maior qualidade do processo de limpeza e desinfecgéo,
para que ndo haja a formacdao de biofilmes (FRANK e CHMIELEWSKI, 2003).

Dentre os materiais mais utilizados em equipamentos para a preparagdo de alimentos,
tanto em nivel industrial quanto doméstico, o aco inoxidavel tem sido o material de escolha
devido a sua resisténcia a corrosdo e oxidacdo, por ter uma maior durabilidade, por ser de facil
fabricacéo e também por ter uma maior facilidade no processo de limpeza e desinfec¢do, quando
comparado com cobre, aluminio e com a ampla variedade de polimeros (HOLA e THORPE,
1990; ROSSONI e GAYLARDE, 2000).

Para o processamento de alimentos, também destacam-se os utensilios fabricados com
polietileno, principalmente placas de corte. Devido a grande variedade de alimentos que séo
preparados em residéncias ou em estabelecimentos comerciais, um dos principais cuidados com
essas placas é a contaminacdo cruzada, a qual estd muito relacionada com a capacidade de
adesdo das bactérias contaminantes. Uma das maiores preocupacdes nesse sentido € a
contaminacdo de placas de polietileno por Salmonella sp. patogénicas (CARPENTIER, 1997).

Chen et al. (2001) quantificaram a contaminagdo cruzada de alimentos para placas de

corte, e destas para o alimento. A avaliacdo da aderéncia bacteriana indicou que a taxa de

16



transferéncia foi bastante alta (aproximadamente 55%), demonstrando que uma maior taxa de
contaminagdo por micro-organismos patogénicos pode ser gerada devido a utilizacdo inadequada

desse utensilio.

2.6. Superficies utilizadas no processamento de alimentos

A Portaria n° 326, de 30 de julho de 1997 do SVS/MS (BRASIL, 1997) aprova o
“Regulamento Técnico sobre as Condi¢cdes Higiénico-Sanitarias e de Boas Praticas de
Fabricacdo para Estabelecimentos Produtores/Industrializadores de Alimentos”, definindo as
condicdes técnicas para a utilizacdo de materiais que compdem equipamentos e utensilios. De
acordo com esta Portaria, todo o equipamento e utensilio utilizado nos locais de manipulacéo de
alimentos que possam entrar em contato com o alimento devem ser confeccionados de material
que: 1) ndo libere substancias toxicas, odores e sabores; Il) seja ndo absorvente e resistente a
corrosdo; I11) seja capaz de resistir a repetidas operacdes de limpeza e desinfec¢éo.

As superficies devem ser lisas e estarem isentas de rugosidade e frestas e outras
imperfeicbes que possam comprometer a higiene dos alimentos. Nao é recomendavel o uso de
madeira e de outros materiais que ndo possam ser limpos e desinfetados adequadamente, a
menos que se tenha a certeza de que seu uso ndo sera uma fonte de contaminacdo. Deve ser
evitado o uso de diferentes materiais na mesma superficie para inibir o aparecimento de corroséo
por contato (BRASIL,1997).

As caracteristicas das superficies auxiliam a realizagdo de um procedimento de
higienizacdo adequado (HAYES, 1993). Superficies utilizadas em industrias e que entram em
contato com os alimentos apresentam diferentes microtopografias de superficie, podendo
apresentar fissuras ou microfissuras ou fendas com tamanho suficientes para alojar micro-
organismos, principalmente bactérias. A ocorréncia destas imperfei¢des origina regides de dificil
acesso que podem reduzir a eficiéncia de procedimentos de higienizacdo que favorece o
crescimento microbiano e o desenvolvimento de micro-organismos (BOWER et al., 1996).

A rugosidade dos materiais também influencia na formagéo do biofilme (TAYLOR e
HOLAH, 1996), mas parece ser menos importante em relacdo a adesdo inicial (BOULANGE-
PETERMANN et al., 1998). Esse fato pode ser relacionado a superficie de contato entre micro-
organismos e superficies que processa o alimento. Em geral, quanto maior a superficie de
contato maior a probabilidade de formacao de biofilme, uma vez que maior é a forca inicial de

adesdo. Contudo, nem sempre quanto maior a rugosidade maior serd a adesdo inicial. A
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influéncia da rugosidade da superficie no processo de formacdo de biofilme é relacionada as
dificuldades durante higienizagdo de superficies rugosas (Teixeira et al., 2008).

Equipamentos processadores de alimentos sdo fontes potenciais de micro-organismos
patogénicos (MIDELET e CARPENTIER, 2004). Haeghebaert et al. (2002) constataram que a
contaminagdo de equipamentos contribuiu com 59% dos surtos de doencas de origem alimentar
investigadas na Franca durante o ano de 2001.

A facilidade de higienizacdo de superficies, além de suas propriedades anticorrosivas e
mecanicas, tem sido um dos argumentos decisivos na escolha de materiais para equipamentos da
linha de processamento (JULLIEN et al., 2002).

Os materiais das superficies comumente usados o processamento de alimentos, como ago
inoxidavel, polietileno, polipropileno, policarbonato, ago-carbono, fibra de vidro, poliuretano,
PVC, marmore, silicone, granito, teflon e vidro, permitem o crescimento microbiano, que pode
originar processos de ades@o bacteriana e formacdo de biofilmes (RODOLFO JR et al., 2002;
LEJEUNE, 2003).

As superficies de processamento devem ser inertes, tanto no que se refere aos alimentos
quanto ao que concerne a detergentes e sanitizantes sob condi¢Bes normais de uso. Além disso,
seus componentes ndo devem ser tdxicos, ndo podem migrar nem ser absorvidos pelos
alimentos. As superficies lisas, duras, continuas sem fendas ou fissuras sdo as mais indicadas. As
caracteristicas macroscépicas e particularmente microscépicas das superficies sdo determinantes
para maior ou menor adesdo microbiana, com reflexos na contaminacdo dos alimentos com
micro-organismos deterioradores ou patogénicos. As caracteristicas das superficies auxiliam na
realizacdo de um procedimento de higienizacdo adequado, sendo que quanto mais lisa a
superficie, mais facil sera a higienizacdo. O ideal é que nas superficies ndo se formem poros nem
ranhuras, e que estas sejam resistentes as deformac6es, como o abaulamento (ANDRADE et al.,
2008).

Os polimeros sdo amplamente utilizados na inddstria de alimentos em funcdo de suas
excelentes propriedades, pois sdo capazes de retardar e prevenir mudancas e deterioragdo no
material de embalagem em funcdo de influéncias externas, como a presenca de oxigénio, de luz e
de micro-organismos. Uma grande vantagem € o seu menor custo em relacdo a outros materiais
usados para embalagem como, por exemplo, o vidro (VERGNAUD, 1998).

As propriedades dos polimeros variam bastante, de acordo com a matéria-prima
utilizada, dos aditivos incorporados e do método de fabricacdo. Aqueles usados na industria de
alimentos sdo agrupados em duas categorias: termoplasticos e termoestaveis. Os termoplasticos
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amolecem quando sao aquecidos e endurecem quando resfriados, processo que pode ser repetido
varias vezes sem mudancas quimicas apreciaveis. Os termoplésticos mais comumente
encontrados em industrias de alimentos sdo: polietileno, polipropileno, poli (cloreto de vinila) ou
PVC, acrilico, entre outros. Os termoestaveis sdo capazes de endurecer na primeira vez que sdo
aquecidos, mas se forem reaquecidos pode ocorrer degradacdo quimica. Poliéster, resinas epdxi e
poliuretanos sdo polimeros termoestaveis usados como componentes de equipamentos usados no
processamento de alimentos (HAYES, 1993; RODOLFO JR. et al., 2002).

O PVC caracteriza-se por ser atoxico, resistente a maioria dos reagentes quimicos, como
agentes oxidantes, é impermedvel, estdvel, bom isolante térmico, além de possuir grande
durabilidade e ndo propagar chamas. Pode ser rigido ou flexivel, opaco ou transparente, brilhante
ou fosco, colorido ou ndo. Este material pode ser formulado com vérios tipos de aditivos, sendo
0 polimero mais polivalente. Os aditivos empregados podem melhorar as caracteristicas das
superficies de PVC, como a resisténcia ao calor ou ao frio, a choques ou a luz, dentre outras. A
adicdo de liquidos orgéanicos, denominados plastificantes, confere ao PVC grande flexibilidade
(RODOLFO JR. et al., 2002).

Dentre 0s materiais disponiveis, 0o a¢co inoxidavel, uma liga cuja composic¢do inclui
carbono, cromo e niquel, é o mais utilizado. Ha diversos tipos de aco inoxidavel, mas os que
contém 18% de cromo e 8% de niquel sdo os mais usados. Neste grupo, estdo as ligas da classe
300, por exemplo, 304 e 316, que sdo resistentes a corrosdo causada pela maioria dos alimentos,
detergentes e sanitizantes, além de serem facilmente higienizaveis e relativamente baratas. Esta
superficie € comumente usada na constru¢do de equipamentos e utensilios de processamento de
alimentos em geral, como: tanques de fabricacéo e estocagem, trocadores de calor, silos, tachos,
tubulacdes, mesas, pias, bancadas para manuseio, entre outras aplicacdes (JULLIEN et al.,
2002).

Superficies de aco inoxidavel e vidro sdo de mais facil limpeza do que polimeros,
aluminio e cobre (BOULANGE-PETERMANN, 1998). Segundo Boulange-Petermann (1998),
este material é relativamente mais resistente ao ataque de agentes oxidantes e outros agentes
sanitizantes usados na industria de alimentos, como hipoclorito de sddio, acido peracético e
iodoforos. Entretanto, a microtopografia do aco inoxidavel é composta de ranhuras e fendas, que
permitem a protecdo das células bacterianas contra as forcas exercidas pelo escoamento do
alimento (ZOTTOLA e SASAHARA, 1994).
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2.7. Processos de Higienizagao

Conforme BRASIL (1997), os pisos e paredes, assim como 0s equipamentos e utensilios
utilizados na industria devem ser lavados diariamente e convenientemente desinfetados, neste
caso, pelo emprego de substancias previamente aprovadas pelo DIPOA (Departamento de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal). Na industria da carne a adequagdo a um processo de
higienizacdo é julgado na base do cumprimento a um Processo Operacional Padrdo especifico,
durante o processo de limpeza, inspecdo da higienizagdo das instalagdes e equipamentos e
também na amostragem aleatdria das superficies de trabalho limpas para estima¢do do nimero
de bactérias sobreviventes apos a higienizagéo (GILL et al., 1996).

A higienizacdo, do ponto de vista conceitual, divide-se em duas etapas distintas: limpeza
e sanitizacdo. Na limpeza, objetiva-se a remocéao de residuos organicos € minerais — proteinas,
gorduras e sais minerais. Na sanitizacdo, procura-se eliminar micro-organismos patogénicos e
reduzir o numero de saprofitas ou alteradores a quantidades insignificantes (AQUINO et al.,
2003). Uma boa limpeza é responsavel por até 99,9% da remocéo de particulas indesejaveis. O
0,1% restante inclui os micro-organismos que podem deteriorar os alimentos ou causar uma
intoxicacdo alimentar aos individuos que os ingerirem (FUJIHARA e SYLVIO, 2003). Hood e
Zottola (1997), salientam que a lavagem e sanitizacdo regulares ainda parecem ser os melhores
meios para prevenir ambos, micro-organismos de vida livre e aderidos, de se tornarem um sério
problema. E segundo Nel (2004a), os produtos e procedimentos aplicados para limpar e
desinfetar os equipamentos, sdo tdo importantes quanto a frequéncia de lavagem e desinfeccao.

A atividade antimicrobiana é comumente caracterizada pela concentracdo minima
inibitéria do composto contra um isolado bacteriano. No entanto, com desinfetantes a capacidade
do composto antimicrobiano para matar bactérias tem sido considerada, com frequéncia, a
medida de importancia (AARESTRUP e HASMAN, 2004).

Para que uma sanificacdo seja efetiva, é necessario utilizar o sanificante, respeitando
alguns parametros, como: tempo de contato, concentracdo, temperatura, niveis de pH da solugédo
em uso, natureza da superficie, método de aplicacdo, carga de sujeira organica, estabilidade e
atividade residual (FUJIHARA e SYLVIO, 2003).

Desinfecgdo inadequada pode produzir resisténcia ao desinfetante como resultado da
selecdo ou adaptacdo através da exposi¢do regular a concentracdes subletais (AASE et al., 2000).
Cuidados devem ser tomados quanto a presenca de biofilmes, pois a area de producéo industrial
de alimentos dispbe de altas taxas de umidade e temperaturas adequadas. E ainda, nos biofilmes,
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0S micro-organismos estdo mais resistentes a acdo de agentes quimicos e fisicos (MENEZES,
2007).

2.8. Sanitizantes

A sanitizacdo ¢é definida como o tratamento de superficies / equipamentos usando-se
métodos fisicos ou quimicos, tais que a quantidade de micro-organismos presentes € reduzida a
nameros aceitaveis (ASSELT e GIFFEL, 2005).

Deve-se selecionar sanitizantes que i) sejam aprovados pelos 6rgdos competentes, como
0s Ministérios da Saude e da Agricultura; ii) apresentem amplo espectro de agdo antimicrobiana
e capazes de destruir rapidamente 0s micro-organismos; e iii) sejam estaveis sob variadas
condicdes de uso e que possuam baixa toxidade e corrosividade (ANDRADE et al., 2008).

E importante saber que a ag&o dos sanitizantes pode ser alterada pelas caracteristicas da
superficie, pelo tempo e pela temperatura de contato, pela concentragdo de uso e pelos tipos de
residuos presentes nas superficies, pelo pH, pelas propriedades fisico-quimicas da agua e, ainda,
por substancias inativadoras. O tipo e a concentragcdo de micro-organismos contaminantes da
superficie também influenciam na eficiéncia do sanitizante (RUSSSELL, 1999).

Conforme a Resolucdo n° 211 (BRASIL, 1999), as indUstrias estio autorizadas a usar 0s
desinfetantes em superficies onde se d& o preparo, consumo e estocagem dos géneros
alimenticios, podendo utilizar, exclusivamente, os principios ativos dos grupos quaternarios de
amonio, compostos inorganicos liberadores de cloro ativo, compostos orgénicos liberadores de
cloro ativo, i6do e derivados, biguanidas e peroxido de hidrogénio. O acido peracético também
esta autorizado como desinfetante para uso na indudstria alimenticia (BRASIL, 1993).

Existe uma grande variedade de sanitizantes quimicos disponiveis, como, compostos
clorados, compostos iodados, compostos de aménia quaternaria, &cido peracético e perdxido de
hidrogénio. Outros compostos podem ser usados em formulagdes de sanitizantes, principalmente
aldeidos (por exemplo, glutaraldeido), fenois (por exemplo, triclosan), biguaninas (por exemplo,
clorexidina) e alcoois. H& compostos organicos naturais como o extrato de semente “grapefruit”
que também é usado como agente antimicrobiano. Todos esses agentes sdo quimicamente
distintos, entretanto, alguns apresentam mecanismos similares de a¢do (ASSELT e GIFFEL,
2005).
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2.8.1. Biguanida

Seguindo esta linha, o grupo das biguanidas vem sendo estudado como um potencial e
versatil antimicrobiano desde 1879 na preservacdo de cosméticos, produtos farmacéuticos e
principalmente como principio ativo em formulagdes de desinfetantes e sanitizantes para
diversas areas de aplicacdo. Como exemplos priméarios destas biguanidas tem-se Clorexidina—

biguanida monomérica (Figura 2a) e a bis (biguanida) ou biguanida polimérica (Figura 2 b).
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Figura 02: Estrutura quimica da PHMB — Cloridrato de Polihexametileno Biguanida (a) e da
Clorexidina (b).
Fonte: FRANZIN, 2001.

Quando se constatou que esta bis(biguanida) tinha atividade bactericida muito superior
as biguanidas monoméricas, 0s cientistas monstraram-se interessados em desenvolver as
biguanidas poliméricas como agentes antimicrobianos, especialmente o Cloridrato de
Polihexametileno Biguanida (PHMB) que atualmente é utilizado em diversas aplicacfes
antimicrobianas devido ao seu amplo espectro de atuacdo no controle de bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, virus, micro-organismos resistentes a antibidticos, mesmo em
condi¢Oes adversas como: presenca de matéria organica e dgua dura. O amplo espectro de agao
do PHMB aliado a sua boa estabilidade térmica, baixa formacéo de espuma, alta solubilidade em
agua, baixa volatilidade e corrosividade somados aos estudos de toxicidade em mamiferos e ao
meio ambiente, caracterizam o PHMB como um antimicrobiano de ultima geracdo, seguro,
eficiente e versatil para formulagédo de desinfetantes de uso industrial, institucional e doméstico
tornando-o uma opcao de melhor custo beneficio aos tradicioniais antimicrobianos (FRANZIN,
2001).

O cloridrato de clorhexidina é um composto sintético. Quimicamente é o dicloridrato de
1,1-hexametil-enobis (p-clorofenil) biguanida. Tem reag&o alcalina, é levemente hidrossoluvel e
relativamente atoxico. A clorhexidina é ativa contra diversas bactérias gram-positivas e gram-
negativas, e outros micro-organismos. Tem boa acdo na presenca de matéria organica
(FRANZIN, 2001). Nas Tabelas 1, 2 e 3 é possivel verificar a atividade antimicrobiana do

PHMB no controle de diversos micro-organismos.
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Tabela 1: Atividade antimicrobiana do PHMB sobre bactérias Gram negativas e concentracdes

recomendadas.

Micro-organismos Referéncia PHMB (ppm)
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 4
Aeromonas hydrophila ATCC 7966 8
Citrobacter frendii ATCC 8090 20
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 4
Enterobacter cloacae NCTC 11936 8
Escherichia coli ATCC 11775 32
Escherichia coli 0157:H7 NCTC 12900 16
Klebsiella aerogenes NCTC 9528 2
Klebsiella pneumoniae ATCC 4352 5
Proteus mirablis NCTC 10975 1
Proteus vulgaris NCTC 4175 32
Pseudomonas aeruginosa ATCC 25668 8
Pseudomonas cepacia NCTC 10661 12
Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 31
Pseudomanas putida - 8
Salmonella Cholerasuis ATCC 13311 5
Salmonella Typhimurium ATCC 14028 24
Salmonella Poona NCTC 4840 32
Serratia marcescens NCTC 11935 32
Vibrio cholerae Non 0:1 NCTC 11348 0,5

Fonte: FRANZIN, 2001.

Tabela 2: Atividade antimicrobiana do PHMB sobre bactérias Gram positivas e Bacillus (esporos).

Micro-organismos Referéncia PHMB (ppm)
Bacillus polymyxa - 2
Clostridium welchii - 12
Corynebacterium acnes - 3
Enterococcus faecium NCIB 11508 2
Enterococcus faecalis NCTC 775 4
Listeria monocytogenes ATCC 15313 6
Mycobacterium smegmatis NCIB 8548 2
Staphylococcus albus - 0,2
Staphylococcus aureus ATCC 6538 6
Staphylococcus epidermis ATCC 14990 2
Staphylococcus faecalis - 1
Staphylococcus lactis NCTC 7944 4
Staphylococcus pyogenes - 6
Bacillus subitilis - 1,6
Bacillus cereus - 12,5
Bacillus circulans - 2,5
Bacillus lichenformis - 3,1
Bacillus coagulans - 2,5

23



Tabela 3: Atividade antimicrobiana do PHMB sobre bolores e leveduras.

Micro-organismos Referéncia PHMB (ppm)
Aspergillus niger - 150
Candida albicans ATCC 10231 62
Rhodotorula rubra NCYC 1659 1
Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763 62
Trichophyton mentagrophytes - 5

Fonte: FRANZIN, 2001.

A clorhexidina demonstrou ser atil na desinfeccdo de equipamentos e instalacbes
contaminadas, panos de limpeza do Ubere e equipamentos de ordenha. Normalmente, a
concentragdo recomendada é de 0,2% a 1% (RADOSTITS et al. 2000.).

A clorhexidina pertence ao grupo das biguanidas, e atualmente, o gluconato de
clorhexidina, por ser mais soluvel, é a preparagdo mais utilizada. Sua acdo é praticamente
imediata, apresentando baixo potencial de toxidade, bem como baixa irritabilidade (VICENTE
e TOLEDO, 2003). Apresenta 0 mecanismo de acdo semelhante ao do quaternario de amonio,
com destruicdo parcial das membranas celulares e alteracdo dos equilibrios de transporte
metabdlico (FUJIHARA e SYLVIO, 2003).

Conforme Aquino et al. (2003), o digluconato de clorhexidina é completamente soltvel
em &gua. Pode ser inativado por precipitacdo com sais minerais, inclusive por aqueles que
compdem a dureza da agua. As solugdes aquosas deste germicida, ndo possuem cor nem odor,
mas tém pouco efeito de molhagem, por isso podem ser utilizados tensoativos catidnicos e ndo
ibnicos para melhorar esta caracteristica.

O mecanismo de acdo do PHMB vem sendo estudado por varios cientistas ao longo de
décadas. Baseado no trabalho destes cientistas, a sequéncia bactericida comega com uma rapida
atracdo do PHMB catiénico na superficie bacteriana negativamente carregada provocando uma
falha no mecanismo de defesa da célula e a ruptura da parede da célula. O PHMB ent&o é atraido
para a membrana citoplasmaética, onde causa a perda de substancias de baixo peso molecular, tais
como ions de Potassio, Calcio e a inibicdo de enzimas responsaveis pela unido da membrana, tais
como o ATPase. A grande ruptura subsequente da membrana citoplasmatica pode entdo levar a
perda de substancias macromoleculares (ex. Nucleotideos) e a precipitagdo das substancias
celulares (FRANZIN, 2001).

O PHMB vem sendo estudado a décadas (ROSENTHAL et al., 1982) como ingrediente
ativo em formulagdes de desinfetantes para industrias alimenticias, possuindo uma excelente

atividade no controle de micro-organismos patogénicos, tais como, E. coli, S. aureus e P.
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aeruginosas bem como endoesporos de bactérias termoresistentes (Bacillus sp.). Seu amplo
espectro de acdo na presenca de matéria organica (leite, sangue, albumina, etc) aliado a baixa
toxicidade em mamiferos, baixa corrosividade e formagdo de espuma garantem ao PHMB um
melhor custo beneficio quando comparado aos tradicionais desinfetantes a base de quaternario de
amonio.

Desinfetantes contendo PHMB podem ser utilizados na desinfeccdo de equipamentos,
pisos, paredes em sistemas abertos ou CIP (clean-in-place) através de aplicagdo manual, imersédo
ou recirculacdo seguida de enxague com A4gua potavel conforme “Resolucdo n°
211/MS/ANVISA, de 18 de Junho de 1999 publicada no D.O.U em 26 de Junho de 1999”
(Brasil, 1999).

A alta solubilidade do PHMB em &gua permite formulacfes limpidas e transparentes
mesmo em condicBes extremamente alcalinas ou acidas desde que observadas algumas
orientacOes bésicas. Desinfetantes &cidos e alcalinos (pH entre 4 a 13) transparentes podem ser
obtidos com a utilizagdo de diversos tipos de acidos e bases desde que respeitando alguns
procedimentos de adi¢cdo (FRANZIN, 2001).

2.8.2. Acido Peracético

O perdxido do &cido acético, chamado de acido peroxiacético ou peracético, € produzido
pela reacdo do &cido acético ou anidrido acético com perdxido de hidrogénio na sulfirico, tem a
funcdo de catalisador. No entanto, um agente estabilizador, ou um sequestrante, ¢ adicionado
durante a producéo do produto (KITIS, 2004). E um composto instavel, que sofre perda de 1% a
2% dos ingredientes ativos por més, na solucdo a 40% e mais da metade em 6 dias, na solugéo
1% (NASCIMENTO et al., 2003). E um agente antimicrobiano mais eficiente do que o perdxido
de hidrogénio sendo ativo contra um grande espectro de micro-organismos. E esporicida em
baixas temperaturas e permanece ativo na presenca de matéria organica (MCDONNELL e
RUSSELL, 1999).

O modo de acdo do perédxido de hidrogénio e do acido peracético é baseado na oxidagéo
do radical livre (por exemplo, radicais hidroxilas) de componentes essenciais da célula, tais
como, lipidios, proteinas e DNA. O &cido peracético ndo somente ataca as proteinas da parede
celular, mas também migram dentro da célula, e da mesma forma, rompem componentes
internos da célula (MCDONNELL e RUSSELL, 1999).

Dentre as vantagens do acido peracético, verificam-se que sdo excelentes sanitizantes
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, virus esporos
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bacterianos. O APA apresenta facilidade de implementacdo de tratamento; largo espectro de
atividade, mesmo na presenca de matéria organica heterogénea; auséncia de residual ou
subprodutos toxicos e, ou, mutagénicos; desnecessaria descloracdo; baixa dependéncia do pH;
curto tempo de contato; baixo impacto ambiental e tem sido 0 mais ativo contra os biofilmes
(SOUZA e DANIEL, 2005).

Segundo Baldry (1983), a répida atividade do &cido peracético contra uma variedade de
micro-organismos € o mérito deste principio ativo podendo ser utilizado como um desinfetante
ou esterilizante. Além do mais, este sanitizante parece ser um dos mais efetivos para protecao
contra biofilmes (MARRIOT e GRAVANI, 2006). A grande capacidade de oxidacdo dos
componentes celulares torna o acido peracético um excelente sanitizante, pois 0 oxigénio
liberado pelo perdxido reage imediatamente com os sistemas enzimaticos inativando-os
(AQUINO et al., 2003).

O acido peracético é decomposto a elementos inofensivos, resultando apenas em tragos
de 4gua e &cido acético. Para desinfecgdo aplica-se até a temperatura maxima de 50-60°C que
evita a decomposicdo do principio ativo. A temperatura mais comum de aplicagdo esta entre 5-
35°C (MASSAGUER, 2006)

E amplamente usado na desinfeccdo de linhas de processamento, tubulagdes,
superficies, evaporadores, e nos pontos de contato com os alimentos. A forte caracteristica
oxidativa possibilita a remocdo da sujidade e boa parte dos biofilmes. Em industrias de
alimentos e de papel e celulose, € um excelente auxiliar na deslignifica¢do. Esta vantagem pode
se tornar desvantagem se o produto (principalmente em concentracbes muito elevadas) for
colocado em contato com materiais sensiveis a oxidagdo como no caso de polimeros, resinas de
troca idnica e outros materiais. Outra vantagem apresentada pelo &cido peracético ¢ a sua baixa
toxicidade apds a aplicacdo e enxagie. Esta vantagem pode se tornar uma desvantagem se
cuidados devidos ndo forem tomados com reciclagem de antimicrobianos. Isto ocorre porque a
desinfeccdo € realizada principalmente pela acdo do peroxido, e a acdo residual é devido a
reducao de pH (pelo acido acético) (MASSAGUER, 2006).

2.9. Agua Quente

Em Brasil 2005 (Circular 175/2005), a higienizacdo dos instrumentos de trabalho seré
precedida de lavagem dos mesmos e far-se-a em esterilizadores com temperatura minima de 82,2

°C (180 °F), por um tempo minimo de 15 segundos. Da mesma forma, ganchos utilizados no
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abate, como 0s que prestam para pendurar cabeca, devem ser higienizados nas mesmas
circunstancias.

Mais eficiente e funcional que os esterilizadores moveis da desossa é a central de
esterilizacdo anexa ao setor, pois permite a troca de facas de cabo de cores diferentes a periodos
regulares, a ndo geragcdo de vapor em sala com temperatura controlada e garantia de que 0s
citados instrumentos sdo corretamente higienizados.

O uso da &gua quente esta baseado em seu efeito destrutivo sobre 0s micro-organismos.
Porém h& diversos fatores que afetam a resisténcia dos micro-organismos ao calor, a mesma
concentracdo de bactérias em caldo nutriente e em solucéo fisioldgica, com o mesmo pH, néo €
destruida com a mesma facilidade pelo calor. As células microbianas tem sua resisténcia
aumentada com o decréscimo da umidade ou atividade de &gua. Na presenca de gorduras, existe
aumento da resisténcia de alguns micro-organismos ao calor (JAY 2005).

O efeito dos sais € variavel e depende da concentracdo e do tipo, mas também possui
efeito protetor na maioria das vezes sendo que em outros casos torna as células mais sensiveis ao
calor. Assim também o pH, e a presenca de agucares e proteinas no meio de suspensdo causam
aumento na resisténcia do micro-organismo ao calor. O ndmero de micro-organismos ndo é
menos importante, afinal quanto maior o nimero de micro-organismos, mais alto o grau de
resisténcia ao calor, muito provavelmente devido a excrecdo de substancias protetoras pelas

células.

2.10. Ultrassom

Conforme Willians (1990), séo vastas as aplicagcGes de ondas de ultrassom, que véo
desde homogeneizacdo de substancias, rompimento de células, extracdo de produtos
fitoquimicos, esterilizagdo de equipamentos, localizacdo de mineral, emulsificacdo, até
degradacdo de massa molar e fonoforese (acdo do ultra-som para facilitar a penetragdo de
agentes farmacologicamente ativos atraves da pele).

Segundo Fontana (1996), o efeito do ultrassom na area bioldgica, pode ocorrer devido ao
poder da alta poténcia de radiacdo, que podem deslocar, distorcer e/ou reorientar particulas
intercelulares ou mesmo células com relacdo a suas configura¢es normais. Tais efeitos estdo
associados a grandes tensdes hidrodinamicas suficientes para causar danos as células e
macrocélulas suspensas. Alem disso, o ultrassom desenvolve o processo biofisico da cavitacdo

que vem sendo considerado como um dos principais mecanismos que afetam a atividade
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germicida em meio liquido.

Segundo Guirro (1999), a cavitagdo gerada pelo ultrassom pode induzir fenémenos
eletricos e quimicos e destruicdo mecénica. Isto acontece quando neste Gltimo as cavidades se
colapsam ou quando as bolhas de gas crescem, até ficarem suficientemente grandes para vibrar
em ressonancia com as ondas sonoras. A cavitacdo produz intensas ondas de choque, aumentos
instantaneos de temperatura e pressao, e efeitos quimicos no meio, que séo gerados pelo colapso
das cavidades ou microbolhas. As células de E. coli BH 100, irradiadas com ondas de ultrassom
revelaram no plaqueamento, diminuicdo do nimero de col6nias na frequéncia de 1MHz, nos
tempos de irradiacdo de 5 e 15 minutos. Para a frequéncia de 3MHz houve incremento das
colénias, nos mesmos tempos. Os ensaios indicam que na relacdo nimero de coldnias em fungédo
do tempo considerando 5 e 15 minutos, houve maior inibi¢cdo no tempo de 15 minutos.

Estudos associando o ultrassom na frequéncia de 1IMHz com tetraciclina em funcdo do
tempo de 5 e 15 minutos, apresentaram diminuicdo do ndmero de coldnias no tempo de 5
minutos e inibicdo total do crescimento no tempo de 15 minutos (GUIRRO, 1999).

Barbosa e Serra (1992), citam que no final dos anos 70, o interesse pela sonoquimica
ressurgiu devido em grande parte, aos resultados provenientes de tentativas de se entender o
fendmeno. O efeito das ondas ultra-sdnicas comegou a ser observado em sistemas homogéneos
ndo aquosos. Nesta época, as pesquisas comecaram a serem orientadas para sistemas
heterogéneos. Em sistemas heterogéneos, numa interface solido-liquido, o ultrassom pode
dirigir-se para a superficie originando uma erosdo localizada, responsavel pela fadiga na
extremidade do transdutor. Com o aumento do emprego do ultrassom, foram constatados
fendbmenos tais como rompimento de células vivas, disperséo de tecidos bioldgicos e limpeza de
superficies.

Além disso, Barbosa e Serra (1992), citam que no processo de cavitacdo gerado por
ondas de ultrassom pode haver formacéo de dois tipos de bolhas:

- Bolhas de cavitacdo estaveis: que oscilam periodicamente no meio e possuem tempo de
vida longa de alguns ciclos. Seu volume cresce por penetracdo de gas dissolvido no meio quando
na fase de descompressdo. Se atingirem uma dimens&o critica podem tornar-se transitorias;

- Bolhas de cavitacdo transitdrias: possuem tempo de vida curto de poucos ciclos. Seu
volume cresce por penetracdo do gas dissolvido na fase de descompressdo, quando alcancam
uma dimensdo critica. S&o as responsaveis pela cavitagdo. No momento da implosdo das bolhas
ha formacdo de ondas de choque e na fase final esperam-se no centro da bolha, temperatura e
pressdo muito elevadas da ordem de aproximadamente 10.000K e 1000 atm.
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Para Lin e Zhang (2000), o ultrassom com alta poténcia (em torno de frequéncia de
3MHz) é um meio tradicional de vérias aplicacdes e que durante décadas passadas sendo
utilizado na industria eletronica e outros diferentes campos. Cada vez mais tem-se dado atengdo
a algumas aplicagdes como limpeza ultra-sonica, soldagem ultra-sonica de plésticos, avaliagéo
da qualidade de metais fundidos, assim como para novas aplicagdes do ultra-som alta poténcia,
como quimica de ultrassom e terapia ultrassénica. No caso da energia de aplicacdo do ultrassom
de alta poténcia, as caracteristicas de vibracdo do transdutor usado s@o essenciais para modelo e
seguranga de trabalho do sistema vibracional. A medida das caracteristicas vibracionais do
transdutor é importante para avaliacdo da sua performance, assim como do processo pratico do
transdutor utilizado.

As caracteristicas da alta poténcia do transdutor incluem o sistema fechado acustico, a
eficiéncia eletroacustica, a elevacdo da temperatura do deslocamento da distribuicdo vibracional,
e outros fatores. Como essas caracteristicas do transdutor sob as condi¢Bes de alta poténcia
afetam a performance do transdutor e do efeito do processo ultrassonico, um trabalho mais
acentuado tem sido feito para analise e melhoria do modelo do sistema vibracional.

Segundo Phull et al. (1997), a destruicdo ou inativacdo de micro-organismos por
aplicacdo de ondas ultra-sonicas foi estudada e os resultados obtidos nos ensaios mostraram que
o0 ultrassom pode ser utilizado com eficacia na desinfeccdo de aguas. O processo de ultrassom
pode ser aplicado em associagdo com cloro o que promove uma diminuigdo acentuada no
nimero de bactérias presentes na agua, além de diminuir significativamente a quantidade de
cloro necessaria para a desinfeccdo. Neste estudo, os pesquisadores concluiram que aumentando
0 poder do ultrassom aumenta a destruicdo das células bacterianas e que as ondas do ultrassom
de alta frequéncia (a nivel de MHz) séo mais eficazes do que as de baixa frequéncia (a nivel de
KHz) com relacdo ao processo de desinfec¢do de agua.

Tomasin (2001) relata que o ultrassom de 20 KHz quando aplicado em condicGes
controladas de laboratério mostra diminuicdo da viabilidade celular de Saccharomyces
cerevisae. A eficiéncia do ultrassom aumenta com o tempo de exposic¢do aos efeitos das ondas
acusticas e da cavitacdo sobre as células. O ultrassom pode ser utilizado como um método para
controle da viabilidade de micro-organismos em residuos aquosos e sanitizagdo de aguas
contaminadas.

Segundo Margulis (2002), a causa da eletrificacdo local estd relacionada com a
fragmentacdo das bolhas decorrente do processo de cavitacdo e também pela propria deformacéo
das mesmas. A ruptura das bolhas na cavitacdo estd relacionada com a tensdo superficial,
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vibracdo das bolhas, forca de Stokes e forcas eletrostaticas. O problema das cargas nao
compensadas na superficie das bolhas deformadas pela cavitagdo é apresentado numa nova
visdo: a deformacdo radial € devida a rotacdo parabodlica /deformacdo axial e a cavidade
hiperbolica de rotacdo. A explanacdo dos efeitos fisicos e fisico-quimicos da cavitagdo e
proposta em fungdo da teoria elétrica e em particular da eletrificacdo local da cavitacdo de
bolhas. A teoria da eletrificacdo local é uma teoria simples que correlaciona a maioria dos fatos

experimentais da cavitag&o.

2.11. Consideracdes Finais a respeito do estudo

As doencas de origem alimentar sdo transmitidas ao homem através dos alimentos
consumidos. Porém a evolugdo tecnologica estd permitindo avangos no sentido da
conscientizacdo e desenvolvimento de técnicas e metodologias que permitem evitar que essas

doencas continuem causando transtornos a populacéo.

A pesquisa tem por objetivo maior contribuir para que esta avanco tenha base técnica e
possa ser difundido entre inddstrias produtoras de alimentos e insumos de forma a elucidar
lacunas voltadas ao controle das contaminagGes em superficies que entram em contato direto

com o alimento que esta sendo produzido.
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3. MATERIAL E METODOS

Para facilitar a visualizacdo, os procedimentos utilizados neste trabalho, e descritos nos itens

de material e métodos foram compilados na Figura 03.

Listeria
monocytogenes
(Gram-positiva) Caldo LB

) 1500 mL LB -
10 mL - 350C/24h

350C,/24h

Escherichia coli
[Gram-negativa)

Sanitizante

(107

Adic3o dasfacas Teste
(Novas/Velhas)
T'de permanénciano caldo
(5% 30°1h,2h, 6h, 24h, 48h)

Contagem
das Coldnias _

Figura 03: Esquema de realizacdo das analises

Enxague H,0 ﬂ Aguaquente ‘ Enxague H,0
Dehionizada (82,22C/15s) Dehionizada

Ultrassom
(10°/20,502C)

Diluicio das Swab de
amostras cabo/ldmina

Plagueamento
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3.1. Micro-organismos e meios de cultura utilizados

Foram utilizadas a bactéria Gram-positiva Listeria monocytogenes (ATCC 7644) e a
bactéria Gram-negativa Escherichia coli (ATCC 25922) da biblioteca de cepas do laboratério de
Biotecnologia da URI Erechim. As cepas foram descongeladas e repicadas em Caldo Luria
Bertani - LB (triptona 10,0g.L™?, extrato de levedura 5,0g.L ™", NaCl 5,0g.L™) e mantidas a 4°C
até o momento do subcultivo.

Para efetuar as dilui¢bes antes do plaqueamento foi utilizado dgua peptonada (peptona
10,0g.L™, fosfato de hidrogénio 9,0g.L™, NaCl 5,0g.L™, fosfato de potéassio 1,5g9.L™) e para
plaqueamentos de superficies foi utilizado Agar Luria Bertani - LBA (triptona 10,0g.L™* extrato
de levedura 5,0g.L™, NaCl 5,0g.L ™, Agar 15,0g.L™) (Figura 04a e 04b).
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Figura 04: Sistema de diluicdo das amostras (a) e plaqueamento em superficie em LB &gar

(b).

3.2. Avaliacdo da adesédo dos micro-organismos Listeria monocytogenes e Escherichia
coli em facas de desossa

Para este estudo foram empregadas as bactérias E. coli (Gram-negativa) e L.
monocytogenes (Gram-positiva). Para a avaliacdo da adesdo bacteriana foram selecionadas as facas
de desossa comumente utilizadas em matadouro frigorifico de bovinos. Foram utilizadas facas de
desossa da linha profissional da marca Mundial® modelo 5315-6 novas e usadas (com tempo de
uso de 45 a 60 dias) de cabos brancos e amarelos utilizadas na desossa de bovinos conforme a
indicacdo original do fabricante. As facas novas foram obtidas por doacdo do fabricante e as
usadas foram doadas por um frigorifico que desossa bovinos regularmente. As dimensGes do
cabo sdo 130 cm? e da lamina 52 cm®. A preparacdo das facas para inicio das anélises ocorreu da
seguinte forma: primeiramente através de limpeza por meio de esfregacdo empregando-se agua e
detergente neutro liquido, enxague com &gua corrente seguida por agua destilada e secagem em
camara de secagem de material de laboratério. As superficies foram expostas a luz ultravioleta
(254nm), por 1 hora para sanitizacdo conforme metodologia descrita por Parizzi, (1999) (Figura
05).

Figura 05: Facas em secagem na cAmara de secagem de materiais do laboratorio.
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As facas foram imersas, com auxilio de uma pinga esterilizada, em fluxo laminar, em
frascos desenvolvidos para tal procedimento conforme apresentado na Figura 06. Uma vez que
as facas deviam ficar totalmente cobertas pelo caldo, foram adicionados 1500 mL de caldo LB
acrescido de um volume de suspensdo de celulas bacterianas (10 mL/LB), previamente
incubadas e em franco desenvolvimento. Para isso, a estirpe da bactéria foi previamente

semeadas em caldo LB e incubadas a 35-37°C, por 24 horas.

Figura 06: Aparato experimental empregado para incubar as facas em caldo LB a 35-
37°C/24 h.

Apds a incubacdo as facas foram retiradas do tubo com pinca estéril, realizado enxague
com agua dehionizada e em seguida realizado Swab de toda &rea de cabo e lamina
separadamente. Destes foram realizadas diluicGes em &gua peptonada para realizar plaqueamento
em superficie em placas contendo agar LB que foram incubadas a 35-37°C por 24h, seguido por
contagem das col6nias. Apds a contagem realizou-se a transformacdo dos valores para Log
UFC/cm para facilitar a visualizagdo dos resultados.

As avaliagbes da quantidade de ceélulas aderidas por centimetro quadrado foram
realizadas, em cada superficie (lamina e cabo), sendo um teste para facas novas e outro para
facas usadas. As avaliacfes da quantidade de células aderidas por centimetro quadrado foram
realizadas durante 48 horas (0,1; 0,5; 1; 2; 6; 24 e 48 h) de contato, em cada superficie. Estes
tempos foram selecionados visando simular o tempo de produgdo em um planta industrial, onde
as facas permanecem em contato com os produtos carneos sem higienizacdo. Todas as analises

foram realizadas em triplicata.
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3.3. Avaliagdo da remocéo dos micro-organismos

3.3.1. Remogéo empregando sanitizantes

Para remocdo dos micro-organismos, as facas foram retiradas do tubo com pinca estéril.
Ap0s a incubagdo com cada micro-organismo teste, foi realizado enxadgue com agua dehionizada,
sendo em seguida imersas em provetas contendo 500 mL de solucdo sanitizante a base de
Biguanida (Pluron 463 AP®) ou &cido peracético (Pluron 461 A/1) em diferentes concentracdes:
controle; 0,2; 0,5; 1,0 e 2,0% (v/v), onde a faca permaneceu durante 10 minutos de exposicao,

conforme recomendacdo do fabricante (Figura 07).

(b)

Figura 07: Aparato empregado para a remogdo dos micro-organismos em facas novas e
usadas empregadas na industria de alimentos (a) e detalhe da atuacdo do sanitizante na
remocao dos biofilmes bacterianos (b), respectivamente.

3.3.2. Remogdo empregando agua quente

As facas contaminadas também foram submetidas & remocéo dos micro-organismos pela
imersdo em banho-maria, onde a faca ficou totalmente coberta por agua quente (82,2°C) por 15
segundos (Figura 8) conforme preconizado na Circular 175/2005/MAPA (Brasil, 2005).

Figura 08: Facas submetidas a remocdo dos micro-organismos em 4&gua quente
(82,2°C/15seQ).
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3.3.3. Remogéo ultrassom

Para testes com o aparelho de ultrassom (Unique, ULTRASONIC 2500) foi realizado um
estudo preliminar, onde as bactérias foram incubadas em Caldo LB (triptona 10 g/L, extrato de
levedura 5 g/L e cloreto de sodio 5 g/L) em tubos de ensaio por 24 horas a 35-37°C. Em seguida,
10 mL de cada um dos inoculo foram submetidos ao banho de ultrassom por controle, 10 e 60
minutos, com poténcia nominal de 155 Watts e frequéncia ultrassbnica de 40kHz, com
temperatura da agua de 38°C (Figura 09).

Figura 09: Aparelho de Ultra-Som utilizado nos experimentos de remocdo de micro-
organismos (a) e os tubo de ensaio contendo micro-organismo submetido ao banho de
ultrassom (b), respectivamente.

Posteriormente, avaliou-se a remog¢do dos micro-organismos nas facas novas e usadas.
Para este estudo empregou-se, também, um banho de ultrassom, com poténcia nominal de 155w
e frequéncia ultrassdnica de 40kHz, com temperatura da agua de 50°C por 10 minutos de
exposic¢do (Figura 10).

Figura 10: Facas novas e usadas em processo de remogdo dos micro-organismos aderidos

em banho de ultrassom.
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De cada um dos tempos de exposicdo ao ultrassom foi realizado o plaqueamento em
superficie em meio LB agar em diferentes diluicbes e incubados por 24 horas a 35-37°C, para
posterior contagem das coldnias e verificagdo da possivel redugdo no ndmero de unidades
formadoras de coldnias viaveis. Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata.

Todos os experimentos foram conduzidos de maneira que a agua contida nas imersoes
foi substituida em cada tempo de contato, para verificar a eficiéncia deste método na eliminagdo
dos micro-organismos. ApoOs cada ensaio as provetas e os banhos (agua quente e ultrassom)
foram higienizados com agua e detergente neutro, sanitizado com hipoclorito de sédio 2% (v/v)

e enxaguado com agua dehionizada.

3.4. Contagem padrado em placas

A avaliacdo da adesdo bacteriana e da remocdo dos micro-organismos foi avaliada
pela técnica da contagem padrdo em placas (CPP), onde foram realizados swabs nas
superficies de cada um dos tempos e concentragdes de sanitizante e/ou banho estudados. O
plaqueamento em superficie foi realizado em meio LB &gar e incubagdo por 24 horas a 35-37°C,
de diferentes diluigdes, para posterior contagem das colonias e verificagdo da possivel reducéo
no ndmero de unidades formadoras de coldnias viaveis. Todos os experimentos foram

conduzidos em triplicata e os resultados encontram-se expressos em Log UFC/cm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Adesdo de Escherichia coli e Listeria monocytogenes em facas de desossa pela

contagem padrdo em placas

A cinética de adesdo de Escherichia coli em cabos e Iaminas de facas de desossa estdo
apresentados na Figura 11.
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Figura 11: Cinética de adesdo de Escherichia coli em cabos de polipropileno (PPN = novos;
PPU = usados) (A) e laminas de aco inox (SSN = novas; SSU = usadas) (B). (Formacao de
Biofilme com 3,0 Log UFC/cm?).

E possivel verificar que a adesdo ocorreu de forma logaritmica em cabos e laminas,
sendo que observa-se uma maior velocidade de adesdo de E. coli no ago inox usado (SSU) (b =

0,708) em relacdo ao novo (SSN) (b = 0,937). Nos cabos a velocidade de adesdo entre cabos
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novos (PPN) e usados (PPU) foi semelhante, com valores de b de 0,728 e 0,785,
respectivamente. Isso pode ter ocorrido em funcdo da cobertura Sanitized® presente nos cabos
das facas utilizadas, que reduziram a adesdo nestes.

A maior adeséo de E. coli ocorreu na superficie de inox (SS) e a menor em polipropileno
(PP), obtendo-se 6,8 e 6,4 Log UFC/cm? apds 48 horas de contato com 0 micro-organismo

(Tabela 4), respectivamente.

Tabela 4: Média de adesdo de Escherichia coli (Log UFC/cm?) em cabos de polipropileno (PPN =

novos; PPU = usados) e laminas de a¢o inox (SSN = novas; SSU = usadas).

Superficie Tempo de contato (horas)
0,1 0,5 1 2 6 24 48
PPN 1,3 15 2,6 2,8 3,4 4,2 6,4
PPU 0,9 1,7 1,8 2,3 3,2 4,2 6,4
SSN 1,1 1,2 2,0 2,6 3,8 55 6,8
SSU 2,1 2,6 3,9 3,8 3,9 5,8 6,8

As facas utilizadas para o experimento sdo da marca comercial Mundial® que apresentam
algumas peculiaridades que explicam a adeséao diferenciada das bactérias em suas superficies. Os
cabos sédo injetados em polipropileno virgem diretamente sobre a ldmina impedindo formacéo de
frestas e absorcdo de umidade, juntamente com este material € injetado um aditivo
antimicrobiano chamado comercialmente de sanitized®, cuja funcdo é inibir o crescimento de
fungos e bactérias (Conforme testes OECD 404 e 406, autorizacdo FDA, 2002/72 EEC, 2002/17
EEC). O aco inox € de uma liga especial, cuja composi¢cdo quimica ndo se enquadra na
classificacdo americana denominada AISI 304 ou 316, é composto por carbono, cromo,
molibdénio, manganés, titanio, etc., correspondendo a classificacdo alemd denominada DIN
1.4116/X45CrMoV15, que trata-se de um aco de baixa liga ou aco magneético/martensitico
composto de 14 a 14,5 % de cromo e 0,5 a 0,55% de molibdénio sem niquel, produzido
especialmente para cutelaria profissional e contato com alimentos. A presenca de molibdénio
(material que ndo esta presente no inox AISI 304) confere grande resisténcia a corrosao
facilitando o uso de sanitizantes como acido peracético.

Ronner e Wong (1993) consideraram como biofilme um namero de 1x10° UFC ou 3,0
log UFC de células aderidas por centimetro quadrado. Assim, segundo o critério desses autores,

na superficie de polietileno (Tabela 4) formou-se biofilme ap6s um tempo de contato de 6 horas,
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enquanto para as superficies de inox, observou-se a formacdo de biofilme em apenas 1 hora de
contato para laminas de inox usadas (SSU) e 6 horas de tempo de contato para laminas novas
(SSN). Entretanto, Wirtanen et al. (1996) e Andrade et al. (1998b) afirmaram ser necessaria uma
populacdo de células de 10° e 10’ células por cm?, respectivamente. Entdo, de acordo com
Wirtanen et al. (1996) na superficie de polietileno néo foi formado biofilme em até 24 horas de
contato. Porém, para as duas superficies de inox houve a formacéao de biofilmes com 24 horas de
tempo de contato. Entretanto quando se trata de utensilios (facas de desossa), dificilmente se
trabalha mais do que 6 a 8 horas sem intervalo ou troca de turno, o que se subentende a
higienizacdo e esterilizacdo e/ou sanitizacdo dos equipamentos. Neste caso, significa dizer que
hd& uma boa condicdo de trabalno em turnos se houver a higienizacdo adequada dos
equipamentos durante a troca de turnos e ndo haverd formacdo de biofilmes. Conforme os
autores, esse intervalo para higienizagédo e “quebra” do ciclo de formacao do biofilme, fica em 6
horas no caso das facas, levando-se em consideracéo cabos e laminas.

A Figura 11 mostra a tendéncia que a bactéria apresentou em aderir a superficie em
relacdo ao tempo de contato. Isto pode ser explicado pelo fato de que muitas bactérias Gram-
negativas regulam a expressdo de alguns genes em resposta a densidade populacional por meio
de N-acil-homoserinas lactonas em um mecanismo chamado “quorum sensing”. Além disso, E.
coli possui um outro sinal regulatério global, chamado de autoindutor 2 (furanosil borato diéster)
que regula mais de 400 genes, mostrando a possivel relacdo do “quorum sensing” com a etapa
inicial de formagdo do biofilme (VIANA, 2006). Esses dados mostram a importancia dos
procedimentos de higienizacdo nas superficies que entram em contato com alimentos, pois se
constatou que a formacéo de biofilmes pode ocorrer em um curto espago de tempo, 0 que mostra
a necessidade de se realizar uma boa higienizacao nas superficies e equipamentos ao longo do
processamento do alimento.

Zaqueus et al. (2000) constataram que a formacéo de biofilme bacteriano em superficies
de PVC, polietileno e aco inoxidavel expostos a agua ozonizada foram muito similares.
Entretanto, o nimero de células aderidas foi um pouco mais alto em PVC do que em polietileno.

Bactérias e outros micro-organismos tém tendéncia natural de aderir a superficies como
mecanismo de sobrevivéncia. No entanto, a colonizacdo bacteriana a superficies solidas tem sido
descrita como estratégia basica e natural em uma variedade de ambientes (CAPPELLO e
GUGLIELMINO, 2006). A adesdo de bactérias a superficie depende de parédmetros
microbiolodgicos, fisicos, quimicos e relacionados ao material. Portanto, a topografia da
superficie tem sido largamente estudada, uma vez que micro-organismos alocados em ranhuras
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ou fendas podem escapar de procedimentos de limpeza e desinfecgdo, e, posteriormente, podem
vir a contaminar ou a recontaminar produtos alimenticios durante o processamento (HILBERT et
al., 2003).

A Figura 12 apresenta as cinéticas de adesdo de Listeria monocytogenes em cabos e
laminas de facas de desossa. A adesdo ocorreu de forma logaritmica em cabos e Iaminas mas,
diferentemente do observado com E. coli, as velocidades de ades&o sdo semelhantes entre os
materiais novos e usados, tanto para cabos (PPN = 0,502 e PPU = 0,560) como para laminas
(SSN =0,651e SSU =0,634).
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Figura 12: Cinética de adesdo de Listeria monocytogenes em cabos de polipropileno (PPN =
novos; PPU = usados) (A) e laminas de aco inox (SSN = novas; SSU = usadas) (B).

(Formacéo de Biofilme com 3,0 Log UFC/cm?).
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Avaliando a adesdo do micro-organismo Listeria monocytogenes (Tabela 5), é possivel
observar que inicialmente as contagens sdo superiores a 2,0 Log UFC/cm™, enquanto que com E.
coli (Tabelad) isto s6 ocorreu em inox usado. O que indica maior poder de adesdo por parte do

micro-organismo Gram-positivo.

Tabela 5: Média de adeso de Listeria monocytogenes em Log UFC/cm™ em cabos de polipropileno

(PPN = novos; PPU = usados) e laminas de a¢o inox (SSN = novas; SSU = usadas).

Superficie Tempo de contato (horas)
0,1 0,5 1 2 6 24 48
PPN 2,6 2,7 3,7 3,8 4,2 4,9 5,9
PPU 2,7 2,8 3,5 3,7 4,8 53 6,1
SSN 2,6 2,7 3,5 34 4,7 55 6,7
SSuU 2,3 3,2 4,1 4,1 4,8 57 6,5

A L. monocytogenes apresentou maior capacidade de aderéncia ao inox (SS) em relagao
ao cabo (PP) (Tabela 5) a partir de 6 horas de contato para facas novas e 24 horas de contato para
facas velhas. Isto pode estar relacionado as condigdes caracteristicas da bactéria. A presenca de
flagelos e consequentemente mobilidade foi demonstrada por Saa et al. (2009), como fator
determinante para a adeséo inicial.

Nas primeiras horas de contato observou-se pequena variacdo da adesdo de L.
monocytogenes entre facas novas e velhas, resultado semelhante ao encontrado por Kalmokoff et
al. (2001). As caracteristicas do meio de cultura também podem ter contribuido para que os
valores de adesdo de L. monocytogenes fossem maiores que os valores inicias de E. coli.
Oulahal et al. (2008), analisaram a capacidade de aderéncia de Listeria innocua e
Staphylococcus aureus em aco inoxidavel, utilizando como substrato leite desnatado
pasteurizado, leite cru e coalho de queijo, incubados a 12 °C e 25 °C, durante 8 dias. Observaram
diferencas de adesdo em fungdo do micro-organismo, com maior adesdo de L. innocua em
relacdo a S. aureus, em funcdo da temperatura, com maior adesao a 12 °C, e também relacionado
ao substrato utilizado.

Em comparagdo com a adeséo de E. coli, a formagéo de biofilmes de L. monocytogenes
ocorreu apo6s 1 hora de contato para os cabos (PP), a partir de 30 minutos para inox usado e 1
hora para inox novo (SSN), usando o padrdo mais rigoroso para a formacgdo de biofilmes
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(RONNER e WONG, 1993), corroborando com a literatura com relagéo a facilidade do inox em
permitir a adesdo de células bacterianas e permitir a formacéo de biofilmes.

Segundo Song e Leff (2006), fatores ambientais, como concentracdo eletrolitica e
composicdo do meio, tém importante impacto na formacéo do biofilme. Interacdes eletrostaticas
contribuem para coesdo do biofilme e cétions sdo "cross- linkers" (permitem fazer ligacOes
cruzadas, tornando a matriz do biofilme forte e resistente) significantes da matriz do biofilme,
pois contribuem para integridade e estabilidade da membrana externa da bactéria e propriedades
de lipopolissacarideos. Cations bivalentes, como Mg** e Ca®*, podem influenciar diretamente na
formacdo do biofilme por meio de seus efeitos na interacdo eletrostatica e, indiretamente, no
processo de aderéncia dependente da fisiologia, por agir como importantes cations celulares e
cofatores enzimaticos.

Utilizando a abordagem de Van Oss et al. (1989), é possivel determinar o grau de
hidrofobicidade absoluta de qualquer substancia vis-a-vis &gua (w), que pode ser precisamente
expresso em unidades Sl aplicaveis. De acordo com este critério, L. monocytogenes € hidrofilica
e os materiais, polietileno e inox, sdo hidrofobicos. E bem conhecido que a rugosidade da
superficie impede procedimentos de higiene e limpeza.

O parametro mais comum utilizado para definir a rugosidade da superficie € Ra e é do
conhecimento geral que um aumento no valor de superficie Ra ird causar um aumento
correspondente na retencdo microbiana em sua superficie (WHITEHEAD et al., 2004). Isto tem
sido confirmado pela literatura (VERRAN et al., 1991; TEBBS et al., 1994), que mostram que a
maior extensdo de adesdo ocorre em superficies com valores de Ra que variam de 1,12 a 1,29
pum. Este aumento da adesdo pode ser devido a protecdo que as células apresentam por nichos
microscopicos. Segundo Flint et al. (1997), valores Ra de 0,8 um ou menos sdo geralmente
utilizados para descrever uma superficie higiénica. Segundo estudos de Teixeira et al. (2008) os
valores de Ra, para o polietileno novo e usado comprovam os resultados encontrados no presente
trabalho em relacdo ao nimero de celulas aderidas (Tabelas 4 e 5). Segundo ele todos os
materiais testados sao superficies higiénicas, porém o inox (SS) é o material com a mais elevada
rugosidade de superficie, com um valor muito superior de Ra que o polietileno, embora o0s testes
realizados pelo autor tenham sido com inox do tipo AISI 304 de composicédo diferente, e 0 que
foi utilizado no estudo das facas Mundial® é composto por liga especifica, sendo mais indicado
para o contato direto com alimentos. Estudos de Flach (2006) para a hidrofobicidade de
materiais, confirmam estes dados, sendo o vidro, o polipropileno e o inox classificados quanto a
capacidade de adesé@o em ordem crescente.
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Explorando os fatores de adesdo de L. monocytogenes (0 primeiro evento quando as
celulas bacterianas entram em contacto com uma superficie sélida), Palmer et al. (2007)
concluiram que "a sua superficie celular € um processo dinamico”. Isso poderia explicar 0s
resultados conflitantes observados quando se estuda o impacto dos seguintes fatores na
superficie de colonizacdo (o evento seguinte, quando as células anexadas crescem num meio de
cultura): (1) As estirpes, (2) o meio de cultura e (3) o tempo.

(1) Vérios estudos mostraram claros padrdes de fixagdo diferentes, entre os isolados de
L. monocytogenes (CHAE e SCHRAFT, 2000; TRESSE et al., 2007). Entre esses estudos,
alguns indicaram que cepas persistentes eram melhores em atingir um elevado nimero de células
por unidade de area (ou densidade das células) apds crescimento em TSBYE (BORUCKI et al.,
2003) ou, inversamente, conforme a diluicdo ou tipo do meio. Os estudos alegam que o
desenvolvimento depende de uma série de fatores como idade da cepa, quantidade de células,
local que ela encontra para se reproduzir.

(2) Seja qual for a estirpe considerada, a densidade de células é altamente dependente do
meio de crescimento. O crescimento pronunciado de celulas com forte adesdo em inox (SS) e em
polietileno (PP) das facas de desossa, crescendo em caldo BHI observado neste trabalho, nédo
significa dizer que esta situagdo de adesdo vai se repetir quantitativamente em situagdo de
inddstria, uma vez que os nutrientes da carne sdo diferentes dos nutrientes do meio de cultura
utilizado, além de diferencas de pH, temperatura, presenca de umidade, atividade de agua, etc.
Al-Makhlafi et al. (1994) observaram maior adesdo de L. monocytogenes em beta-lactoglobulina
e menor em soro-albumina. Smoot e Pierson (1998) analisando a influéncia do pH com variacdo
de 4 a 9, observaram maiores valores de adeséo a pH baixo, ap6s um tempo de contato de 1 h,
resultado semelhante ao encontrado por Duffy e Sheridan (1997) que observaram um maior
numero de L. monocytogenes aderidas em pH 4,76. Em relacdo a temperatura, Norwood e
Gilmour (2001) encontraram maxima adesao para o aco inoxidavel a 18°C, em comparacdo com
4 e 30°C. No que diz respeito ao impacto de umidade relativa, trabalhos mostram que dessecacao
aumenta a forca de fixacdo bacteriana (Douglas, 1968; Asséré et al, 2008), embora também
resulte em mortalidade.

(3) Estudos de Lunden et al. (2000) indicaram que, enquanto as cepas de bactérias mais
resistentes se aderem mais rapidamente do que as nao-resistentes dentro de um curto periodo de
tempo (1 ou 2 h tempo de contato), demorando mais para atingir niveis comparaveis de adesao
(apds 72 h de incubacdo em TSB). Em contrapartida a densidade celular tende a diminuir depois
de alcancar valores em torno de 1,6x10° UFC/cm? ap6s 24 h de crescimento em TSBYE, de L.
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monocytogenes.

Enfim, diversos fatores podem interferir na adesdo inicial dos micro-organismos as
superficies estudadas, poréem independente destes, o estudo demonstra que houve adesdo
consideravel, a qual requer cuidados e atencdo com relacdo aos procedimentos de limpeza e

sanitizagdo em condigdes industriais.

4.2. Avaliagdo da capacidade de desinfeccdo das facas de desossa previamente
contaminadas com Escherichia coli e Listeria monocytogenes com sanificantes quimicos

e agua quente

Inicialmente foi verificada a variagdo na eficiéncia dos procedimentos com base em
reducdes decimais no efeito microbiano exercido pelos diferentes sanitizantes avaliados e a 4gua
quente (Tabela 6). Observou-se que tanto para E. coli como para L. monocytogenes, 0s métodos

mais eficazes foram em ordem decrescente, acido peracético, agua quente e biguanida.

Tabela 6: Reducéo na contagem (Log UFC/cm™). de E. coli e L. monocytogenes em facas de desossa
apos tratamento quimico e dgua quente (tempo de contato das facas com a bactéria de 6 horas e
concentragBes do sanitizante recomendadas pelo fabricante - Biguanida 1% e Acido Peracético 0,2%

e temperatura da agua quente de 82,2°C).

Escherichia coli

. . Acido A
I;ae(;zssgae C?Q;?gim B'g;J;T \da Redugéo* pega;i}oico Redugéo* Agg;g}fg”‘e Reducéo*
PPN 3,4 0,0 34 0,0 3,4 0,0 34
PPU 3,2 0,9 2,3 0,0 3,2 0,6 2,6
SSN 3,8 0,0 3,8 0,0 3,8 0,0 3,8
SSU 39 2,2 1,7 0,0 39 0,0 3,9
Listeria monocytogenes
PPN 4,2 1,7 2,5 0,0 4,2 01 4,1
PPU 4,8 2,1 2,7 0,0 4,8 0,0 4,8
SSN 4,7 2,0 2,7 0,0 4,7 0,0 4,7
SSuU 4,8 2,4 2,4 0,0 4,8 0,0 4,8

PPN: cabos novos; PPU: cabos usados SSN: laminas novas; SSU: laminas usadas.

* O numero de reducBes decimais é definido como [Log UFC da populacéo inicial — Log UFC
da populacéo final].

Avaliando-se separadamente o desempenho dos tratamentos para E. coli, observa-se que
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no tratamento com 1% de biguanida houve maior resisténcia bacteriana nas facas usadas (PPU e
SSU), resultado também registrado nos cabos usados tratados com &gua quente a 82,2°C,
demonstrando que as ranhuras podem ter formado sitios para alojamento e adesdo permanente
dos micro-organismos, sendo que somente o tratamento com 0,2% de.acido peraceético foi capaz
de remover totalmente os micro-organismos inicialmente aderidos.

Para L. monocytogenes, o tratamento com 1% de biguanida também se mostrou pouco
eficiente, com maior sobrevivéncia dos micro-organismos nas facas usadas (PPU e SSU), ainda
que o nimero de reducdes decimais tenha sido maior nos cabos usados em relagdo aos novos, de
2,7 e 2,5 log UFC/cm 2 | respectivamente. Os demais tratamentos, agua quente e &cido
peracetico, demonstraram ser eficazes na remocao das bactérias aderidas inicialmente.

A atividade desinfetante do acido peracético é baseada na liberacdo de oxigénio ativo.
Ele rompe fungdes quimiosmaticas de lipoproteinas da membrana citoplasmatica e o transporte
por meio da deslocagé@o ou da ruptura da parede celular. 1sso pode ser igualmente efetivo contra
lipoproteinas da membrana externa, facilitando a agdo contra bactérias Gram-negativas. Acido
peracético intracelular pode também oxidar enzimas essenciais. Assim, vias bioguimicas vitais,
transporte através da membrana e niveis de solutos intracelulares sdo danificados, além de
alterac6es na molécula de DNA (KITIS, 2004).

Houve diferenca entre o efeito bactericida das solugdes sanitizantes de biguanida e acido
peracetico (Tabela 6), corroborando com dados de Silva et al. (2009), que demonstraram que 0
hipoclorito de sodio e &cido peracético foram mais bactericidas do que o composto de amonio
quaternario (cujo mecanismo de acao é semelhante ao da biguanida).

Rossoni e Gaylarde (2000), isolaram E. coli, Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus
aureus em carcacas de frango e aderiram a cupons de aco inoxidavel por 1 h antes de enxaguar
com &gua destilada estéril (controle) e tratar com &cido peracético (250 ou 1000 mg.L™?) e
hipoclorito (100 ou 200 mg.L™), durante 10 minutos. O hipoclorito de sédio foi mais eficaz do
que o acido peracético em matar ou remover as celulas aderentes. No entanto, outros estudos
mostraram que o &cido peracético foi considerado mais eficaz para controlar biofilmes de L.
monocytogenes e Pseudomonas sp. em aco inoxidavel (HOLAH e THORPE, 1990; FATEMI e
FRANK, 1999). Como j& discutido, estas diferencas de resultados podem estar associadas a
diversos outros fatores como nutrientes, pH, etc.

Na presenca de matéria organica os sanitizantes tem seu desempenho comprometido. No
entanto a clorhexidina (biguanida) mantém sua agdo desinfetante mesmo ap0s o contato com
altas concentracdes (GELINAS e GOULET, 1983), como também quaternario de aménio e acido
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peracético (HOLAH et al., 1990). No presente estudo, ndo houve exposicdo das facas a matéria
organica, apenas ao meio de cultura, e estas, antes de serem submetidas ao sanitizante, sofreram
um enxague com agua dehionizada.

Em estudos de Marques et al. (2007), ao comparar trés desinfetantes, dicloroisocianurato
de sodio, peroxido de hidrogénio e &cido peracético, sobre a remogéo de biofilmes formados por
Staphylococcus aureus em superficies de aco inoxidavel e de vidro, o acido peracético
apresentou uma diferencga significativa (P <0,05) entre os trés desinfetantes usados. A alta
eficiéncia de acido peracético foi explicada pela sua elevada capacidade em oxidar moléculas
celulares.

A sobrevivéncia de bactéria ap6s a limpeza e sanitizacdo representa um perigo
potencial para a industria alimenticia e para o consumidor. A perda da atividade microbiana na
presenca de matéria organica é amplamente registrada na literatura (RODGERS et al.,
2001), variando com o principio ativo do sanitizante e linhagem desafiadora. Isto demonstra
a importancia de testes especificos para a escolha de produtos a serem utilizados na
higienizacdo de superficies que entram em contato com alimentos. Além disso, a bactéria pode
obter alta resisténcia por meio de adaptacdo, auisicdo de elementos de resisténcia genética,
resposta ao estresse e formagéo de biofilmes.

Deve sublinhar-se que um adequado e eficiente processo de higienizagdo €é de
fundamental importancia, uma vez que o American Public Health Association (APHA)
recomenda um limite tolerado maximo de 2 UFC/cm? de modo a considerar um superficie de
contato com alimentos adequados, enquanto que a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) sugere
tais limites como sendo de 30 UFC/cm?. Com base nos resultados obtidos e as consideracdes
acima pode-se afirmar que o acido peracético e a agua quente foram totalmente eficientes na
remocdo de células de E. coli e L. monocytogenes aderidas em facas de desossa, enquanto que a
biguanida foi parcialmente eficiente, sendo eficiente para remocdo de E. coli em facas novas e
ndo sendo eficaz na remocao de L. monocytogenes em facas de desossa.

Foi realizada também uma comparacdo entre diferentes concentracbes do sanitizante
biguanida (0,2; 0,5; 1,0 e 2,0% v/v) para remogdo da adesdo em relacdo a diferentes tempos de
contato das facas de desossa com as bactérias (1, 2 e 6 horas) E. coli (Tabela 7) e L. monocytogenes
(Tabela 8).

Observa-se que, tanto para cabos novos (PPN) como para laminas novas (SSN), os
tratamentos com concentragdes de 0,5 a 2,0% ndo diferem entre si (p<0,05), independentemente do
tempo de contato prévio com a E. coli (1 a 6 horas), indicando que apenas a concentracao de 0,2%
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foi menos eficiente na remocéao da adeséo (Tabela 7).

J& para cabos usados (PPU), somente os tratamentos com 1,0 e 2,0% de biguanida foram
significativamente superiores (p<0,05) na remoc¢éo da adesdo. Em relacdo as ldminas usadas (SSU),
o tratamento com 1,0 e 2,0% foram significativamente superiores apenas com 1 hora de contato.
Com 2 horas de contato de E. coli com as laminas usadas, somente a concentracdo de 2,0% foi
superior, e com 6 horas de contato ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as
concentracdes testadas, indicando baixa eficiéncia na remocéo da adeséo.

Tabela 7: Redugéo na contagem (Log UFC/cm™) de E. coli, em fung&o do tempo de contato (1, 2 e 6

horas) e as concentracfes do sanitizante Biguanida (0,2, 0,5, 1,0 e 2,0%).

Facas de

Tempo desossa Cl 0,2% R* 0,5% R* 1,0% R* 2,0% R*
PPN 3,7 0,9 28b 0,0 3,7a 0,0 3,7a 0,0 3,7a
PPU 3,5 1,4 2,1b 1,3 22hb 0,9 26a 1,0 25a
1n SSN 3,5 2,5 10b 0,0 35a 0,0 35a 0,0 35a
SSuU 41 2,3 1,8b 2,0 2,1b 1,3 28a 0,9 32a
PPN 3,8 15 2,3b 0,1 3,7a 0,0 38a 0,0 3,8a
PPU 3,7 2,1 16b 1,6 2,1b 1,0 2,7a 0,9 28a
2n SSN 3,4 15 19b 0,0 34a 0,0 34a 0,0 34a
SSuU 4,1 2,3 1,8b 2,2 19b 1,9 22b 1,0 31la
PPN 4,2 1,7 25h 0,9 3,3ab 0,0 42a 0,0 42a
6h PPU 4,8 2,2 26D 1,8 30b 0,9 39a 1,0 3,8a

SSN 4,7 2,3 24D 0,0 4,7a 0,0 4,7 a 0,0 4,7a
SSuU 4,8 2,7 2,1la 2,2 26a 2,2 26a 2,8 20a

PPN: cabos novos; PPU: cabos usados SSN: [aminas novas; SSU: 1aminas usadas.
* Reducdes decimais [Log UFC da populagdo inicial — Log UFC da populacéo final].
Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianca.

A L. monocytogenes (Tabela 8) mostrou-se mais resistente & remogao da adesdo por
biguanida nos diferentes tempos de contato. Observa-se que, com uma hora de contato, cabos
novos (PPN) e laminas novas (SSN) apresentam reducdo de adesdo significativamente superior
(p<0,05) nas concentracBes de 1 e 2%, enquanto que cabos usados (PPU e ldminas usadas (SSU)
apresentaram reducdo significativamente superior somente com 2% de biguanida.

No entanto, com 2 horas de contato de L. monocytogenes, foi necessario 2% de
biguanida para uma redugdo significativamente superior (p<0,05) nos materiais avaliados, com
excecdo de cabos novos (PPN), e com 6 horas de contato observou-se diferencas no

comportamento dos cabos em relacdo as laminas onde 1 e 2% de biguanida foram superiores
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tanto para cabos novos (PPN) como usados (PPU), enquanto que somente 2% foi

significativamente superior para laminas, tanto novas como usadas (Tabela 8).

Tabela 8: Reducdo na contagem (Log UFC/cm™) de Listeria monocytogenes, em fungéo do tempo de
contato (1, 2 e 6 horas) e as concentra¢des do sanitizante Biguanida (0,2, 0,5, 1,0 e 2,0%). Resultados
em Log UFC/cm?.

Tempo Zz‘;":‘)ss fae cl | 02% R* | 05% R* | 10% R* | 20%  R*
PPN 3,7 17 20b | 10 27b | 04 33a 0 37a
PPU 35 30 05c¢ | 18 17b | 17 18b | 05  30a
ol SSN 3,5 29 06c | 22 13b | 03 32a | 01  34a
Ssu 4.1 39 02d | 24 17c¢ | 13 28b | 01  40a
PPN 3,8 21  17b | 14 24ab | 10 28a | 11  27a
PPU 3,7 20 08c | 19 18b | 19 18b | 10  27a
2n SSN 3,4 32 02c | 25 09c | 15 19b | 01  33a
Ssu 4.1 35 06c | 25 16b | 20 21b | 08  33a
PPN 4,2 31 11b | 21  21b | 17 25a | 14  28a
PPU 4,8 47 0lc | 25 23b | 21 27ab | 17  31la
oh SSN 47 37 10c | 27 20b | 20 27b | 08  39a
Ssu 48 41  07c | 43 05c | 24 24b | 11 37a

PPN: cabos novos; PPU: cabos usados SSN: [aminas novas; SSU: 1aminas usadas.
* Reducdes decimais [Log UFC da populagdo inicial — Log UFC da populacéo final].
Médias seguidas de mesma letra nas linhas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianca.

Em relag&o ao uso do acido peracético para remogao da adesdo, observou-se que 0 mesmo
foi eficiente, com 100% de remogdo em todas as concentragdes testadas (0,2 a 2%), nos diferentes

tempos de contato (1 a 6 horas), tanto nos cabos e Iaminas novos, como nos cabos e laminas usados.

4.3. Avaliacdo da capacidade de desinfeccdo das facas de desossa previamente
contaminadas com Escherichia coli e Listeria monocytogenes com aplicacdo de
ultrassom

Para avaliar a eficacia do ultrassom na remog¢do da adesdo, foi realizado um estudo
preliminar, onde se submeteu cultivos axénicos de Listeria monocytogenes e Escherichia coli ao
ultrassom. Os resultados do efeito da exposicdo destas culturas a diferentes tempos de exposi¢do

ao ultrassom encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9: Efeito de diferentes tempos de exposigdo ao ultrassom (155W/40KHz) em meio de cultura

LB sobre a contagem de Listeria monocytogenes e Escherichia coli

Tempo de Exposicdo Listeria monocytogenes Escherichia coli
ao Ultrassom (Log/mL) (Log/mL)
Controle 9,0a 9,0a
10 minutos 9,3a 9,0a
60 minutos 9,2a 9,4a

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianca.

As contagens das culturas bacterianas expostas ao ultrassom com poténcia de 155W,
independente do tempo de exposi¢do, ndo apresentaram diferenca significativa em relacéo a
cultura sem exposicdo ao ultrassom (contagem inicial de 9,0 Log/mL), indicando que 0 mesmo
ndo foi eficaz em provocar morte bacteriana, tanto de bactéria Gram-positiva como Gram-
negativa. A partir destes resultados foi testado o efeito do tempo de exposi¢édo ao ultrassom sobre

L. monocytogenes e E. coli diluidas em &gua peptonada a 0,1% (Tabela 10).

Tabela 10: Efeito de diferentes tempos de exposicdo ao ultrassom (155W/40KHz) de Listeria

monocytogenes e Escherichia coli diluidas em &gua peptonada 0,1%,.

Tempo de Exposicédo ao Listeria monocytogenes Escherichia coli
Ultrassom (Log/mL) (Log/mL)
Controle 42a 3,8a
10 minutos 45a 20b
60 minutos 43a 20b

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianca.

A exposicdo de uma concentracdo menor de bactérias ao ultrassom permitiu observar-se
que o mesmo foi capaz de reduzir em aproximadamente 1,5 ciclos logaritmicos a contagem de E.
coli a partir de 10 minutos de exposi¢do. Entretanto, um maior tempo de exposi¢éo (60 minutos)
ndo foi capaz de aumentar esta mortalidade, indicando que a mesma néo é linear em funcéo do
tempo.

Para L. monocytogenes nao foi observada diferenca significativa (p<0,05) entre os
tratamentos com ultrassom com 10 e 60 minutos de exposicdo, em relacdo a contagem inicial.
Este resultado confirma a maior resisténcia fisica de bactérias Gram-positivas em relacdo a

Gram-negativas a qual esta associada a constitui¢do diferencial de suas paredes.
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Lee et al. (1989) promoveram a reducdo de populacdes de Salmonella sp. em agua
peptonada em até 4 ciclos logaritmicos, usando ultrassom (1KHz) com 10 minutos de exposicao.

Entretanto, Pires (2006), estudando os efeitos das radiacdes gama nas doses 0,2; 4; 6; 6 e
8 KGy e ultrassonica na frequéncia 25, 35 e 42 KHz e tempos de 0, 1, 5, 10, e 20 minutos em
suco de laranja contaminado por Alicyclobacillus acidoterrestris, observaram que o tempo de
exposicdo a fonte ultrassonica ndo apresentou efeito significativo. Nascimento et al. (2008),
avaliando os efeitos de ozdnio a 3,5g.L" e ultrassom a 37KHz no tratamento de café
despolpado, também n&o encontraram diferenca significativa na contagem de mesoéfilos com o
tratamento com ultrassom.

Villamiel e Jong (2000) estudaram o efeito do ultrassom de baixa frequencia (20kHz) de
fluxo continuo sobre Pseudomonas fluorescens (Gram-negativa) e Streptococcus thermophilus
(Gram-positiva) em leite. Constataram que P. fluorescens teve maior ruptura de células quando
comparado com S. thermophilus, fato esperado, pois a parede celular das bactérias Gram-
positivas em forma de cocos sdo mais resistentes que as Gram-negativas em forma de bastéo,
corroborando com os dados encontrados neste estudo onde obteve-se melhores resultados para a
eliminacéo de E. coli, que tem formato bacilar Gram-negativo.

O uso do ultrassom como tratamento antimicrobiano, isoladamente ou em combinacao,
foi de interesse durante muitos anos, para utilizacdo em produtos alimentares, ou até mesmo para
eliminar micro-organismos contaminantes de alimentos e superficies (SANTOS et al., 2010). A
eficiéncia do ultrassom, na descontaminagdo microbiana de varios tipos de alimentos, consiste na
ruptura da integridade do micro-organismos (MCCLEMENTS, 1995). Segundo Mason et al.
(1996) o fendmeno denominado cavitacdo acarreta danos ou ruptura das paredes de células
bioldgicas, ocasionando conseqiientemente a morte destas.

Neste sentido, foram feitos testes de utilizacdo do ultrassom para remocao da adesdo de
E. coli e L. monocytogenes em facas de desossa novas e usadas com diferentes tempos de contato
para adesao (5 minutos a 6 horas), usando-se 10 minutos de exposi¢do ao ultrassom (poténcia de
40KHz/155W) com controle de temperatura a 20°C e 50°C. Os resultados ndo foram
promissores, apenas com pequeno aumento na remogao em torno de 0,5 Log UFC/cm™ em facas
expostas a 50°C, independentemente do tempo de adesdo, tanto nos cabos como laminas, novos
e usados, mostrando ndo haver influéncia do ultrassom na remocdo da adesdo nas diferentes
superficies analisadas (resultados ndo mostrados).

O ultrassom parece ser mais efetivo na destruicdo de micro-organismos quando em
combinacdo com outras técnicas de descontaminagdo, como aquecimento, extremos de pH,
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substancias bactericidas (MCCLEMENTS, 1995; MASON et al., 1996), ou com cloragdo
(LILLARD, 1994). Ordofiez e Burgos (1976) relataram os beneficios da aplicacdo combinada do
calor com o ultrassom.

Os fatores que parecem afetar substancialmente a destruicdo de micro-organismos pelo
ultrassom s&o: a amplitude da onda ultra-sonica; o tempo de contato/exposi¢do com 0 micro-
organismo; o tipo de micro-organismo, o volume de produto a ser processado, a composi¢do do
mesmo e a temperatura de tratamento (FDA, 2009). As diferencas na viscosidade dos meios
também podem explicar algumas das diferencas, uma vez que ha um nimero mais elevado de
sobreviventes de micro-organismos em meios mais viscosos, pois a alta viscosidade protege os

micro-organismos, reduzindo a cavitagdo (SANTOS et al., 2010).
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5. CONCLUSOES

Apos avaliar a adesdo de Listeria monocytogenes e Escherichia coli e a resisténcia destas frente

a diferentes métodos de desinfec¢éo foi possivel apresentar algumas conclusdes:

v

Observou-se uma curva logaritmica de adeséo, tanto de E. coli como de L. monocytogenes.
Para E. coli, verificou-se também uma maior velocidade de adesdo nas laminas em relagao
aos cabos, principalmente nas laminas usadas, diferentemente do comportamento de L.
monocytogenes, onde ndo se observou diferengas entre 0os materiais novos e usados.

A maior adesao de E. coli ocorreu em inox (SS) e a menor em polipropileno (PP), obtendo-
se respectivamente 6,8 e 6,4 Log UFC/cm™ ap6s 48 horas de contato com o micro-
organismo.

Avaliando a adesdo da bactéria Gram-positiva, L. monocytogenes, foi possivel observar que
a mesma apresenta contagens superiores a 2,0 Log UFC/cm?, em 5 minutos. Indicando
maior poder de adesdo em relacdo a E. coli.

A desinfeccdo com acido peracético mostrou-se eficiente em todos os tempos de contato e
concentragdes avaliados para ambas as bactérias, ndo havendo contagem de bactérias
aderidas apos aplicacdo do sanitizante em todas as condigdes testadas;

O uso de sanitizante a base de biguanida se mostrou eficaz a 0,5% para E. coli em facas
novas. Em facas usadas foram necessarias concentra¢cdes maiores para reducdo do micro-
organismo, sendo recomendado 2% para remogdo de E. coli com até 2h de uso.

Para L monocytogenes, o tratamento com biguanida se mostrou pouco eficiente, com maior
sobrevivéncia do micro-organismo nas facas usadas, tanto em polipropileno como inox,
ainda que o numero de redugdes decimais tenha sido maior nos cabos usados em relacdo aos
novos. Os demais tratamentos, agua quente (82,2°C) e 4cido peracético, demonstraram ser
eficazes na reducdo das bactérias aderidas inicialmente.

O tratamento com &gua quente (82,2°C), normalmente usado nas industrias, mostrou-se
eficiente, com redugdo dos micro-organismos, E. coli e L monocytogenes, nos materiais
testados.

O tratamento com ultrassom (155W/40KHz) apresentou pequenas reducdes para cultivos de

E. coli com inéculo de 10° UFC/mL, reduzindo 1,5 ciclos logaritmicos. Para L.
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monocytogenes partindo de um indculo de 10* UFC/mL ndo foi observada diferenca
significativa (p<0,05) entre os tratamentos com ultrassom.

Quando realizado teste diretamente nas facas os resultados ndo foram promissores,
mostrando nao haver influéncia (p<0,05) do ultrassom (155W/40KHz) na reducdo da adeséo

em facas de desossa contendo L. monocytogenes ou E. coli.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

v
v

Avaliar diferentes materiais empregados para fabricagcdo de equipamentos;

Avaliar novos métodos de sanitizacdo, a fim de reduzir ou impedir a adesdo bacteriana,
alterando as caracteristicas fisico-quimicas da superficie.

Investigar diferentes superficies que apresentam um numero maximo de fatores

desfavoraveis a adesdo microbiana e formac&o de biofilme.
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