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RASTREABILIDADE DE Listeria monocytogenes E REMOCAO DE BIOFILME EM
AGULHAS DE INJETORA DE SALMOURA INDUSTRIAL

Daniele Hamann

Orientadores: Prof. Dr2, Geciane Toniazzo Backes e Prof. Dr. Rogério Luis Cansian

A contaminacdo de alimentos apresenta um potencial de estudo devido ndo sé ao risco a
salde, mas ao fato de ser dificilmente tratada e eliminada. Os biofilmes apresentam grande
resisténcia ao tratamento de limpeza e sanitizacdo, apés estarem fortemente formados. O
presente trabalho teve como objetivo estudar metodologias para remocao de biofilme formado
por Listeria monocytogenes na industria de alimentos. Com o intuito de verificar os possiveis
pontos de contaminagdo foi realizado um rastreamento por produtos e swab de superficie,
onde as agulhas de injecdo de salmoura no setor de produtos temperados foram definidas
como ponto de estudo pelo maior potencial de contaminacdo. Observou-se adesdo de L.
monocytogenes com formacdo de biofilme apos 6 h de contato das agulhas com a bactéria.
Em condigdes laboratoriais, a concentracdo bactericida minima (CBM) do &cido peracético
sobre biofilme de L. monocytogenes foi de 0,015%. Nas agulhas determinou-se CBM de 0,03
e 0,012% para biofilmes de 6 e 24 h de contato com a bactéria, com agulhas submetidas a
imersdo no sanitizante e de 0,06 e 0,24% para biofilmes de 6 e 24 h de contato com a bactéria,
quando o sanitizante foi injetado no interior das agulhas, todos com 10 minutos de contato. A
exposicao das agulhas ao ultrassom propiciou uma reducdo da carga microbiana do biofilme
de até 3,25 Log UFC/agulha com frequéncia de 20 KHz, 75% da poténcia (700w) e tempo de
exposicdo de 14 min. A agua quente (82,2 °C) foi eficaz na remoc¢do do biofilme de L.
monocytogenes com imersdo por 30 s ou inje¢@o por 120 s. A combinacdo entre o ultrassom
com acido peracético (0,3%), apresentou um reducdo da CBM de 0,24% para 0,03% e a
higienizacdo prévia com detergentes alcalino e acido seguida de sanitizacdo por injecdo de
acido peracético também apresentou reducdo da CBM de 0,25% para 0,03%.

Palavras-chave: L. monocytogenes, biofilmes, sanitizante, ultrassom, industria de alimentos.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering as a partial fulfillment of the

requirements for the Degree of Master in Food Engineering.

TRACEABILITY OF Listeria monocytogenes AND BIOFILME REMOVAL IN
INDUSTRIAL PICKLE INJECTORS NEEDLES

Daniele Hamann

Advisors: Prof. ‘Dr2. Geciane Toniazzo Backes and Prof. ‘Dr. Rogério Luis Cansian

Food contamination presents a potential for study due not only to health risk, but to the fact
that it is difficult to treat and eliminate. Biofilms exhibit high resistance to cleaning and
sanitizing treatment after being strongly formed. This work aimed to study methodologies for
the removal of biofilm formed by Listeria monocytogenes within the food industry. In order
to verify the possible contamination points, a product tracking and surface swab was carried
out, where the brine injection needles in the temperate products sector were defined as a point
of study due to the higher contamination potential. It was observed adhesion of L.
monocytogenes with formation of biofilm after 6 hours of contact of the needles with the
bacterium. Under laboratory conditions, the minimum bactericidal concentration (MBC) of
peracetic acid on L. monocytogenes biofilm was 0.015%. In the needles CBM of 0.03 and
0.012% was determined for biofilms of 6 and 24 hours of contact with the bacteria, with
needles submitted to immersion in the sanitizer and of 0.06 and 0.24% for biofilms of 6 and
24 hours of contact with the bacteria, when the sanitizer was injected inside the needles, all
with 10 minutes of contact. Exposure of the needles to ultrasound led to a reduction of the
biofilm microbial load of up to 3.25 Log CFU/needle with frequency of 20 KHz, 75% of the
power (700w) and exposure time of 14 minutes. Hot water (82.2 °C) was effective in
removing the biofilm of L. monocytogenes with immersion for 30 seconds or injection for 120
seconds. The combination of ultrasound with peracetic acid showed a reduction of CBM from
0.24% to 0.03% and previous hygiene with alkaline and acid detergents followed by
sanitization by peracetic acid injection also showed reduction of CBM from 0.25% to 0.03%.

Key words: L. monocytogenes, biofilms, sanitizers, ultrasound, food industry.
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1. INTRODUCAO

Por definicdo um alimento seguro é aquele ausente de contaminantes ou constituintes
que possam causar perigo a saude (SOUZA et al., 2005). Os alimentos podem ser inseguros
por razbes como: manipulagdo inadequada; uso de matérias primas cruas e contaminadas;
contaminagdo e/ou crescimento microbiano; uso inadequado de aditivos quimicos; adi¢do
acidental de produtos quimicos; poluicdo ambiental e degradacdo de nutrientes (SOUSA,
2006).

A marinacdo, ou aplicacdo de salmoura adicionada ou ndo de condimentos, € um
processo utilizado para melhorar as caracteristicas fisicas e sensoriais da carne. Consiste em
submeter a carne a solucdo de salmoura para aumentar a retencdo de fluidos e incrementar
seus atributos sensoriais (RUST e KNIPE, 2014). Este processo pode ser aplicado de formas
distintas, por imerséo, injecdo e por massageamento (dindmico). Para o processo de injecao
de salmoura sdo utilizadas agulhas de injecdo, estas agulhas s&o utilizados para incorporar
salmoura de cura em produtos marinados ou em pedacos de carne com a finalidade de afetar a
cor do produto, textura, sabor, seguranca da carne, além de proteinas, e as capacidades de
ligagdo de agua. O formato destas agulhas dependem do produto a ser injetado.

Entretanto, a higienizacdo e sanitizacdo do sistema de injecédo e, principalmente das
agulhas de injecdo de salmoura, € um processo dificil em determinados equipamentos, pela
dificuldade de desmontagem do mesmo para submeté-lo a sanitizacdo completa e ou por
imersdo. Ao considerar a higienizacao do sistema de injecdo, esta abrange um esfrega manual
e ou com auxilio de equipamento, com detergente alcalino e apds sanitizacdo com é&cido
peracético, em escala industrial. Na esfrega concentra-se a remoc¢do da matéria organica e
apos sanitizacdo para remocao total dos micro-organismos. As agulhas de injecdo devido a
sua montagem no equipamento e ao seu diametro interno, muitas vezes, € higienizada
somente através do sistema de arraste por pressdo do prdprio sistema. Este ponto € um
potencial formador de biofilme, devido a dificuldade de remogé&o total da material organica, e
ao fato de a sanitizacdo ndo abranger toda a superficie interna a agulha.

Os produtos temperados, produzidos na industria estudada, passam pela etapa de
injecdo de salmoura, tanto em etapa intermediaria como em etapas iniciais. Devido ao sistema
de injecdo ser formado/montado por blocos de agulhas e as agulhas apresentarem diametro
extremamente pequenos, a etapa de inje¢do passa a ser um ponto de controle microbiolégico

e de estudo, para otimizagéo do sistema de higiene e sanitizacdo, devido a facilidade em geral



uma contaminacao cruzada dentro da industria, pois o equipamento é utilizado para temperar
um série de produtos.

Biofilme o qual é caracterizado como a biomassa acumulada de micro-organismos e
materiais extracelulares sobre uma superficie solida, pode ser prejudicial para ambos os
processos vitais e industriais humanos (HORI e MATSUMOTO, 2010; BAN e KANG,
2015). Segundo Winkelstroter (2012) biofilme pode ser definido como uma comunidade de
células bacterianas embutidas em uma matriz de exopolissacarideos (EPS) produzidas pelas
préprias células aderidas em uma superficie abidtica ou bidtica. A questdo relacionada a
formacédo de biofilme deve-se ao fato que as células apresentam maior resisténcia a agentes
antimicrobianos e detergentes do que quando livres. Esta resisténcia pode estar relacionada
com limitacGes a passagem pela matriz extracelular, devido a alteragbes fenotipicas das
células na estrutura do biofilme e ao mecanismo de resisténcia gerado pela estrutura
tridimensional. Estudos mostram que as operacdes de lavagem e sanitizacdo utilizados pelas
indUstrias alimenticias nem sempre garantem a eliminagcdo completa dos biofilmes (GOMES,
2011; MALHEIRO e SIMOES, 2017). As células aderidas sdo altamente resistentes aos
acidos presentes na desinfeccdo, com tolerdncia ou resisténcia a concentracfes letais de
desinfetantes, porque produzem exopolissacarideos que protegem contra agentes quimicos
(CARPENTIER e CERF, 1993; SILVA et al., 2010).

A Listeria. monocytogenes pode persistir em equipamentos industriais e instalacfes
com alto potencial de adesdo e capacidade de formacdo de biofilme a baixas temperaturas
(CARPENTIER e CERF, 1993). A aderéncia bacteriana a superficies de ago inoxidavel,
vidro, e polipropileno é uma fonte potencial de contaminacdo que pode levar a transmissao
desta doenca (CHAVANT et al., 2007). Entre as diversas DTAs (doencas transmitidas por
alimentos), uma das mais importantes é a listeriose, causada por Listeria monocytogenes,
devido ao seu grau de sequelas e alto indice de letalidade (20 a 30%) (BAN e KANG, 2015).

O &cido peracético € um excelente sanitizante contra bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas, fungos filamentosos e leveduras, virus e esporos bacterianos, pois ndo somente
atacam as proteinas da parede celular, mas também migram para dentro da célula, rompendo
componentes internos desta (MCDONNELL e RUSSELL, 1999). Entretanto, requer contato
direto com o micro-organismo por um determinado periodo de tempo para ser eficaz, o qual
varia em funcédo da concentracdo do mesmo.

Outro método amplamente investigada por causar inativacdo celular bacteriana é o
processo de ultrassom, por ser responsavel por causar um afinamento das paredes celulares de

bacterias, tornando-as mais suscetiveis a ruptura. Na industria alimentar, o ultrassom € visto
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como uma ferramenta em potencial para o processamento de alimentos, que pode ser usado
em combinacdo com outros tratamentos, tais como o calor e produtos quimicos, para inativar
bactérias (BETTS et al., 2014).

O ultrassom apresenta o efeito de cavitacdo, que é a formacdo de cavidades ou bolhas
no meio liquido, gerando certa quantidade de gas, que pode acarretar mudanga estrutural ou
funcional das células devido ao rompimento de ligagdes moleculares (DOMINGOS, 1998), e
a energia gerada resultara na liberacdo dos micro-organismos dos biofilmes (JAY, 2005). As
propriedades hidrodindmicas do ultrassom desestabilizam a estrutura do biofilme e, quanto
maior a intensidade e o tempo de exposi¢do, maior € a quebra do biofilme (SCHERBA et al.,
1991).

Devido aos riscos inerentes a ocorréncia de L. monocytogenes em inddstrias de
alimentos, existe a necessidade de conhecer e mapear os locais mais propicios a aderéncia
microbiana e propor metodologias eficazes de eliminagdo de biofilmes e células

contaminantes para evitar contaminagdes cruzadas.



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

Estudar a remocdo de L. monocytogenes previamente aderida na parte interna de

agulhas de injecdo de salmoura de industria de alimentos.

2.2. Objetivos Especificos

- Rastrear os possiveis pontos de contaminacdo microbiana em uma inddstria de
produtos carneos de grande porte;

- Avaliar a formacdo de biofilmes de L. monocytogenes e em agulhas de injecdo de
salmoura;

- Determinar a concentracdo bactericida minima (CBM) de &cido peracético sobre L.
monocytogenes previamente aderidas em agulhas de injecdo de salmoura sob condigdes
laboratoriais e da parte interna das agulhas, simulando o processo de aplicacdo realizado na
industria;

- Avaliar o efeito do ultrassom na remoc¢éo de L. monocytogenes previamente aderidas
em agulhas de injecdo de salmoura;

- Avaliar o efeito de agua quente (82 °C) na remocdo de L. monocytogenes
previamente aderidas em agulhas de injecdo de salmoura;

- Avaliar o efeito combinado do ultrassom e acido peracético sobre L. monocytogenes
previamente aderidas em agulhas de injecdo de salmoura sob condi¢des industriais.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Qualidade da carne

O conceito de qualidade de alimentos permite avaliar e aprovar, aceitar ou recusar
determinado tipo de produto. A seguranca de um alimento, € garantir que 0 consumo nao
cause danos aos consumidores, quando preparado ou consumido de acordo com Seu uso
intencional (CODEX ALIMENTARIUS, 1999). A microbiota de um alimento é constituida
por micro-organismos associados a matéria prima e/ou por contaminantes, adquiridos durante
0 beneficiamento, manuseio, processamento, acondicionamento, distribuicdo e/ou preparo
para 0 consumo (manipuladores) dos alimentos. Os micro-organismos capazes de sobreviver
ao processamento podem contaminar os alimentos (LIMA e SOUSA, 2002), podendo estes
tornarem-se alterados (com perda das caracteristicas organolépticas proprias e de seu valor
comercial) e até ocasionar, no consumidor, infeccdes e intoxicacfes alimentares, dependendo
do seu nivel de contaminacdo microbiana e de suas caracteristicas (SOUZA, 2006; BAN e
KANG, 2015).

As doencgas transmitidas por alimentos cobrem uma ampla gama de doencas e sdo
desencadeadas por agentes que foram consumidos juntamente com os alimentos. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a contaminacdo dos alimentos pode ocorrer em
qualquer fase do processo, desde a producdo de alimentos até o consumo e pode resultar da
contaminagdo ambiental, incluindo a poluicdo da 4gua e do ar (SREY et al., 2013). Segundo a
OMS, eles sdo considerados um problema de satde publica emergente em ambos 0s paises
desenvolvidos e em desenvolvimento (SREY et al., 2013 apud OMS, 2007). Muitos surtos de
patdgenos podem ser associados com biofilmes (SREY et al, 2013). A abertura do mercado
interno ao comercio internacional, condicionam as inddstrias a atingirem patamares mais
elevados de flexibilizacdo e especializacdo, direcionados para o atendimento ao cliente. A
priorizacdo das estratégias da gestdo da qualidade € promover melhorias continuas no seu
processo produtivo. A higienizacdo em um indudstria de alimentos merece um destaque
especial, pois gera uma reacdo em cadeia, empresas que se preocupam com a qualidade,
diminuem custos, melhoram sua posi¢cdo competitiva, possuem pessoas mais felizes no
trabalho, menos retrabalho e desperdicios (BERTHIER, 2007; THRUN, 2003).



As analises microbiologicas dos equipamentos permitem uma avaliacdo objetiva do
seu estado higiénico, das préticas sanitarias e procedimentos de limpeza adotados em
industrias de alimentos (FAVERO et al., 1984). PadrGes microbiologicos atuais da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA (BRASIL, 2001) ndo fazem referéncia a
quantidade de micro-organismos mesoéfilos, nem de coliformes, ou qualquer outro micro-
organismo para superficie de equipamentos. J& o Ministério da Agricultura Pecuéria e
Abastecimento (MAPA, 2002), utilizam os padrbes microbiologicos contidos na legislacéo do
Mercado Comum Europeu, que estabelece um limite inaceitavel acima de 10 UFC por cm? de
bactérias mesofilas e acima de 1 UFC por cm? de Enterobacteriaceae nos testes de superficie
de equipamentos, porém sem especificar os utensilios de operadores.

Além das andlises dos equipamentos, outro método utilizado para monitorar se as
condicdes higiénicas estdo adequadas, € realizar analise microbioldgica dos alimentos que sao
produzidos neste ambiente. Alguns micro-organismos monitorados sao denominados micro-
organismos indicadores, pois quando presentes podem fornecer informagdes sobre o nivel de
adequacao de cada etapa do processo, pois através deles pode-se identificar qual etapa do
processo esta inadequado e qual medida deve ser tomada no sentido de prevenir
contaminagdes (FERRARI, 2013).

Atualmente a bactéria Listeria sp., devido & incidéncia e patogenicidade na industria
de alimentos, é muito avaliada e estudada. A sua natureza ubiqua a torna uma preocupacao
para a indudstria de alimentos. Possui uma capacidade muito grande em formar biofilme e este
pode ser o principal fator na contaminacédo alimentar (POIMENIDOU et al., 2016).

A L. monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, apresenta forma de cocobacilo, é
movel devido a presenca de flagelos e é anaerdbia facultativa. O pH 6timo de crescimento é
entre 25 e 30 °C e adapta-se a baixas temperaturas (2-4 °C). Pode estar presente e crescer em
alimentos &cidos e de alta concentracdo salina, sendo encontrada em uma grande variedade de
alimentos, especialmente alimentos crus (GOMES, 2011). Sua alta resisténcia esta baseada na
sua capacidade de formar biofilme em materiais como ago inoxidavel, plasticos e superficie
de policarbonato (KONEMAN et al., apud CATAO, 2001; GOMES, 2011; CHMIELEWSKI
e FRANK, 2006).

Com relacédo a Listeria monocytogenes, 0 MAPA passou a exigir através da CIRCULAR
N°354/2004/DCI/DIPOA (BRASIL, 2004), procedimentos para a prevencao do micro-organismo
apenas em produtos prontos, e através da CIRCULAR N° 105/05/CGPE/DIPOA (BRASIL,

2005), o controle passou a ser exigido ndo somente no produto final, como também em swabs de



superficies, embora apenas para industrias exportadoras para 0s Estados Unidos (BARBOSA et
al., 2016).

Henriques et al. (2016) realizando estudos com L. monocytogenes identificaram
presenca do micro-organismos em 18% das amostras de carne de frigorifico de alimentos,
destacando a necessidade da melhoria no sistema de gestdo de limpeza e sanitizacdo das

instalagdes industriais, baseados em casos de viruléncia.

3.2. Processo de Marinacgdo em Carnes

A marinacdo, ou aplicacdo de salmoura adicionada ou ndo de condimentos, € um
processo utilizado para melhorar as caracteristicas fisicas e sensoriais da carne. Consiste em
submeter a carne a solucdo de salmoura para aumentar a retencdo de fluidos e incrementar
seus atributos sensoriais (RUST e KNIPE, 2014).

Este processo pode ser aplicado de formas distintas, por imersdo, injecdo e por
massageamento (dindmico). A imersdo consiste em imergir a carne em solugdo por um tempo
determinado, até que os ingredientes penetrem por difusdo no produto, sem aplicacdo de
forcas adicionais (FERREIRA, 2011).

Por injecdo utiliza-se equipamento, conhecido como injetora de salmoura, este
equipamento é composto por uma esteira transportadora, com dentes que prende o produto,
deslocando-o até as agulhas, jogo de agulhas ocas e perfuradas, ligadas a um sistema de
bombeamento que transportam a solucdo a ser injetada (Figura 1). Esta solu¢do encontra-se
em reservatério conectado ao sistema e € previamente preparada com ingredientes
selecionados, bem como concentracGes adequadas ao produto e as caracteristicas sensoriais
desejadas. Neste processo, a absorcdo da solucdo € através da pressdo gerada pela penetracao
da agulha no produto e pela velocidade da esteira (RUST e KNIPE, 2014; FERREIRA,
2011).

Para o processo de injecdo de salmoura sdo utilizadas agulhas de injecdo para
incorporar salmoura de cura em produtos marinados ou em pedacos de carne com a finalidade
de afetar a cor do produto, textura, sabor, seguranca da carne, além de proteinas, e as
capacidades de ligacdo de agua. O formato destas agulhas dependem do produto a ser
injetado. Para a injecdo de Bacon sdo utilizadas agulhas com furos na extremidade, no
entanto, as agulhas destinadas a produtos onde o corte envolve musculos inteiros, a agulha
utilizada geralmente apresenta aberturas laterais para que a solugéo seja injetada em direcoes
maultiplas, com melhor distribuicdo e retencdo da salmoura. Quanto menor o didmetro das

aberturas, menor sera a injecdo, usadas para produtos que exigem menor nivel de absorcéo. E
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aconselhavel a utilizacdo de agulhas com os menores didmetros externos possiveis para
reduzir marcas de agulha no produto a ser bombeado. No entanto, o didmetro interno deve ser
suficiente para evitar a necessidade de pressdes excessivas de bombeamento para
proporcionar o volume apropriado de salmoura (RUST e KNIPE, 2014).

O processo de massageamento é realizado em tumblers, tambores metalicos giratorios,
no qual a carne estd em contato direto com a solucdo de salmoura, aumentando a

incorporacdo dos ingredientes pela carne (FERREIRA, 2011).

Figura 1. Injetora de salmoura, cabegote de injecdo com agulhas multiplas (a) e esteira

transportadora em aco inoxidavel (b).

(b)
Fonte: Rust e Knipe (2014).

3.3. Adesao Microbiana

Segundo Hori e Matsumoto (2010), a adesdo bacteriana pode ser descrita por duas
abordagens fisico-quimicas distintas, a teoria Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek (DLVO)
e a abordagem termodindmica. A teoria DLVO descreve a interagdo de uma particula coloidal
com uma superficie através de forcas de Van der Waals e interacbes de Coulomb
irreversiveis, devido o processo de ligacdo ser predominante sobre forcas brownianas. Com
base na teoria DLVO, a adesdo bacteriana tem sido descrita como um processo de duas fases
que inclui uma fase fisica inicial, instantdnea e reversivel e uma irreversivel molecular e
celular (HORI e MATSUMOTO, 2010).

A abordagem termodindmica ajuda a explicar uma observacdo comum, onde as
bactérias com uma superficie celular hidrofobica preferem superficies de materiais
hidrofébicos; aqueles com uma superficie celular hidrofilica preferem superficies hidrofilicas.



Com isso a adesao ocorre devido a compatibilidade entre cargas da bactéria e da superficie e
a interacdo hidrofébica entre os dois radicais apolares imersos em &gua é a Unica
consequéncia das ligacdes por ponte de hidrogénio formadas entre eles (HORI e
MATSUMOTO, 2010).

No primeiro passo da adesdo celular, uma célula bacteriana chega proximo a
superficie devido a sua mobilidade e aos movimentos Brownianos e adere a superficie de
forma reversivel (HORI e MATSUMOTO, 2010; DRAGO e TOSCANO, 2017). Esta adesdo
inicial € dependente de fatores fisicos-quimicos como forca de atracdo e repulséo,
hidrofobicidade e caracteristicas da célula microbiana (WINKELSTROTER, 2012;
FERREIRA, etal., 2010). O processo inicial de adesdo da bactéria pode ser ativo ou passivo.
Ou seja dirigido pela gravidade, difusdo e dindmica dos fluidos, ou com a atuacdo celular
como flagelo, pili, capsula e cargas da superficie (GOMES, 2011).

Ap0s a adesdo, que pode ser dificultada devido a energia eletrostatica repulsiva gerada
pela sobreposicdo de camadas dupla elétricas entre célula bacterianas e 0 substrato que
encontram-se carregadas negativamente em solucéo, a bactéria utiliza nanofibras tais como os
pili e flagelos, ou produz substancias exopoliméricas (EPS), que podem perfurar a barreira de
energia (a qual dificulta a adesédo), para estabelecer a ligacdo entre a célula e a superficie de
forma irreversivel (HORI e MATSUMOTO, 2010). Em seguida o biofilme passa por
processo de crescimento, maturacao e dispersdo (Figura 2) (WINKELSTROTER, 2012).

Figura 2: Esquema das etapas de formacdo de biofilme.

1) adesao inicial das células bacterianas na superficie, 2) EPS é produzido e adesdo se torna
irreversivel, 3 e 4) a arquitetura do biofilme se desenvolve e amadurece e 5) as células sdo
dispersas do biofilme (Fonte: WINKELSTROTER, 2012).



Nesta etapa de adesdo irreversivel da bactéria, inicia-se a produgdo de material
polimérico extracelular (MPE) e as forcas atuantes neste estagio incluem ligacGes covalentes
e ligacGes de hidrogénio o que torna a adesdo do micro-organismo irreversivel, e assim, sua
remocao por métodos quimicos e fisicos mais complexa (GOMES, 2011). Na terceira etapa
as células passam por um processo de agregacdo e crescimento dos micro-organismos
acompanhado pela producdo de EPS e na etapa de maturacdo apresenta uma estrutura
complexa com areas densas, poros e canais formando uma arquitetura tridimensional
(GOMES, 2011; FLEMMING e WINGENDER, 2010; OTOOLE e KOLTER, 1998). Na
etapa de dispersdo ocorre a liberagdo de células planctdnicas ou de microcol6nias, ocorrendo
disseminacdo da contaminagdo, preocupante para a industria alimenticia, pois essas células
podem causar deterioracdo, perda de qualidade ou veiculacdo de doencas em produtos
alimenticios (GOMES, 2011; BOLES et al., 2005).

Biofilme o qual é caracterizado como a biomassa acumulada de micro-organismos e
materiais extracelulares sobre uma superficie sélida, pode ser prejudicial para ambos 0s
processos vitais e industriais humanos (HORI e MATSUMOTO, 2010; BAN e KANG,
2015). Segundo Winkelstroter (2012) biofilmes podem ser definidos como uma comunidade
de células bacterianas embutidas em uma matriz de exopolissacarideos (EPS) produzidas
pelas proprias células aderidas em uma superficie abidticas ou bioticas.

Segundo Hori e Matsumoto (2010), uma superficie bacteriana é estruturalmente e
guimicamente heterogénea. As bactérias Gram-negativas tém uma membrana exterior
constituida por uma bicamada lipidica que contém lipopolissacarideos na camada externa. Ja
as nanofibras bacterianas sdo responsaveis ndo apenas por perfurar a barreira de energia
descrita pela teoria DLVO, mas também por fazer com que ocorra um desvio do
comportamento de adesdo da célula do que o prevista pela teoria DLVO, na qual a parte
hidrofobica localizada a uma nanofibras bacteriana adere a superficie celular hidrofilica,
atuando na interface do biofilme. Essa estrutura celular afeta diretamente a adeséo dos micro-
organismos as superficies solidas. EPS e apéndices celulares protéicos tém fungdes de ligacao
entre o corpo celular e um substrato. Enquanto EPS é importante para o desenvolvimento da
estrutura do biofilme, os apéndices celulares protéicos sdo muitas vezes essencial para a
interacdo inicial entre as células e um substrato, pois atuam como a adesina.

A matriz dos biofilmes pode ser formada por polissacarideos, proteinas,
glicoproteinas, glicolipideos e DNA extracelular e DNA extracelular (¢éDNA) (PERRY et al.,
2009; PETERSEN et al.,, 2005). O eDNA exerce uma fungdo muito importante no

crescimento do biofilme, pois pode estar relacionado com substrato fornecido para as células
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adjacentes, bem como ajuda na manutencéo da estrutura tridimensional do biofilme e na troca
de material genético (VILAIN et al., 2009).

Lipopolissacarideos

Os lipopolissacarideos sdo compostos de lipidio A, de um nucleo lipopolissacarideos e
de uma regido mais externa de unidades de antigeno S. Eles sdo importantes para a aderéncia
inicial da superficie bacteriana, a ligacdo entre os LPS e a superficie é de aproximadamente
20 nm assumido que a ligacdo entre eles é através de pontes de hidrogénio (HORI e
MATSUMOTO, 2010).

Exopolissacarideos

EPS sdo classificados em: vinculados- fortemente ligadas- polimero capsular e
fracamente ligados- lodo, soltveis- polimeros liberados na &gua bruta. A producéo de EPS é
associada a estrutura do biofilme, pois proporciona o suporte estrutural para o
biofilme. Cinquenta a noventa por cento do carbono organico total presente no biofilmes é
devido aos EPS, considerado como o material de matriz primaria dos biofilmes. Os EPS sdo
compostos por polissacarideos primarios e outras macromoléculas, tais como proteinas,
DNA, lipidios e substancias himicas. As interacfes entre os EPS e a superficies sdo causados
por ligacGes ndo covalentes, tais como atracdo e ligacdes de pontes de hidrogénio
eletrostaticas (HORI e MATSUMOTO, 2010).

Nanofibras bacterianas

Algumas bactérias tém apéndices filamentosos celulares, que apresentam diametro em
dezenas de nandmetros e centenas a milhares de nanémetros de comprimento, flagelos e
pili. Estas nanofibras bacterianas tém sido mostradas para funcionar como adesina. Algumas
nanofibras bacterianas mediam a adesédo celular a superficies abi6ticas e estdo envolvidas na
formacgdo do biofilme. Outras ligam-se especificamente a biomoléculas sobre as celulas
hospedeiras e/ou matrizes extracelulares, tais como o colageno e a fibronetina.

Pili sdo complexos constituidos de diversos tipos de subunidades de proteina, sendo
dispostos em formato de hélice para formar um corpo alongado em forma de vareta. A ponta
de um pili contém varias proteinas diferentes cobertas por adesina. Existem varios tipos de
pili, as quais variam em funcdo, estrutura molecular, localizacéo na superficie de uma célula e
0s mecanismos de secrecdo e montagem. Uma célula bacteriana tem frequentemente mais do
que um tipo de pili (HORI e MATSUMOTO, 2010).
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Adesina auto transportadora

Outra classe atuante na formacao e estruturacdo de biofilmese sdo as adesinas auto
transportadoras. Diferente das fimbrias, elas sdo pequenas nanofibras monomeéricas ou
oligoméricas observadas em bactérias Gram-negativas. A designacdo "Auto transportadora”
vem a partir do mecanismo de translocagdo conhecido como o sistema de secregéo de tipo V,
que € um dos sistemas de secrecdo mais amplamente distribuido entre bactérias Gram-
negativas. Neste sistema, as proteinas sdo secretadas para fora das células sem a mediacao de
outras proteinas. ApoOs a sua secrecdo para o periplasma através da membrana interna pelo
sistema Sec-dependente e procissdo de um péptido de sinal N-terminal, o dominio
translocador C-terminal é inserido na membrana externa e forma uma estrutura B de barril,
para formar um poro. Subsequentemente, um dominio interno de passagem é segregado a

partir do periplasma para a superficie celular através do poro (HORI e MATSUMOTO, 2010).

3.4. Resisténcia dos micro-organismos em biofilmes

A questdo relacionada a formacdo de biofilme deve-se ao fato que as células
apresentam maior resisténcia a agentes antimicrobianos e detergentes do que quando livres
(GOMES, 2011; MALHEIRO e SIMOES, 2017). Segundo 0s autores, essa resisténcia pode
estar relacionada com limitacdes a passagem pela matriz extracelular, devido a alteracdes
fenotipicas das células na estrutura do biofilme e ao mecanismo de resisténcia gerado pela
estrutura tridimensional.

As propriedades superficiais também desempenham um papel importante na adesao
bacteriana. Geralmente, qualquer superficie é vulneravel ao desenvolvimento de biofilme,
incluindo plastico, vidro, metal, madeira e produtos alimentares. A aderéncia a superficie
também depende das propriedades fisico-quimicas da superficie, tais como a textura (aspera
ou lisa), a carga superficial, pH, temperatura, e a composicdo nutriente da solucdo de pre-
condicionamento (SREY et al: 2013).

Estudos mostram que as operacdes de lavagem e sanitizacdo utilizados pelas
industrias alimenticias nem sempre garantem a eliminacdo completa dos biofilmes, devido
principalmente as condi¢Ges dos materiais, 0s quais ajudam na aderéncia e formacdo dos
biofilmes como rugosidades, rachaduras e “zonas mortas” (de baixo fluxo) (GOMES, 2011).

Outra forma de resisténcia é a presenca de biofilmes mistos, contendo duas ou mais

espeécies interagindo entre si, as quais favorecem uma a outra, tornando os biofilmes mais
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estaveis em ambientes desfavoraveis do que biofilmes formados por apenas uma espécie de
micro-organismo (GOMES, 2011; MALHEIRO e SIMOES, 2017).

As cepas de L. monocytogenes podem persistir no ambiente de processamento de
alimentos por extensos periodos, facilitando a formacdo de biofilme (WINKELSTROTER,
2012), o qual apresenta uma correlagdo positiva entre a resisténcia do biofilme e a biomassa
de biofilmes (WANG et al, 2017). Algumas estirpes séo capazes de se adaptar a ambientes
hostis e desenvolver um mecanismos de resisténcia, facilitando a permanéncia na industria de
processamento de alimentos durante varios anos (POIMENIDOU et al., 2016).

Estirpes de L. monocytogenes podem também apresentar diferencas na sua toleréncia
aos desinfetantes, afetando a seguranca na manipulacdo, fazendo com que a correlacéo entre a
persisténcia nas plantas fabris de alimentos e a sua capacidade de formacéo de biofilme e/ou

resisténcia a desinfeccdo estejam em constante estudo (POIMENIDOU et al., 2016).

3.5. Ferramentas de Gestdo da Seguranca de Alimentos

O Codex Alimentarius € um forum internacional de normalizacdo de alimentos
estabelecido pela Organizacdo das Nacgdes Unidas por meio da Food and Agriculture
Organization- FAO e Organizacdo Mundial da Saude-OMS, criado em 1963, com a
finalidade de proteger a satde dos consumidores e assegurar praticas equitativas de comercio
regional e internacional de alimentos (BRASIL, 2006).

Os padrGes de seguranca alimentar sdo definidos no acordo para Aplicacdo de
Medidas Sanitarias e Fitosanitarias- SPS da Organizacdo Mundial do Comércio-OMC como
aquelas relacionadas com os aditivos alimentares, as drogas veterinparias e residuos de
pesticidas, 0s contaminantes, os métodos de analise e de amostragem e os cddigos e manuais
de Préticas de Higiene. Esses padrdes sdo usados como referéncia pela OMC (SENALI, 2000).

A higiene dos alimentos representa a maior atividade do CODEX desde o
estabelecimento do Comité do Codex Alimentarius- CCA. A higiene dos alimentos é mais
bem controlada na etapa de producédo e processamento, sendo o objetivo o estudo das Préaticas
Higiénicas, entdo em 1997, o Codex adotou a aplicacdo do sistema de Analise de perigos e
Pontos Criticos de Controle, o APPCC, como ferramenta importante para identificar perigos e
estabelecer um esquema de controle. A prevencdo é a base da norma (BERTHIER, 2007
(CNC/CNI/SEBRAE/ANVISA, 2000).

O Sistema de APPCC é recomendado por organismos internacionais como OMC,
FAO, OMS e pelo MERCOSUL e é exigido pela Comunidade Européia e pelos Estados

Unidos. No Brasil, o Ministério da Saude e o Ministério da Agricultura e Abastecimento ja
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tém acbes com objetivo de adocdo do Sistema APPCC pelas Industrias Alimenticias
(BERTHIER, 2007; BRASIL, 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA participa do projeto APPCC,
desenvolvido para garantir a producdo de alimentos seguros a saude do consumidor
(BERTHIER, 2007; BRASIL, 2006). Uma das a¢bes do projeto é a criagdo do Sistema
APPCC, que tem como pré-requisitos as Boas Praticas de Fabricacdo e a Resolu¢do RDC
numero 275, de 21 de outubro de 2002 sobre Procedimentos Padrdo de Higiene Operacional
(PPHO).

3.6. Processo de Limpeza e Sanitizacao

A implementacdo de um sistema que garanta a seguranca alimentar implica o
cumprimento dos requisitos a limpeza e sanitizacdo. . A limpeza é um processo que tem como
objetivo a separacdo e desprendimento de todo tipo de sujidade aderidas as superficies,
objetos e utensilios e a posterior eliminacdo da solucdo detergente utilizada, durante o
enxague final. Este processo fisico é a primeira etapa do processo de higienizacdo. Nesta
primeira etapa ndo ocorre a remocdo total dos micro-organismos, porém um parte
consideravel de células é removida. As bactérias apos a formacdo de um biofilme ndo é
eliminada nesta primeira etapa, caracterizando a necessidade da aplicacdo de um sanitizante
seguido a limpeza-esfrega (BAPTISTA, 2003).

Uma série de sanitizantes com diferentes propriedades e area de utilizacdo estdo
presentes no mercado atual. Porém deve-se observar a aplicacdo especifica, muitos métodos
sdo eficazes para testar o efeito antimicrobiano do desinfetante, 0 método escolhido deve ser
0 que mais caracteriza a situacdo real (MORETRO et al., 2012; YANG, FEIRTAG e DIEZ-
GONZALEZ., 2013; BAN e KANG, 2015).

A sanitizacdo é definida como o tratamento de superficies/equipamentos usando-se
métodos fisicos ou quimicos, tais que a quantidade de micro-organismos presentes é reduzida
a numeros aceitaveis (ASSELT e GIFFEL, 2005). Deve-se selecionar sanitizantes que i)
sejam aprovados pelos 6rgdos competentes, como os Ministérios da Salude e da Agricultura;
ii) apresentem amplo espectro de acdo antimicrobiana e capazes de destruir rapidamente 0s
micro-organismos; e iii) sejam estaveis sob variadas condigdes de uso e que possuam baixa
toxidade e corrosividade (ANDRADE et al., 2008). Além disso, devem ser atoxicos,
hipoalergénicos e ndo inflaméaveis, ndo devem ter impacto negativo sobre o material de
superficie como: ndo ser corrosivo, nao alterar a coloracdo e ndo reagir com a superficie, ser

estavel durante o armazenamento e apresentar estabilidade frente a uma ampla faixa de pH e
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temperatura, ndo ser contaminante e ter uma boa faixa de atividade (MORETRO et al., 2012;
ANDRADE et al., 2008).

Um dos principais agentes sanitizantes € o cloro, este possui um largo espectro de
atividade, atua rapidamente e é geralmente mais barato. E, em geral, mais eficaz a valores de
pH mais baixos, mas, devido & formac&o de cloro gasoso, pode ser toxico e apresentar pontos
de corrosdo. Frequentemente utilizado a pH alcalino. Desinfetantes que contém peréxido de
hidrogénio ou acido peracético sdo ambientalmente indicados, porque se decompdem em
oxigénio e ou agua (ou o acido acetico). Eles tém um largo espectro de atividade e reagem
rapidamente. O acido peracético é relativamente estavel na presenga de compostos organicos
em comparagdo com outros tipos de sanitizantes. Sanitizantes a base de tensoativos, tais
como compostos de aménia quaterndria sdo amplamente utilizados na inddstria
alimentar. Eles sdo ativos contra uma gama de bactérias vegetativas e pode ser utilizado em
uma longa faixa de temperatura. Sanitizantes a base de alcoois sdo eficazes contra uma
grande variedade de micro-organismos, € relativamente robusto atuando na presenca de
material organico. No entanto, seu uso é limitado devido a razdes de seguranca e 0 prego €
relativamente elevado. Alcoois s&o, portanto, utilizados principalmente para a desinfeccéo
das maos e em equipamentos secos (MORETRO et al., 2012).

Apesar de que a sanitizacdo foi definida como a redugdo do ndmero de bactérias
viaveis, o efeito da desinfeccdo é frequentemente testado medindo a concentracdo inibitoria
minima (MIC) para o crescimento. Neste método, a bactéria alvo é exposta ao desinfetante
em suspensdo em nutriente com diferentes concentragfes, e 0 crescimento é determinado
apos incubacdo durante um tempo especifico identificando-se a menor concentragdo capaz de
inibir o crescimento (MORETRO et al., 2012). J4, a concentracdo bactericida minima €
definida como a menor concentracdo que ndo permite o crescimento do micro-organismo
exposto ao sanitizante por um determinado tempo e reinoculado em subcultivo (ALMEIDA et
al., 2016).

Quatro principais fatores influenciam o efeito dos sanitizantes: concentracao,
temperatura, tempo de exposicdo e a presenca de material organico. A falha na limpeza antes
da desinfecgdo impacta de forma muito enfatica sobre o processo de desinfec¢éo, pois o efeito
da maioria dos sanitizantes € reduzida na presenca de material organico. Além disso, a fase de
crescimento das bacterias ira influenciar a sensibilidade da bactéria em relacdo ao
desinfetantes. Sabe-se que as bactérias em fase exponencial de crescimento sdo mais

sensiveis aos desinfetantes que as bactérias em fase estacionaria (MORETRO et al., 2012).
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3.6.1. Acido Peracético

O peroxido do acido acético, chamado de &cido peroxiacético ou peracético, é
produzido pela reacdo do &cido acético ou anidrido acético com peroxido de hidrogénio na
presenca de acido sulfarico como catalisador (KITIS, 2004).

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. O acido peracético ndo somente ataca as
proteinas da parede celular, mas também migra dentro da célula, e da mesma forma, rompe
componentes internos da célula (MCDONNELL e RUSSELL, 1999).

Dentre as vantagens do acido peracético, verifica-se que é um excelente sanitizante
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras, virus
esporos 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 téxicos e, ou, mutagénicos; desnecessaria descloracdo; baixa
dependéncia do pH; curto tempo de contato; baixo impacto ambiental e tem sido o mais ativo
contra os biofilmes (SOUZA e DANIEL, 2005).

3.6.2. Ultrassom

Para Lin e Zhang (2000), o ultrassom com alta poténcia (em torno de frequéncia de
3MHz) é um meio tradicional de varias aplicacdes e que durante décadas passadas vem sendo
utilizado na industria eletrénica e em outros diferentes campos. Tem-se dado atencdo a
algumas aplicac6es como limpeza ultrassdnica, soldagem ultrassonica de plasticos, avaliacdo
da qualidade de metais fundidos, assim como para novas aplicacdes do ultrassom alta
poténcia, como quimica de ultrassom e terapia ultrassonica. No caso da energia de aplicacdo
do ultrassom de alta poténcia, as caracteristicas de vibracdo do transdutor usado sdo
essenciais para modelo e seguranca 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.

Além disso, Barbosa e Serra (1992), citam que no processo de cavitagcdo 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 dimensdo critica podem tornar-se

transitorias;
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- Bolhas de cavitacdo transitorias: possuem tempo de vida curto de poucos ciclos. Seu
volume cresce por penetragdo do gas dissolvido na fase de descompressao, quando alcancam
uma dimensdo critica. Sdo as responsaveis pela cavitacdo. 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.

Ultrassom é uma técnica bem conhecida e usada em Vvarios processos industriais de
alimentos ou seja congelacdo, corte, secagem, endurecimento, de branqueamento,
esterilizacdo, e de extracdo (SREY; et al, 2013). Foi relatado também ser utilizado como um
método eficaz de remocdo de biofilme (OULAHAL-LAGSIR, MARTIAL-GROS,
BOISTIER, BLUM, e BONNEAU, 20002 apud SREY et al., 2013).

O potencial do ultrassom foi demonstrado pela primeira vez dentro da industria
alimentar quando foi descoberto que o sonar usado na guerra antissubmarino estava matando
peixes nas proximidades. Depois disso, deu-se inicio a pesquisa com ultrassons como um
método para inativacéo de células.

Na década de 1960, a pesquisa concentrou-se na compreensao dos mecanismos pelos
quais o ultrassom interagiram com células microbianas, relacionados aos efeitos do fenémeno
de cavitacdo e ruptura de cisalhamento associados ao aquecimento localizado e formacdo de
radicais livres. Na década de 1970, descobriu-se que uma breve exposi¢do ao ultrassom
causou um afinamento das paredes celulares de bactérias, tornando-as mais suscetiveis a
ruptura. Em tempos mais recentes, a aplicacdo de ultrassom tem sido amplamente investigada
pelo seu potencial para causar inativacdo celular bacteriana. Na industria alimentar, o
ultrassom é visto como uma ferramenta em potencial para o processamento de alimentos, que
pode ser usado em combinacdo com outros tratamentos, tais como o calor e produtos
quimicos, para inativar bactérias (BETTS et al., 2014).

Segundo Phull et al. (1997), o ultrassom pode ser usado de forma eficaz para a
desinfeccdo da &gua e tem vérias vantagens, quando usado em conjunto com o cloro reduz
significativamente o numero de bactérias presentes, sendo que o aumento da poténcia de
ultrassom leva a uma maior eficiéncia na destruicao de células bacterianas. Porém Erriu et al.
(2014), relataram que, dependendo da poténcia e tempo de utilizagdo do equipamento, este
pode ser eficaz para remocao ou um potencial para formacéo de biofilmes microbianos.

Ultrassom, por ser um método ndo térmico de conservacdo de alimentos que tem a
vantagem de inativar micrébios em alimentos liquidos com danos celulares, sem causar 0s
efeitos colaterais mais comuns associados com os tratamentos de calor convencionais, tais
como a perda de nutrientes e sabor (CAMERON et al., 2008).
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3.6.3. Agua Quente

O Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, através da Circular 175/2005
(BRASIL, 2005), determina que a higienizacdo dos instrumentos de trabalho serd 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.

Autores como Ukuku (2006) relatam que o tratamento com &gua quente reduziu as
populagcdes microbianas na superficie do meldo em 4,9 log enquanto H202 ou cloro causou uma
reducdo de aproximadamente 2,6 unidade de log.

Trabalhos citam também que com o tratamento de agua quente ocorrem diminuicoes
significativas nos numeros de Campylobacter termdfilos em amostras de pele de frango
artificialmente contaminados, em tempo de 10 segundo de imersdo em agua mantida a 75°C, 80°C
ou 85°C ( P <0.05). Imersdo por 20 segundos em agua a 80°C e 85°C resultou em reducdes
significativas do total de bactérias viaveis de Enterobacteriaceae e Campylobacter ( P <0.05).
Ocorre também reducdes estatisticamente significativas nas contagens de bactérias viaveis totais
de Enterobacteriaceae e Campylobacter terméfilos observados em carcagas de frangos expostas a
vapor atmosférico a 90°C durante 12 s, quando comparado com as carcacas de controle ndo
tratadas (WHYTE et al., 2003).

3.7. Consideracdes Finais

Considera-se um assunto atual e constantemente discutido e estudado o mapeamento de
todos os pontos potenciais & formacdo de biofilme dentro da inddstria de alimentos, devido a
capacidade do biofilme em resistir ao tratamento de higienizagdo e sanitizagdo, bem como o
potencial risco a salde humana. Devido ao grande nimero de relatos de contaminacao direta e
cruzada dentro da industria, buscou-se otimizar o processo de sanitizagdo, bem como encontrar
medidas alternativas que garantam a seguranga dos alimentos industriais. Com o intuito de
preservar as caracteristicas do alimento e otimizar o processo, de forma a eliminar os
contaminantes, buscou-se neste trabalho conhecer os pontos os quais devem ser controlados e
estudar com isso um método eficaz para remogdo dos micro-organismos. A aplicagdo do
ultrassom vem ganhando espaco no estudo da microbiologia devido a sua capacidade de
destruicdo das células, causada pela cavitagdo das bolhas de ar e preservagdo das caracteristicas
do alimento. Esse método pode apresentar algumas limitacdes se aplicado isolado, porém medidas
alternativas, como metodos combinados, com utilizacdo de calor ou outro método sanitizante, até
0s proprios sanitizantes industriais, apresentam bons resultados para eliminagdo microbiolédgica. O

mapeamento dos pontos de possiveis contaminacdo industrial € uma forma de eliminar focos e
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contaminagdo cruzada. N&o foram encontrados relatos na literatura sobre métodos de eliminacgao
microbiologica em agulhas de injecdo, as quais apresentam problemas na higienizagcdo em escala

industrial, justificando o presente estudo de forma a encontrar um método eficaz para a sua total
sanitizagéo.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado em uma indlstria de abate e industrializacdo de
produtos carneos suinos, com inspecdo Federal, situada na regido Sul do Brasil. A industria
produz um amplo mix de industrializados derivados da carne suina incluindo cortes

temperados, produtos resfriados, embutidos, frescais e defumados.

4.1. Rastreamento de locais de contaminacdo na industria

Visando mapear os possiveis locais de contaminagdo microbiana dentro da industria
de alimentos, realizou-se um estudo avaliando a presenga de micro-organismos em produtos
processados por um frigorifico de grande porte, antes do congelamento.

Foram realizados analises para Salmonela sp. e L. monocytogenes, dos produtos apos
manipulagdo nos setores X, Y e Z.

Apos avaliacdo dos dados encontrados para cada produto e setor, foi realizada analise
de swab de superficie no setor que apresentou maior numero de contaminacdo. Os pontos
analisados foram ralo/calha, chute/esteira, parte interna de equipamento, mureta/piso,
pallet/contentor e teto.

As anélises foram realizadas semanalmente no periodo de janeiro a setembro de 2016,
tanto nos produtos como nas diferentes superficies, visando ser representativa em diferentes

condicdes de producdo (verdo e inverno).

4.2. Avaliacdo da formacao de biofilmes em agulhas de injecdo de salmoura

Apbs a deteccdo do principal ponto de contaminagdo, avaliou-se a adesdo de L.
monocytogenes (ATCC 7644) em agulhas de injecdo de salmoura.

Para a avaliagdo da adesdo bacteriana foram utilizadas agulha hipodérmicas (120 mm
comprimento x 3,0 mm espessura externa X 1 mm espessura interna) comumente utilizadas na
industria para aplicacdo de salmoura em produtos salgados pelo processo de injecdo (Figura
3). Para este estudo foram utilizadas agulhas usadas, buscando-se as condigdes mais
favoraveis a formacao de biofilmes pelo aumento irregular de desgaste destas, em ensaios.

A preparacdo das agulhas para os testes foi seguida de uma higienizacdo com agua,
apos esfrega com detergente neutro liquido, enxague com agua corrente seguida por agua
destilada e desinfeccdo por imersdo em agua destilada fervente (100° C) por 5 min, sendo

este procedimento adotado previamente a todos os ensaios subsequentes com as agulhas.
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Figura 3: Agulha de injecéo de salmoura utilizada na unidade industrial em estudo.

Fonte: A autora.

Apds a higienizacdo e desinfeccdo as agulhas foram imersas em caldo Luria Bertani -
LB (10g/L triptona, 5g/L extrato de levedura, 5g/L NaCl) previamente inoculado com 0,1 mL
de pré in6culo de L. monocytogenes (~1x108 UFC/mL) e incubadas a 35-37°C por 3, 6, 12 e
24 h de contato com as agulhas, para permitir diferentes niveis de adesdo da bactéria com as
agulhas. Apo6s a incubacdo, as agulhas foram retiradas do caldo LB, realizado enxague com
agua deionizada corrente (15 s), seguida por trés lavagens com agua estéril agitadas em
vortex (20 s).

A adesdo bacteriana foi avaliada por contagem padrdo em placas de diluente injetado
na parte interna da agulha e swab da parte externa da mesma.

4.3. Determinacao da concentracdo bactericida minima (CBM) de acido peracético sobre
L. monocytogenes

Na determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de &cido peracético
sobre L. monocytogenes em condigdes laboratoriais, foram utilizadas microplacas de Elisa
com caldo padrdo para contagem (5 g/L digestdo enzimatica da caseina; 2,5 g/L extrato de
levedura; 1 g/L glicose/dextrose) e indculo de ~5x10° UFC/mL de L. monocytogenes
incubado por 24 horas a 35 °C. Ap0s a incubacdo, foi aspirado o meio, e realizadas duas
lavagens com 200 pL de solugdo salina para remocéo de células plancténicas. Em seguida, foi
adicionado o acido peracético (17% - ECOPER Quimica) em diferentes concentracfes e ap0s
10 minutos, o sanitizante foi removido e as cavidades foram novamente lavadas duas vezes
com 200 pL de solucdo salina e Tween 80, para a completa remogdo do sanitizante.
Posteriormente pipetado 150 pL de caldo padrdo para contagem estéril as cavidades e a placa
foi incubada a 35 °C novamente. Apos 24 horas foi efetuada a leitura de densidade optica no
leitor de microplacas de Elisa (EL800 Biotek Instruments, INC.) em comprimento de onda de
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490 nm, para analisar o crescimento das células através da turvacdo do meio que indica a
Concentracdo Bactericida Minima do sanitizante utilizado (FLACH, 2015).

Para a avaliacdo da concentracdo bactericida minima (CBM) do acido peracético
sobre biofilmes de L. monocytogenes em agulhas de injecdo de salmoura, as agulhas foram
incubadas com o micro-organismo teste por 6 ou 24 horas de crescimento, visando simular os
tempos entre as sanitizagdes industriais. Apds a incubacdo foram realizados trés enxagues
com agua deionizada, sendo em seguida imersas em tubos de ensaio contendo 30 mL de
solucdo detergente alcalino clorado (Easyfoan/ Diversey) e ou combinagdo com detergente
acido (Kalyclean 244), por 10 min., conforme indicacdo do fabricante.

Para avaliar a CBM em condicGes laboratoriais, apds a aplicacdo do detergente, as
agulhas foram imersas em solucdo do sanitizante acido peracético-AP (17% - ECOPER
Quimica) em diferentes concentracdes (0,03; 0,06; 0,12, 0,24 e 0,30%). Apb6s o tempo de
contato recomendado pelo fabricante do sanitizante (10 min), as agulhas foram submetidas ao
swab da parte externa e estes inoculados em agar LB (LB e agar 15 g/L), e incubados a 35-
37°C por 24h, seguido por contagem das coldnias.

Para avaliar a CBM simulando a sanitizacao realizada na industria, apos a aplicacédo
do detergente as agulhas foram enxaguadas com agua estéril e aspergidas com ajuda de
seringa pela parte interna e externa com 10 mL da solucdo sanitizante a ser testada, acido
peracético-AP (17% - ECOPER Quimica) em diferentes concentracdes. O sanitizante
industrial foi pré diluido nas concentracdes 0,03; 0,06; 0,12; 0,24 e 0,30% para aplicacdo nas
agulhas incubadas por 24h e nas concentra¢bes 0,015; 0,03; 0,06 e 0,12% para 6h de
incubagdo. Apds o periodo de atuacdo de 10 min. conforme descricdo do fabricante, as
agulhas foram aspergidas internamente com 10 mL de solucdo de agua peptonada (peptona
10,0 g/L, fosfato de hidrogénio 9,0 g/L, NaCl 5,0 g/L, fosfato de potassio 1,5 g/L) e 3% de
tween 80 (para inativacao do acido peracético residual). O liquido foi plaqueado por imersao
em agar LB (LB e &gar 15 g/L), as quais foram incubadas a 35-37°C por 24h, seguido por

contagem das coldnias.

4.4. Avaliacdo do efeito do ultrassom na remoc¢do de L. monocytogenes previamente
aderidas a agulhas de injecao

Para a avaliacdo do ultrassom na remocgdo das bactérias aderidas nas agulhas de
injecdo de salmoura, estas foram submetidas ao processo de adesdo descrito no item 4.2 e
posteriormente tratadas com sonda de ultrassom de 20 kHz (QSonica, CT., USA) em
diferentes tempos (0, 3,5 e 14,0 min.) com intervalos de 30 em 30 s em banho de gelo e
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diferentes poténcias (60, 75 e 90% / 700 watts) e em seguida realizado plaqueamento do

liquido em meio 4gar LB (Figura 4).

Figura 4: Aparelho de ultrassom com sonda utilizado na emocdo de L. monocytogenes

previamente aderidas em agulhas de inje¢do de salmoura.

Fonte: A autora.

As diluicbes foram realizadas em agua peptonada para plaqueamento em superficie em
placas contendo agar LB, as quais foram incubadas a 35-37°C por 24h, seguido por contagem
das coldnias. Todas as anélises foram realizadas em triplicata. A reducdo da carga microbiana

foi expressa em Log UFC, em relacdo ao tempo O (controle).

4.5. Avaliacdo do efeito de agua quente na remocao de L. monocytogenes previamente
aderidas a agulhas de inje¢éo

As agulhas previamente incubadas com L. monocytogenes descrito no item 4.2, foram
enxaguadas com &gua estéril, apds aspergidas com auxilio de seringa por &gua quente
(82,2°C) por 30, 60, 90, 120, 150 e 180 s, para avaliacdo da remogdo microbiana, conforme
preconizado na Circular 175/2005/MAPA (BRASIL, 2005). Apds aspersdo com agua quente,
o interior da agulha foi avaliado, injetando dgua peptonada/tween 80 descrito no item 4.3 para

posterior plaqueamento em profundidade em meio agar LB.

4.6. Efeito combinado de ultrassom e acido peracético
O melhor resultado de remocao de L. monocytogenes obtido com aplicacdo do método
ultrassénico e diferentes concentracdes de acido peracético foram testados para avaliar o
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efeito combinado destes dois métodos, pela redugdo da concentragdo bactericida minima do

sanitizante.

4.7. Efeito da higienizagdo prévia com detergentes alcalino e &cido e sanitizagdo com
acido peraceético

O tratamento prévio com o detergente alcalino (1,5% do produto comercial) e acido
(1,0% do produto comercial) foi feito pela injecdo de 10 mL da solu¢cdo com detergente
alcalino (9 mL na parte interna da agulha e ImL na parte externa) e exposi¢do por 10 min.
seguido de enxague com agua destilada estéril e injecdo da solugdo de detergente &cido com o
mesmo procedimento, em agulhas com biofilmes de L. monocytogenes previamente aderidas
com contato por 24 h descrito no item 4.2. Posteriormente, as agulhas foram lavadas com
agua destilada estéril e submetidas as diferentes concentracdes de &cido peracético para

determinacdo da concentracdo bactericida minima conforme item 4.3.

4.8. Analises microbioldgicas
4.8.1. Deteccdo de L. monocytogenes
Analise para presenca/auséncia em 25g de amostra, conforme descrito em ISSO

11290-1 (1996), realizada pelo laboratério de controle de qualidade da propria Empresa.

4.8.2. Deteccdo de Salmonella sp.

Método SLM Easy Vidas, (AOAC official method, 2011.03 - Salmonella in a Variety
of Food-VIDAS® Salmonella (SLM) Easy Salmonella Method, 20th ed., 2016), realizada
pelo laboratério de controle de qualidade da propria Empresa.

4.8.3. Contagem padréao em placas

A avaliacdo da adesdo bacteriana e da remocdo de L. monocytogenes em agulhas de
injecdo de salmoura foi realizada pela técnica da contagem padrdo em placas. Os
plaqueamentos em superficie e por imersdo foram realizados em meio &gar LB e incubagédo
por 24 h a 35-37°C, para posterior contagem das colonias e verificacdo da possivel reducéo
no numero de unidades formadoras de colbnias viaveis. Todos os experimentos foram

conduzidos em triplicata e os resultados expressos em Log UFC/cm?.
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4.9. Analise Estatistica

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados apresentados como graficos
foram obtidos com o programa Excel. Os resultados de efeito do ultrassom foram tabelados e
submetidos a ANOVA seguida de teste de Tukey (95% de confianga) para comparacdo das
médias usando o programa SPSS student version 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rastreamento de locais de contaminacdo na industria

Com o intuito de rastear os possiveis pontos de contamina¢do microbiana dentro de
uma industria de alimentos, foram analisados produtos de vérios setores de manipulacéo de
uma empresa de grande porte que atua na area de carneos, no periodo de janeiro a setembro
de 2016. A Tabela 2 apresenta os produtos que indicaram contaminacdo por Listeria
monocytogenes e Salmonella sp. e a porcentagem de andlises que apresentaram contaminagédo

para cada produto durante este periodo, bem como o nimero (n) de analises por produto.

Tabela 1: Anéalise microbioldgica de produto no periodo de janeiro a setembro de 2016,

apresentando % de analise de cada produto com contaminacao/analises realizadas.

Produtos Setor de Listeria monocytogenes Salmonella sp.
Manipulacao (%) (%)
Produto 1 (n=45) X 0 39
Produto 2 (n=45) X 0 39
Produto 3 (n=45) X 0 0
Produto 4 (n=45) X 0 0
Produto 5 (n=27) Y 0 11
Produto 6 (n=27) Y 0 11
Produto 7 (n=27) Y 0 11
Produto 8 (n=27) Y 0 0
Produto 9 (n=27) Y 0 0
Produto 10 (n=27) Y 0 0
Produto 11 (n=27) Y 0 0
Produto 12 (n=27) Y 0 0
Produto 13 (n=27) Y 0 0
Produto 14 (n=27) Y 0 0
Produto 15 (n=27) Y 0 0
Produto 16 (n=27) Y 0 0
Produto 17 (n=27) Y 0 0
Produto 18 (n=27) Y 0 11
Produto 19 (n=27) Y 0 11
Produto 20 (n=27) Y 0 11
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Produto 21 (n=27) Y 0 11
Produto 22 (n=27) z 11 0
Produto 23 (n=18) 4 67 0
Produto 24 (n=45) 4 71 0
Produto 25 (n=27) 4 33 0
Produto 26 (n=45) Z 0 0
Produto 27 (n=45) Z 0 0
Produto 28 (n=27) Z 0 0
Produto 29 (n=27) Z 0 0
Produto 30 (n=27) Z 0 0
Produto 31 (n=27) Z 0 0

Fonte: Autor, 2016

Ap0s a andlise dos produtos, para certificagdo e rastreamento, tabelou-se os dados
conforme os setores que manipulam os produtos citados na Tabela 2. A Tabela 3 apresenta 0s
resultados em porcentagem de analises de produtos que apresentaram desvio para Listeria
monocytogenes e Salmonella sp. divididos por setor de manipulagdo em Setor X, Setor Y e
Setor Z no periodo de janeiro a setembro de 2016 de indUstria manipuladora de alimentos de

grande porte.

Tabela 2: Andlises de produtos divididos por setor de manipulagdo para Listeria
monocytogenes e Salmonella no periodo de janeiro a setembro de 2016.

Setores Presenca de Presenca de
Listeria monocytogenes (%) Salmonella sp. (%0)

Setor X (n=180) 11 15

Setor Y (n=450) 0 3

Setor Z (n=315) 47 8

Fonte: Autor, 2016

Ao analisar as Tabela 2 e 3 observou-se que os produtos manipulados no setor Z
possui indice de contaminagéo por Listeria monocytogenes.

A contaminacdo por Salmonella sp. foi maior no setor X. Considerando a maior
incidéncia de L. monocytogenes em relacdo a Salmonella no setor Z, optou-se por continuar

as avaliacOes somente com esta bactéria e neste setor.
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Segundo Poimenidou et al. (2016), estirpes de L. monocytogenes foram isoladas
depois de um procedimento de limpeza e detectado a presenca em 11,5% de amostras de
superficies que entram em contato com os alimentos. Os locais mais problematicos foram as
correias transportadoras e outros sistemas de transporte, pisos e drenos, equipamentos de
cozinha e tabuas de corte.

Para rastear 0s possiveis pontos de contaminacdo de L. monocytogenes e Salmonella
dos produtos nos setores estudados, foram realizadas anélises de swab nas superficies em que
estes produtos entram em contato. Os pontos foram mapeados e separados em categorias
como, ralo/calha, chute/esteira, parte interna de equipamento, mureta/piso, pallet/contentor e
teto. Os resultados encontrados para as andlises de swab apds a higienizacdo operacional
mostram auséncia dos micro-organismos nos pontos analisados. Verificando a eficiéncia do
programa de limpeza e sanitizacdo utilizados pela empresa. A empresa possui 0 programa
APPCC implementado, monitora os Pontos de Controle, treina empregados, segue as Boas
Préticas de Fabricacdo e os Programas Sanitarios Operacional.

Visando confirmar a contaminacdo por L. monocytogenes analisou-se os produtos
processos no setor Z, e somente produtos que passaram pelo processo de injecdo em %
apresentaram contaminacdo, com isso verificou-se antes e apds injecdo de salmoura e
constataram-se para ambas as analises auséncia de contaminagdo antes da injecéo e presenca
apos a injecao.

Como sequéncia do rastreamento, foram analisados a salmoura e o equipamento de
injecdo, bem como esteiras do equipamento, parte interna e externa, as quais apresentaram
auséncia para L. monocytogenes.

Com a verificacdo de todos os pontos de possiveis riscos de contaminacgdo na industria
ndo foram encontrados focos de contaminacdo através das analises de swab em todos os
equipamentos e utensilios do setor Z, bem como nos produtos anteriormente a aplicacdo de
salmoura. Desta forma restaram apenas 0s produtos apds a injecdo, os quais passam pelo
equipamento de injecdo, como todos os pontos no equipamento testados por swab ndo
apresentaram desvios, as agulhas as quais a analise de swab ndo é aplicavel, devido ao
didmetro interno, foram estudadas para verificar formacdo de biofilme e métodos para
eliminar de forma otimizada os biofilmes internamente as agulhas.

Segundo Henriques et al. (2016), a ocorréncia de L. monocytogenes a qual esta
associada a doengas humana, em industrias apresenta uma classificacdo sobre o sistema de
sanitizacéo, a qual a presenca deve ser avaliada para identificacdo da fonte de contaminacao.

Isso reforga a importancia de um diagnostico da eficicia do sistema de sanitizagéo através de
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testes microbioldgicos. Segundo o autor, os sistemas de gestdo da seguranca de alimentos das
indUstrias precisam ser melhorados, particularmente nas operacbes de limpeza, controle
analitico, manutencédo preventiva, higiene pessoal e analise de causa raiz saneantes.

Devido a falta de estudos sobre contaminacdo microbiana em agulhas de injecdo de
salmoura, as quais sao de dificil sanitizacdo pelo formato apresentado, este trabalho avaliou a
formacéo de biofilme bem como diferentes métodos de limpeza e sanitizagdo destes utensilios

utilizados em industrias de processamento carneos.

5.2. Adesdo de L. monocytogenes em agulhas de injecao de salmoura
A adesdo de L. monocytogenes em agulhas de injecdo de salmoura é apresentada na
Figura 5. Observou-se um rapido crescimento bacteriano nas primeiras 12 h, com tendéncia a

se estabilizar as 24 h.

Figura 5: Cinética de adeséo de Listeria monocytogenes em agulhas de injecdo de salmoura.
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A literatura sobre a formacdo de biofilmes de L. monocytogenes em superficies em
geral é escassa e inexistente em agulhas de injecdo de salmoura, tornando dificil a realizacao
de uma discussdo comparativa dos resultados obtidos. Ronner e Wong (1993) definiram a
formacao de biofilme como uma recuperagéo maior que 3,0 Log UFC/cm?. Assim, de acordo
com este critério, formacao de biofilme de L. monocytogenes ocorreu apos 6 h de contato das
agulhas com a bactéria. Sabe-se que a formacdo de biofilmes pode ocorrer em um curto
espaco de tempo, e que o0 mesmo pode reduzir a acdo do sanitizante (BELTRAME et al.,
2016).
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A grande irregularidade da superficie interna das agulhas de injecdo de salmoura
facilitam a formacédo de biofilmes de L. monocytogenes e provavelmente de outros micro-
organismos associados. As bactérias tém uma tendéncia natural de aderir a superficies como
um mecanismo de sobrevivéncia e a colonizacdo bacteriana de superficies solidas, o qual tem
sido descrita como um estratagema bacteriano basico e natural numa ampla variedade de
ambientes. Se material organico, células, minerais, depdsitos de limpeza e outros detritos
forem depositados sobre uma superficie, isso pode ser conhecido como incrustacdo organica.
No processamento de alimentos, ha incrustacdes constantes de superficies pelos componentes
de alimentos que estdo sendo processados e esta incrustacdo forma a camada sobre a qual 0s
micro-organismos aderem subseqlientemente, embutidos em biofilmes ou escondidos em
fissuras ou fendas podem escapar procedimentos de limpeza e desinfeccéo e tornarem-se uma
fonte de recontaminacao de produtos alimentares durante o processamento (WHITEHEAD et
al., 2004).

Diversos autores observaram que as irregularidades das superficies poliméricas
promovem a adesdo bacteriana e a deposicdo de biofilme enquanto que superficies lisas néo
favorecem a adesdo bacteriana e a deposicdo de biofilme. Isto pode acontecer uma vez que
uma superficie rugosa tem uma area de superficie maior e as depressbes nas superficies
rugosas proporcionam locais mais favoraveis para a colonizacdo (SCHEUERMAN et al.,
1998; BARBOSA et al., 2016).

5.3. Determinacdo da concentracao bactericida minima (CBM) de &cido peracético sobre
L. monocytogenes

5.3.1. CBM em condigdes laboratoriais

Visando obter um parametro da eficicia do sanitizante acido peracético sobre L.
monocytogenes, foi determinada a CBM deste em condi¢BGes laboratoriais (biofilmes

previamente aderidos em microplacas de Elisa por 24 horas) (Figura 6).
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Figura 6: Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima de acido peracético sobre
Listeria monocytogenes.
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A menor concentragcdo de acido peracético com 10 minutos de exposicdo, capaz de
matar as células aderidas em biofilme de L. monocytogenes foi de 0,015% sendo definida
como a CBM em condicdes laboratoriais.

A atividade desinfetante do &cido peracético é baseada na liberacdo de oxigénio ativo.
Ele rompe fungbes quimiosmdticas de lipoproteinas da membrana citoplasmatica e o
transporte por meio da deslocacdo ou da ruptura da parede celular. 1sso pode ser igualmente
efetivo contra lipoproteinas da membrana externa, facilitando a acdo contra bactérias Gram-
negativas. O &cido peracético intracelular pode também oxidar enzimas essenciais. Assim,
vias bioquimicas vitais, transporte através da membrana e niveis de solutos intracelulares sdo
danificados, além de alteracGes na molécula de DNA (KITIS, 2004).

5.3.2. CBM por imersédo das agulhas em acido peracético

Este teste foi realizado buscando-se avaliar a eficacia da imersdo em &cido peracético
sobre biofilmes formados na superficie das agulhas de injecdo de salmoura. Os resultados da
determinacdo da CBM em agulhas submersas em acido peracético por 10 min encontram-se

na Figura 7.
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Figura 7: Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima de &cido peracético sobre

Listeria monocytogenes em agulhas de injecdo de salmoura submetidas a imersdo por 10 min.
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Observa-se diferenca na CBM entre os tempos de contato da bactéria com as agulhas
de injecdo para formacao do biofilme, obtendo-se CBM de 0,03 e 0,12% (v/v) para biofilmes
de 6 e 24 horas de formacdo, respectivamente. De acordo com Frank et al. (2003), o acido
peracético pode reduzir mais de 6 log do biofilme de L. monocytogenes sobre aco inoxidavel
na presenca de gordura e proteina de soro com uma concentracdo de 2,0 mL/L (0,02%) e um
tempo de exposicdo de 10 min. Segundo Cabeca et al. (2008), o acido peracético pode reduzir
o0 biofilme de L. monocytogenes aderido durante 24 h em 5 Log com uma concentragdo de
0,50% m/v, resultados estes que podem ser comparados com o valor encontrado para 0 CBM

obtido por imersdo as agulhas na solucdo do sanitizante.

5.3.3. CBM por injecdo de &cido peracético nas agulhas

Esta avaliagdo foi realizado visando simular as condi¢6es industriais de aplicagdo do
sanitizante, o qual é aplicado sob pressédo nas agulhas de injecdo e mantido por 10 min até o
enxague (devido a dificuldade de desmontagem das agulhas). Observou-se que a CBM para
24h de incubacéo foi em 0,24% (v/v) de &cido peracético sobre L. monocytogenes e para 6h
de incubacéo de 0,06% (v/v), considerando o processo simulado ao industrial, com injecéo da

solucdo de &cido utilizando seringa (Figura 8).
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Figura 8: Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima de acido peracético sobre
Listeria monocytogenes em agulhas de injecdo de salmoura submetidas a injecdo do

sanitizante e acdo por 10 minutos.
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Assim como no processo de imersdo, observou-se diferencas de CBM para 0s
diferentes tempos de formagéo de biofilmes. Os dados encontrados neste trabalho podem ser
comparados aos de Poimenidou et al. (2016), os quais verificaram para L. monocytogenes
presente em plantas de processamento de alimentos, um CBM para tratamento com &cido
peracético variando entre 115 a 2713 ppm (0,0115 a 0,2713%). Os mesmos autores justificam
também a CBM maior para tempos maiores de incubacdo, como verificado no presente estudo
o0 qual apresentou CBM maior para 24h de incubacdo com L. monocytogenes se comparado a
6h de incubacdo, concluindo que o tempo esta diretamente relacionado com ao CBM, devido
supostamente a formacéo do biofilme e com isso aumento da resisténcia a sanitizantes.

Belessi et al. (2011) estudaram a resisténcia do biofilme de L. monocytogenes em
condicdes de processamento de alimentos e verificaram que as bactérias sobreviventes em
aco inoxidavel diminuem a medida que o tempo de exposicdo a acido peracético 2% aumenta
e ndo puderam ser detectados ap6s 6 min de exposi¢éo.

Comparando-se os dois métodos observa-se que a imersao em sanitizante por 10 min
apresenta um eficacia duas vezes maior se comparado com a injecdo do sanitizante através da
agulha. Porém, devido a dificuldade de montagem e desmontagem do equipamento o valor a
ser considerado é aguele que simula o processo industrial, podendo o tempo de contato ser um
dos fatores a ser otimizado durante a sanitizacdo industrial, ou realizar mais de uma injecao
do sanitizante no mesmo processo de sanitizacdo visando aumentar a sua eficacia, embora

ainda nao testados.
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5.4. Avaliacdo do efeito do ultrassom na remocdo de L. monocytogenes previamente

aderidas a agulhas de injecao

A Tabela 4 apresenta os resultados referentes ao efeito do tempo de exposicdo e da
poténcia do equipamento de ultrassom na remocéo de L. monocytogenes aderidas em agulhas

de injecdo de salmoura.

Tabela 3: Efeito de diferentes tempos de exposi¢éo e poténcia do ultrassom na remocdo de L.

monocytogenes aderidas em agulhas de injecdo de salmoura.

Tratamentos Tempo de L. monocytogenes Reducéo Reducéo
(20 KHz/700w) Exposicéo ao (UFC) (Log UFC) (%)
Ultrassom (min)
60% 0 (controle) 1,4x108% +6,1x10° - 0
60% 3,5 9,3x10%P¢ + 8,3x10? 1,18 93,36
60% 14,0 2,0x10%¢ + 8,9x10? 1,84 98,57
75% 0 (controle) 1,4x1072+ 8,6x10° - 0
75% 3,5 2,0x10°° + 3,1x10° 1,85 98,57
75% 14 9,7x10%% + 2 4x10* 3,25 99,93
90% 0 (controle) 1,3x10°° + 4,4x102 - 0
90% 3,5 4,3x10%9 + 4,9x10* 1,48 96,69
90% 14,0 1,8x10%9 + 1,9x10? 1,86 98,61

Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey com 95% de confianca.
Fonte: Autor, 2016.

Ao analisar a Tabela 4, observa-se que 0 aumento no tempo de exposicdo ao
equipamento gerou uma reducdo na carga microbiana de 1,18 a 1,84 Log UFC com 60% de
poténcia, 1,85 a 3,25 Log UFC com 75% e 1,48 a 1,73 Log UFC com 90% de poténcia do
ultrassom. Esta reducdo pode ser explicada pelo mecanismo de morte microbiana gerado pelo
desgaste da membrana celular, aquecimento localizado e producdo de radicais livres
(BRONDUM et al., 1998; BUTZ e TAUSCHER, 2002). Porém, Bhat e Goh (2017) citam
que o processo de sonicagéo foi ineficaz para a redugéo da carga microbiana em amostras de

suco de morango como tratamento de 0, 15 e 30 min a 20 °C, de frequéncia de 25kHz.
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No presente trabalho, embora a maior poténcia (90%) tenha apresentado menor carga
microbiana inicial se comparada com a poténcia de 60%, a reducdo em Log UFC com 14
minutos de sonicacdo foi semelhante a obtida com 60% da poténcia. J&, com 3,5 minutos de
sonicacao, a maior poténcia resultou em maior reducdo de contaminacao em relacédo a 60% da
poténcia, indicando haver influéncia de interagdo tempo de exposi¢cdo e poténcia na
destruicdo microbiana em biofilme previamente formado. Pivasena et al. (2003) justifica que
0 tempo de exposicdo e amplitude das ondas ultrassénicas sdo o fator na eficacia da
inativacdo microbiana.

Comparando os valores para reducdo de carga microbiana observa-se que a maior
reducdo foi observada para a poténcia de 75%, em 3,25 Log de UFC, isso pode ser justificado
segundo estudo do autor Erriu et al. (2014) o qual relatou que dependendo da poténcia e
tempo de utilizacdo do equipamento este pode ser eficaz para remo¢do ou pode ser um
potencial para formacdo de biofilmes microbianos.

Como afirmado por Sala et al. (1995), a eficiéncia do ultrassom no processamento de
alimentos depende do tipo de bactéria a ser tratada. Segundo Pagan et al. (1999), L.
monocytogenes pode ser inativada por meio de ultrassom combinado com outros tratamentos,
pois o tratamento com ultrassom a 20kHz a temperatura ambiente ndo apresentou eficécia,
porém na presenca de calor houve uma redugao de 6 ciclos logaritmicos.

O processo de ultrassom, para apresentar eficacia na reducdo e esterilizacdo
microbiana em qualquer aplicacdo préatica, agiria melhor se aplicado associado a um
tratamento de pressédo, térmico ou ambos (PIVASENA et al., 2003).

A alta poténcia a frequéncia mais baixas (20 a 100 kHz) no processo de ultrassom tem
a capacidade de causar cavitacdo, que tem como finalidade no processamento de alimentos de
inativar micro-organismos. Estas regides de mudanca de pressdo provocadas pela cavitacdo
formam bolhas de gas que devido a difusdo e expansdo geram condensacdo, moléculas
condensadas colidem criando ondas de choque. A alteracdo na presséao resulta de implosdes o
qual € o principal efeito bactericida do ultrassom (PIVASENA et al., 2003).

5.5. Avaliacdo do efeito de agua quente na remoc¢do de L. monocytogenes previamente
aderidas a agulhas de injecao

A Figura 9 apresenta os resultados referentes ao efeito da agua quente na remocao de
L. monocytogenes aderidas em agulhas de injecdo. Observando a Figura 6, pode-se concluir
que para a remocdo total do biofilme formado por Listeria monocytogenes (UFC),

considerando o processo de imersdo em agua quente um tempo de 30 segundos é suficiente,
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porém considerando a remocao interna total, ou seja eliminar o biofilme no interior da agulha,
a qual apresenta espessura de 1mm, é necessario um tempo de 120 s.

Figura 9. Efeito da agua quente (82,2°C) na remocdo de L. monocytogenes aderidas em
agulhas de injecéo.
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Barbosa et al. (2016), verificou que a imersdo em agua quente (82,2°C) por 15 s,
tipicamente utilizada em industrias, provou ser eficiente para remocao do biofilme na maioria
das superficies avaliadas (facas utilizadas para desossa novas e usadas) com excecdo aos
cabos de facas usadas.

Pode-se verificar também que o tempo para eliminacgdo total de 30 s por imersdo, esta
acima do tempo preconizado pela Circular 175/2005 (BRASIL, 2005) do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento o qual determina que a higienizacdo dos instrumentos
de trabalho precedidos da lavagem dos mesmos, far-se-4 em esterilizadores com temperatura
minima de 82,2 °C (180 °F), por um tempo minimo de 15 s. O processo de injecdo de agua
guente necessitou um tempo 8 vezes maior que o0 preconizado por esta legislacéo.

A necessidade de exposicdo das agulhas por um tempo maior, pode ser devido estas
apresentam pontos de dificil acesso (internamente), com rugosidades, os quais podem
dificultar a eliminagdo do biofilme, principalmente por processos de envolvem &gua quente.

Alguns autores citam também a pasteurizacdo com agua quente, a qual concluem
como sendo eficaz para reducdo de micro-organismos. Haugea et al. (2011), verificaram que
a pasteurizagdo de carcagas de cordeiro (82°C por 8 segundos) reduziu significativamente 0s
niveis de Escherichia. coli, Enterobacteriaceae, Bacilus. cereus e contagem de bactérias
aerobicas. Para E. Coli (UFC) a reducéo foi de 99,5%, correspondendo a uma reducgéo de 1,85
log UFC por carcaca de cordeiro. O tempo utilizado pelo autor (8 s), estad condizente com
outros autores, porém apresenta um resultado diferente se comparado com o0s tempos

encontrados para o tratamento interno de agulhas de injecéo de salmoura.
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Com isso verifica-se a necessidade de um tratamento para o interior das agulhas de

Injecdo, as quais apresentam barreiras no que se refere a higienizagéo e sanitizag&o.

5.6. Efeito combinado de ultrassom e acido peracético

A determinacdo da CBM foi usada para avaliar a combinacdo de ultrassom e &cido
peracético. Como ja encontrado para o emprego do ultrassom separadamente, observa-se que
a uma poténcia de 75% por 14 min, obteve-se uma reducéo de 3,25 log de L. monocytogenes
em agulhas de injecdo de salmoura, porém sem reducéo total, ndo sendo possivel determinar
uma poténcia/tempo bactericida minimo do ultrassom.

O método combinado reduziu a concentracao bactericida minima do acido peracético
de 0,24% para 0,03% (Figura 10), verificando que a combinacdo dos métodos tornou-se
eficaz a uma concentragdo significativamente baixa de &cido peracético.

Oulahal et al. (2007) utilizaram um transdutor ultra-sdnico curvo para teste de
sanitizacdo de superficies internas ou curvas que possuam contato com alimento para
remocdo de biofilme. Eles estudaram os biofilmes de Escherichia coli e Staphylococcus
aureus formados em chapas de aco inoxidavel. Como resultado observaram que o método
ultrassom (10s a 40 kHz) isolado ndo removeu completamente o biofilme: removeu 49 = 5%
e 39 + 5% para E . coli e S . aureus, respectivamente. Porém um tratamento combinado, o
qual envolveu a aplicacdo de ultrassom e solucBes de enzimas, permitiram uma reducdo de
até 75% + 4% e de 100% £ 15% do biofilme de E . coli e S . aureus, respectivamente.

O processo de ultrassom vem sendo estudado como tecnologia "verde", ndo-quimica
na industria de carne para melhorar a qualidade e seguranca da carne. Segundo os autores
Turantas et al. (2015) o método de ultrassom combinado com outras aplicac@es, ou mesmo
ultrassom a alta poténcia vem sendo estudado e adaptado para a indUstria da carne como
processo de descontaminagdo e inativacdo microbiana. Esses estudos apresentam como
resultados que o ultrassom por si s6 ou em combinacdo com outros métodos de
processamento e/ou preservacdo tem um potencial, prevenir o crescimento microbiano e
recontaminacédo da carne, bem como para equipamentos de processo de limpeza.

Brasil et al. (2017) avaliaram um processo combinado para sanitizagdo de facas
utilizadas em industria de carnes. A combinacdo de ultrassom com &gua clorada e detergente
neutro foi utilizada para limpeza e saneamento simultaneos de facas utilizadas no abate de
bovinos. O método de saneamento convencional promoveu diminui¢do nas contagens de
mesofilos, Enterobacteriaceae, fungos e leveduras e foi observado comportamento

semelhante para ultrassom combinado & &gua clorada (2,05 mg/L de cloro e operagdo normal
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e de varredura por 10 min.) e ultrassom combinado com agua clorada e detergente neutro (5
mL/L e modo de operagédo de varredura por 5 min). No entanto, quando a concentracdo de
detergente e o tempo de sonicacdo foram aumentados (20 mL/L, 15 min.) houve uma forte
diminuicdo nas contagens de mesofilos, Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, fungos e
leveduras.

Comparando os dados encontrados pelos autores citados, com os dados do presente
estudo, pode-se verificar que o processo de ultrassom combinado com outros métodos
sanitizantes é eficaz para tratamento de utensilios e superficies utilizadas na industria de

alimentos.

Figura 10: Efeito do método ultrassom (14 min a 75%- 20kHz) combinado com é&cido
peracético em diferentes concentracBes, para remocdo de biofilme formado por L.

monocytogenes (24 horas de contato) em agulhas de injecdo de salmoura.
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O estudo avaliando o método combinado entre agua acida eletrolizada (AEW),
ultravioleta (UV) e ultrassom (US) contra L. monocytogenes em filetes de salméo, obteve
como resultado para os tratamento UV + US e UV + US + AEW, uma reducdo
significativamente maior em L. monocytogenes, de 0,79 e 0,75 log UFC/g, se comparada
com o controle (0,17 log UFC/g) em &gua destilada (dH-0), indicando que UV + US e UV +
US + AEW foram eficazes na reducdo das populagbes de L. monocytogenes em filetes de
salméo crus (MIKS-KRAJNIK et al., 2017).

Avaliando o efeito antimicrobiano de agua eletrolisada ligeiramente acida (AEW)

através da adicdo de tratamento sinérgico com ultrassom (US) e tratamento térmico brando na
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seguranga microbiana de pimentdo recem-cortado, ocorreu uma reducdo de aproximadamente
3,0 log UFC/g para Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium, com o tratamento
AEW + US + 60°C. Os resultados demonstram que a combinacédo entre o ultrassom e calor
brando tiveram efeito sinérgico contra os dois patdgenos (LUO e OH, 2016).

Comparando a eficacia de tratamentos individuais (ultrassom 40 kHz e acidos
organicos 0,3, 0,5, 0,7, 1,0 e 2,0% &cido malico, lactico e citrico por 5min.) e sua combinacéao
na reducdo de Escherichia coli O157: H7, Salmonella Typhimurium e L. monocytogenes em
alface fresca organica, o tratamento combinado de ultrassom e acidos organicos resultou em
0,8 a 1,0 log de reducdo adicional em relacdo aos tratamentos individuais, sem causar
significativa mudanca de qualidade (cor e textura) em alface. As redu¢des méaximas de E. coli
0157:H7, S. Typhimurium e L. monocytogenes foram 2,75, 3,18 e 2,87 log CFU/g observadas
apos tratamento combinado com ultrassom e acido organico a 2% durante 5 min,
respectivamente. Sugerindo que o tratamento combinado do ultrassom com &cidos orgénicos
foi eficaz na reducdo de patdgenos em compara¢ao com tratamentos individuais (SAGONG et
al., 2011).

Segundo Gao et al. (2014), a razéo da inativagcdo do micro-organismo em funcdo do
tempo de sonicacdo para Enterobacter aerogenes como para Aureobasidium pullulans em
Log diminui linearmente com o tempo de sonicacao e a taxa de inativacdo aumenta (menor
valor D) com o aumento no poder de sonicacdo. No presente estudo observou-se reducdo na
concentracdo de sanitizante necessaria para inativacdo de L. monocytogenes com 0O USO
combinado com ultrassom indicando uma provavel reducdo no tempo de exposicdo ao
sanitizante (reducdo do valor D) em maiores concentracdes (ndo avaliado no presente estudo).

Propbe-se com isso a combinacgdo entre ultrassom e acido peracético, por aumentar a
taxa de inativacdo do micro-organismo (reducdo do valor D), pelo processo de cavitacdo
gerado pelo ultrassom, removendo parcialmente o biofilme ou facilitando a acdo do
sanitizante. O método de ultrassom por ser um processo aplicado previamente a varios
sanitizantes com maior facilidade de diminuir o nimero inicial de células, o que pode ser uma

alternativa considerando métodos combinados.

5.7. Efeito da higienizagdo prévia com detergentes alcalino e acido e sanitizagdo com
acido peracetico

A eficicia da higienizacdo prévia com detergente alcalino e &cido seguida de
sanitizacdo com &cido peracético também foi avaliada para a remocdo de biofilmes de L.

monocytogenes previamente aderidos nas agulhas de injecdo de salmoura por 24 h.

39



A eficécia do sanitizante &cido peracético em diferentes concentraces na inativacdo de
células aderidas de L. monocytogenes nas agulhas por 24 h, com e sem tratamento prévio de
higienizacdo com os detergentes é apresentada na Figura 11.

A CBM obtida sem a higienizacdo prévia foi de 0,25%, semelhante a encontrada nos
ensaios anteriores (0,24%). Observa-se uma reducdo na CBM do &cido peracético para 0,03%,
confirmando a contribuicdo do uso dos detergentes alcalino e acido na higienizagdo prévia a

sanitizacao.

Figura 11: Determinacdo da CBM de &cido peracético sobre biofilme de L. monocytogenes
(24 horas de contato), com e sem higienizagdo prévia com detergentes alcalino e acido.
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Esta alta eficacia foi provavelmente atribuida a higienizacdo conjunta com detergente
alcalino seguido de detergente acido, 0s quais também tem acéo bactericida. Além disso, a injecéo
de cada um dos detergentes e posteriormente do sanitizante possivelmente aumentaram o tempo
de solvatacdo, facilitando a remocdo do biofilme e consequente morte microbiana. Bremer et al.
(2006), estudaram a eficacia da lavagem basica e acida seguida de sanitizante na reducdo do
namero de bactérias viaveis ligadas as superficies de aco inoxidavel e observaram que a adicéo de
um aditivo basico, melhorou a remoc&o do biofilmes formados em superficies de aco inoxidavel.

Na aplicacdo de detergentes para a higienizagéo, deve-se considerar a hidrofobicidade do
componente a ser eliminado. Muitos dos componentes das membranas bioldgicas s&o
hidrofébicos ou tém extensas superficies hidrofobicas. Os componentes lipidicos da parede
bacteriana ndo sdo sollveis em agua. Os detergentes sdo moléculas anfipaticas que, devido a sua

estrutura quimica, formam micelas (estruturas globulares) com interiores hidrofébicos e
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superficies polares. Os componentes de membrana hidrofobicos podem ser transferidos das
membranas para as micelas de detergente (YEAGLE, 2016).

Esta higienizacdo alcalina e acida é feita apenas uma vez por semana na maioria das
industrias que utilizam agulhas de injecdo de salmoura, mas os resultados indicam que 0 uso
diario poderia aumentar a seguranca alimentar em relacéo a eliminacéo de focos de biofilme de L.
monocytogenes ou servir como tratamento especifico quando da ocorréncia desta bactéria na

industria.
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6. CONCLUSAO

Com os resultados obtidos no presente obteve-se as seguintes conclusdes:

O rastreamento microbiolégico na industria indicou maior foco de contaminacdo no
setor Z. Observou-se maior contaminagdo de L. monocytogenes em relacdo a Salmonella sp.
durante o periodo de rastreamento avaliado. O rastreamento dos produtos e da linha de
producdo do setor Z indicaram as agulhas de injecdo de salmoura com maior potencial de
contaminacéo;

A avaliacdo da adesdo de L. monocytogenes nas agulhas indicou formacao de biofilme
apos 6 horas de contato das agulhas com a bactéria;

A concentracdo bactericida minima (CBM) do &cido peracético sobre biofilme de L.
monocytogenes em condicdes laboratoriais foi de 0,015%;

Nas agulhas submetidas a imersdo em acido peracético por 10 min, determinou-se
CBM de 0,03 e 0,012% para biofilmes de 6 e 24 h de contato com a bactéria,
respectivamente;

A injecdo de acido peracético no interior das agulhas e com drenagem do mesmo a
acao por 10 min forneceu CBM de 0,06 e 0,24% para biofilmes de 6 e 24 h de contato com a
bactéria, respectivamente;

O método de imersdo em sanitizante acido peracético por 10 min apresentou 0 menor
CBM se comparado com o0 método de injecdo para o tratamento interno de agulhas de injecéo
de salmoura sobre o biofilme formado por L. monocytogenes;

A exposicdo das agulhas ao ultrassom propiciou uma reducgéo da carga microbiana do
biofilme de até 3,25 Log UFC/agulha com frequéncia de 20 KHz, 75% da poténcia (700w) e
tempo de exposicdo de 14 min;

A &gua quente (82,2 °C) foi eficaz na remocdao do biofilme de L. monocytogenes com
imersdo por 30 segundos ou injecdo por 120 s;

A combinacdo entre o ultrassom por 14 min de exposicado e 75% de poténcia (700w)
com &cido peracético, apresentou um reducéo da CBM de 0,24% para 0,03%;

A higienizacdo prévia com detergentes alcalino e &cido seguida de sanitizagdo por
injecdo de acido peracetico apresentou reducdo da CBM de 0,25% para 0,03%.

Os resultados indicam que 0 uso combinado de ultrassom e sanitiza¢do ou uso diario de

detergentes alcalino e acido poderia aumentar a seguranca alimentar em relacéo a eliminagdo de
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focos de biofilme de L. monocytogenes ou servir como tratamento especifico quando da

ocorréncia desta bactéria na indUstria.

43



7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Avaliar biofilmes de outras bactérias de interesse industrial como por exemplo
Salmonella sp.;

- Avaliar a eficdcia de mais de uma injecdo do sanitizante no mesmo processo de

sanitizacéo;

- Avaliar a cinética de inativacdo em mais de uma concentracdo de sanitizante e mais

tempos de exposicdo ao ultrassom numa determinada poténcia, para determinacgéo de valor D;

- Avaliar a acdo de cada detergente separadamente na higienizacdo prévia e posterior

sanitizacdo;

- Avaliar outros sanitizantes na remocdo de biofilmes em agulhas de injecdo de

salmoura;

- Avaliar a eficécia dos tratamentos indicados em condic¢@es industriais.
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