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RESUMO

SILVA, Délcio Bueno. Atuacdo de ozbnio sobre biofilme de Listeria
monocytogenes em tubulagdo de ago inoxidavel. 2009. 92 p. Tese (Doutorado
em Ciéncia de Alimentos) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A busca incessante por qualidade e precos justos, faz com que surjam
novos elementos, como o 0zo6nio, que higienizam os equipamentos da industria
de laticinios com eficiéncia e sem o desmonte, por meio do sistema Clean in
Place (CIP). Um fator que dificulta a higienizag@o no sistema CIP ¢ a formagao
de biofilme, populacdes bacterianas em matriz-fechada, aderentes as superficies.
Pode-se citar a L. monocytogenes, que além da capacidade de formacdo de
biofilme, ¢ um agente patogénico emergente. A eficiéncia na higienizacdo com
pouca emissdo de poluentes, traz como destaque o ozdnio, devido ao alto poder
oxidante, a potencialidade na higienizagdo e a versatilidade. Os objetivos deste
trabalho foram: verificar a formac¢do de biofilme por L. monocytogenes na
superficie interna de tubulagdes em ago inoxidavel utilizando leite integral como
meio de cultura; verificar o efeito dos agentes sanificantes em relagdo ao tempo
de aplicacdo; avaliar o efeito da agua ozonizada como agente de limpeza do
sistema CIP; avaliar a eficicia do hipoclorito de sodio e da dgua ozonizada como
agentes sanitizantes da superficie interna de tubulagdo de aco inoxidavel, com
presenca de biofilme de L. monocytogenes, no sistema CIP. Para a realiza¢do
deste trabalho, dois segmentos de tubulacdo de ago inoxidavel foram incubados
em meio com leite integral e L. monocytogenes por 10 dias a 28°C sob agitagao,
apds a formagao do biofilme os segmentos foram levados a um prototipo que
proporcionava a circulagdo de liquidos impulsionados por uma bomba
hidraulica, possibilitando a limpeza por circulagdo tipo Clean in Place (CIP). Os
segmentos acoplados no protétipo sofreram higienizagdes com oito tratamentos
sendo: H1- lavagem com soda 1%(10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua (3
minutos); H2 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificacdo com
cloro 100ppm (3 minutos); H3 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e
sanificacdo com agua ozonizada 4,9ppm (3 minutos); H4 - lavagem com agua
ozonizada 5,1ppm (10 minutos) e sanificagdo com agua ozonizada 4,9ppm (3
minutos); HS - lavagem com soda 1%(10 minutos/56°C) e sanificacdo com agua
(10 minutos); H6 - lavagem com soda 1%(10 minutos/56°C) e sanifica¢cdo com
cloro 100ppm (10 minutos); H7 - lavagem com soda 1%(10 minutos/56°C) e
sanificacdo com agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos); H8 - lavagem com agua
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ozonizada 5.1ppm (10 minutos) e sanificagdo com agua ozonizada 5,1ppm (10
minutos), utlizou-se na analise estatistica o teste de Kruskal-Wallis e o teste de
Wilcoxon. Conclui-se que: ocorreu formagdo de biofilme maduro de L.
monocytogenes na superficie interna da tubulagdo de ago inoxidavel, em ambos
os segmentos; no segmento de reta os tratamentos que apresentaram as melhores
performances, promovendo uma eliminagdo total do bifilme foram o H6 ¢ H7.
No segmento de curva, os tratamentos que ndo apresentaram diferenca entre
contagem inicial e final significativa foram H4 e H8. O tempo de contato de dez
minutos foi fator determinante para a eficiéncia da sanitizagdo da superficie
interna de tubulagdo de ago inoxidavel quando aplicado no sistema CIP de
higienizagdo. A adgua ozonizada a 5,1ppm, ndo obteve turbuléncia suficiente para
eficiéncia na limpeza, ndo sendo recomendada para limpeza de tubulagdo no
sistema CIP.

Palavras-chave: sanificagdo, higienizacao, leite, hipoclorito de sddio.



ABSTRACT

SILVA, Délcio Bueno. Action of ozone upon biofilm of Listeria
monocytogenes on stainless steel pipeline. 2009. 92p. Thesis (Doctorate in
Food Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

The ceaseless search for good quality and fair prices brought about new
elements, such as ozone, that efficiently clean the equipments of the dairy
industry without dismantling them, through the Clean in Place (CIP) system. A
factor that hinders the CIP system sanitizing is the formation of biofilm,
bacterial population in closed matrix, adhered to surfaces. L. monocytogenes is
one of them, that, aside from its ability of forming biofilm, is also an emergent
pathogenic agent. The sanitizing efficiency, with little pollutant emission, brings
forward the importance of the ozone due to its high oxidant power, sanitizing
potentiality and versatility. The objectives of this study were: to verify the
formation of biofilm by L. monocytogenes in the inner surface of stainless steel
pipeline using whole milk as culture medium; to verify the effect of sanitizing
agents with regard to the application period of time; to validate the effect of
ozonized water as a CPI sanitizing agent; to measure the efficacy of sodium
hypochlorite and ozonized water as sanitizing agents of inner surface of stainless
steel pipeline containing L. monocytogenes biofilm in the CIP system. To carry
out this study, two stainless steel pipeline segments were incubated in medium
with whole milk and L. monocytogenes for 10 days in a temperature of 82.40°F
under agitation. After the biofilm formation, the segments were taken to a
prototype that supplied liquid circulation, propelled by a hydraulic pump,
allowing the CIP sanitization by circulation. The segments connected to the
prototype were submitted to 8 different sanitization treatments: H1-washing with
1% Sodium Hydroxide (10 minutes/ 132.80°F) and sanification with water (3
minutes); H2-washing with 1% Sodium Hydroxide (10 minutes/ 132.80°F) and
sanification with 100ppm chlorine (3 minutes); H3-washing with 1% Sodium
Hydroxide (10 minutes/ 132.80°F) and sanification with 4.9ppm ozonized water
(3 minutes); H4- washing with 5.1ppm ozonized water (10 minutes) and
sanification with 4.9ppm ozonized water (3 minutes); H5-washing with 1%
Sodium Hydroxide (10 minutes/ 132.80°F) and sanification with water (10
minutes); H6-washing with 1% Sodium Hydroxide (10 minutes/ 132.80°F) and
sanification with 100ppm chlorine (10 minutes); H7-washing with 1% Sodium
Hydroxide (10 minutes/ 132.80°F) and sanification with 5.1ppm ozonized water
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Profa.Dra. Roberta Hildorf Piccoli - UFLA



(10 minutes); H8- washing with 5.1ppm ozonized water (10 minutes) and
sanification with 5.1ppm ozonized water (10 minutes). It was used the Kruskal-
Wallis and the Wilcoxon Tests in the statistic analysis. It was concluded that: it
occurred the L. monocytogenes biofilm formation in the inner surface of
stainless steel pipeline in both segments; in the straight segment the treatments
that presented the best performances, promoting a total elimination of biofilm,
were H6 and H7; in the curved segment, the treatments that did not presented
any difference between the initial and final counting were H4 and H8. The
contact period of 10 minutes was a determining factor for the sanification
efficiency of the inner surface of stainless steel pipeline when applied in the CIP
system. The 5.1ppm ozonized water had not adequate turbulence regarding
sanification efficiency not being recommended for the CIP system pipeline
sanification.

Keywords: sanification, hygienization, milk, sodium hypochlorite



1 INTRODUCAO

Atualmente a alta competitividade do mercado busca eficiéncia e
exigem adaptagdes, como a melhoria da qualidade de produtos naturais e sem
residuos. O mercado consumidor € exigente e, entre outros requisitos, procura
produtos de alta qualidade e precos justos. O resultado desta busca ¢ o
surgimento de novos desafios tecnologicos.

A qualidade do leite pode ser abordada sob varios aspectos, dentre eles
destacam-se: qualidade fisico-quimica, contagem de células somaticas,
integridade, qualidade sensorial e estética e a qualidade microbiologica. A
qualidade microbiologica do leite, além de ser visada pela saide publica, é
prioridade, interferindo e sendo afetada de forma significativa pelos outros
parametros. A busca incessante por qualidade e baixo custo, faz com que novos
equipamentos surjam constantemente na industria de laticinios. Desta forma, a
necessidade de higieniza-los com eficiéncia e rapidez, sem o desmonte dos
mesmos, tem feito com que o sistema Clean in Place (CIP) se torne cada vez
mais comum.

Um fator que dificulta os processos de higienizagdo no sistema CIP ¢ a
formacdo de biofilme, populagdes bacterianas envolvidas por matriz de
exopolissacarideo aderidas as superficies, que propiciam maior resisténcia as
bactérias aderidas (sésseis), sendo fonte de recontam inacdo, devido a
biotransferéncia. Existem varias bactérias capazes de aderir e formar de
biofilme, dentre elas destaca-se a Listeria monocytogenes.

A dificuldade na higienizaggo e a necessidade de processos adequados
tém ditado novos conceitos industriais como: a necessidade de eficiéncia na
higienizagdo, pouca emissdo de poluentes ao meio ambiente e baixo custo

operacional. Adequando-se a estes requisitos, o 0zonio tem destaque devido ao



alto poder oxidante e a sua potencialidade na higienizagdo, agindo como potente
bactericida, ndo poluente, ndo deixando residuos toxicos e sem necessidade de
armazenamento, sendo produzido no local de uso. A auséncia da necessidade de
estocagem diminui custos e aumenta a eficiéncia do processo. A versatilidade do
ozdnio, ja comprovada em outros sistemas, gera expectativas quanto ao seu
eficiente efeito na sanificagdo em sistema CIP e a criacdo de tecnologia
promissora.

A busca de novos recursos de higienizacdo eficientes e tecnologicos é
ocasionada também pela existéncia de bactérias como a L. monocytogenes, que
além da capacidade de formagdo de biofilme, ¢ um agente patogénico
emergente, causador de Doenga Transmissivel por Alimentos (DTA) em
humanos, podendo causar septicemia, meningite e aborto. A sua ocorréncia em
individuos imunussuprimidos provoca alta mortalidade.

A combinacdo destes fatores apresentados resultou nos seguintes
objetivos: a) Verificar a formagdo de biofilme por L. monocytogenes na
superficie interna de tubulacdo de ago inoxidavel utilizando leite integral como
meio de cultura; b) avaliar do efeito da agua ozonizada como agente de limpeza
quando utilizada no sistema Clean in Place (CIP); c¢) Avaliar a eficiéncia do
hipoclorito de sodio e da agua ozonizada como agente sanificante da superficie
interna de tubulacdo de ago inoxidavel AISI 304 com presenga de biofilme de L.
monocytogenes, no sistema CIP; d) Verificar a influéncia do tempo de
exposicdo, trés e dez minutos, ao efeito dos agentes sanificantes sobre o biofilme

de L. monocytogenes.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biofilme

Biofilmes s@o definidos como populagdes bacterianas em matriz-fechada
aderentes umas as outras e/ou a superficies ou interfaces. Esta defini¢do inclui
agregados microbianos, flocos e também populacdes aderentes dentro dos
espagos dos poros de meios porosos (Costerton & Lewandowski, 1995).
Basicamente os biofilmes sdo constituidos por bactérias e biopolimeros
extracelulares que elas produzem (Arcuri, 2000). Podendo também conter
fungos e/ou protozoarios, de modo isolado ou em combinacdo (Jay, 2005).
Durante a formacdo do biofilme, um agregado de células se insere em uma
matriz de substancias exopoliméricas que ddo origem a uma estrutura rigida de
trés dimensoes (Demuth & Lamont, 2006).

Em geral, o biofilme se apresenta como uma camada limosa de
aproximadamente 10pum de espessura, com massa irregular de microrganismos
que se estende em até 200 pm acima. Os microrganismos situados acima da
camada limosa vivem em condigOes aerobicas, os do interior vivem em
condi¢des anaerdbicas. Os biofilmes podem ser encontrados em qualquer parte
onde haja agua e um suporte solido para se desenvolverem (Tortora et al., 2002).

A formacao do biofilme pode ser descrita como um processo de trés
etapas: desenvolvimento de um filme condicionado, colonizagdo primaria, e
amadurecimento  dos  biofilmes associados com a produgdo de
exopolissacariideos extracelulares (EPS) e residuos (Mittelman, 1998).

Segundo Characklis & Cooksey (1983), o desenvolvimento do biofilme
pode ser considerado o resultado dos processos fisicos, quimicos e biolégicos,
sendo eles: o transporte de moléculas organicas e células microbianas para a

superficie molhada; a adsor¢do de moléculas organicas na superficie molhada,



resultando em superficie “condicionada”; a adesdo de células microbianas na
superficie condicionada; o metabolismo por aderéncia de células microbianas,
resultando em mais aderéncia de células e associagdo de material; o
deslocamento de porgdes de biofilme.

Busscher & Weerkamp (1987) propdem o seguinte mecanismo de
adesdo bacteriano: em distancias superiores a 50nm entre a célula e a superficie
somente as forcas atrativas de Van der Wall operam, uma vez que essa distncia
ndo ocorre & oposicao de forcas e o reconhecimento de componentes especificos
de superficie. A aproximagao celular ¢ mediada por propriedades ndo especificas
de sua superficie; ja em distancias entre 10 e 20nm ocorrem intera¢des
secundarias devido a repulsdo eletrostatica. Nesta etapa a adesdo ¢ considerada
reversivel, porém, com o passar do tempo pode diminuir a reversibilidade ou
tornar essencialmente irreversivel, devido ao rearranjo da superficie da célula
bacteriana, levando as interagdes de curta distancia. Para que isto ocorra, o filme
de 4agua precisa ser removido da interacao entre as superficies (bactéria/suporte).
O papel fundamental da hidrofobicidade ¢ dos componentes hidrofobicos na
superficie de aderéncia bacteriana, provavelmente, ¢ a razdo do efeito
desidratante nesse filme de agua, o que permite a ocorréncia de interagdes
especificas de curta distancia; em distancias de separagcdes menores que 1,5mm,
em que uma barreira da energia potencial ja foi ultrapassada, interagdes
especificas, como as que podem se originar de forcas polares de curta distdncia
podem ocorrer. Estas interagdes conduzirdo a uma ligagdo essencialmente
irreversivel.

Wirtanen et al. (1996) consideraram biofilme a concentracdo de células
na superficie de 10° UFC/cm®. Andrade et al. (1998) consideram um biofilme
microbiano estabilizado quando hd um grande namero de células, acima de 10’

células por cm’. As células num biofilme podem entrar num estado de vida em



que sdo viaveis, mas ndo cultivaveis (VBNC — viable-but-non-cuturable)
(Arcuri, 2000).

Biofilmes sdo importante fonte de bactérias patogénicas e deterioradoras
no processamento do leite na industria. A fisiologia das bactérias sésseis difere
das bactérias planctonicas, fator importante no seu aparente diferencial de
resisténcia antimicrobiana (Mittelman, 1998).

A estrutura do EPS do biofilme proporciona as bactérias protecao contra
ampla gama de agentes antimicrobianos. A combinag@o de barreiras difusionais
inespecificas, vinculadas a carga molecular associada aos EPS, ¢ um anti-
oxidante intrinseco reduzindo a eficdcia antimicrobiana drasticamente
(Mittelman, 1998). Assim pode-se dizer que os microrganismos, no biofilme,
sd0 mais resistentes a sanificagdo e também a limpeza (Jay, 2005).

Biofilmes podem ser formados dentro de poucas horas, porém o
biofilme “completo” pode levar dias ou semanas para atingir seu perfeito
equilibrio. Pseudomonas aeruginosa aderem ao ago inoxidavel dentro de 30
segundos de exposi¢do. Pseudomonas fragi aderem dentro de 30 minutos num
fluxo de leite constante a 25°C e a 4°C, dentro de 2 horas (Arcuri, 2000).

E importante compreender as interagdes entre as bactérias e as
superficies especificas de transformagao de alimentos nos ambientes de servigos
e os impactos da associa¢do da superficie e bactérias sobre limpeza e saneantes,
para fornecer as medidas mais eficazes na prevencao da formacao do biofilme e
na remog¢do do mesmo (Wong, 1998).

Incrustagdes sdo as indesejaveis formagdes de depositos inorganicos
e/ou organicos nas superficies. Estes depdsitos podem impedir o fluxo de calor
em toda a superficie, aumentando a resisténcia do atrito dos fluidos com a
superficie ¢ aumentando a taxa de corrosdo da superficie em todos os casos,
resultando em perda de energia e material. Varios tipos de incrustagdes e suas

combinagdes podem ocorrer, entre elas, as incrustacdes bioldgicas ou



bioincrustacdes. As incrustagdes bioldgicas resultam em: desenvolvimento de
um biofilme consistindo de microrganismos ¢ seus produtos; deposicdo de
microrganismos deposito de detritos variados (Characklis & Cooksey, 1983).

Boari (2008) observou a capacidade do Staphylococcus aureus e
Aeromonas hydrophila de formar biofilme em ago inoxidavel, utilizando o leite
desnatado como fase aquosa em diversas temperaturas, constatando que no
cultivo multiespécie a 18°C ocorreu a formacdo de biofilme com dois ciclos
logaritmos menos de células sésseis que em condigdes de monocultivo,
observando que no cultivo multiespécie o S. aureus reduziu a quantidade de A.
hydrophila no biofime quando comparado com o monocultivo.

Tide et al. (1999) estudaram a influéncia dos procedimentos de
soldagem sobre colonizagdo bacteriana do aco inoxidavel, obtendo resultados
que sugerem que a atual pratica de afiacdo e polimento das soldaduras, para
alcangar acabamento superficial que atenda atuais normas da industria alimentar,
nao tem influéncia significativa sobre curto prazo de adesdo bacteriana.

A higienizagdo para a remocao de biofilmes necessita de tratamentos
mecanicos e a quebra quimica da matriz de polissacarideos, que pode inibir a
penetracdo do desinfetante devido a perda de propriedades umectantes, necessita
de atividade de detergéncia para remoc¢do de sua camada externa (Forsythe,
2002).

Varios autores utilizaram em suas pesquisas o 0zonio para o combate de
biofilmes. Greene et al. (1993) utilizaram a 4gua ozonizada (5ppm/10 minutos) e
sanificantes clorados (100ppm/2 minutos), que foram comparados pela eficacia
contra biofilmes formados em superficies em contato com leite. Chapas de ago
inoxidavel foram incubadas em leite UAT inoculados com culturas puras de
Pseudomonas fluorescens (ATCC 949) ou Alcaligenes faecalis (ATCC 337). Os
tratamentos por ozonizagdo e cloracdo reduziram as populagdes bacterianas

acima de 99% na superficie de ago inoxidavel.



Khadre & Yousef (2001a) concluiram que o 0zonio ¢ eficaz sanificante
com potenciais aplica¢cdes na descontaminagdo dos materiais de embalagem e de
superficies de contato de equipamentos alimentares, apds estudos que avaliaram
a a¢do do 0zOnio na inativa¢do de contaminantes naturais, biofilmes bacterianos,
filmes secos de esporos de Bacillus subtilis, Pseudomonas fluorescens em
embalagem multifoliadas asséptica de alimentos e superficie de aco inoxidavel,
observaram também que o ozbnio agiu sobre biofilmes de Pseudomonas
fluorescens de forma mais eficaz em ago inoxidavel do que em embalagens
multifoliadas.

Hems et al. (2005) avaliaram o potencial do o0z6nio como agente
antibacteriano “in vitro” comparado ao hipoclorito de sodio utilizando o
Enterococcus faecalis como a espécic de teste. O ozbnio teve efeito
antibacteriano em células de E. faecalis plancténicas, mas pouco efeito quando
em biofilme.

Robbins et al. (2005) avaliaram a eficacia do 0zonio, cloro e peroxido de
hidrogénio em destruir células planctdnicas e sésseis de Listeria monocytogenes.
A L. monocytogenes foi sensivel ao 0zonio (O3), cloro, e perdxido de hidrogénio
(H20,). As células planctonicas foram destruidas pelo ozdnio, sendo necessario
aumento consideravel da concentracdo do ozonio (16 vezes) para que ocorresse
a completa eliminagao das células do biofilme.

Florjanic & Kristl (2006) verificaram que os sistemas de purificagdo,
armazenamento e distribui¢do da dgua na temperatura ambiente sdo altamente
suscetiveis a contaminagdo e a formacdo do biofilme, logo, investigaram por
quatro anos as contagens de placa heterotréficas e a concentragdo dos compostos
orgénicos totais na dgua com concentragdes de ozoénio em 70 +/- 20ppb na
produgdo e 250 +/- 50ppb no regime de desinfeccdo. Concluiram que o nivel
especificado do ozbénio impede o crescimento ¢ a formagdo de biofilme no

sistema da distribuicao de agua.



Fielding et al. (2007) observaram que a redugdo da qualidade da cerveja
pode surgir do desenvolvimento de biofilme em suas linhas de transporte. As
comparagdes entre as limpezas quimicas tradicionais e a limpeza com agua
ozonizada (2,3mg/L) foram realizadas utilizando modelo de sistema de
distribui¢do, contra organismos isolados de uma cervejaria (Enterobacter e
levedura) e concluiram que o potencial para a utilizagdo da dgua ozonizada em
substituicdo de produtos quimicos na limpeza das linhas da cervejaria foi
demonstrado, uma vez que resulta em uma melhora significativa da redugao
microbiana ndo deixando residuos no sistema, levando também a uma redugéo

de manchas.

2.2 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ¢ conhecida desde o inicio do século XX, mas
sua identifica¢do definitiva como espécie bacteriana foi feita somente em 1940,
sendo seu nome derivado de Lister (Lorde Joseph Lister, cirurgido inglés), e
monocytogenes, da observagdo inicial sobre a capacidade em causar monocitose
em coelhos, mas ndo observada em humanos (Campos & Silva, 2008).

Listeria monocytogenes ¢ um bacilo gram-positivo pleomoérfico, ndo
produtor de endosporo nem de cépsula moével. Sdo aerdbicas facultativas,
fermentadoras de glicose e capazes de crescer em temperaturas entre 4°C e
45°C. Suportam variagdes de pH entre 6,0 ¢ 9,0 e concentragdo de sal de mais de
20% (Campos & Silva, 2008).

Franco et al. (2003) citam que o pH ideal para a L. monocytogenes ¢ de
6,0 a 8,0, a temperatura de crescimento varia de 2,5°C a 44°C e a atividade
Otima de agua para seu crescimento ¢ proxima de 0,97, sendo capaz de se
multiplicar em atividade de agua de 0,92, considerada baixa para um patdgeno.

Microrganismo ubiquitario, bem adaptado ao ambiente, capaz de ser

isolado de diversas fontes ambientais como agua, solo, produtos alimentares,



animais ¢ humanos (Campos & Silva, 2008; Jay, 2005, Franco et al., 2003;
Walker, 2003). Possui varios fatores de viruléncia como a internalinas (inlA e
inlB), listeriolisina O (LLO), fosfolipase C (PlcA e PlcB), ActA (actin
Nucleating Factor), Autolisina (Ami), Hidrolase (p60), metaloprotease (Mpl) e
capacidade de captagdo de ferro, sendo estes fatores os que possibilitam sua
capacidade de invadir e sobreviver dentro da célula do hospedeiro, escapando
assim, do sistema imune (Campos & Silva, 2008; Franco et al., 2003; Walker,
2003).

A listeriose ¢ considerada uma Doenca Transmissivel por Alimentos
(DTA), que embora conhecida, é considerada emergente uma vez que sua
ocorréncia esta frequente, provocando surtos em varios paises, evidenciando a
fragilidade dos programas de preven¢ao e controle. No Canad4, Estados Unidos
da América, Japao, paises da Comunidade Européia e paises latino-americanos,
as DTA sio ocasionadas por bactérias como Campylobacter jejuni, Cyclospora
cayetanensis, Escherichia coli O157: H7, Listeria monocytogenes, Salmonella
sp. Vibrio cholerae, entre outros. As investigacdes no Canada ¢ nos Estados
Unidos de surtos ocasionados durante os ultimos anos por Listeria
monocytogenes demonstram sua estreita associagdo com os alimentos. Nos
Estados Unidos, em 1999, os Centros para o Controle e a Preven¢do de Doengas
(CDC) fizeram uma compilacdo e analise da informag@o de varios sistemas de
vigilancia e estimaram que nesse pais ocorreram 76 milhdes de casos de DTA,
325.000 hospitalizagdes ¢ 5.020 mortes por ano. Patogenos como Listeria,
Salmonella e Toxoplasma sdo responsaveis por 1.500 mortes a cada ano.
Durante o ano de 1999, 22 paises enviaram informacdes ao sistema, indicando a
ocorréncia de 3.577 surtos, 113.349 casos e 210 mortes. O alimento associado a
estes surtos foi identificado em 2.540 dos casos (74,5%). Os alimentos de

origem animal tiveram a participacdo mais alta (1.457 surtos), o que representa



61,7% do total, conforme a Organizacdo Pan-Americana da Saude, OPAS
(2000).

As infecgdes por L. monocytogenes ocorrem geralmente apds a ingestao
de alimentos contaminados, sendo o sitio primario de entrada no hospedeiro, o
trato gastrointestinal. O periodo de incubagdo pode variar em 20h apds a
ingestdo de alimentos contaminados no caso de gastroenterite; de 20 a 30 dias,
no caso de doengas invasivas. A dose infectante parece ser alta (10° bactérias)
(Campos & Silva, 2008).

Os pacientes mais suscetiveis sdo aqueles que apresentam deficiéncias
fisiologicas e patologicas que afetam a imunidade mediada por células T.,
estando neste grupo de risco as mulheres gravidas, neonatos, pacientes
imunocomprometidos, idosos e adultos debilitados com doencas intercorrentes
(Campos & Silva, 2008).

Doengas como infeccdo na gestagdo, infeccdo neonatal, bacteremia,
meningites, abscessos cerebrais, endocardites e infec¢des localizadas, sdo
causadas por L. monocytogenes (Campos & Silva, 2008; Franco et al. 2003;
Levinson & Jawetz, 2005).

A Listeria monocytogenes ¢ bastante resistente podendo, em alguns
casos, sobreviver a pasteurizagdo, contaminar a agua de rios, de lagoas e mar.
Essa bactéria, considerada altamente patogénica, assim como outras, pode
contaminar e se disseminar ainda mais no meio ambiente, assim como também
pode contaminar outras fontes de alimentos. Muito embora seja conhecida sua
ampla distribui¢do na natureza, a L. monocytogenes tornou-se alvo de estudos
uma vez que foi estabelecido seu papel como patdégeno de origem alimentar e até
hoje ndo se sabe quantitativamente, qual é a importancia real de um hospedeiro
com Listeriose inaparente (hospedeiro reservatério, sem a doenga), na
distribuigdo da bactéria no meio ambiente e para hospedeiros susceptiveis

(Nascimento & Nascimento, 2000).
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Os casos de listeriose em humanos sdo raros, mas a severidade da
infeccdo ¢ elevada. A sintomatologia ¢ do tipo gastrointestinal, mas também
pode originar o aparecimento de septicemia ¢ meningoencefalites com
mortalidade elevada. Em 2005, foi reportado por 23 Estados-Membros e dois
nao membros da Unido Européia, um total de 1439 casos, sendo a taxa de
incidéncia de 0,3 casos por 100 mil habitantes, similar a 2004 ¢ a 2003 (S4 &
Ferreira, 2007).

A L. monocytogenes em alimentos, representa perigo em potencial para
a saude coletiva, devendo-se intensificar a fiscalizagdo de produtos de origem
animal quanto a inocuidade alimentar conclusdo de Mantilla et al. (2007), em
seu trabalho sobre a importancia da L. monocytogenes em alimentos de produtos
de origem animal.

O'Donnell (1995) pesquisou tanques de leite cru em fazendas na
Inglaterra e no Pais de Gales por 15 meses entre 1992-93. Foram analisadas para
Listeria ssp. um total de 2009 amostras, destas, 310 (15,43%) foram encontradas
positivas para Listeria spp., 102 (5,08%) das amostras positivas produziram L.
monocytogenes, o que representou 33% dos isolamentos de Listeria. Houve um
aumento significativo na taxa de isolamento para listerias entre outubro e margo,
em consondncia com o periodo durante o qual as vacas foram alojadas em
espagos interiores.

Franscescato et al. (2002) verificaram a freqliéncia de patdogenos
emergentes relacionados a doencas transmitidas por alimentos em areas
selecionadas no estado de Sao Paulo - julho de 1998 a julho de 2000, estas areas
eram dos municipios de Botucatu, Marilia e alguns distritos administrativos de
Sdo Paulo (Consolagdo, Jardim Paulista, Cerqueira César, Saude e Vila
Mariana). Nao foi constatada a presenga de Listeria sp. em Botucatu e Marilia
mas constatou-se um caso (0,2%) de Listeria sp. no municipio de Sdo Paulo

entre os 460 resultados positivos para bactérias.
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Costa et al. (1986) pesquisaram a etiologia da mastite bovina no estado
de Sdo Paulo, realizaram exames em 2533 amostras de leite de propriedades de
exploracdo leiteira e verificaram que em 5,64% das amostras foram isoladas
varias bactérias, entre elas a Listeria sp. Leal et al. (1999) pesquisaram a
ocorréncia de mastite clinica e/ou subclinica por L. monocytogenes em glandulas
mamarias de bovinos leiteiros em lactacdo e identificaram a L. monocytogenes
em apenas uma (0,98%) das 102 amostras analisadas, procedentes de 45 animais
em lactagdo.

Reuben et al. (2003) determinaram a presenga de 3% de L.
monocytogenes em 100 amostras de leite ndo pasteurizado provenientes das
principais zonas produtoras da Costa Rica. Catdo & Ceballos (2001)
investigaram a qualidade do leite “in natura” e pasteurizados da linha de
producdo no estado da Paraiba e obtiveram como resultado 73,3% das amostras
de leite cru e 30% das amostras de leite pasteurizados estavam contaminados por
Listeria sp., sendo que destas, 51% das amostras de leite cru continham a L.
monocytogenes e todas as amostras de leite pasteurizados eram de L.
monocytogenes.

Arcuri et al. (2006) avaliaram a qualidade microbiolégica do leite obtido
mecanicamente e refrigerado em 24 rebanhos nas regides Sudeste de Minas
Gerais e Norte do estado do Rio de Janeiro, ndo sendo observado o isolamento
de L. monocytogenes. Nero (2005), em sua tese de doutorado, estudou amostras
de leite cru obtidas em 210 fazendas leiteiras localizadas nos Estados do Parana,
Sado Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais, selecionadas de acordo com as
diferentes praticas de ordenha e de equipamentos disponiveis. Os resultados
indicaram auséncia de L. monocytogenes em todas as amostras estudadas.
Padilha et al. (2001) verificaram a qualidade do leite em Recife (PE) analisando
250 amostras de leite pasteurizado tipo “C” e ndo encontraram a presenca de L.

monocytogenes. Em Portugal a pesquisa de Listeria ¢ efetuada desde 1996, em
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leites crus e para producdo de queijo. Em 2005, segundo o relatorio apresentado
pela DGV (Diregdo Geral de Veterinaria) ¢ EU (Unido Européia), foram
examinados 653 leites e queijos e 251 outros produtos de origem animal crus e
alguns "pronto a comer", tendo-se encontrado L. monocytogenes em 27 produtos
(Sa & Ferreira, 2007)

Brigido et al. (2004) avaliaram amostras de queijos minas frescal,
verificando a suas conformidades com a legislacdo, constataram que 4,5% das
amostras continham L. monocytogenes. Acuiia et al. (2006) analisaram queijos
brancos artesanais expostos na praca do mercado de Caqueza — Cundinamarca
(Coloémbia), demonstrando a presenca de Listeria spp. em 16,7% dos queijos,
sendo que, das amostras positivas para Listeria spp., 80% estavam positivas para
L. monocytogenes e 20% para L. innocua, indicando prevaléncia da espécie
patogénica para os humanos. Zaffari et al. (2007) verificaram a qualidade de
queijos artesanais (tipo Colonial, tipo Provolone, tipo Ricota e tipo Caccio
Cavallo) sendo que 16% continham Listeria sp., sendo 3,7% identificadas como
L. monocytogenes. Constatou também que a primavera foi considerada a estagdo
do ano com maior nimero de isolamentos. Feitosa et al. (2003) pesquisaram
Salmonella sp., Listéria sp e microrganismos indicadores higiénico sanitarios
nos queijos produzidos no estado do Rio Grande do norte, a Listeria sp. foi
constatada em 9% e 15% das amostras de queijos coalho e manteiga,
respectivamente nao sendo encontrado a L. monocytogenes em nenhuma
amostra. Borges et al. (2003) avaliaram 43 amostras de queijo coalho em
diferentes microrregides do estado do Ceard, tendo observado a presenca de
Listeria sp. em 6,9% das amostras e confirmando a presenca de L.
monocytogenes em 2,3% das amostras. Leite et al. (2002) analisaram 32
amostras de queijos coalhos, com e sem Servico de Inspe¢do Federal, sendo
encontrado L. monocyogenes em 17 amostras. Duarte et al. (2005) avaliaram a

incidéncia de L. monocytogenes, Salmonella sp. e microrganismos indicadores
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de contaminacdo fecal, em 127 amostras de queijo de coalho produzidos e
comercializados no Estado de Pernambuco das quais 9,5% foram positivas para
Listeria sp. e 5,5% positivas para L. monocytogenes.

Varios tipos de produtos alimentares vendidos em Portugal foram
analisados para a presenca de L. monocytogenes. Em 1035 amostras, 72 (7,0%)
foram positivas para L. monocytogenes, sendo a maioria, a partir de matérias-
primas (leite, carne, peixe, farinha); embora alguns alimentos sofressem o calor
no processamento ou fermentagdo, estes também foram positivos. Em Portugal,
uma predilecdo por queijo fresco foi indicada como um potencial risco para os
consumidores (Mena et al., 2004).

No México apos andlises em leite cru de tanque a granel, constatou-se
que 23% das amostras eram positivas para Listeria sp., sendo destas, 13%
positivas para L. monocytogenes (Vazquez et al., 2001).

Fedio & Jackson (1992), em fazendas com historico positivo de L.
monocytogenes na coleta a granel de leite cru, investigaram as possiveis fontes
de Listeria e outras espécies. As amostras testadas incluiram o tanque de leite, as
vacas leiteiras, o quarto mamario asséptico, os alimentos para animais, as fezes,
o chorume, o solo, a cama e as unidades fisicas e constataram a mais baixa
incidéncia no quarto mamario asséptico, 1 / 262, e mais elevados nas amostras
fecais, 10/69 (14,5%). O organismo também foi encontrado em alimentos para
animais e de amostras ambientais. Um estudo comparativo das trés fazendas sem
historico de L. monocytogenes em leite cru, revelou que o organismo esteve
presente em 15/114 (13,2%) das amostras fecais.

Chae & Schraft (2001) verificaram que cepas diferentes de L.
monocytogenes tém crescimento diferenciado no biofilme devido a variagdo da
composicdo das substancias poliméricas extracelulares e diferentes fisiologia das
células. A diferenca de formacdo de biofilmes por diferentes cepas de L.

monocytogenes também foram contatadas por Harvey et al. (2007).
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Chae et al. (2006) avaliaram cepas de L. monocytogenes freqiientemente
envolvidas em doengas transmitidas por alimentos (cepas epidémicas) e cepas
esporadicas, comparando a fixag@o ¢ a subseqiiente crescimento de biofilme em
laminas de vidro a 37°C. Estirpes epidémicas em 3h de incubagdo tiveram
fixagdo significativamente mais elevada do que as cepas esporadicas, mas
posteriormente o crescimento de biofilme com mais de 24 h ndo foi dependente
da primeira fixacdo. Concluindo também que, os altos niveis extracelulares de
hidratos de carbono produzidos pela L. monocytogenes aumentaram a sua
capacidade de formar biofilme, indicando a importancia desta caracteristica de
uma determinada estirpe na capacidade de formagao de biofilme.

Folsom & Frank (2006) desafiaram 13 cepas de Listeria monocytogenes
apds a formacao de biofilmes cultivados em cupons de ago inoxidavel, sendo
estes biofilmes expostos a 60 ppm de hipoclorito de soédio. Dos biofilmes, 11
cepas sobreviveram a exposi¢ao a 60 ppm de cloro e concluiram que a densidade
celular do Biofilme ndo esta associada a resisténcia ao cloro, e que, os biofilmes
que sobreviveram ao tratamento pelo cloro exibiram diferentes morfologias.

Mai & Conner (2007) investigaram a fixacdo da L. monocytogenes em
aco inoxidavel na concentragdo de 10’ UFC, em varias temperaturas (4°C, 20°C,
30°C, 37°C, ou 42°C). Verificaram que a medida que a temperatura aumenta a
fixacdo da L. monocytogenes também aumenta, observando que na temperatura
de 42°C a fixagdo foi menor que a fixacao a 37°C e 30°C.

Adrido et al. (2008), em seu estudo observaram que a L. monocytogenes
em baixo pH ou alta concentracdo de NaCl de forma sub-letal, aumentam as
células aderentes ao aco inoxiddvel. Algumas estirpes adaptadas a alta
concentragdo de sal reforcaram a aderéncia de algumas estirpes de L.
monocytogenes ao poliestireno. No caso de adaptacdo ao sal ou ao pH pode

aumentar a sobrevivéncia das células sésseis expostas a desinfecgdo por
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hipoclorito. Esta condi¢do de aumento da concentragdo de sal ¢ baixo pH podem
ser encontrados em processamento e fabricagcdo de queijos.

Rieu et al. (2008) estudando a interacdo entre L. monocytogenes e
S.aureus na formacao de biofilmes, concluiram que a L. monocytogenes pode ter
a colonizacgao e persisténcia facilitada na presenca de S. aureus.

Oliveira (2009) investigou a formacdo de biofilme pela cepa
ATCCI19117 de L. monocytogenes na superficie de ago inoxidavel AISI 304(#4)
¢ a sensibilidade deste agente aos Oleos essenciais de Cymbopogon citratus
(D.C.) Stapf e Cymbopogon nardus (L) Rendle citrae, observando células de L.
monocytogenes aderidas apos 3 horas e biotransferéncia a partir de 96 horas e
que os Oleos essenciais mostrataram ser efetivos sanificantes com atividade
antibacterianas frente as células planctonicas e sésseis, sendo que a combinagdo
dos o6leos essenciais reduziu em 100% o nimero de células aderidas apos 60
minutos de contato.

Veiga et al. (2003) conseguiram a inativagdo de 100% da L.
monocytogenes suspensa em agua destilada utilizando a saturagdo do ozonio na

concentragdo de 0,6mg/mL, nos tempos de 05 a 15 segundos de exposigao.

2.3 A higienizacao de tubulactes

A higienizagdo na industria de alimentos visa basicamente a preservagao
da pureza, da palatabilidade e da qualidade microbiolégica dos alimentos.
Auxilia, portanto, na obten¢do de um produto que, além das qualidades
nutricionais e sensoriais, tenha uma boa condigdo higiénica sanitaria, nao
oferecendo riscos a satide do consumidor (Andrade & Macédo, 1996).

Os principais fatores envolvidos no desenvolvimento satisfatorio da
higienizagdo pelo método de circulagdo, sdo a velocidade do fluxo, o tempo de
circulagdo, a temperatura e a concentragdo do detergente quimico (Hankinson &

Carver, 1968).
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Andrade & Macédo (1996) citam a seguinte equagdo para uma

higienizagdo eficiente:

HE= Energia Quimica X Energia Mecanica X Energia Térmica X Tempo

Energia quimica ¢ a acdo dos detergentes e sanificantes; energia
mecanica pode ocorrer esfregando-se manualmente os agentes quimicos ou
através da velocidade das solugdes; energia térmica é onde se utiliza a
temperatura para aumentar a eficiéncia da higienizagdo; tempo € necessario para
que as reacdes quimicas dos detergentes e sanificantes ocorram.

Andrade & Macédo (1996) descrevem como procedimentos gerais de
higienizagdo as seguintes etapas: pré-lavagem, lavagem com detergente,
enxagiie, sanificagdo e avaliagdo do procedimento.

Higienizac¢do por circulagdo, também conhecida como CIP (Clean in
Place) ou limpeza no lugar, é um sistema automatico e permanente, no qual os
equipamentos e tubulacdes sdo higienizados sem desmontagem. A partir de
tanques com solugdes de limpeza, sio bombeados agentes alcalinos e acidos
mais fortes e a temperaturas mais elevadas, quando comparados a outros
processos de higienizagdo (Andrade & Macédo, 1996). Contreras et al. (2002)
define o sistema como sendo um processo de limpeza através da utilizagdo de
bombas e pulverizadores adequados.

Em geral, o equipamento deve ser enxaguado com agua morna (100°F a
110°F) imediatamente apés a utilizagdo, para evitar a secagem dos sélidos do
leite nas superficies. Agua muito quente pode causar a desnaturagio de proteinas
e provocar filme de proteinas sobre superficies; enquanto que, a 4gua muito fria
pode causar cristalizacdo da gordura e formagdo de um filme gorduroso em

superficies (Jones, 2001).
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E importante remover os solidos das superficies o mais rapidamente
possivel, pois a sua aderéncia a superficie aumenta com o tempo, com a
desidratagdo dos soélidos, e aquecimento, formando um depdsito de dificil
remocgdo. Os sélidos organicos sdo principais componentes organicos do leite:
gorduras, proteinas e acucares. Os solidos minerais, ou sais inorganicos provém
de diversos minerais (calcio, magnésio ou ferro) do leite ou da agua, sdo
precipitados por condigdes alcalinas ou calor, podendo no equipamento, ocorrer
a combinagdo com os solidos organicos formando um depodsito chamado pedra
de leite (Jones, 2001) .

Gordon et al. (1968) estudaram alguns fatores que influenciam a
deposi¢do de residuos, no leite aquecido, nas superficies das tubulagdes,
observando que os depodsitos aumentaram linearmente como a temperatura
diferencial entre leite aquecido e agua de aquecimento. Depositos significativos
foram observados no aquecimento onde a temperatura da agua encontrava-se 52°
C acima da temperatura da entrada do leite (3°C). A diminui¢do da acidez do
leite (pH<6,1) aumenta os depdsitos de solidos e a rugosidade das tubulagdes
também afeta a quantidade de depositos de solidos do leite.

Herreid & Luetscher (1963) citam que, as proteinas do soro de leite cru
frio, sdo mais rapidamente adsorvidas, embora ndo inteiramente seletivas, sobre
as superficies quentes se a temperatura apresentar diferenga entre o aquecimento
médio e o produto ¢ aproximadamente 200°F a 250°F. Isto ¢ provavelmente
devido a maior viscosidade do produto frio.

A remocgao de depositos de leite em tubos metalicos utilizando apenas
fluxo fluido, sem se beneficiar de materiais detergentes, foi estudada por
Hankinson & Carver, (1968). Neste estudo, a taxa remogao foi linear em fluxos
entre 4.000 e 30.000 kg/hora. A subcamada laminar torna-se progressivamente

mais fina com o aumento da vazdo. Assim, a eficacia da limpeza ¢ devido, tanto
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a turbuléncia, quanto a penetragdo na subcamada laminar que provocam um
encisilhamento vigoso, quando o solido estd submerso.

Herreid & Luetscher (1963) citam em seu artigo a necessidade de
aplicacdo de uma energia com certo vigor para a remocdo de solidos do leite
pela solucdo detergente. No caso da limpeza manual esta for¢a é aplicada com
esponjas e escovas; no caso do CIP ¢ a movimentacdo da solugdo de detergente
em alta velocidade provocando friccdo e turbuléncia o que acelera a remocgao
dos solidos. A turbuléncia pode ser estimada pelo nimero de Reynolds (Rn). Por
meio deste numero verifica-se a agdo eficiente na remocdo de solidos que
comega quando é de Rn = 25,00 aumentando a eficiéncia de remo¢do quando
atinge cerca de Rn = 90,00. Citam também que o aumento da temperatura da
solucdo detergente aumenta o efeito da turbuléncia e quando ela diminui

necessita de uma maior habilidade de remocao de sélidos pelo detergente.

O numero de Reynolds ¢ calculado pela seguinte formula:

w: velocidade em cm/seg.

d: didametro do tubo em cm
p: densidade em g/mL

1: viscosidade em poises
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Sobre a entrada de ar Herreid & Luetscher (1963) citam que excessivo ar
no fluido de produtos de leite ira acelerar a adsor¢@o de s6lidos em aquecedores
devido ao aumento da area da espuma.

Os procedimentos com o CIP automatizado com comandos eletronicos e
dispositivos de tempo, requerem supervisdo de pessoal altamente treinado, com
experiéncia em fabricas, devido & complexidade, o tamanho e o investimento em
equipamentos para o mercado do leite ¢ plantas de produtos lacteos. E essencial
que todo o pessoal responsavel pelas operagdes limpeza e sanitizagdo tenham
um conhecimentos aprofundados sobre todos os equipamentos e suas fungdes e
tenham a iniciativa e a capacidade de manter padrdes elevados de desempenho
(Herreid & Luetscher, 1963).

Sinde & Carballo (2000) estudaram a fixa¢do de cepas de Salmonella
ssp e L. monocytogenes no aco inoxidavel, borracha e polytetrafluorethylene,
sob efeito de sanificantes comerciais (compostos de amoénio quartenario e
diethylenetriamine), constataram que os compostos de amoénio quartendrio foi
mais eficazes contra a Salmonella ssp.; que o diethylenetriamine tem efeito
similar para ambas as bactérias; e que o aco inoxidavel é menos aderente do que
borracha ou polytetrafluorethyleno e deve ser privilegiado na industria
alimentar, sempre que possivel.

Herreid & Luetscher (1963), em seu trabalho, citam os cuidados que se
deve ter com o ago inoxidavel: existem trés ligas de ago inoxidavel. A
austeniticos ¢é utilizada em equipamentos de produtos licteos é ndo magnética. E
conhecida como séries 18-8 ou 300 e contém aproximadamente 8% de niquel,
18% créomio, 74% Ferro, e vestigios de carbono. O ferriticos e martenisiticos,
ligas séries 400 ndo contém niquel e sdo magnéticas. Aco inoxidavel ¢
relativamente ndo corrosivo. O metal seco exposto ao ar rapidamente constitui
um filme de 6xido que o protege contra a corrosdo. Por esse motivo todas as

superficies devem ser secas depois que estejam limpas, porque a 4gua impede a
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formagdo do filme de 6xido acelere a corrosdo. As juntas devem ser removidas
de suas posi¢des para permitir que o ar chegue a superficies normalmente. Para
evitar a corrosdo, bactericidas ndo devem permanecer nas superficies do metal
por mais de 20 minutos. Todos t€ém metais diferentes potenciais elétricos, que
variam em intensidade. Quando dois metais diferentes sdo unidos em uma linha
de processamento, a corrente elétrica desenvolve corrosdo que ocorre nas
articulagdes. A quantidade de corrosdo € proporcional a quantidade de corrente,
que ¢ aumentada pelo fluido dos produtos lacteos, agua dura, detergentes acidos
e alcalinos e, em especial, a altas temperaturas. Escovas com fios de metais ndo
devem ser utilizadas na remogdo de residuos, porque fragmentos de metais
podem vir a se embutir nas superficies de equipamentos e criar centros de
corrosdo. E necessario usar somente fibra como pincéis e esponjas. Finalmente,
todos os motores e equipamento devem ser devidamente aterrados para desviar
correntes, o que também pode causar corrosio.

Os detergentes devem molhar os solidos, dissolver ou dispersar as
proteinas, remover os sais, emulsificar a gordura, seqiiestrar minerais, ser
facilmente removidos, ndo ser corrosivos. Devem também ter pouco odor e ser
insipido, ndo ser toxico nem irritante e ser quimicamente e fisicamente adaptavel
a limpeza automatica e econdmica (Herreid & Luetscher, 1963).

O procedimento habitual CIP é remover solidos soltos com agua e, em
seguida, circular uma solugdo alcalina, seguido por outro com acido. Em
algumas plantas, uma quantidade relativamente pequena de acido ¢ distribuida
em primeiro lugar, seguido por uma solugdo alcalina. Podem-se apresentar
razdes tedricas logicas para primeiro circular uma solugdo acida que retire sais
complexos de suas proteinas, bem como o leite so6lido que iria se dissolver mais
depressa na solu¢@o alcalina (Herreid & Luetscher, 1963).

Arnold & Maxcy (1970) estudaram a taxa de remocgdo dos solidos e a

sua natureza. A pesquisa utilizou um pasteurizador comercial HTST (High
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Temperature Short-Time). O sistema de recirculagdo comercial foi alterado para
possibilitar uma Unica passagem da solucdo de limpeza pelo equipamento para
observar o processo de limpeza. Os resultados mostraram tanto a natureza e a
tenacidade do material quanto a taxa de remoc¢do. Os triglicerideos foram os
componentes predominantes no residuo, resistiram a remocdo por limpeza
através de circulagdo, estando nas solugdes depois varios minutos de limpeza.

Geralmente detergentes alcalinos clorados (detergente alcalino com
adicdo de cloro), seguido por um detergente acido, contém bases alcalinas,
fosfatos, agentes molhantes, e agentes quelantes. Eles dissolvem gorduras,
proteinas e carboidratos, afrouxam e suspendem particulas dos soélidos que
podem ser removidas por acdo mecanica, ou seja, por escova ou limpeza por
circulagdo. O cloro auxilia na remo¢do de depositos de proteinas e impede a
formacao do filme, neste caso ndo & agente sanificante. Detergentes acidos
eliminam ou previnem depdsitos minerais ou “pedras de leite” (Jones, 2001).

O hidroxido de sédio (soda caustica) ¢ a substincia detergente que
apresenta o maior teor de alcalinidade caustica, apresentando um pH proximo a
13, quando em solucdo a 1%. Em resumo, suas caracteristicas principais sao as
seguintes: 6tima acdo contra gorduras e proteinas, uma baixa agdo de molhagem,
nenhuma eficdcia para eliminar a dureza; poder corrosivo muito forte contra
aluminio cobre e superficies galvanizadas. Nao ataca o ago inoxidavel (Andrade
& Macédo, 1996).

Jennings (1959) trabalhando com hidréxido de s6dio na limpeza por
circulagdo em varias temperaturas (36-82°C) mostraram que a taxa de remogao
dos so6lidos com hidroxido de sédio ¢ proporcional & concentragdo do ion
hidroxila (OH"). A temperatura aumenta a eficacia da agdo dos ions hidroxido e
da 4agua que ndo ¢é inerte tendo agdo detergente ativa no sistema. Uma das

melhores temperaturas a de 56°C.
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A reutilizacdo de solugdes caustica ¢ comum na industria de laticinios.
Alvarez et al. (2007) constataram o efeito do aumento de sé6lidos suspensos e
uma diminui¢do da tensdo superficial durante a limpeza no local (CIP) em
solucdes de soda caustica reciclada utilizada na limpeza de diversos
equipamentos, utilizados em produtos lacteos. Constataram que as solugdes com
uma baixa diminuicdo da tensdo superficial resultaram em uma taxa muito mais
rapida de limpeza. A presenca de soélidos suspensos foi principalmente
prejudicial para a taxa de limpeza. Para uma eficiente taxa de limpeza, alto pH e
baixa diminui¢do da tensdo superficial, foram importantes. Uma solucao
reutilizada de NaOH, com baixa diminuigdo da tensdo superficial e baixa
concentragdo de solidos suspensos, era tdo rapida como a solucdo detergente
comercial na mesma temperatura (50°C).

Sanificantes sdao produtos quimicos germicidas que destroem
praticamente todas as bactérias, exceto as formas esporuladas, das superficies
equipamentos. A sanitizacao satisfatdria pode ser conseguida com vapor ou agua
fervente. A escolha de qualquer das substancias quimicas ou do calor dependera
dos recursos disponiveis. Sanificantes quimicos deverdo: destruir
microorganismos rapidamente, ser estaveis contra todos os outros materiais
organicos e inorganicos, ter estabilidade quimica sob todas as condigdes
ambientais de armazenamento, ser ndo corrosivos para ac¢o inoxidavel durante
tempo de contato, sem odor, ndo téxicos, ndo volateis, ¢ ndo prejudiciais as
pessoas, e ndo devem apresentar graves perigos de manipulacdo. Se a dgua
quente ou vapor s3o utilizados na sanitizagdo de equipamento fechado, suas
temperaturas na saida devem ser pelo menos, 175°F e 185°F (79,44°C e 85°C),
respectivamente (Herreid & Luetscher, 1963).

O cloro ¢ um dos desinfetantes mais utilizados na industria alimenticias
e aparentemente, ha mais de um mecanismo de agdo do cloro sobre formas

vegetativas de bactérias. Um deles, proposto por volta de 1950, sugere que o
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acido hipocloroso penetra através da membrana celular e elimina a célula
microbiana por meio de inibi¢do da via glicolitica. Neste caso, o cloro oxidaria
os grupos sulfidiricos de certas enzimas importantes no metabolismo de
carboidratos. A aldolase foi considerada o principal sitio de a¢do no processo
inibitério do cloro. Para utilizagdo em imersdo e circulagdo, se recomenda
100mg/L. Pesquisas posteriores propuseram outros mecanismos para a agdo do
cloro: I) reage com proteinas da membrana celular, formando composto N-cloro
toxicos; II) é responsavel por danos & membrana, o que dificulta o transporte de
carboidratos e aminoacidos, podendo resultar no extravasamento de
componentes celulares; III) reage com DNA, oxida bases purinicas e
pirimidinicas e paralisa a sintese protéica; IV) provoca a descarboxilagdo
oxidativa de aminoacidos formando nitrilas e aldeidos; V) é causador de
aberragdes cromossomaticas ¢ VI) inibe o consumo de oxigénio e afeta a
fosforilacdo oxidativa (Andrade & Macédo, 1996).

As hidroélises dos compostos clorados inorganicos como o hipoclorito de
sodio (NaOCl) resultam em acido hipocloroso, acido fraco que em solugdo
aguosa se dissocia para formar o ion hidrogénio(H") e o ion hipoclorito (CIO")

(Andrade & Macédo,1996; Contreras et al. 2002).

NaOCl +H,0 — HCIO + NaOH

HCIO — ClO" +H"

Ambos os compostos sdo desinfetantes, porém o HCIO é muito mais
eficiente que o CIO". Em determinadas condigdes o ClO™ ¢ apenas cerca de 2%

“tdo bactericida” como o HCIO (Sao Paulo, 1974).
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O pH ¢ importante na solucdo clorada, pois em pH 10 tem-se apenas
0,3% de acido hipocloroso, o valor atinge 99,7% em pH 5,0. Portanto os
compostos clorados sdo mais efetivos em valores de pH baixo, quando a
presenca de acido hipocloroso ¢ dominante (Andrade & Macédo, 1996).

Jones (2001) enfatiza a importancia da analise da agua de abastecimento
quanto ao conteudo mineral ou dureza, escolhendo um composto para a limpeza
que seja compativel com a dgua. Quanto a dureza da dgua pode ser necessario o
aumento das concentragdes dos detergentes. Os bicarbonatos, sulfatos, cloretos
de calcio ou magnésio, presentes na agua dura, podem neutralizar detergentes,
diminuindo a rinsabilidade, criar filmes sobre equipamentos e causando
problemas com os aquecedores de agua.

Os procedimentos de higienizacdo das superficies corretos que entram
em contato com os alimentos, devem ser estabelecidos num Programa de
Procedimento Operacional Padrao de Higiene (SSOP’s — Sanitizing Padrio
Operating Procedures) (Arcuri, 2000).

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento na Resolugao N°
10, DE 22 de maio de 2003 (Brasil, 2003a) estabelecem no artigo 1°, a
Instituicdo do Programa Genérico de Procedimentos — Padrio De Higiene
Operacional — PPHO, sdo procedimentos descritos, desenvolvidos, implantados
e monitorizados, q visam estabelecer a forma rotineira pela qual o
estabelecimento industrial evitarda a contaminagdo direta ou cruzada e a
adulteracdo do produto, preservando sua qualidade e integridade por meio da
higiene antes, durante e depois das operacdes industriais, com o objetivo de
evitar a contaminagdo direta ou cruzada ou a adultera¢do dos produtos por meio
das superficies dos equipamentos, utensilios, instrumentos de processo e

manipuladores de alimentos (Brasil, 2003a).

Medidas de  Seguranca na  higienizagdo  (Jones, 2001):

produtos quimicos de limpeza e saneantes devem ser armazenados e trancados
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em um local inacessivel para as criangas e pessoal ndo autorizado. O
armazenamento deve ser em local fresco e iluminado para que os rotulos possam
ser lidos. No armazenamento, aberturas de tambores devem ser mantidas
apertadas para evitar dissipagdo de ingredientes para a atmosfera. Produtos
quimicos devem ter conten¢do de derrame e fichas de seguranga do material
devem ser mantidas em arquivo; luvas resistentes a detergente acido, seguranca
adequada de protecao dos olhos ou de um escudo de rosto quando da mistura de
produtos quimicos, calgado protetor para evitar escorregdes devem sempre ser
usados; todos os produtos quimicos de limpeza e saneantes devem ser
devidamente etiquetados; o rétulo do fabricante e suas instrugdes devem ser
lidos; produtos quimicos deveram ser misturados em uma 4area aberta e
ventilada; deve-se ter extrema cautela quanto a mistura ou manipulacdo dos
causticos ou acidos; deve-se adicionar produtos quimicos lentamente na agua,
especialmente os Causticos; nunca adicionar agua a produtos quimicos e nunca
adicionar a 4agua quente; nunca misturar compostos de cloro com outros
detergentes ou acidos podendo ser produzido o mortal cloro gasoso; o programa
de limpeza ou instrugdes deve ser fixado em cada equipamento de tratamento do
leite, sendo que as instrugdes da limpeza de cada programa especifico deve
conter a temperatura, quantidade de agua utilizada em cada ciclo, e as
quantidades de cada produto quimico; nunca subir em um tanque fechado,
porque pode ocorrer falta de oxigénio, os vapores quimicos inalados podem
queimar tecidos sensiveis dos olhos, mucosas do nariz, cavidades dos seios e
pulmdes; qualquer produto quimico detergente em contato com a pele deve ser
lavado imediatamente com agua durante 15 minutos. Deve-se remover qualquer
roupa que tenha sido contaminado por detergentes quimicos e lavar a area

afetada e quando necessario chamar assisténcia médica.
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2.4 O ozbnio

O ozdnio, considerado alétropo do oxigénio, sofre ebulicdo a -112°C e é
um gas azul endoergdnico, explosivo e altamente reativo. Sua molécula ¢é
angular (117°), é um agente oxidante instavel e altamente agressivo (Shriver,
2003).

O ozo6nio pode ser preparado fazendo passar oxigénio através de
descargas elétricas, seguido pela condensagdo do O; Na forma liquida oferece
muito risco podendo tornar-se altamente explosivo. O ozonio € um oxidante
extremamente poderoso em solucao aguosa (Mahan & Myers, 2005)

O o0z6nio (O;) de forma instavel e triatdmica do oxigénio ¢ formado pela
excitacdo do oxigénio molecular (O,), levando a sua ruptura em um ambiente
energizado. Em seguida, a recombinacao de alguns atomos de oxigénio permite
a formagdo do ozo6nio (Torres et al., 1996) O ozbénio é um potente agente
oxidante com potencial de oxireducdo igual a 2,07 volts (Wickramanayabe,
1994). Trata-se de um gas potente, porém instavel, que deve ser produzido no
local a ser utilizado (Hiddink, 1995; Torres et al., 1996).

O ozonio pode ser gerado por descarga corona ou por radiagdo
ultravioleta sendo que este ultimo método gera concentragcdes mais baixas

(Gurley, 1985).

O ozdnio é mais estavel na fase gasosa do que na fase aquosa. Sua semi-
vida na fase gasosa é de 12 horas e na fase aquosa, ¢ de 30 minutos. Mesmo
sendo estavel na forma gasosa, o 0z6nio ndo pode ser armazenado para posterior
utilizagdo (Wickramanayabe, 1994). Devido a alta instabilidade, o gés ozo6nio
tem sido incorporado a fluidos, como por exemplo, 6leo vegetal (oliva ou

girassol) e solugdes isotonicas (Riva Sanseverino, 1989).

Torres et al. (1996), em um levantamento historico do 0zonio, citam que

no ano de 1881, foi verificada a capacidade de o ozdnio destruir bactérias
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presentes na agua, sendo que o primeiro experimento, utilizando 0z6nio no
tratamento da agua, foi realizado em 1893 em Leyde, Holanda, no tratamento da
agua do rio Reno. Em 1906, em Nice na Francga, produziu-se o primeiro sistema

de sanitizagdo de vegetais com dgua ozonizada, em escala industrial.

Sobre a acdo do 0z6nio na bactéria Giese et al. (1954) sugeriram que o
foco primario de ataque do ozdnio era a parede celular bacteriana. O mesmo
prop6s Murray et al. (1965), que acreditam que, apds este ataque, ocorra uma
alteracdo da permeabilidade celular e eventualmente uma lise. Outra teoria do
mecanismo ¢ a de que a agdo do ozonio é que este desnatura enzimas de
leveduras, resultando na perda da permeabilidade da membrana celular (Hinze et

al., 1987).

Gurley (1985) postulou que o ozbdnio, através da oxidagdo, destréi o
envoltorio protéico externo que protege os acidos nucléicos (DNA e RNA) dos
microorganismos; ¢ ainda, que o alto potencial de oxidagdo do ozdnio é o
responsavel pela sua capacidade de eliminar virus e bactérias no tratamento
industrial da 4gua e no manuseio terapéutico de feridas tratadas com a mistura
de oxigénio e 0zonio, sob a forma gasosa. Isto ocorre, pois, ¢ um gas altamente
reativo capaz de oxidar iniimeros componentes bioquimicos, incluindo acidos
graxos insaturados, aminoacidos, proteinas contendo grupos sulfidrilicos, entre

outros.

Bolton et al. (1982) sugerem que o dano a dupla membrana lipidica
levaria & desnaturacdo das membranas protéicas, causando uma perturbacio da
estrutura da membrana ou fragilizando-a, permitindo o aparecimento de areas

desintegradas, apresentando fragilidade osmédtica.

Segundo Pryor et al. (1995) a a¢do do ozonio se da devido ao seu alto
poder oxidante que, quando age sobre as duplas ligacdes dos carbonos nos

acidos graxos insaturados, provoca a formagdo de peroxidos.
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Bocci (2000) sugeriu que a ozondlise dos acidos graxos insaturados da
dupla membrana levariam a formag¢@o de produtos, os quais reagirdo
intensamente com o material intracelular gerando ligagdes com lipidios entre
proteinas e ligagdes protéicas. A inativagdo bioldgica poderia ocorrer como
resultado direto da disfun¢do protéica decorrente do aparecimento dessas

ligacdes (ou “crosslinks”).

Mahapatra et al. (2005) citam que, quando o ataque por virus, bactérias,
fungos provoca o stress de uma célula, o seu nivel energia ¢ reduzido pela saida
de elétrons e ela torna-se eletropositiva. O 0zdnio possui o terceiro atomo de
oxigénio, que ¢ eletrofilico, ou seja, 0 0zOnio tem uma pequena carga elétrica de
radicais livres no terceiro atomo de oxigénio, que visa o equilibrio elétrico
proprio com outros materiais de carga desequilibrada. Células enfermas por
virus, bactérias nocivas e outros agentes patogénicos sdo portadas de tal carga, e
assim, atrair o 0zonio e seus subprodutos. Células sauddveis normais ndo podem
reagir com 0zOnio ou os seus subprodutos, pois elas possuem uma carga elétrica
equilibrada e forte sistema enzimatico. Devido ao seu elevado potencial de
oxidagdo-redugdo, o 0zOnio atua como um oxidante dos elementos constitutivos
das paredes celulares penetrando nos interiores dos microorganismos ¢ oxidando
certos componentes essenciais, por exemplo, acidos graxos insaturados,
enzimas, proteinas, acidos nucléicos, etc. Quando uma grande parte da
membrana ¢é destruida, causando um vazamento do contetido da célula, a
bactéria ou protozoario lisam, resultando em gradual ou imediata destruicdo da
célula. A maioria dos patogénicos e microbios dos alimentos ¢ suscetivel a esse
efeito oxidante.

Ozonio (O3;) é um forte agente antimicrobiano com numerosas
aplicacdes potenciais na induastria alimenticia. Apresenta alta reatividade,
penetrabilidade, e decomposi¢ao espontanea de produto toxico. O ozdnio torna-

se um desinfetante vidvel e ajuda a garantir a seguranga microbiologica dos
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produtos alimentares. O 0zdnio, gasoso ou em fases aquosas, ¢ eficaz contra a
maioria dos microrganismos testados pelos numerosos grupos de investigagdo
Ozonio tem sido utilizado com sucesso para inativar microflora contaminante da

carne, aves, ovos, peixes, frutas, legumes, e alimentos secos (Kim et al., 1999).

A industria de alimento ¢ interessada consideravelmente em usar o
ozOnio para aumentar a vida de prateleira (shelf-life) e a seguranga dos
alimentos e em explorar novas aplicacdes de sanitizacdo apds a agdo mecanica
necessaria, de modo a expor os microrganismos a ac¢do do sanitizante. Os
constituintes organicos prontamente disponiveis no alimento, entretanto,
competem com oS microorganismos com ozonio aplicado e a eficacia do
tratamento é diminuida. A industria de alimento também estd interessada em
usar o 0z6nio como descontaminante no processamento da dgua e diminuig¢ao de
produto quimico e demanda biologica do oxigénio. Esta aplicagdo melhora a
reutilizagdo do processamento da dgua e permite operagdes de processamento
amigavel ao meio ambiente (Kim et al., 2003).

Baird (2002) cita o 0zdénio como elemento opcional na desinfec¢do da
agua, sendo usado particularmente na Franca paises da Europa Ocidental e
algumas cidades da América do Norte. O ozo6nio para este fim é gerado no local,
envolvendo descargas elétricas em ar seco. O ar resultante deste processo ¢é
borbulhado através da agua por cerca de 10 minutos. Acredita-se que sua
principal agdo deva-se aos radicais livres, como hidroxila e hidroperdxi, que sdo
produzidos quando o 0z6nio reage com a agua. O ozonio devido ao curto tempo
de vida das moléculas, ndo da a dgua protecao residual que evite contaminagao
futura.

Nascimento et al. (2005), em sua revisdo sobre sanificacdo de agua e
alimentos destacaram alguns microrganismos que vém apresentando resisténcia
ao cloro, além de, a sua utilizagdo para a desinfeccdo de agua e alimentos que

pode levar a formagdo de subprodutos quimicos potencialmente carcinogénicos
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(trihalometanos). As aplicagdes do cloro organico e do 0zonio, bem como da
tecnologia do ultra-som, tém sido recentemente investigadas, como alternativas

para a descontaminacdo de alimentos.

Oliveira & Valle (2000) revisaram os aspectos microbioldgicos dos
produtos horticolas minimamente processados ressaltando a eficiéncia do
peroxido de hidrogénio e do ozdnio como sanitizantes, pois se trata de agentes
altamente oxidantes e de rapida degradacdo, que reduzem a contagem
microbiana, aumentando a vida de prateleira das frutas e hortalicas, sem deixar
sabor residual nos produtos. O sanitizante mais utilizado na industria alimenticia
¢ o hipoclorito de sodio, que apresenta a grande desvantagem de deixar sabor
residual no alimento.

Mabhapatra et al. (2005) concluem em sua revisdo, que o 0z6nio ¢ um
potente sanitizante com aplicagdes promissoras na industria de produtos
alimentares e agricolas. E eficaz contra um amplo espectro de microrganismos
em concentragdes relativamente baixas e, em pequena exposi¢do tempo. Além
disso, ele n3o deixa perigosos residuos em produtos alimentares ou em
superficies de contato de alimentos. Ele é geralmente mais eficaz contra células
bacterianas vegetativas do que em esporos de bactérias e fungos. O 0zo6nio tem
de ser produzido no local, isso conduz a diminui¢des consideraveis nos custos de
transporte ¢ armazenagem de sanitizantes. No entanto, as atuais aplica¢des de
ozOnio na industria alimenticia sdo, na sua maioria, relacionadas com a
descontaminagdo da superficie do produto e como tratamento da agua. Mais
investigagdo ¢ desenvolvimento sdo exigidos antes de ser usado para aplica¢des
na polivalente industria transformadora alimentar.

A deterioragdo oxidativa dos constituintes dos alimentos ¢ de interesse
primordial para os estudos dos alimentos, estas reagdes nos alimentos podem
resultar em destruicdo de valiosos nutrientes, sabores e odores o que afeta a

palatabilidade dos alimentos, ¢ mesmo na geracdo de compostos toxicos,
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Korycka-Dahl & Richardson (1980) verificaram que a agdo do 0zo6nio nos
alimentos constituintes pode produzir peroxidos que podem iniciar reagdes na
cadeia oxidativa.

O ozonio pode ser usado durante a lavagem do produto antes que ele
seja embalado e enviado para supermercados, mercearias lojas, e restaurantes.
Com uma taxa de mortalidade de 99,9% ¢, de longe, mais eficaz do que os
métodos saneantes atuais, no comércio de frutas e produtos horticolas lavados.
Além disso, os resfriadores pos-colheita de frutas ou legumes utilizando agua
com aproximadamente 1°C podem se utilizar da ozonizagdo desta dgua para
evitar a contamina¢do do produto. Sistemas de processamento de frutas e
vegetais que incorporem geradores de 0zonio na tecnologia serdo capazes de
produzir alimentos limpos, enquanto usando substancialmente menos agua,
destruirdo bactérias que podem causar prematuro desperdicio de frutas e
produtos horticolas, e ao mesmo tempo, garantirem um produto seguro para o
consumidor sem quaisquer residuos toxicos. O ozodnio se dissipa dentro de
alguns minutos ap6s a lavagem processo. O enxagiie ou lavagem de carnes,
aves, mariscos e ovos reduz a contaminagdo microbiana (Mahapatra et al.,
2005).

A aplicag@o do ozdnio e sua ac¢do do foi estudada no leite ¢ em produtos
lacteos por Garcia et al. (2000b), que verificaram a influéncia do gas ozdnio
sobre a microbiota do leite bovino "in natura" e mediram o indice de pH ¢ a
temperatura das amostras antes e apos a ozonizacdo, concluiram que o ozonio
apresentou acdo bactericida eficiente sobre o nuimero de UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias) sendo que os indices de pH do leite ndo se alteraram
apos ozonizagéo.

Garcia et al. (2000c) verificaram os resultados das provas fisico-
quimicas do leite ap6s a ozonizagdo, determinando a densidade, gordura e a

acidez de leite. Os resultados obtidos para a densidade e a acidez apresentaram
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diferencas significativas entre os grupos tratados ¢ o controle para densidade e
gordura e, no caso da acidez, a diferenca nao foi significativa embora em todos
os casos os valores encontrados sempre estiveram, na sua média, dentro dos
padrdes minimos exigidos pelo Ministério da Agricultura.

Garcia et al. (2000a) pesquisaram a utilizacdo do o0zdénio para a
conservacdo do leite com possibilidade de oxidacdo de gorduras, utilizando a
técnica de Kreiss e a prova do Azul de Nilo para pesquisa de rango na manteiga
de leite. Os resultados observados em uma prova ndo foram observados na outra,
denotando falta de reprodutibilidade e confiabilidade nestas duas técnicas,
fazendo-se necessario o desenvolvimento de uma técnica para pesquisa de rango
na gordura do leite "in natura" que seja rapida, de facil execugdo, confiavel e que
detecte o rango no seu estagio inicial.

Garcia et al. (1999) submeteram leite bovino "in natura" a ozonizagéo
por borbulhamento e mensuraram-se os niveis de 0zonio residual por técnica
preconizada pela APHA (1980). Foram observados indices médios de 0,0001751
mg/l e 0,0002055 mg/l de ozo6nio, respectivamente, para os tempos de 5 ¢ 10
minutos de borbulhamento. Concluiram esta como a técnica adequada para a
dosagem e que os indices de 0zonio residual encontrados nas amostras sempre
estiveram dentro dos limites permitidos, e tidos como indcuos para a saude
humana.

As salas de maturagdo de queijos criam um ambiente que estimula o
crescimento de bolores, a aplicacdo do 0z6nio neste ambiente foi avaliada no ar
e nas superficies, resultando na redugdo da carga aérea viavel de bolores; mas
nao afetou os bolores viaveis em superficies (Serra et al., 2003).

Garcia et al. (2001) verificaram a eficiéncia do 0zo6nio na redugdo de
bactérias aerobicas mesofilas presentes em efluentes de matadouros-frigorificos

e concluiram que a ozonizagdo das amostras dos efluentes por 10 minutos
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apresentou acdo bactericida eficiente sobre o numero de UFC (Unidades
Formadoras de Coldnias).

As pesquisas do ozdnio tém avangado na area da carne e frigorificos,
Bosilevac et al. (2005) conseguiram reduzir significativamente a cargas de
patogenos (Escherichia coli O157: H7), no setor de carne e couros, utilizando a
ozonizacdo (2ppm) e a oxidacdo eletrolitica das 4guas de descontaminagdo das
carnes e couros sendo estas umas das principais fontes de patdgenos que
contaminam na pré-evisceracdo das carcacas durante o processamento da carne
comercial. O tratamento com 4agua ozonizada (95mg/l), utilizando um
pulverizador, na redugdo Escherichia coli O157: H7 e Salmonella typhimurum
sobre superficies de carcaga quente apds aplicagdo da lavagem com agua, nio
conseguiu nenhuma melhora significativa na redu¢ao de agentes patogénicos nas
superficies das carcagas (Castillo et al., 2003). Novak & Yuan (2003) avaliaram
microorganismos (Clostridium perfringens, E. coli O157: H7 ¢ L.
monocytogenes) que sobrevivem apds tratamento das superficies da carne com
doses subletais de agua ozonizada (3 ppm/5 minutos) e concluiram que os
patégenos sobreviventes ao tratamento de o0zOnio na carne s3o menos
susceptiveis de por em perigo a seguranca alimentar do que os sobreviventes aos
tratamentos térmicos subletais. Al-Haddad et al. (2005) utilizaram peitos de
frango refrigerados e inocularam com Salmonella infantis ou por Pseudomonas
aeruginosa e, em seguida trataram com o0zoOnio gasoso 2000ppm em tempos
variados e armazenaram sob 70% de CO2: 30% N2; a 7° C. Concluindo que o
tratamento de ozonio pode ser utilizado para reduzir a contaminagdo de carcagas
frango com salmonelas e melhorar o seu prazo de validade.

No campo da tecnologia de peixes, Campos et al. (2005) utilizaram o
“slurry ice”, tanto sozinho, como em combina¢do com o 0zdnio, comparando
com o gelo fabricado tradicionalmente na conservacdo de sardinhas,

conseguindo maior periodo de validade quando o ozdnio foi utilizado, levando
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de modo significativo a queda de contagens de aerdbios mesoéfilos, bactérias
psicotropicas, anaerobios, coliformes, e microrganismos lipoliticos e
proteoliticos no musculo das sardinhas, e contagens de bactérias psicotroficos e
mesofilos na pele da sardinha, demonstrando que o uso combinado “slurry ice” e
ozdnio para o armazenamento de sardinha pode ser recomendado para melhorar
a qualidade e ampliar a validade deste espécies piscicolas.

Oliveira et al. (2008) estudaram os efeitos da desinfecgdo
microbiolégica e suas possiveis conseqiiéncias nos parametros fisico-quimicos e
sensoriais nos filés de tilapia comparando a agdo do dicloroisocianurato,
dicloroisocianurato e ultra-som, agua ozonizada e 4gua ozonizada com ultra-som
observaram que a agua ozonizada mais o ultra-som mostraram-se mais eficazes
em reduzir microrganismos patogénicos e deteriorantes.

A utilizagdo de ozonizacdo previa nos peixes vivos e a sua viabilidade
no armazenamento em baixa temperatura, avaliando fatores sensoriais,
quimicos, fisicos e testes bacteriologicos em intervalos preestabelecidos,
concluiram que a combinagdo da utilizagdo prévia do ozdnio com
armazenamento a 0°C parece ser um modo adequado para prolongar a vida de
prateleira da tildpia (Gelman et al., 2005).

Kim et al. (2000) relatam que o ozdnio, peréxido de hidrogénio, ou sal
na refrigeracdo mostraram serem eficazes na repressdo do ntimero inicial de
coliformes totais e psicotropicos e devem ser considerados como potenciais
ajudas para preservar filetes frescos de Catfish (Ictalurus punctatus) sendo que,
0 ozbdnio com (10 ppm) prolonga em 25% o prazo de validade. Manousaridis et
al. (2005) verificaram o efeito da ozoniza¢do em solugdo aquosa ( 1 mg / L,
tempo de ozonizagdo: 60 e 90 minutos) sobre o prazo de validade de mexilhdes
embalados a vacuo e armazenados sob refrigeracdo realizando acompanhamento
das mudangas microbioldgicos, quimicos e sensoriais que ocorrem nas amostras

mexilhdo, por um periodo de 12 dias, conseguindo uma extensdao de 35% no
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prazo de validade de mexilhdes frescos. Pastoriza et al. (2008) utilizaram da
agua ozonizada para lavar os peixes e para fabricar gelo na conservagdo de
pescada (Merluccius merluccius ) os resultados, quando comparados com
aqueles obtidos pelo método tradicional, apontam uma maior estabilidade e
qualidade da Pescada.

Realizaram também o tratamento combinado expondo ovos
contaminados a UV ¢ 0zdnio. A sanitiza¢do de casca de ovos contaminados com
Salmonella, gases 0zonio (0 a 15 1b/in2 de 0 a 20 minutos) e a radiagdo UV (100
a 2,500 microW/cm2 de 0 a 5 minutos), sendo que a acdo do gas de 0zo6nio ¢ da
radiagdo de UV reduziu a contaminacdo bacteriana e quando combinados
ocorreu sinergismo com inativagdo da Salmonella (Rodriguez-Romo & Yousef,
2005).

O ozbnio gasoso ou em fases aquosas, ¢ eficaz contra a maioria dos
microrganismos testados pelos numerosos grupos de investigacdo. Baixas
concentragdes de 0zonio e curto tempo de contato sdo suficientes para inativagdo
de bactérias, bolores, leveduras, parasitas e virus. No entanto, as taxas de
inativacdo sdo maiores em sistemas de demanda livre de 0zonio, quando o meio
contém substancias organicas oxidaveis (Kim et al., 1999).

O oz6nio, em solucdo aquosa foi estudado como antimicrobiano. Velano
et al. (2001) realizaram um trabalho com a finalidade de avaliar o efeito do gas
ozdnio, dissolvido em 4gua, sobre o S. aureus obtendo resultados que
demonstraram que o efeito antibacteriano mais rapido da agua previamente
ozonizada (0,6mg/ml), para a dgua n3o previamente ozonizada, frente ao S.
aureus. O mesmo efeito foi verificado na pesquisa utilizando agua ozonizada
frete a Escherichia coli (Velano et al., 2002).

Cardoso et al. (1999) avaliaram a eficiencia microbiologica da

sanitizagdo de latdes de leite utilizando o 0zo6nio e concluiram que ¢ um proceso
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de sanirizagdo de latdes utilizando ozonio ¢é viavel pois reduz significativamente
o numero de microrganismos mesofilos presentes no latdo.

Cardoso et al. (2003) avaliaram o 0z6nio como o método alternativo na
sanificacdo de galdes de agua de 20 litros quanto a contagem total de
microrganismos aerobios mesofilos heterotroficos, q apresentou o niimero mais
provavel (NMP) de coliformes totais ¢ Escherichia coli, Staphyloccocus aureus
e Pseudomonas spp, e observaram que a contagem média de unidades
formadoras de colonias (UFC) de microrganismos heterotroficos no estagio de
pré-lavagem foi de 5,7/cm” enquanto que o tratamento com a dgua ozonizada
reduziu este valor para 0,003/cm?, além de promover a negativagdo das analises
para coliformes Pseudomonas ssp. e somente 13,3% das amostras apresentaram-
se positivas para Staphylococcus aureus apds a sanificagdo. Concluiram que o
tratamento com utilizacdo de ozonio foi eficiente, nas condi¢des testadas.

O desempenho da ozonizagdo e da cloragdo utilizados na pré-oxidagdo
de 4agua, com elevada concentragdo de microalgas e cianobactérias foi
investigado por Mondardo et al. (2006) demonstrando que o emprego da
ozonizacdo pode ser uma excelente alternativa para o pré-tratamento de agua
com elevada concentracdo de microalgas e cianobactérias que utilizam a técnica
da filtragdo direta como processo de potabilizagao.

Khadre & Yousef (2001) compararam agdo esporicida (esporos de
Bacillus sp) do ozénio (11mg/ml) e peréxido de hidrogénio (10%), observando
que o peroxido de hidrogénio, foi menos eficaz do que o 0zénio contra esporos
do Bacillus sp., constatando também que a resisténcia dos esporos ao 0zo6nio foi
mais elevada para Bacillus stearothermophilus e mais baixa para B. cereus.

Souza (2006) realizou estudos de desinfeccdo comparativos, em
condigdes experimentais similares, entre hipoclorito de soédio, acido peracético;
0zo6nio e o processo de desinfeccdo seqiiencial ozdnio/cloro para adguas; sendo o

desempenho dos desinfetantes avaliado segundo a inativagdo de trés
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microrganismos indicadores, Escherichia coli ATCC 11229, Colifagos e
Clostridium perfringens ATCC 13124, sendo o 0z6nio considerado efetivo para
inativacdo dos trés microrganismos indicadores, apresentando melhores
resultados que os demais desinfetantes, na inativagdo dos fagos e na etapa da
desinfec¢do seqiiencial as inativa¢bes de E. coli, colifagos e C. perfringens
foram substancialmente superiores as inativagdes obtidas com ozo6nio e cloro
individuais.

Aplicagdes de Ozoénio (0,6 ppm para 1 min e 10 min), cloro (100 ppm
para 2 min) e calor (77 £ 1°C durante 5 min), foram comparadas na eficacia de
destruir bactérias alimentares em caldas sintéticas (Pseudomonas fluorescens
(ATCC 948), Pseudomonas fragi (ATCC 4973), Pseudomonas putida (ATCC
795), Enterobacter aerogenes (ATCC 35028), Enterobacter cloacae (ATCC
35030) e Bacillus licheniformis (ATCC 14580)), houve diferengas significativas
entre os 10-minutos de ozonizagdo, cloro ou calor na inativacdo de todas as
bactérias exceto B. licheniformis sendo que, dez minutos de ozonizagdo
causaram a maior redug@o da populagio bacteriana de todas as espécies (Dosti et
al., 2005).

O gas ozbdnio também foi pesquisado com o agente antimicrobiano.
Pereira et al. (2005) expuseram grupos de quinze laminocultivos, semeados com
e trés cepas das seguintes bactérias: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
e Staphylococcus aureus, a a¢do dos gases dioxido de carbono e¢ o hélio na
concentragdo de 99,99% para ambos; o 0zonio a 0,4% e ar comprimido como
controle, e observaram que o 0z6énio promoveu a esterilizagdo de 100% dos
laminocultivos; os demais gases ndo alteraram significativamente nenhuma das
culturas em relagdo aos controles.

A atividade bactericida do oz6nio (0,4 ppm por 10 minutos) sob formas
esporuladas (Bacillus stearothermophilus) de Dbactérias gran-positivas

(Staphylococcus aureus) e negativas (Escherichia coli), foi estudada quando na
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presenca de gorduras, proteinas e carboidratos, sendo observado que o amido
tem poucos ou nenhuns efeitos de protegdo, a goma alfarroba forneceu um nivel
intermediario de prote¢do, enquanto a caseina e creme batido forneceram os
maiores niveis de protecdo as populagdes bacterianas (Gilizel-Seydim et al.,
2004).

Crapo et al. (2004) testaram a eficacia da agua ozonizada (0.6-1.5 ppm)
como um agente bactericida para desinfeccdo por contacto no tratamento de
superficies e mariscos crus. A presenga de ozonio reduziu substancialmente os
niveis bacterianos sobre superficies de a¢o inoxidavel e, em menor grau, em
plastico. O ozdnio foi tdo eficaz quando o cloro na redug@o dos niveis de Listeria
indcuos ou inoculados nas superficies alimentar. No processamento de peixe,
residuos orgénicos presentes na superficie reduzem a eficicia do sanitizante,
sendo que, em condi¢des de muitos residuos orgénicos, a agua clorada foi
ligeiramente mais eficaz do que agua ozonizada. No entanto, a agua ozonizada
aplicada em filetes de peixe e ovas nao foi eficaz para o controle bacteriano. A
presenca de material orgénico, especialmente com filetes, reduziu a eficacia do
ozonio. O ozdnio acelerou o desenvolvimento de rancidez em filetes congelados
e ovas, o que resulta em reducdo da validade. Recomendamos 0z6nio sé como
um sanitizante de marisco e em contato com superficies limpas.

A superficie mais utilizada na tubulagdo de transporte e beneficiamento
de leite é o aco inoxidavel e neste utilizaram o o0zOnio para sua limpeza e
desinfeccdo. Tatarchenko & Shapovalova (2005) observaram que os acos
inoxidaveis podem utilizados na execug¢do dos processos de oxidagdo com o uso
de ozonio.

Guzel-Seydim (2000) utilizou-se de placas de ago inoxidavel
impregnado no leite em po6 reconstituido sem gordura e autoclavado,
compararando o potencial da limpeza da dgua morna e agua ozonizada no

enxagilie sendo que a dgua ozonizada foi mais eficiente que a 4gua morna na
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remo¢do da pelicula do material na superficie do metal observado por
microscopia eletronica.

Urano & Fukuzaki (2001) estudaram a agdo do o0zOnio gasoso na
facilitacdo de limpeza de alumino (A1203) manchados com particulas apds o
tratamento térmico de albumina sérica bovina (BSA), concluindo que as
moléculas de BSA adsorvidas em A1203 tratadas, foram parcialmente
decompostas em fragmentos pela acdo prévia do ozoOnio, resultando na
facilitagdo da remogao de BSA durante limpeza por alcalinos.

Moore et al. (2000) avaliaram sob condi¢des do laboratério, a eficacia
do ozénio como um desinfetante sobre microorganismos de diferentes
importancias a indastria de alimento, inoculados em quadrados do aco
inoxidavel e incubados em varias temperaturas ¢ em umidades relativas, sendo
que a exposi¢ao das superficies contaminadas ao oz6nio resultou em uma
reducdo na viabilidade microbiana. Principalmente das bactérias gram-negativas
mais sensiveis ao 0zonio do que organismos gram-positivos.

A ac¢do do Ozonio ¢ estudada nos pesticidas e toxinas. O gas também é
util na desintoxicacdo ¢ eliminagdo de residuos de pesticidas micotoxinas e de
alguns produtos agricolas (Kim et al., 1999).

Young et al. (2006) verificaram que dez micotoxinas tricotecenos
produzidas por Fusarium spp., foram degradadas pela agua ozonizada (25 ppm)
sem observacdo de produtos intermediarios. Quando utilizado niveis inferiores
de 4gua ozonizada (0,25 ppm), os produtos intermédios foram observados.

Wu et al. (2007a), através de seus estudos, sugerem que a ozonizagao
poderia ser utilizado para a desintoxicagdo de agua beber e alimentos
contaminados por pesticidas organoclorados como diazinon, paration ¢ metil —
paration, sem formag@o de toxicidade na jungdo de comunicacdo intercelular

(Gap juncional intercelular).
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Wu et al. (2007b) estudaram a degradacdo de quatro pesticidas
dissolvidos pelo ozoénio (1,4-2,0 mg / 1), a fim de estabelecer os efeitos sobre:
methylparathion, parathion, diazinon e cipermetrina comumente utilizados como
em amplo espectro no controle pragas, tendo sido detectados em alto niveis
residuais em produtos horticolas e concluiram que a ozoniza¢dao é um seguro e
promissor processo para a remog¢do de pesticidas testados a partir de uma
solucdo aquosa na superficie de legumes sob condi¢des domésticas.

Existem numerosas evidencias e consensos sobre os efeitos toxicos para
o ser humano e dos animais especialmente, quando inalado afetando bronquios e
pulmdes, verificaram também muitas evidencias que quando utilizado por outras
vias de administracdo pode exercer efeitos benéficos como tratamento de
diversas enfermidades (Gonzalez et al., 2004)

Brunner (1958), ja alertava que embora ndo tenham sido reportados
casos fatais humanos como resultado da exposi¢do ao 0zonio, em concentragdes
superiores a 0,1 ppm, os efeitos sdo evidentes: edema pulmonar e hemorragia
sd0 os mais pronunciados. Locais onde ozonizadores estdo instalados devem ser
postados de avisos ¢ as pessoas advertidas para ndo ocupar esses ambientes mais
tempo do que o necessario.

A toxicidade do ozo6nio ¢ o critério mais importante para aprovacao do
ozonio nas unidades de transformacio alimentar e de lacticinios. E importante
para monitorar pessoas que possam ter contato com 0zo6nio na industria. No ser
humano, o ozonio afeta principalmente as vias respiratdrias. Os sintomas da
toxicidade do ozonio incluem dor de cabeca, tontura, uma sensagdo de
queimadura nos olhos e garganta, um forte sabor e cheiro e tosse. Toxicidade
cronica pode causar sintomas como dor de cabega, fraqueza, diminui¢do da
memoria, aumento da prevaléncia de bronquite e aumento da excitabilidade

muscular (Hoof, 1982).
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Oyarzin (2000) cita que os efeitos do 0zonio derivam principalmente da
formagdo de radicais livres. A exposicdo aguda ao ozdnio causa, em seres
humanos, dor retroesternal em inspiragdo profunda, diminuicdo de CVF
(Capacidade Vital For¢ada) e VEF, (Volume Expiratério no Primeiro Segundo)
e inflamacao das vias aéreas associada a hiperreatividade bronquial. A exposi¢ado
prolongada produz bronquiolitis respiratdria cronica que pode levar a uma
remodelacdo da estrutura pulmonar. Em criangas observadas por 3 anos, se
associa ao 0z6nio uma diminui¢do do crescimento do CVF, VEF1 ¢ FEMjs,
(Fluxo Expiatério Maximo Cinqiienta Por Cento). A susceptibilidade ao 0z6nio
varia segundo a exposi¢do, sendo especialmente sensiveis as criangas ¢ pessoas

com enfermidades respiratorias preexistentes.

42



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Biologia e Fisiologia dos
Microrganismos da Universidade José do Rosario Vellano — UNIFENAS,
Alfenas (MG) e no Laboratorio de Microbiologia de Alimentos, do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras

(UFLA).

3.2 Prototipo

Para a realizagdo desta pesquisa, foi desenvolvido um protdtipo de
sistema de tubulagdo em aco inoxidavel (figura 1). Sua finalidade foi simular o
sistema de tubulagdo de transporte de leite na inddstria de laticinios. O prototipo
foi montado no laboratério de Laboratorio de Biologia e Fisiologia dos
Microrganismos, com tubulacdo de 3,45cm de diametro, em ago inoxidavel AISI
304 com 1mm de espessura, em circuito fechado com 5,64m linear.

Este protdétipo foi composto por uma valvula de trés vias que
possibilitou a entrada de solug¢des para o preenchimento do circuito (A). Uma
valvula de trés vias (A1), onde foi acoplado um tubo de 0,75m que foi utilizado
para o esvaziamento do sistema com inclinagdo suficiente para a saida de
liquido(B); ou permanecendo na posi¢do vertical (B1), com a valvula aberta,
possibilitando a saida do excesso de gas e de pressao durante a injecdo do gas
0z0nio no sistema.

Uma bomba sanitaria centrifuga (C) acoplada a um motor de 2 HP (D),
com finalidade de impulsionar as solugdes de limpeza e desinfec¢do do sistema.

Uma valvula (E) acoplada a tubulacao de géas ozénio (F) que permitia a

introdu¢do deste gas dentro do circuito.
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FIGURA 1 Protétipo de circuito fechado de tubulag@o em ago inoxidavel. Valvula de trés vias (A),
valvula de trés vias (Al), tubo de esvaziamento do sistema (B); tubo de liberagdo de
gas (B1), bomba sanitéria centrifuga (C); motor de 2 HP (D), valvula de injegdo de
ozonio (E), tubulagdo de gés ozonio (F), tubulagdo horizontal superior (I), mandmetro
em aco inoxidavel (G), valvula de escape de liquido em aco inoxidavel (H), segmento
de curva (J) e um segmento de reta (K).
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Foi acoplado a tubulagdo horizontal superior (I) um mandémetro em ago
inoxidavel (G) com capacidade de 7kgf (graduado 0,05kgf) que media a pressao
interna da tubulacdo e uma valvula de escape de liquido em aco inoxidavel (H)
com capacidade de dois BAR que possibilitou o escape de liquidos em caso de
aumento da pressao.

Acoplados no protétipo, na extremidade oposta a das valvulas, foi
instalado um segmento de curva (J) e um segmento de reta (K). Estes segmentos
foram retirados do prototipo e colocados em meio rico em células de L.
monocytogenes, onde, sob agitagdo, se formou o biofilme e em seguida

verificou-se a eficiéncia das higienizagoes.

3.3 Microrganismo utilizado para a formacéo do biofilme

A bactéria utilizada foi Listeria monocytogenes (ATCC 19117)
pertencente a colegdo do Laboratério de Microbiologia de Alimentos, do
Departamento de Ciéncias dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

A cultura foi transportada, em caixa isotérmica com gelo, até o
Laboratorio de Biologia e Fisiologia de Microrganismos da Universidade José
do Rosario Vellano (UNIFENAS), Alfenas-MG, onde foram realizados os
experimentos.

Na conservagao da cepa, foi realizada uma cultura para criopreservagao
em nitrogénio liquido a -200°C e outra para ser mantida sob refrigeragdo a 2°C.
Na manutencdo da cepa sob refrigeragdo, realizaram-se repiques quinzenais,
sendo a cepa transferida para um novo meio (Agar Brain Hearth Infusion - BHI),
incubada a 35,5°C por 24 horas e transferida para a refrigeracao apos adigdo de

6leo mineral estéril a cultura estoque obtida.

45



A obtengdo da cepa em fase log. para realizagdo dos experimentos, foi
feita pelo repique da cultura estoque mantida sob refrigeracdo, onde uma
aliquota foi semeada em agar BHI inclinado e incubada a 35,5°C por 24 horas.

Aliquotas da cultura em fase log., foram transferidas para um tubo de
ensaio contendo 10 mL de solugdo salina estéril, até que se obtivesse turvagao
deste, idéntica a do tubo numero 10 da escala de Mac Farland, que corresponde
presuntivamente a 3,0 x 10° UFC/mL. Para a confirmagdo deste valor, foram
realizadas as quantificagdes de microrganismos na suspensdo preparada. Pela
diluicao de 1,0mL da suspensdo em 9,0mL de solug@o salina, obtendo a diluigcao
de 1/10 (10"). Este processo foi repetido sucessivamente até obtengdo da
diluigdo 1/10000000 (107). As diluigdes foram plaqueadas, em triplicata,
seguindo a técnica de plaqueamento por profundidade, onde 1,0mL da diluigdo
foi dispensado em uma placa estéril. Posteriormente, foram adicionados 25mL
de Agar tripitona e soja (TSA), mantidos a 42°C, seguindo homogeneizagdo ¢
solidificagdo a temperatura ambiente (25°C). As placas foram incubadas a
35,5°C por 24 horas e posteriormente realizou-se a contagem das Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) obtidas, sendo o resultado expresso em UFC /

mL.

3.4 Preparo do meio para a formacéo do biofilme

O leite integral com L. monocytogenes, foi o meio utilizado para a
formacgdo do biofilme no segmento de curva e de reta.

Foram utilizados dois lotes de 80 litros de leite processados pelo sistema
UAT (Ultra Alta Temperatura) e adquiridos no comércio da cidade de Alfenas -
MG. Foram retiradas duas amostras de cada lote equivalente a 10% do total (8
litros), para analises fisico-quimicas e microbioldgicas.

As analises fisico-quimicas das amostras foram realizadas de acordo

com as técnicas descritas por Brasil (2006): acidez, determinada pelo teste da
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acidez titulavel de leite fluido - método B; lipideos, determinados pelo método
C, butirométrico para leite fluido; Extrato Seco Total (EST) e Desengordurado
(ESD), determinados pelo método B, disco de Ackermann; Estabilidade ao
alcool.

As amostras foram pré-incubadas por sete dias, a temperatura de 35 a
37°C, entdo realizou-se observacdes quanto a alteracdes de embalagens, acidez
estabilidade ao etanol e diferenciacdo sensivel das caracteristicas sensoriais

(Brasil, 1996).

3.5 Inoculacéo do leite com Listeria monocytogenes

Para a formacao de biofilme, foram utilizados quatro litros de leite UAT,
inoculados com 1,0 ml/L da suspensdo bacteriana, previamente preparada e
quantificada, obtendo-se uma concentragio final de 3,0 x 10’ UFC/mL de leite

inoculado. Este processo foi repetido a cada 48 horas, durante dez dias.

3.6 Higienizacdo dos segmentos de curva e reta

Para a higienizacdo, por metodologia adaptada de Rossoni & Gaylarde
(2000), os segmentos de curva e de reta foram primeiramente limpos, utilizando-
se swabs com acetona a 100%. Em seguida, realizou-se a higienizag¢do, onde os
segmentos foram lavados para imersdo em detergente neutro durante 1h,
enxaguados em agua destilada estéril, secos e limpos com alcool a 70% (v/v).
Apds os tubos serem novamente lavados com agua destilada estéril e secos por
2h/60°C, foram entdo colocados em um recipiente de aluminio (P), figura 2, com
capacidade de 5 litros devidamente tampado e o conjunto foi autoclavado a

121°C/15minutos.
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FIGURA 2 Incubadora refrigerada com agitador orbital (MA 830/A Marconi®)
com o recipiente de aluminio (P).

3.7 Formacéo de biofilme na tubulacéo

O leite inoculado com a suspensdo de L. monocytogenes, foi transferido
para um recipiente estéril de aluminio (P) contendo quatro segmentos de curva e
quatro de reta, todos previamente limpos e estéreis, com quantidade suficiente
(4,0 litros) para encobrir todos os segmentos. Seguiu-se a incubagdo a 28°C, sob
agitacdo de 80 rpm, em incubadora refrigerada com agitador orbital (MA 830/A
Marconi®) (figura 2), por dez dias. A cada 48 horas, o leite inoculado foi
renovado, de forma que a fermentagdo e acidificagdo do leite ndo interferissem
no crescimento e fixacdo da L. monocytogenes e, conseqiientemente, na

formagédo do biofilme.
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3.8 Marcacao dos tubos de aco inoxidavel

Os segmentos de reta e de curva tiveram uma area (X) em suas

extremidades destinada a coleta do biofilme conforme a figura 3.

FIGURA 3 Tubulagdo de aco inoxidavel e local de coleta do biofilme (x).
Segmento de curva (J) e um segmento de reta (K).

Para a divisdo do perimetro interno em duas partes iguais tragou-se uma
linha demarcatdéria mediana no segmento de curva (a - b) ¢ de reta (¢ — d),
paralela a tubulagdo horizontal superior (I), que divide o perimetro interno em
dois setores iguais, 1 e 2, escolhidos aleatoriamente. Em cada setor, foi coletada
uma amostra; no setor 1, a amostra foi coletada antes da higienizagao, no setor 2,

apos a mesma (figura 4).
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FIGURA 4 Marcagdo dos setores de coleta do biofilme. Segmento de curva (J) e um
segmento de reta (K), tubula¢do horizontal superior (I), linha demarcatoria
mediana (a - b), linha demarcatoéria mediana (a - b).

3.9 Contagem das células do biofilme

Apds o décimo dia de incubagdo, os segmentos de reta e de curva foram
retirados do meio e rinsados com solucdo salina tamponada estéril sob agitagdo
manual. Esta rinsagem teve por finalidade a remogdo de residuos de leite e de
células ndo aderidas ao tubo (planctonicas). Na extremidade do tubo, no setor 1,
utilizando o swab até a profundidade de 3 cm e semi-circunferéncia de
aproximadamente 5,41cm, delimitou-se uma area de coleta de 16,25cm’. Para a
remog¢do e contagem das células desta area, os swabs foram friccionados sob a
superficie delimitada, removendo as células fixas na superficie interna dos tubos.

Este swab foi transferido a um tubo de ensaio contendo 10 mL de agua
peptonada 0,1%(p/v) e agitado em agitador de tubos tipo Vortex (QUIMIS®) por
2 minutos. Apo6s a agitagdo, foram realizadas diluicdes decimais seriadas até

10", Foi feito plaqueamento das diluigdes, pela técnica de plaqueamento em
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profundidade, onde uma aliquota de 1,0 mL de cada dilui¢do foi colocada em
placas de Petri estéreis. Nas placas foram colocados lentamente 25 mL de TSA e
ap6s a homogeneizagdo aguardou-se solidificacdo do meio. As placas foram
incubadas a 35,5°C/24-48h. Este procedimento foi realizado em triplicata para
cada dilui¢do. O procedimento de contagem de colonias foi realizado de acordo

com anexo [V (Brasil, 2003b), sendo os resultados anotados em tabela propria.

3.10 Preparo das solugdes utilizadas na higienizacéo

Solugdo de hipoclorito de sédio (100 ppm): esta solugdo foi preparada
no momento do uso. Foi utilizado hipoclorito de sddio comercial com 2 a 2,5%
de concentragdo no momento da fabricacdo e dgua na temperatura ambiente. A
solugdo foi monitorada quanto a sua concentragdo, por titulagdo com iodo
(APHA, 1992), apresentando pH final de 9,22.

Solucdo de hidroxido de sodio (1%): esta solugdo foi preparada
utilizando hidréxido de sdédio em escamas e agua na temperatura ambiente. Apos
a solubilizagdo do hidréxido de sddio, a solugdo foi aquecida & temperatura de
56°C, apresentando pH final de 12,6.

Agua ozonizada: Por ser muito instavel, também foi preparada no
momento do uso. O 0zoénio foi produzido em um sistema fechado (figura 5), no
proprio Laboratério de Biologia e Fisiologia dos Microrganismos da
UNIFENAS.

A fonte de oxigénio foi um cilindro de 100 kg (L) da White Martins. O
gerador de ozdnio (M) utilizado foi da marca Ozone, modelo EAS 470DC com
capacidade de 10 g/h a 3% de concentragdo em peso de 0zdnio gerado, quando
operado com uma vazdo de oxigénio de 4,2 litros/minuto a 1,0 kgf/cm®. A vazio
do oxigénio do cilindro foi controlada por um regulador de pressdo (N) e um
fluxémetro (O). Foram utilizados nove litros de oxigénio por minuto sob pressiao

de 0,5 kgf/fem®’. O ozoénio produzido foi levado até o protdtipo por uma
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mangueira de silicone (F) e injetado no circuito de ago inoxidavel que foi
preenchido por 3,91 litros de 4agua na temperatura ambiente. A 4gua foi
submetida a circulagdo através da bomba sanitaria e simultaneamente era
injetado o gas. No término da desinfeccdo, foi calculada a concentracdo de
0zoOnio na agua por titulagdo, pelo método iodimétrico, utilizando - se como

solugdo titulante o tiossulfato de sodio a 0,1N (APHA, 1992).

FIGURA 5 Sistema de geracdo de ozonio. Cilindro oxigénio (L), gerador de ozénio (M),
regulador de pressdo (N), fluxometro (O), mangueira de silicone (F).
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3.11 Analise do ph das solucdes utilizadas nas higienizacdes

A determinag@o do pH foi realizada no phMetro Digimed Mod. DM20.
Para a realizag¢do do teste, primeiramente foi realizada a calibracdo do aparelho
com tampao pH 4,00 e 6,86. Para tanto, retirou-se o envoltério que protege o
bulbo do eletrodo contendo solugdo de KC1 3M e o eletrodo foi lavado com jatos
de 4agua destilada, com o auxilio de uma pisseta, e secou-se o eletrodo com papel
absorvente fino. O eletrodo foi introduzido na solug¢do tampao de referéncia (pH
= 4,00) e aguardou-se até que o valor fosse registrado pelo aparelho. O mesmo
procedimento foi realizado com o tampao de pH 6,86, sendo o eletrodo lavado e
secado antes deste procedimento.

Realizada a calibragdo, partiu-se para a determinacdo do pH das
solugdes de limpeza e desinfec¢do. Apds a introdugdo do eletrodo na solugdo, foi
requisitada a leitura ao aparelho e esperou-se até a estabilizagdo do valor para
que o resultado fosse anotado. Entre os intervalos das analises o eletrodo foi

lavado e secado, bem como ao término das analises.

3.12 Higienizacao da tubulagio

As higienizag6es foram realizadas pelo processo CIP (Clean In Place).
Nesta pesquisa avaliou-se a agdo de oito higienizacdes distintas (tabela 1) sobre
o biofilme de L. monocytogenes formados nos segmentos de curva e de reta.

As higienizagdes do circuito ocorreram utilizando a seguinte rotina:

-pré-lavagem por circulagdo de agua em temperatura ambiente (TA), por
5 minutos;

-lavagem por circulagdo com solucdo detergente porl0 minutos. Como
detergente utilizou-se soluc¢@o de hidroxido de sddio (NaOH) na temperatura de

56°C e agua ozonizada na temperatura ambiente (TA);
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TABELA 1 Métodos de higienizagdo da tubulagdo de ago inoxidavel com
biofilme de L. monocytogenes.

Pré- Enxagiie
) Lavagem ) Desinfeccdo
Hig. lavagem triplo
Agua NaOH 1%/56°C/10 Agua ,
Agua TA/3 min.
H1 5 min min. 5 min.

Agua NaOH 1%/56°C/10  Agua NaClO (100ppm)
H2 5 min min. 5 min. /3 min.

Agua NaOH 1%/56°C/10  Agua  Agua + 05(4,9 ppm)

H3 5 min min. 5 min. /3 min.
Agua Agua + Agua  Agua+ O;(4,9ppm)-
H4 5 min O5(5,1ppm)/10 min. 5 min. 3 min.
Agua NaOH 1% 56°C/10  Agua )
Agua TA/10 min.
H5 5 min min. 5 min.

Agua NaOH 1%/56°C/10  Agua NaClO (100ppm)

H6 5 min min. 5 min. /10min
Agua NaOH 1%/56°C/10 Agua Agua+0;
H7 5 min min. 5 min. (5,1 ppm)/10 min.
, ) , Agua+ O;
Agua Agua + O3(5,1 Agua s
. . . (5,1 ppm)
H8 5 min ppm)/10 min. min.
/10 min.

-enxagiie triplo por circulacdo de 4gua na temperatura ambiente (TA)
durante 5 minutos. Este enxagiie tem como finalidade retirar o material organico
que a lavagem removeu da tubulacdo e evitar a permanéncia de residuos da

solugdo detergente na tubulacdo. O controle da possivel permanéncia de residuos
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foi determinado através do pH da agua no final do enxagiie, que ficou préximo
ao pH da mesma agua antes do enxagiie (pH 7,2).

-desinfeccdo por circulagdo de solugdes na temperatura ambiente (TA)
por tempo de trés minutos utilizados em quatro Higieniza¢des (H1, H2, H3 e
H4) ou 10 minutos utilizado no restante das higienizagdes (HS5, H6, H7 e HS).
Foi utilizado como solucdo desinfetante o hipoclorito de s6dio (NaClO) nas
higienizagdes H2 e H6 e agua ozonizada nas higienizagdes H3, H4, H7 e HS. No

ensaio branco foi utilizada dgua no Iugar da solugdo desinfetante (H1 e HYS).

3.13 Contagem das células do biofilme ap6s a higienizacao

Ap0ds a higienizacdo, os segmentos de curva e de reta foram retirados do
circuito. Na extremidade de cada segmento no local de coleta x (figura 3),
identificou-se o setor 2 e realizou-se 0 mesmo processo de coleta da amostra
feito no setor 1 antes da higienizacao.

A remocdo e contagem de células aderidas foram realizadas conforme

técnica descrita no item 3.9.

3.14 Analise da densidade das soluces

Para a determinagdo da densidade relativa das solucdes utilizadas na
higienizagdes, foi utilizado um picndmetro limpo e seco.

Primeiramente, realizou-se a calibracdo do picnometro com &agua
destilada. Esta consistiu na determinagdo da massa do picnémetro vazio ¢ da
massa do picndmetro com agua destilada medida a 25°C. Pesou-se o picndmetro
vazio e anotou-se o peso. Em seguida, foi colocada a 4gua destilada a uma
temperatura de 25°C no picndémetro, procedendo a pesagem e anotando seu peso.

ApoOs a calibragdo do picnémetro, foi realizada a determinacdo da

densidade aparente das solucdes e do padrao. A amostra (25°C) foi colocada no
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aparelho e, apds a remogao do excesso das solugdes, pesou-se o picnémetro. Foi

obtido o peso da amostra em gramas através da diferenca:

PA = Peso do picnometro com a amostra - Peso do picndmetro vazio.

A densidade relativa foi encontrada através da divisdo entre a massa da

amostra liquida e a massa da agua, ambas a 25°C.

Densidade relativa = massa amostra/ massa da agua

3.15 Analise da viscosidade das solucGes

A viscosidade relativa foi calculada empregando-se o equipamento de
Copo Ford®. A determinagio foi realizada medindo o tempo de escoamento das
solucdes preparada em relagdo ao padrao.

A calibrag¢do do equipamento foi realizada com a agua na temperatura de
25°C, juntamente com a determinagdo da constante K, que foi empregada na
férmula que determina a viscosidade das amostras analisadas.

As amostras, padrdo e solucdes preparadas, foram termostatizadas a
25°C antes de se realizar as anélises.

Para as andlises, o orificio do Copo Ford® foi fechado com o dedo e o
copo foi preenchido até o nivel mais elevado com agua, que foi colocada
lentamente para ndo haver formagao de bolhas. A temperatura da 4gua no copo
foi verificada, com o auxilio de um termdémetro, para que o escoamento se
realizasse quando esta estivesse a 25°C (£ 0,1). Assim, passou-se a placa de
vidro plana na superficie do Copo Ford® para a remog¢ao do excesso de agua e
retirou-se o dedo do orificio. A placa foi removida, pela lateral, e acionou-se o

crondmetro quando a 4gua comegou a correr pelo orificio.
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Quando houve a primeira descontinuidade do fluxo da agua, o
cronometro foi parado e anotou-se o tempo transcorrido em segundos. Este
procedimento foi realizado em triplicata.

Este mesmo procedimento foi realizado para a determinagdo do tempo
de escoamento do padrao e das solu¢des preparadas.

Para se obter o valor da viscosidade da agua, em Centipoise (cP),

utilizou-se a tabela 2, que contém estes valores nas diversas temperaturas:

TABELA 2 Viscosidade padrao da dgua em diversas temperaturas.

°C n (cP)
16 1,110
17 1,082
18 1,055
19 1,029
20 1,004
21 0,980
22 0,957
23 0,936
24 0,915
25 0,895
43 0,653
56 0,466

A formula utilizada para a determinacao da constante K da 4agua foi:
n=k.t.d
ou
k=_ 1
t.d
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em que:

1 = viscosidade relativa em centipoise (cP) baseando na tabela anterior.
k = constante a uma dada temperatura.

t = tempo de escoamento em segundos.

d = densidade da 4gua a 25°C.

A determinacdo do K da 4gua foi utilizada para determinagdo da

viscosidade do liquido das solugdes.

3.16 Analises estatisticas

Foram realizados dois experimentos para verificar a eficiéncia de oito
tratamentos para a desinfecg¢@o de tubulagdes. Um deles sendo a desinfec¢do na
reta e outro, a desinfec¢do na curva. Foi ajustado um modelo de andlise da
variancia, considerando um delineamento inteiramente casualizado (DIC), mas,
devido as caracteristicas dos dados (muitos valores zero, varidncias grandes,
falta de homogeneidade de variancias, variavel resposta discreta) fizeram com
que as pressuposicoes da andlise da varidncia ndo fossem atendidas, impedindo
tal andlise.

Utilizou-se de técnicas da estatistica ndo-paramétrica para a analise de
dados. Foram elas: o teste de Kruskal-Wallis, que é o equivalente ao DIC na
estatistica ndo-paramétrica; a comparagao multipla de médias ndo-paramétrica,
para comparar os tratamentos quanto a contagem bacteriana final; e o teste de
Wilcoxon para verificar a eficiéncia de cada tratamento (diferenca entre a

contagem inicial e final).
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3.16.1 Teste de Kruskal-Wallis

O teste de Kruskal-Wallis foi introduzido por estes autores em 1952,
como um competidor ou um substituto do Teste F do campo paramétrico
(Kruskal & Wallis, 1952).

Sua finalidade ¢ estabelecer confronto entre k amostras independentes (k
tratamentos).

A hipdtese nula deste teste € a de igualdade entre todas as médias.

K
Procede-se a classificagdo conjunta das N = Z N, observagdes,
i=1

dando ordem 1 a menor e ordem N a maior delas.

Define-se a estatistica:

I iR‘; 3(N+1)
IG_N(N+1}__1T11 :

em que R, ¢ asoma das ordens atribuidas ao tratamento i.

Confronta-se y2 com o quantil X?l . para a tomada de decisdo.

FN=1)

2) Comparag¢des multiplas envolvendo todos os pares de tratamentos

(Caso de pequenas amostras)

Para cada par de tratamentos, calcula-se a diferenca.

R-r)
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para 1=1,2,...,k—1 e j=i+1..K, em que R; e R representam as
somas das ordens atribuidas aos tratamentos i e j respectivamente, nas n
repeti¢des.

Dai confronta-se essas diferencas com um valor tabelado para

determinar a sua significancia.

3.16.2 Teste de Wilcoxon

No Teste dos Sinais, leva-se em consideracdo apenas o sentido da
diferenca dentro de cada par. No teste de Wilcoxon pode-se considerar ndo s6 o
sentido, mas o valor das diferencas, sendo assim este teste ¢ mais poderoso. O
teste de Wilcoxon atribui maior ponderacdo a um par que acusa maior diferenca

(a dos sinais, ndo) (Wilcoxon, 1945).

® Seja d; = a diferenca entre os escores de cada par (todos considerados

no mesmo sentido).

@ Atribui-se postos aos di's independentes dos sinais (positivos ou
negativos). Ao menor di, o posto 1, o posto 2, ao seguinte, etc. Quando se atribui
postos independentes de sinais, um valor d; = -1, tem posto inferior tanto a d; = -
2 como d; = 2. Em seguida, se di é negativo, entdo o posto associado também o

serd, se di € positivo, entdo o posto associado também o sera.

® Sob Hy, quando se somam os postos com sinal "+" e os postos com
sinal "-", essas duas somas devem ser aproximadamente iguais, o que indica que
ndo existe diferenca entre os tratamentos. Se, entretanto, essas somas diferem
muito, podemos concluir que os tratamentos diferem, devendo entio rejeitar H,.
@ Empates

a) Se di = 0, despreza-se da analise
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b) Se tem-se d; = -1, d, =-1 e d; = 1, entdo a cada
di sera atribuido o posto 2, pois (1+2+3)/3 =2, onde 1, 2 e 3
seriam os postos atribuidos se os di's fossem diferentes, logo os
postos ficariam -2, -2 e 2 respectivamente. O préximo posto de
di, pela ordem sera 4, pois ja foi utilizado os postos 1, 2 e 3.
c) Se dois postos acusam di's = 1, ambos recebem
o posto 1, 5 e o proximo receberd o posto 3, pois (1+2)/2 = 1,5.
® Hipoteses:
Hy: ndo existe diferenga entre os tratamentos Ypi(+) = Zpi(-)
H;: existe diferenga entre os tratamentos 2pi(+) = Zpi(-)
pi(+) > Zpi(-)
Zpi(+) < Zpi(-)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados encontrados foram citados em topicos de modo a facilitar

a discussdo.

4.1 Andlises fisico-quimica e microbioldgica do leite

O leite utilizado como meio de cultivos para L. monocytogenes para a
formacao de biofilme na superficie interna da tubulacdo de aco inoxidavel, foi
analisado para obter seus parametros fisico-quimicos (tabela 4)

O leite utilizado no experimento foi incubado a 35 a 37°C por sete dias,
ndo sofrendo modificagdes que alterassem a embalagem, permanecendo estavel
ao etanol 68%v/v, ndo ocorrendo alteragdes de acidez e ndo apresentando
modificagdes perceptiveis nas caracteristicas sensoriais dos leites UHT sem

incubar; estando dentro do padrio (Brasil, 1996)
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TABELA 4 Analise fisico-quimicas realizadas nas amostras de leite UHT
utilizadas como meio de cultivo de L. monocytogenes para
formagdo de biofilme na tubulaggo de ago inoxidavel no segmento
de reta e curva

. - . Padré&o
Anélises fisico-quimicas Resultados
(Brasil, 1996)
Acidez (g. de
Ac. Latico/100ml) 0,15 0,14a0,18
Matéria gorda (%) 3,1 Minimo 3,0
Extrato Seco
9,0 Minimo 8,2
Desengordurado
Estabilidade ao etanol Estavel Estavel

4.2 Adeséo e formacao de biofilme

Os dados referentes a contagem de L. monocytogenes dos swabs
realizado na superficie interna da tubulacdo de aco inoxidavel, nos segmentos de
curva e reta do protétipo (figura 1), estdo apresentados na tabela 5. Ressalta-se
que foi utilizado o mesmo processo para promover a formagao de biofilme nos

dois segmentos (reta e curva).

TABELA 5 Média da contagem de Listeria monocytogenes (UFC/cm?®) na
superficie interna da tubulag@o de aco inoxidavel, nos segmentos de

reta € curva.
Segmento Média (UFC/cm?)
Reta 8,75 x 10°
Curva 8,05 x 10°
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Essas contagens (tabela 5) indicam que ocorreu a formacdo de biofilme
estabilizado em ambos os segmentos. As variaveis aplicadas para a formacao de
biofilme na superficie interna da tubulagdo de aco inoxidavel: tempo (10 dias),
temperatura (28°C), meio de cultura (leite integral) e agitacdo (80rpm), foram
suficientes para a formacdo e estabilizagdo do biofilme de Listeria
monocytogenes na superficie de ago inoxidavel, nos segmentos de reta e curva.
A populagio encontrada esta 1 ciclo logaritmo acima daquela (107) estabelecida
pelos autores Andrade et al., 1998, como a contagem limite para que a estrutura
seja considerada biofilme estabilizado.

O deposito de matéria organica e os biofilmes maduros proporcionam as
bactérias sésseis, protegdo contra o agente antimicrobiano (Mittelman, 1998;
Wong, 1998; Kim et al., 1999, 2003; Giizel-Seydim et al., 2004; Crapo et al.
2004;, Robbins et al. 2005; Hems et al., 2005; Adrido et al., 2008) dificultando
muito a sanificagdo da tubulagdo. Entretanto esse fato cria a possibilidade de
realizar testes mais confidvel de agentes de limpeza e sanificacdo, em condigdes
adversas.

Na figura 6 estdo apresentados os dados referentes & mediana (z) e
variagdo dos resultados de UFC/cm® em ambos os segmentos (reta e curva).
Embora ndo apresente diferenca aparente entre as medianas da reta e da curva,
pode-se observar maior variagdo dos resultados no segmento de curva. Isso
indica que ha distribuicdo mais homogénea do biofilme no segmento de reta,
provavelmente devido aos movimentos do leite dentro da tubulacdo, durante o
periodo de incubagao, exercendo pressoes diferentes nos dois segmentos, ja que
sabidamente a turbuléncia na reta ¢ diferente daquela na curva. Observa-se

também a presenga de dois pontos discrepantes (outleiers) no segmento de reta

().
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FIGURA 6 Média do log do nimero de células de L. monocytogenes aderidas na
superficie interna da tubulagdo de aco inoxidavel no segmento de
reta e segmento de curva. Mediana(z); outliers (x).

4.3 Determinacao da turbuléncia das solucdes utilizadas nas limpezas

Apos a confirmagdo da formagao de biofilme nas superficies internas
dos segmentos de reta e curva, do prototipo em estudo, utilizou-se solugdes de
limpeza, mensurando-se as variaveis densidade e viscosidade necessarias para se
calcular a turbuléncia (energia mecénica) das solugdes, que juntamente com
temperatura e tempo de acdo, constituem os fatores basicos para a boa
higienizagdo. Os resultados de densidade e viscosidade estdo apresentados na

tabela 6.
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TABELA 6 Densidade e viscosidade das solugdes utilizadas na higienizag¢ao das
tubulagdes de aco inoxidavel contendo biofilme de L.

monocytogenes.
Solugdes Densidade Viscosidade
(Kg/L) (poises)
Agua + O3 (5,1ppm)/10 minutos 1,0024 83,7000
Solucéo de NaOH 1% 43°C 1,0088 63,1400
Solucéo de NaOH 1% 56°C 1,0083 45,0000
Média das solu¢des de NaOH 1,0086 54,0700

Os resultados das turbuléncias calculados pela equacdo de Reynolds,
utilizando os dados da tabela 6, juntamente com o didmetro e vazio dos fluxos,

estdo apresentados na figura 7.

35,0 30,6
30,0 25,5
25,0 21,8

20,0

Rn

15,0
10,0

5,0

0,0
agua MaOH 1% MaOH 1% MaOH 1%
ozonizada (43°C) (56°C) (média)
{5, 1ppmi)
B NUmero de Reynolds

FIGURA 7 Numero de Reynolds (Rn) das solugdes utilizada na limpeza das

tubulacdes de ago inoxidavel contendo biofilme de L. monocytogenes.
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A turbuléncia elevada da solugdo detergente ¢ fator de grande
importancia para a remoc¢ao de solidos da superficie de tubulagdes. No caso
especifico do sistema CIP é a movimentagdo da solugdo detergente em alta
velocidade que provoca a friccdo e turbuléncia, o que por sua vez, acelera a
remocgdo dos so6lidos. Segundo Herreid & Luetscher (1963), a agdo eficiente na
remocdo de sdlidos de um sistema de limpeza, tem seu inicio quando o nimero
de Reynolds atinge 25,00, tendo sua eficiéncia maxima quando esse numero
atinge 90,00. Os autores Hankinson & Carver, (1968); Andrade & Macedo
(1996); Jones (2001) confirmam e enfatizam a importancia da velocidade do
fluxo e de sua acdo mecanica provocada pela passagem da solucdo, na remogéo
de solidos.

Utilizou-se solugdes de NaOH a 1%/56°C e 4gua ozonizada a 5,1ppm
em temperatura ambiente, na limpeza da tubulagdo do prototipo. A solugdo
detergente de NaOH (1%) a 56°C possui Rn de 30,6 o que ¢ considerado como
valor de turbuléncia acima do minimo (Rn=25,00) necessario para a remocao de
solidos. Essa mesma solugdo atingiu, no final do periodo de limpeza,
temperatura de 43°C (Rn = 21,8387), estando este valor abaixo do minimo
estipulado como adequado a remog¢do de soélidos. Esses resultados mostram
claramente que ¢ necessario observar sempre a manutencdo da temperatura
durante todo o processo de limpeza, pois muitas vezes inicia-se com a
temperatura recomendada para cada agente de limpeza e ignora-se o fato de que
ha perda de temperatura durante o processo e essa deve ser mantida durante o
processo.

A média das solucdes de NaOH (1%) a 56°C e 43°C teve Rn=25,4957
tendo o minimo de eficiéncia e provocando turbuléncia eficiente para a remogao
dos solidos da parede da tubulacdo.

A 4gua ozonizada (5,1ppm), também utilizada na limpeza interna das

tubulagdes de ago inoxidavel, teve o numero de Reynolds igual a 16,4
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insuficientes segundo Herreid & Luetscher (1963), para provocar turbuléncia
necessaria para remog¢ao de sélidos na limpeza da tubulagao.

Esses resultados vém confirmar o que ja foi observado nas praticas de
limpeza, ou seja, para limpeza eficiente, é de fundamental importancia observar
a correta temperatura de utilizagdo do agente de limpeza. Sabidamente,
temperaturas elevadas potencializam a acdo do detergente, aumentando a
penetrabilidade, a interacdo com os solidos a serem removidos e a dispersdo.
Nao menos importante ¢ a diminui¢do da viscosidade causada pela temperatura
elevada, que segundo a equagdo, ¢ o fator isolado mais importante no aumento

do nmimero de Reynolds.

4.4 Efeito das higienizagdes no segmento de reta e curva

A individualizacdo dos tratamentos e¢ os dados referentes a suas
respectivas acdes sobre os biofilmes de L. monocytogenes na superficie de ago
inoxidavel nos segmentos de reta e curva, estdo respectivamente na figura 8 e na

figura 9.
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FIGURA 8 Contagem (UFC/em?) de L. monocytogenes antes (preto) ¢ apds (cinza) a higienizag@o da tubulagdo de ago inoxidavel no segmento de reta. H1-
lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua (3 minutos); H2 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com
cloro 100ppm (3 minutos); H3 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua ozonizada 4,9ppm (3 minutos); H4 - lavagem com
agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos) e sanificacdo com agua ozonizada 4,9ppm (3 minutos); HS - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e
sanificacdo com agua (10 minutos) — H6 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com cloro 100ppm (10 minutos); H7 - lavagem
com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos); HS - lavagem com 4gua ozonizada 5.1ppm (10 minutos) e
sanifica¢@o com agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos);
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A analise estatistica de comparagdo entre os tratamentos pelo teste

de Kruskal-Wallis Kruskal-Wallis rank sum test (segmento de reta)

12=17.6582 df=7

Detectou diferenca significativa entre os tratamentos p-value =
0,01361.
Por isso, em seguida foi feita a comparagdo multipla de médias ndo

paramétricas (tabela 7):

TABELA 7 Comparagdo multipla ndo paramétrica dos oito tratamentos (H1
a H8) quanto a contagem microbiana final, no segmento reta.

Tratamento Contagem
H6 Oa
H7 Oa
HS5 10b
H2 2440 b
H3 23727 be
H1 36670 be
H8 70085667 c
H4 110870000 ¢

Comprovagao da eficiéncia (contagem inicial vs final), pareada, por
tratamento, no segmento de reta (tabela 8) de acordo com o teste de

Wilcoxon.
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TABELA 8 Comparagdo multipla ndo paramétrica dos oito tratamentos (H1
a H8) quanto a eficiéncia de desinfeccdo do segmento reta.

Tratamento p-valor
H1 0,1
H2 0,1
H3 0,1
H4 0,2
HS 0,1
H6 0,064
H7 0,064
H8 0,2

Todo valor superior a 0,1 indica que aquele tratamento ndo
promoveu reducao significativa na contagem bacteriana. Quanto menor o p-
valor, mais drastica foi essa reducao.

No geral, os resultados obtidos no segmento de reta indicam que: a
soda na concentragao utilizada (NaOH 1%) foi o unico agente eficiente no
processo de limpeza, uma vez que todas os tratamentos contendo soda
apresentaram “p-valor” (tabela 8) iguais ou inferiores a 0,1. Além disso,
pode-se inferir que o ozOnio ndo se presta como agente de limpeza.
Concernente a sanificagdo, pode-se observar que o cloro € o 0zonio foram
eficientes e que o tempo de exposicdo interferiu diretamente na eficiéncia do
processo.

Especificamente, os dados obtidos no segmento de reta indicam que:
quando foi utilizada soda como agente de limpeza e agua como sanificante,
ocorreu queda significativa na contagem sem, entretanto, ocorrer a
eliminagdo total da bactéria do biofilme, indicando que a soda ¢ eficiente no
processo de remogdo (limpeza) do biofilme, uma vez que, sabidamente a
agua ndo ¢ agente sanificante; o que pode ser comprovado pela ndo
influéncia do tempo de exposicdo, pois 3 ¢ 10 minutos produziram o mesmo

efeito. Embora a agua ndo seja agente sanificante, esse tratamento (soda +
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agua) foi aplicado, para quantificar o niumero de bactérias removidas pela
soda no processo de limpeza, o que pode ser comprovado pelos resultados
dos tratamentos H1 e HS.

Pode-se também observar que o cloro foi eficiente como agente
sanificante, sendo o tempo de exposi¢do fator determinante para sua agéo, ja
que a eliminagdo total somente aconteceu no tempo de 10 minutos (figura 8).

Com referéncia ao ozbnio, pode-se observar comportamento
semelhante ao do cloro, conseguindo também eliminagdo total das bactérias
quando o tempo de exposigdo foi suficiente, conjugado com eficiente
processo de limpeza. Ratificando o efeito antibacteriano do o0zo6nio
demonstrado por varios autores Pereira et al. (2005), Tatarchenko &
Shapovalova (2005), Rodriguez-Romo & Yousef (2005), Dosti et al. (2005),
Mondardo et al. (2006), Florjanic & Kristl (2006), Souza (2006), Pastoriza et
al. (2007) e Fielding et al. (2007).

Os tratamentos utilizando ozoOnio como agente de limpeza e
sanificacdo (H4 e HS8) demonstraram que esse gas, nas condigdes deste
estudo, embora seja eficiente agente sanificante, ndo se presta como agente
de limpeza. Provavelmente, esse fato ocorreu devido a baixa turbuléncia,
quando se utilizou dgua ozonizada (figura 7), com Rn igual a 16,4, valor
abaixo do 25,00, valor este, estipulado por Herreid & Luetscher (1963) como
0 minimo para que uma turbuléncia seja considerada como eficiente no
processo de limpeza CIP.

Os dados referentes a higienizagdo no segmento de curva da
tubulacdo do prototipo encontram-se na figura 9.

A analise estatistica de comparagdo entre os tratamentos pelo teste

de Kruskal-Wallis Kruskal-Wallis rank sum test (segmento de curva)

42=17.6582 df=7

Detectou diferenca significativa entre os tratamentos p-value =

0,01361
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Por isso, em seguida foi feita & comparagdo multipla de médias ndo

paramétricas (tabela 9)

TABELA 9 Comparagdo multipla ndo paramétrica dos oito tratamentos (H1
a H8) quanto a contagem microbiana final, no segmento curva.

Tratamento Contagem
Ho6 138 a
H5 610 a
HI 682 a
H2 2400 a
H3 3480 a
H7 4008 a
HS 120202000 b
H4 168533333 b

Comprovagao da eficiéncia (contagem inicial vs final), pareada, por

tratamento, no segmento de reta (tabela 10) de acordo com o teste de

Wilcoxon.
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FIGURA 9 Contagem (UFC/em?) de L. monocytogenes antes (preto) e apds (cinza) a higienizag@o da tubulagdo de aco inoxidavel no segmento de curva. H1-
lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua (3 minutos); H2 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com
cloro 100ppm (3 minutos); H3 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua ozonizada 4,9ppm (3 minutos); H4 - lavagem com
agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos) e sanificacdo com agua ozonizada 4,9ppm (3 minutos); HS - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e
sanificagdo com agua (10 minutos) — H6 - lavagem com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com cloro 100ppm (10 minutos); H7 - lavagem
com soda 1% (10 minutos/56°C) e sanificagdo com agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos); HS - lavagem com 4gua ozonizada 5.1ppm (10 minutos) e
sanificagdo com agua ozonizada 5,1ppm (10 minutos);
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TABELA 10 Comparagdo multipla ndo paramétrica dos oito tratamentos (H1 a
HS) quanto a eficiéncia de desinfec¢ao do segmento curva.

Tratamento p-valor
H1 0,1
H2 0,1
H3 0,1
H4 0,2
H5 0,1
Ho6 0,1
H7 0,1
H8 0,2

Todo valor superior a 0,1 indica que aquele tratamento ndo promoveu
reducgdo significativa na contagem bacteriana. Quanto menor o p-valor, mais
drastica foi essa reducio.

No geral, os dados indicam que a higieniza¢do no segmento de curva foi
igual para todos os tratamentos (tabela 10), com exce¢do do H4 e do H8 (p-valor
=0,2), os quais obtiveram piores resultados, semelhantes ao que ocorreu com o
segmento de reta. Estas duas higienizagdes (H4 ¢ HS8) utilizaram a agua
ozonizada 5,1ppm com baixa turbuléncia (Rn=16,4), como agente de limpeza.

Comparando os dois segmentos, reta e curva, pode-se inferir que no
segmento de curva ¢ mais dificil obter uma completa higienizagdo, visto que em
nenhum tratamento foi possivel obter uma eliminagdo total das bactérias da
superficie, ao contrario do que ocorreu quando se utilizou os tratamentos H6 e
H7 no segmento de reta. Pode-se especular que no segmento de curva, o impacto
da solugdo de limpeza ndo ¢ o mesmo em todo o perimetro interno da superficie
que compde o segmento de curva, ou seja, ha pontos da superficie na curva em
que o liquido detergente impacta com pressdo menor que em outras. Esse fato

parece ndo ter a mesma importancia em relagdo ao agente sanificante, pois esse
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ndo depende de impacto sobre a superficie, mas sim do contato direto com a
bactéria aderida a superficie.

Os resultados obtidos em ambos os segmentos, indicam que em um
sistema de higieniza¢do de tubulacdo de ago inoxidavel AISI 304 cujo perfil
apresente segmentos retos e curvos, o hidréoxido de sddio na concentragdo de 1%
¢ eficiente na remog¢ao da matéria organica (limpeza) no segmento de reta, desde
que a temperatura da solucdo seja mantida constante a no minimo 56° C em um
tempo de circulagdo ndo inferior a 10 minutos, com turbuléncia minima de
Rn=25,00. No segmento de curva, devem-se proceder, modificagdes em pelo
menos um dos parametros estudos, ou seja, elevar a temperatura da solugdo ou o
tempo de circulagdo ou ambos; o ozdnio definitivamente ndo deve ser utilizado
com agente de limpeza.

Concernente aos agentes sanificantes ficou demonstrado que o cloro ¢ o
ozdnio possuem eficiéncias semelhantes e que ambos agem eficientemente em

superficie de aco inoxidavel submetida a uma completa limpeza.
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5 CONCLUSOES

Nas condi¢des deste trabalho:

Ocorreram adesao e formag¢do de biofilme maduro de L. monocytogenes
na superficie interna da tubulag¢do de ago inoxidavel tanto no segmento de reta
quanto no segmento de curva.

A 4agua ozonizada a 5,1ppm, ndo obteve turbuléncia suficiente para uma
eficiente higienizagao.

No segmento de reta os tratamentos que apresentaram as melhores
performances, promovendo uma eliminagdo total de bactérias foram: limpeza
com NaOH 1% a 56°C por 10 minutos e sanificagdo com hipoclorito de sodio a
100ppm; o tratamento no qual se utilizou de sodal% a 56°C por 10 minutos na
limpeza e agua ozonizada 5,1ppm na sanificagdo.

No segmento de curva, os Unicos tratamentos que ndo apresentaram
diferenca entre contagem inicial e finais significativas foram: limpeza e
sanitizagdo a 4gua ozonizada a 5,1ppm e 4,9ppm respectivamente e o tratamento
no qual se utilizou a 4gua ozonizada a 5,1ppm na limpeza e na sanitizagao.

A sanitizacdo da superficie interna de tubulag¢do de aco inoxidavel (CIP)

so6 foi eficiente com o tempo de contato de dez minutos.
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