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RESUMO

Na induastria de laticinios 0s micro-organismos presentes na superficie de
equipamentos e utensilios devido a residuos que nao foram removidos no processo
de higienizacdo podem formar comunidades microbianas chamadas biofilmes. Estes
diminuem a vida utii do equipamento e comprometem a matéria prima, pois
apresentam uma maior resisténcia aos processos de higienizacdo, sendo necessario
elaborar estratégias para neutraliza-los. A limpeza e a sanitizacdo evitam a
contaminacdo e aumentam a vida de prateleira do produto oferecido a populacéo,
evitando dessa forma, ndo sé prejuizos financeiros para industria e consumidores,
como também problemas relacionados a saude publica. Esse trabalho tem como
objetivo caracterizar os fatores de risco que contribuem para formacédo do biofilme,
caracterizar 0s micro-organismos envolvidos no processo de adesdo, avaliar os
agentes de limpeza e de sanitizacdo que podem ser utilizados, as superficies e
algumas consequéncias que podem ocorre com a ma higienizacdo e apresentar
estratégias capazes de controlar ou eliminar focos de contaminacdo da linha de

producéo.

Palavras-chave: Biofilme, indUstria de laticinios, seguranca alimentar, higienizacao.



ABSTRACT

In the dairy industry microorganisms present on the surface of equipment and
utensils due to residues that have not been removed in the sanitization process can
form microbial communities called biofiims. These shorten the useful life of the
equipment and compromise the raw material, since they present a greater resistance
to the processes of hygiene, and it is necessary to devise strategies to neutralize
them. Cleaning and sanitization prevent contamination and increase the shelf life of
the product offered to the population, thereby avoiding not only financial losses for
industry and consumers, but also problems related to public health. This work aims to
characterize the risk factors that contribute to biofilm formation, to characterize the
microorganisms involved in the adhesion process, to evaluate the cleaning and
sanitizing agents that can be used, the surfaces and some consequences that can
occur with the poor sanitation and present strategies able to control or eliminate foci of

contamination of the production line.

Keyword: Biofilm, dairy industry, food safety, hygiene.
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INTRODUCAO

Biofiilmes s&@o comunidades de micro-organismos que colonizam superficies
sOlidas industriais em decorréncia de falhas nos processos de sanitizacdo e
higienizag&o. Trata-se de uma estratégia de colonizagdo onde bactérias ou fungos se
organizam em multicamadas sobre uma matriz de substancia polimérica extracelular
(EPS) secretada pelas células. Este estilo de vida multicelular proporciona aos micro-
organismos uma maior resisténcia aos processos fisicos e quimicos de desinfeccao
tornando dificil a sua remocao de tais superficies. As industrias de laticinios sdo muito
susceptiveis a ocorréncia de biofilme em superficies diversas por processarem
matéria-prima rica em nutrientes, equipamentos operando em contato com material
fecal de animais infectados e pela ndo utilizagdo da agua potavel levando ao
comprometimento da linha de producdo em consequente perdas econdmicas. Nao
menos importante, a formacdo de biofilme pode comprometer a seguranca e a
gualidade dos alimentos pela presenca de enteropatégenos e micro-organismos
deteriorantes.

Células sésseis sao mais resistentes aos biocidas quando comparado as células
plancténicas (no geral cerca de 100 vezes) e isto diminui a eficiéncia dos
procedimentos de higienizacdo nas areas de processamento de alimentos. Alguns
exemplos de micro-organismos na forma de biofilme (sésseis) encontrados na
industria de laticinios sédo: Pseudomonas aeruginosas, Pseudomonas fragi,
Pseudomonas fluorescens e Micrococcus spp, podendo ser considerados micro-
organismos deteriorantes. Como exemplos de alguns patdgenos podem-se citar:
Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella typhimurium, Escherichia
coli O157: H7, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e Enterococcus faecium. As
medidas tomadas pelas indastrias na higienizacdo das superficies e equipamentos
visam novas alternativas para o controle de biofilmes microbianos envolvendo a
utilizagdo combinada de processos quimicos como o uso de biocidas, dispersantes e
floculantes de processos mecanicos e térmicos a fim de garantir a eficiéncia desejada.

Considerando que biofilmes representam focos de contaminagdo que podem
comprometer ndo apenas a qualidade dos alimentos como também a seguranca dos
consumidores pela veiculacdo de enteropatdégenos, considerando ainda as elevadas

perdas econdémicas do setor alimenticio em especial de laticinios objetivamos
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identificar os fatores de risco que contribuem para sua formacdo e que podem
contribuir de forma efetiva para o desenvolvimento de medidas capaz de controlar,

minimizar ou mesmo eliminar focos de contaminacéo da linha de producéo.

2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Caracterizar os fatores de risco que contribuem para a formacdo de

biofilme em inddstrias de laticinios.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar falhas na produgéo, armazenamento e transporte;

e Caracterizar 0os micro-organismos envolvidos no processo de adesdo e
formacdo de biofilmes, microbiota deteriorante e micro-organismos
patogénicos comumente encontrados;

e Apresentar e avaliar os processos de sanitizagdo mais utilizados em
industrias de laticinios para a sua remocao;

e Apresentar estratégias capazes de controlar, minimizar ou mesmo eliminar

focos de contaminagéo da linha de produgéo.
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3 METODOLOGIA

Na elaboracédo do presente estudo a abordagem metodologica utilizada foi uma
revisdo bibliografica com base nas normas recomendadas pela Associacdo Brasileira
de Normas Técnicas (ABNT).

Foi realizada uma busca online de literatura cientifica nos bancos de dados
Scientific Electronic Library Online (Scielo), na Nacional Center for Biotechnology
Information (PubMed — NCBI) e no Google Académico nos idiomas inglés, portugués
e francés publicados entre os anos 2000 e 2017 para os seguintes descritores, nos
referidos idiomas, “biofilme™, * industria de laticinios™, “seguranca alimentar’”,
“higienizacdo”” combinados ou néo.

Seguindo os critérios estabelecidos, chegou-se entédo a selecédo de 61 artigos que
abordaram a tematica. Todos os artigos encontrados foram pré-selecionados e em
seguida, fez-se uma leitura exploratéria com o objetivo de verificar se atendiam aos
critérios de inclusdo estabelecidos. Os artigos foram lidos na integra de forma a
serem utilizados como referencial e marco tedrico para a discussdo e ampliacdo dos

conceitos sobre o tema abordado no estudo.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Industria de Laticinios

A industria de laticinios € de grande importancia para a economia do pais e do
nosso estado. A qualidade dos produtos lacteos é de fundamental importancia para o
sucesso da industria (MAINARDES et al.,2010). A empresa deve assegurar que seus
produtos estejam sendo distribuidos sem problemas de qualidade e com seguranca
(SANTOS et al., 2013). Este setor da industria brasileira de laticinios é importante
devido a producao de produtos com alto valor nutricional e a geracao de emprego e
renda nos meios rural e urbano (LIMA et al., 2017).

Segundo Lima et al. (2017) de acordo com os dados do Ministério do Trabalho e
Emprego (MTE, 2015), existem no Brasil, em 2013, seis mil trezentos e oitenta e uma
industrias de laticinios, as quais foram responséaveis pelo estabelecimento de mais de
cem mil empregos formais. O setor de produtos lacteos brasileiro também é marcado
pela concentracdo de um grande namero de empresas de micro e pequeno porte,
com algumas empresas de grande porte (FERREIRA et al., 2008).

A contaminagdo por micro-organismos tem levado ao aumento da incidéncia de
doencas transmitidas por alimentos. Oferecendo como exemplo, Pseudomonas um
género de bactéria que pode ser encontrada em industria de laticinios. Ela pode se
aderir a uma superficie de contato e levar a formacédo de biofilmes. Estes representam
uma preocupacao a industria de laticinios, razao pela qual a seguranca alimentar

torna cada vez mais essencial na vida industrial (RIBEIRO et al., 2016).

4.2 Conceitos e Constituicdo de Biofilmes

De acordo com Balsamo et al. (2012) biofilme pode ser definido como uma
comunidade microbiana envolta por uma matriz de substancia polimérica extracelular
(EPS), que tem como fungéo unir as células firmemente a superficie. Essa matriz é
composta de carboidratos e proteinas, ndo somente de DNA extracelular, detritos e
de células mortas. Os micro-organismos correspondem a cerca de 10% da massa
seca, enquanto a matriz corresponde a mais de 90%, podem ser formados por

multicamadas de células bacterianas ou fungicas (PEIXOTO et al., 2015). Segundo os
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autores, o conceito de biofilme microbiano e o entendimento sobre sua estrutura,
composicdo e processo de formacdo sdo fundamentais para a criagdo de estratégias
de controle e entender os riscos que eles podem representar para a industria.

A formacdo de biofilmes ocorre em virtude da adesédo de micro-organismos em
uma superficie de contato, a qual se fixa, constituem uma matriz de substancia
polimérica extracelular (EPS) e logo em seguida iniciam seu desenvolvimento.
Diversos fatores contribuem para o processo de adesdo em uma determinada
superficie, consideraremos alguns que se destacam: a genética, a viruléncia e a
resisténcia dos micro-organismos, nutricdo, a area e o material da superficie
(KASNOWSKI et al.,2010). Depende ndo apenas destes fatores, mas também das
forcas atrativas eletrostaticas, forca de Van der Waals, interacdes hidrofobicas e
ligacbes quimicas. As propriedades fisicas e quimicas da superficie dos
equipamentos como rugosidade, hidrofobicidade e carga elétrica também estédo
envolvidas neste processo. Algumas caracteristicas do ambiente como temperatura,
tempo de exposicdo, concentracdo bacteriana e eletrélitos, valor de pH podem facilitar
a adesao bacteriana (BERNARDES et al., 2012).

A figura 1 abaixo representa o desenvolvimento de um biofilme como um processo
de cinco etapas (STOODLEY et al., 2002). Na primeira ocorre a ligacéo inicial das
células bacterianas a superficie, esse processo € ainda reversivel, ocorre a adeséo
dos micro-organismos nha superficie por forca de Van der Waals e atracéo
eletrostatica (KASNOWSKI et al.,2010). Na segunda etapa, ocorre a interacao fisica
da célula com a superficie por meio de substancia polimérica extracelular (EPS)
produzida pela bactéria, resultando em anexo irreversivel mais firmemente aderido. A
adesdo produzida por EPS engloba estruturas presentes na bactéria como os
receptores especificos localizados nos flagelos, pili ou fimbrias e caracteristicas da
superficie (TREMBLAY et al., 2014).

Etapa trés, desenvolvimento e proliferacdo celular. A densidade do biofilme
aumenta a medida que as células se dividem. Micro colénias permitem a aderéncia de
outras espécies de micro-organismos diretamente aos primarios formando uma
colonizagcédo secundaria (STOODLEY et al.,2002). Etapa quatro os biofilmes tém sua
arquitetura amadurecida apresentando alta atividade metabdlica e estagio fisioldgico
avancado. E alcancado o equilibrio dinamico depois de atingir uma alta concentragéo

celular. Fatores como o pH, difusdo de oxigénio, fonte de carbono e osmolaridade
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controlam a fase de maturacéo e células localizadas em diferentes regides do biofilme
apresentam diferentes padrdes de expressdo genética (IST, 2008).

Na etapa cinco ocorre a disperséo de células em estado plancténico, que podem
rapidamente dispersar e colonizar novas superficies e formar novos focos de
contaminacdo. Ao migrarem para outros locais estas células podem n&do encontrar de
nutrientes ou oxigénio, dificuldade na sua difuséo e diminuigcdo do pH dando origem a
um processo de morte celular junto a superficie. O processo de dispersao pode ser
iniciado por diferentes fatores como disturbios mecéanicos, degradacédo enzimatica da
matriz de substancia polimérica extracelular (EPS), inducdo de motilidade e
afrouxamento da EPS (TREMBLAY et al., 2014).

A resisténcia a biocidas de micro-organismos presentes na forma de biofilme
(sésseis) é muito maior quando comparada as células microbianas plancténicas, isto
€, devido a diferenca de comportamento e expressdo genética entre as células.
Menos de 10% dos microrganismos presentes em um sistema sdo constituidos por
células planctbnicas, estando mais de 90% na forma de biofilme. Muitos biocidas
utilizados hoje em dia sdo mais eficazes contra bactéria planctbnica, por isso, a
necessidade de alterar as praticas de descontaminacao incluindo biocidas capazes de
eliminar biofilmes (BARDOUNIOTIS et al.,2001).

FIGURA 1. Etapas de desenvolvimento do biofilme.
Fonte: Stoodley et al, (2002)

4.3 Papel do "quorum sensing” no desenvolvimento do biofilme

“Quorum sensing”” (QS) é um fendmeno que possibilita a comunicagao entre
células bacterianas, moléculas de sinalizagéo extracelulares conhecidas como auto
indutores sédo usadas como interacdo permitindo que as células atuem de uma forma

cooperativa (BOYLE et al., 2015). Patogenos Gram negativos tém a capacidade de


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&ved=0ahUKEwjum8aYmoTWAhUVwWMKHVNDBxEQjRwIBw&url=http://bioalimentar.wixsite.com/blog/single-post/2016/09/28/Biofilmes-microbianos&psig=AFQjCNGBp0sE7zfxtimS8FnoX_CYtmCTHA&ust=1504362765162407
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produzir lactonas de N-acil-homoserina (AHLS) como moléculas de sinal para
deteccdo de "quorum sensing”” (QS). Este mecanismo de comunicacdo permite a
coordenacdo da expressdo génica, regulacdo da viruléncia e secrecdo de
substancias biossurfactantes que facilita a locomocéo coletiva das células sobre a
superficie (OLIVERO-VERBEL et al., 2014).

As bactérias Gram positivas e Gram negativas possuem meios de comunicacao
diferenciados, as Gram positivas utilizam oligopeptideos para se comunicar e as
Gram negativas usam como auto indutores as AHLs (SOLA et al.,, 2012). Os
processos fisioldgicos controlados por AHL ocorrem de acordo com a concentracao
celular, fase de crescimento e pode induzir a expressao de genes (OLIVERO-
VERBEL et al., 2014). Ja em bactérias Gram positivas, seu mecanismo é mediado
por pequenos peptideos sintetizados pela propria célula e encaminhados para o
meio externo (SOLA et al., 2012).

A figura 2 abaixo demonstra a detec¢éo de “quorum sensing” (QS) de bactérias
individuais Gram negativas, neste esquema observa-se que a sinalizacdo é
dependente da concentracdo celular, a regulacdo é controlada pelo acumulo de
moléculas sinalizador AHL produzidas pelas células e excretadas para 0 meio
externo pelo processo de difusdo (LASARRE E FEDERLE et al., 2013). Estas
moléculas acumulam no ambiente externo em quantidades proporcionais ao
crescimento celular e sdo detectadas por meio de receptores presentes na superficie
ou no interior das bactérias quando estdo em alta concentracdo. A partir desta fase
iniciam acdes conjuntas como ativagdo de genes envolvidos na viruléncia e
regulacéo do crescimento de colonias (PINTON et al., 2010).

Devido a comunicacdo celular de diversas espécies de micro-organismos,
podemos observar que o mecanismo QS tem papel importante na biociéncia
microbiana de alimentos, tanto na deterioracdo quanto na multiplicacdo de
patogenos (LASARRE E FEDERLE et al., 2013). Diversos géneros bacterianos sao
produtores de moléculas de sinalizacdo AHLs em alimentos como leite. As bactérias
psicrotréfilas e proteoliticas encontradas no leite cru e pasteurizadas sdo capazes de
produzi-las, confirmando assim a participacdo de QS no processo de deterioracao
inclusive de seus derivados (SOLA et al., 2012).
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FIGURA 2. A molécula sinalizadora AHL se difunde através da membrana
bacteriana até células vizinhas se ligando a uma proteina receptora
(ou proteina reguladora). Fonte: Wikipédia (2016).

5.0 Avaliacao das falhas na producao, armazenamento e transporte
do leite

Produzir leite de qualidade é o objetivo de todos os fabricantes no Brasil. Leite
para ser considerado de qualidade e seguro para guem consome tem que possuir as
seguintes caracteristicas: ndo ser um veiculo de doencas ou bactérias patogénicas,
ser livre de residuos quimicos e preservar as caracteristicas de cor, gosto e cheiro,
dentre outros fatores (EMBRAPA, 2011). Na fazenda cuidados como resfriamento do
leite e 0 seu transporte a granel visam a diminuicdo da multiplicacdo de bactérias
mesodfilas que provocam a acidificacdo do produto (MIGUEL et al.,2014). Desde o
momento em que o leite é ordenhado sao necessarios tomar devidos cuidados, pois
ndo ha como melhorar a sua qualidade depois que ele sai da propriedade rural. Por
isso, toda atencédo e vigilancia tem que ser direcionada para o produtor, pois ele é o
responsavel pelo inicio do processo de qualidade (EMBRAPA, 2011).

Micro-organismos psicrotrofilos sdo aqueles capazes de se multiplicar em baixas
temperaturas produzindo enzimas proteoliticas e lipoliticas termoestaveis que
provocam alteracdes indesejaveis no leite e seus derivados. A contaminacgéo pode ser
devido a agua de ma qualidade, a deficiéncia na higienizacédo, além do tempo e a
temperatura em que o leite € armazenado na propriedade rural e no estabelecimento
(MORSCHBACHER et al., 2017). Segundo Silva et. al, (2010) tais alteracbes sao

devidas a uma elevada contagem de micro-organismos psicrotrofilos devido a sua


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjPzoT1vYTWAhVE_WMKHdMaCb8QjRwIBw&url=http://profissaobiotec.com.br/biologia-sintetica-e-possivel-bacterias-passarem-no-teste-de-turing/&psig=AFQjCNEv_gFFEg0Qf1m9qadeMCGbfapfHQ&ust=1504372312164851
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atividade metabdlica resultando em altera¢cdes bioquimicas que limitam a vida de
prateleira destes produtos.

Para Nero et. al, (2009) os principais indicadores de contaminacdo para verificar
a qualidade do leite e o seu perfil microbiolégico sdo os aerdbios mesdfilos, coliformes
e psicrotréfilos. Eles avaliam a qualidade desse produto principalmente pela forma de

obtencdo como armazenamento e transporte.

5.1 Identificacdo da Formacéo de Biofilme na Planta Industrial

A figura 3 abaixo demonstra a formacdo de incrustacdes nas superficies dos
trocadores de calor durante o processamento de leite. Isso pode causar Varios
problemas para industria de laticinio como comprometimento do desempenho
térmico do equipamento, na sobrecarga de bombas, necessidade de desligamento
periédico para limpeza e até substituicdo de pecas. Estas incrusta¢des proporcionam
um meio propicio para adesdo microbiana favorecendo a sua formacao que dificulta
0 processo de higienizagdo, compromete a eficiéncia do equipamento e a qualidade
microbiolégica do leite e seus derivados (MIGUEL et al.,2014).

Diversos fatores colaboram para a formacéo de incrustacdes nestas superficies
como presenca de rugosidades nos trocadores de aquecimento, condi¢cdes de
processamento, design do equipamento e tensédo interfacial. As superficies de aco
inox apresentam alta tensao interfacial o que facilita a adesdo, as caracteristicas
fisicas-quimicas das superficies facilitam o acUmulo de nutrientes. Devido a
resisténcia de biofilmes aos processos de higienizacdo é necessario realizar um
planejamento para aplicacdo destas técnicas de higiene, levando em consideracéo a
individualidade de cada planta industrial (MACHADO et al.,2017).

FIGURA 3. Obstrugédo do trocador de aquecimento devido ao processamento de leite

com Pseudomonas e armazenada durante 5 dias a 6,5 ° C. (A) UHT Process

Pilot Plant (ILVO, Bélgica), (B) permutador de calor, (C) detalhe do permutador de
calor com coagulacgéo de leite. Fonte: Machado et al. (2017).
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Os utensilios e equipamentos da ordenha devem ser limpos corretamente, pois o
leite ordenhado mecanicamente deixa residuos nas tubulagcdes por onde ele passa.
ApoOs sofrer algum tipo de deterioracdo ndo ha como melhorar a qualidade do leite
gue chega a plataforma das industrias (MENEZES et al.,2014).

Existem dois tipos de ordenha como mostra a figura 4 e 5 abaixo: manual e
mecanica. Na ordenha manual é retirado pelas méos do fazendeiro sobre o balde,
ocorre em propriedades cujo numero de vacas € pequeno e a producdo de leite é
menor. Ja a ordenha mecéanica o leite € retirado através de um equipamento que
simula a mamada do bezerro (EMBRAPA, 2011). Em relacdo a sua qualidade, em
principio ndo ha diferenca entre o produto ordenhado manualmente ou
mecanicamente pois a ordenha mecanica ndo indica necessariamente um leite mais
seguro, ja que suas tubulacdes caso ndo sejam higienizadas corretamente podem
representar importantes fontes de contaminacgdo (NERO et al., 2009).

Segundo Gonzaga et al.,, (2012) o efeito da mastite (inflamagé&o da glandula
mamaria animal) é causado por micro-organismos que utilizam o canal da teta como
porta de entrada em seu hospedeiro. Ocasiona um aumento da contagem de células
somaticas (CCS), que esta relacionado ao aumento de proteases. O aumento da
atividade enzimatica acelera o desenvolvimento de defeitos no leite como a rancidez e
o0 sabor amargo (ANTUNES, 2014). Medidas simples como lavagem, secagem das
tetas com papel toalha antes da ordenha, desinfeccdo com iodo glicerinado podem
ser forma de prevencdo. Alimentacdo adequada para vaca ap0s a ordenha, evita que
0s animais venham deitar-se logo em seguida, o que poderia levar a contaminacdo
por micro-organismos do solo pois os canais das tetas ainda se encontram abertos
(GONZAGA et al., 2012).

FIGURA 4.Fonte:www.portalagropecuario.com.br FIGURA 5.Fonte:www.revistaagropecuaria.com.br
(Ordenha Mecénica) (Ordenha Manual )


http://www.portalagropecuario.com.br/
https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwi7m4Oy39rZAhWDnJAKHQOFDa4QjRwIBg&url=http://www.revistaagropecuaria.com.br/2017/01/16/as-vantagens-da-ordenha-mecanica/&psig=AOvVaw1hMvdbmY3fVa31GJv0jz7v&ust=1520530409644627
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6.0 Micro-organismos envolvidos no processo de adesao e formagéao
de Dbiofilmes, microbiota deteriorante e micro-organismos
patogénicos.

O primeiro passo para a formacdo do biofilme €& a adesdo bacteriana as
superficies. Varios fatores afetam o processo de adesdo, dentre eles, encontram-se
0Ss genotipicos, os termodinamicos e os ambientais. Genes codificam a capacidade de
micro-organismos em produzir substancia polimérica extracelular (EPS) ou a
presenca de flagelo e fimbria que auxiliam na adeséao, hidrofobicidade e carga elétrica
também tem um papel importante na adesao bacteriana. O pH, temperatura, tempo e
fluxo das solugcbes também participam (FIGUEIREDO et al.,, 2009). Além disso,
algumas superficies contendo fendas, valvulas e juntas tornam a higienizacdo mais
dificil, os residuos que se acumulam nestes locais estimulam a colonizacdo por
bactérias especialmente na forma de biofilme (CLETO et al., 2012).

As bactérias patogénicas e deteriorantes podem fazer parte da composicado
microbiana dos biofiimes formados em superficies industriais, esses micro-
organismos podem atingir a industria de laticinio através de varias fontes, tais como
agua e alimentos podendo persistir nos equipamentos por longos periodos
(GUTIERREZ et al., 2016), dentre elas destacam-se:

A-Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas putida

Sao espécies bacterianas mais comuns em plantas de processamento de
laticinios, esses micro-organismos sdo encontrados em leite refrigerado e tem a
capacidade de desenvolver sob-refrigeracdo e causar deterioracdo (CLETO et al.,
2012).

B-Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus sciuri

Estas espécies podem estar presentes em uma ordenha mecanica e a
contaminacdo do leite pode ocorrer quando entra em contato com a superficie de
equipamentos ou utensilios de ordenha (ARAUJO et al., 2010). No caso da
Pseudomonas aeruginosa considerada um micro-organismo deteriorante pode levar a

degradacdo de gorduras, de proteinas ou de carboidratos, tornando o produto
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improprio para o consumo (GUERREIRO et al., 2005). J4 o Staphylococcus sciuri é
classificado como um micro-organismo patogénico perigoso tanto para saude do
animal como para a qualidade do leite. Pode ser produtor de enterotoxinas e

resistentes a antimicrobianos (LANGONI et al., 2015).

C- Streptococcus thermophilus

Segundo Géandara e Oliveira (2000) Streptococcus thermophilus selvagem é
produtor de biofilme em superficie de aco inoxidavel. Ele pode ser encontrado na
superficie das placas do trocador de calor, ao aderir eles podem ser fator
determinante do tempo de operacdo desses trocadores podendo levar a interrupcao
do processo de pasteurizacdo para realizacdo da limpeza. Este micro-organismo pode

causar deterioracéo do leite pasteurizado e comprometer seu tempo de prateleira.

D- Staphylococcus aureus

O micro-organismo € capaz de produzir um grupo de toxinas proteicas que causam

surtos de intoxicagdo alimentar em humanos. Essas toxinas sdo o produto da
multiplicagdo bacteriana nos alimentos mantidos em temperaturas inadequadas
(VRANJAC, 2013).
Os sintomas da intoxicacdo alimentar sdo diarreia e vémito no caso de individuos
debilitados pode ocorrer sintomas mais graves. (LAMAITA et al., 2005). O micro-
organismo pode formar biofilme em aco inoxidavel levando a corrosdo de
equipamentos e reducdo da capacidade da troca de calor entre superficies. Uma vez
formado, o biofilme age como ponto de constante contaminacéo, liberando células de
micro-organismos comprometendo assim a qualidade da matéria-prima (BOARI et al.,
2009).

E- Listeria monocytogenes

Trata-se de um patdégeno capaz de causar uma doenca infecciosa sistémica grave
chamada listeriose, apresentando importante risco a saude publica (CRUZ et
al.,2008). A doenca se manifesta de forma mais grave em individuos com sistema

imunoldgico enfraguecido (ESPITIA et al., 2013). Esta bactéria tem a capacidade de
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se adaptar a condi¢cdes ambientais adversas e formar biofilmes tornando-se uma séria
ameaca para a industria de laticinios (COUGHLAN et al., 2016). Durante a produgéo
de alimentos a L.monocytogenes pode se adaptar ao estresse ambiental e iSso
favorece sua persisténcia em biofilme, uma vez que as células aderidas podem ser
resistentes aos processos de higienizacdo e tornam-se mais dificeis de serem
detectadas e eliminadas (RATTI et al., 2010).

Alguns dos principais fatores que favorecem o desenvolvimento do biofilme séo
as caracteristicas fisico-quimicas do material sobre o qual esta aderida, a expressao
de fatores de viruléncia por parte dos micro-organismos, a producdo de substancia
polimérica extracelular (EPS), e a sintese de adesinas (DEWES e PILETTI, 2016).

7.0 Micro-organismos indicadores de contaminagéao

Na industria de laticinio o controle do processamento do leite pasteurizado e o
controle da matéria-prima sdo processos que visam manter a qualidade nutricional do
produto, livres de patdgenos e microbiota deteriorante. Para a realizacdo deste
controle sdo pesquisados micro-organismos indicadores de condi¢cbes higiénico-
sanitarias podendo estar associado & presenca de enteropatégenos (ATAIDE et al.,
2008). E realizada a avaliacdo da populacdo de micro-organismos mesofilos, os
termofilos, psicrotréfilos e os indicadores de contaminacdo fecal, que envolvem os
coliformes (REZENDE et al., 2000). O coliforme termo — tolerante, representado pela
Escherichia coli, € um indicador de contaminacao fecal do produto, indicando o risco
da presenca de patégenos presentes nas fezes (PICOLI et al.,2006). Os micro-
organismos mesofilos visam verificar a contaminacdo geral de um alimento que
influencia seu tempo Gtil de conservacao (TEBALDI et al., 2008).

Um micro-organismo indicador deve apresentar as seguintes caracteristicas: ser
de facil e rapida deteccdo na amostra; ser identificado na presenca de patdégenos e
ndo identificado na auséncia dos mesmos, com excecdo de numeros minimos; ser
facilmente diferenciado de outros membros da microbiota presente; possuir
qgualidades e taxas de crescimento equivalentes as dos patogenos. O principal
objetivo da utilizacdo de bactérias como indicador da falta de eficacia na higienizacao
€ revelar defeito no tratamento ou na manipulagdo, que levam consigo um perigo
potencial (SOUSA, 2006).
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Os coliformes foram utilizados como organismos indicadores, primeiro na
avaliacdo da agua para a contaminacao fecal e em seguida na identificacdo de
condicBes insalubres em produtos lacteos pasteurizados. Em muitos casos, a
prevencdo de contaminacdo poés-processamento (PPC) com coliformes e outros
micro-organismos pode ser rastreada até a presenca de biofilmes no processamento
de equipamentos (MARTIN, et al 2016).

Devido a impossibilidade de se pesquisar todos 0s micro-organismos que podem
estar presentes no produto e devido ao alto custo e a necessidade de técnicas
sofisticadas, que envolvem tempo excessivo estes micro-organismos foram utilizados
para esse fim sdo ditos indicadores (REZENDE et al., 2000). A E. coli tem sido
utilizada como indicador fecal devido ao baixo custo e a facilidade de execucéo da
pesquisa em alimentos (CAMPOS et al.,2006).

8.0 Pontos criticos para o desenvolvimento de biofilmes em
industrias de laticinios

Dentre os pontos criticos que contribuem para o desenvolvimento de biofilmes em
industria de laticinios destacam-se a pasteurizacdo, uma vez que ndo ha nenhum
tratamento posterior que elimine o0s perigos microbiolégicos incorporados. A
ineficiéncia do tempo e da temperatura utilizadas na pasteurizacdo € verificada pela
pesquisa de duas enzimas: fosfatase alcalina e peroxidase. A fosfatase alcalina é
sensivel a pasteurizacdo, e sua presenca no produto final indica que o processo de
pasteurizacdo nao foi eficiente. JA a peroxidase € uma enzima destruida em
temperaturas superiores a da pasteurizacdo, logo, € utilizada para verificar se ocorreu
0 superaquecimento durante o tratamento térmico (TAMANINI et al., 2007).

Uma das tarefas mais desafiadoras em qualquer linha de processamento da
industria de laticinios € a manutencdo de condi¢cdes sanitarias que € comprometida
com a alta disponibilidade de nutrientes e oxigénio que favorece o crescimento
microbiano. (CLETO et al.,2012).

A ineficiéncia da higienizacdo de utensilios e equipamentos, como 0s
equipamentos de ordenha mecanica, latbes e tanques de expansédo podem ser devido
a concentracdo inadequada das solugcbes de limpeza e desinfeccdo usadas, nao
respeitando a temperatura e o tempo de contato das solu¢cbes desinfetantes com as

superficies. A umidade em combinacdo com os residuos de outros produtos
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(acucares, gorduras), pode causar a aderéncia a superficie (incrustagdo),
especialmente se o processo de limpeza nao for realizado no momento certo,
favorecendo a incrustacdo em superficies de equipamento e das instalacdes
(SCHERRER E MARCON, 2016).
A higiene pessoal dos manipuladores também ¢é um fator importante, pois,
considerando que o manipulador mal informado e mal treinado poderé contribuir para
a ocorréncia de contaminacdo do alimento por micro-organismos (FARIAS et
al.,2012).

O desenvolvimento de equipamentos mais complexos favorece a adesdo e
multiplicagdo de micro-organismos, contribuindo, assim, para o aumento da formagao
de biofilme. Superficies de aco inoxidavel podem se tornar importantes fontes de
contaminacdo microbiana durante as etapas de processamento caso a higienizacao
ndo seja realizada de uma forma adequada. Na industria de laticinios, diversos
equipamentos sao compostos por aco inoxidavel, como tanques de expansao,
tanques para fabricacdo de queijo, batedeiras de manteiga, iorguteira,

homogeneizadores e pasteurizadores de leite (OLIVEIRA et al., 2013).

9.0 Processos de higienizacao utilizados em industria de laticinio

A higienizagdo pode ser dividida em duas etapas, limpeza e desinfecgcédo. A
limpeza consiste na remocdo de sujeiras e particulas acumuladas nas superficies.
Essa remocdo se da através de acdes quimicas e mecanicas, onde séo utilizados
detergentes especificos, agua de boa qualidade, alcalinos e escovas de diversos
tamanhos e formatos, assim como esponjas e raspados como demonstra na figura 6
abaixo (EMBRAPA, 2011).

Apesar da limpeza ser capaz de remover alguns dos micro-organismos
presentes nas superficies, observa-se que a maioria ainda prevalece aderida,
principalmente quando os biofilmes bacterianos maduros estdo presentes. A etapa
inicial de limpeza é fundamental para o sucesso do processo de higienizacdo, pois 0s
desinfetantes tornam-se ineficazes caso o processo de higienizacdo n&o seja
realizado corretamente. Eles ndo irdo penetrar na matriz do biofilme, com isso, as

células sésseis viaveis nao seréao destruidas (OLIVEIRA et al., 2013).
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Outro equipamento muito usado € a mangueira de &agua, que deve possuir
comprimento suficiente para alcancar todas as areas como demonstra na figura 7
abaixo. E importante que a mangueira ndo possua muita presséo, pois os residuos
podem ser espalhados em partes do equipamento ja limpo (WEINBERGER, 2015).

A segunda etapa € a desinfec¢do, onde através de produtos quimicos, ocorre a
significativa reducéo de micro-organismos. O objetivo desta desinfec¢céo € eliminar as
bactérias que sobrevivem durante o processo de limpeza e se desenvolvem durante o
processamento dos alimentos. Apés a desinfeccdo, ndo é realizado o enxague,
apenas a drenagem (retirar o excesso de solugcéo que pode ter ficado na tubulagéo).
A desinfeccao é especialmente requerida em superficies Umidas, as quais oferecem

condi¢Bes favoraveis ao crescimento de micro-organismos (ICTA, 2013).

FIGURA 6. Fonte: www.bing.com/imagens FIGURA 7. Fonte: www.bing.com/imagens
Limpeza e sanitizagdo em industria de laticinios. Higienizacéo da superficie.

9.1 Métodos de higienizacao tradicionais utilizados pela industria de laticinios

As bactérias que residem em matrizes de biofilme sdo entre 100 e 1000 vezes
mais resistentes aos processos de limpeza do que as células planctonicas e a maioria
dos desinfetantes quimicos que s&o utilizados em alimentos e industrias séo
baseadas em estudos bactericidas realizados em células plancténicas (COUGHLAN
et al., 2016). As bactérias utilizam varias estratégias para evitar a agdo dos
desinfetantes. A acdo conjunta de multiplos mecanismos pode produzir um aumento
da resisténcia bacteriana. Essa resisténcia pode ser adquirida por obtencdo de novas

informacdes genéticas, mudanca na hidrofobicidade da superficie celular e em
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componentes da membrana externa das bactérias envolvidas na aderéncia, tais como
pili e polissacarideos e outras alteracdes fenotipicas (ANVISA, 2007).

Os biocidas atuam sobre os micro-organismos de diferentes modos. Alguns
modificam a permeabilidade da parede celular, alterando processos vitais que
permitem a sua reprodugdo. Outros reagem irreversivelmente com enzimas dos
micro-organismos interferindo em todo o seu metabolismo, até provocar a sua morte
(PERES et al., 2008).

A substancia tradicionalmente mais utilizada pela industria de laticinios no
controle de micro-organismos € o cloro, tanto na forma de géas solubilizado (Cl,;) como
na forma liquida de hipoclorito de sodio. Uma de suas vantagens € que ndo deixar
sabor nos produtos se usado em concentracdo adequada. Mas o cloro apresenta a
desvantagem de gerar subprodutos que podem diminuir sua eficiéncia e ser toxicos.
Além disso, o cloro é um composto oxidante e tende a provocar a incidéncia de
processos corrosivos (PERES et al., 2008).

O peréxido de hidrogénio também apresenta uma reconhecida eficiéncia como
bactericida. Como vantagem, apresenta menor custo em relacdo aos biocidas
clorados, a sua aplicacdo é mais simples e mais segura quando comparado ao cloro.
Por ser um forte oxidante, também causa corrosdo de materiais (PERES et al., 2008).

Outro desinfetante utilizado € o composto de iodo, precisa de pouco tempo de
contato com as superficies e eliminam uma grande variedade de micro-organismos.
Pode ser usado em combinacdo com agentes de limpeza acidos. Podem ser
corrosivos, sendo necessario um enxaguamento abundante com agua limpa (ICTA,
2011).

Compostos de amébnio quaternario apresentam uma boa capacidade de
higienizacdo e tem baixa atividade corrosiva. Nao séo toxicos. Ndo devem ser usados
em conjunto com detergentes e com agentes higienizantes anidnicos. A sua atividade

contra bactéria Gram negativa € menor quando comparado a acao cloro (ICTA, 2011).

9.2 A dificuldade no controle de biofilme, resulta na busca de novas estratégias
na industria de laticinio.

A escolha da estratégia correta no controle de biofilmes microbianos em industria
de laticinios requer o conhecimento das seguintes caracteristicas: sua estrutura,

locais de formacdo, causas e consequéncias do seu desenvolvimento, além da
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avaliacdo da eficacia de detergentes e sanitizantes quimicos como alternativa
convencional de controle (OLIVEIRA et al.,2013). Falhas no controle e o surgimento
de bactérias resistentes aos processos de limpeza convencionais em fabricas de
laticinios demonstra claramente que novas estratégias de controle sdo necessarias
para manter a qualidade e seguranca dos produtos lacteos (GOPAL et al., 2015).

Os Oleos essenciais estdo sendo pesquisados para serem utilizados no controle
de biofilmes microbianos, eles possuem atividade antimicrobiana que despertam
grande interesse, pois podem ser utilizados como principios ativos de sanitizantes.
Estes sdo metabdlitos secundarios de vegetais que atuam na bicamada lipidica da
membrana citoplasméatica (OLIVEIRA et al.,2013). Estudos em ambientes industriais
tém sido feitos para aperfeicoar a concentracdo, o tempo de contato e a temperatura
desta solucao, para se obter uma maior eficiéncia da acdo antimicrobiana. Fatores
importantes como o odor residual e o custo devem sempre ser levados em
consideracdo. Os testes realizados nas industrias de laticinios sdo fundamentais para
validar o processo e comprovar a real eficiéncia de sanitizantes a base de 0leos
essenciais ou seus constituintes (BERALDO et al.,2013).

Os biossurfactantes sdo compostos com propriedades tensoativas, produzidos por
micro-organismos. A sua utilizacdo em superficies pode reduzir consideravelmente a
contaminagao microbiana de materiais e inibir ou diminuir a formacgao de biofilmes. As
principais vantagens em relacdo aos detergentes sintéticos residem em sua baixa
toxicidade e natureza altamente biodegradavel. Por enquanto, os biossurfactantes
ainda ndo sado acessiveis do ponto de vista econbmico em comparacdo aos
compostos sintetizados quimicamente que estdo disponiveis no mercado (ARAUJO et
al., 2013).

A utilizacdo de fagos como agentes antimicrobianos pode ser muito vantajosa pela
sua alta especificidade, precisdo e poténcia em comparacdo ao uso de biocidas,
possuindo a capacidade de infectar bactérias de forma seletiva. Eles sdo capazes de
destruir a matriz de polissacarideo dos biofilmes, infectar células e causar uma
desestruturacdo extensa (ALBUQUERQUE et al., 2014). Estratégias de controle para
biofilmes tém sido avaliadas e usadas, porém essas medidas sdo caras e dificeis de
serem mantidas (ALMEIDA; CASTRO, 2010).



28

10 Estratégias capazes de controlar, minimizar e eliminar focos de
contaminacao dalinha de producéo

Em 2005 surgiu o programa de autocontrole chamado gestdo de seguranca de
alimento ISO 22.000, esta norma tem o objetivo de determinar requisitos para
padronizar a seguranca na producdo de alimentos. Ela atua em toda a cadeia
produtiva, desde os produtos alimentares para consumo humano, operadores de
transporte e estocagem e distribuidores varejistas (PERES et al., 2017).

A ISO 22.000 tem como objetivo instruir os produtores de alimentos em como
construir um sistema de seguranca do alimento. Outro programa € analise de perigos
e pontos criticos de controle (APPCC) que se fundamenta na identificacdo dos
perigos potenciais a saude do consumidor, bem como focar nas medidas de controle
das condicbes que geram perigo. Baseia—se em dados cientificos; considerando
ingredientes; processos e usos esperados dos produtos; detecta problemas que séo
imediatamente corrigidos; e € um plano que engloba passo a passo desde a matéria-
prima até a mesa do consumidor (NETO, 2014).

O sistema de analise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC) evita duas
ocorréncias importantes na cadeia produtiva: primeiro evita que produtos finais sejam
desperdicados apenas para inspec¢do da qualidade, ja que o controle de qualidade é
realizado em todo processo; segundo, como 0 sistema ndo necessita que o produto
esteja pronto para inspecionar sua qualidade, ele evita que seja produzido lote de
produto com qualidade comprometida (PERES et al., 2017).

O sucesso do sistema APPCC na prevencdo de doencas de origem alimentar
depende da correta aplicacdo desses principios, combinados que incluem as boas
praticas de fabricacdo (BPF), os procedimentos operacionais padronizados (POP),
gue vao um pouco além do simples controle de higiene e sao definidos como
procedimentos escritos de forma objetiva, que estabelece instru¢cbes para realizagéo
de operacdes de rotina na produgdo, armazenamento e transporte de alimentos
(TOBIAS et al., 2014).

Outros procedimentos para controle de biofilmes sdo o desenvolvimento de
detergentes causticos e aditivos causticos, que contém tensoativos, agentes
emulsionantes, compostos quelantes e agentes complexos. Tradicionalmente

utilizam-se os solventes baseados em cloro, uma grande variedade de desinfetantes
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incluindo compostos de amonio quaternario, &cidos anibnicos, iod6foros e compostos
a base de cloro, estdo atualmente em uso ou sendo avaliado para o uso em sistema
Cleaning—In—Place (CIP) limpeza automética sem a necessidade de qualquer
desmontagem (MARCHAND et al., 2012).

Uma limpeza eficaz deve dividir ou dissolver a matriz de substancia polimérica
extracelular (EPS) associada ao biofilme para que os agentes desinfetantes possam
ter acesso as ceélulas viaveis. As superficies de contato com alimento devem ser
limpas e desinfetadas diariamente, no entanto, muitas superficies ambientais como o
tanque de armazenamento e os exteriores, paredes e tetos da bomba sdo limpas com
pouca frequéncia. Esta limpeza infrequente oferece a oportunidade de formacéo de
biofilme, uma limpeza prolongada com produtos alcalinos contendo quelantes se torna
eficaz para remocdo de micro-organismos. A aplicacdo do desinfetante € essencial
para inativar as células bacterianas que permanecem na superficie apos a limpeza
(CHMIELEWSKI E FRANK, 2003).



30

11 Consideracdes Finais

Estratégias preventivas sdo essenciais para evitar problemas com biofilmes
durante o processamento dos produtos lacteos em industrias. O conhecimento sobre
as etapas de higienizacao, utilizacdo de produtos de higiene adequados, a forma de
armazenamento e o efeito sobre pessoas, equipamentos, superficies e meio ambiente
s80 aspectos importantes para que se tenha a obtencdo de um produto que néo
cause prejuizos ou danos a saude do consumidor. Outros pontos importantes a
considerar € o treinamento dos funcionarios, pois eles sdo 0os maiores responsaveis
pela elaboracdo de boas praticas, treinamento e conscientizacdo sdo fundamentais
para o sucesso da fabricacdo. O foco da industria deve ser ndo apenas a
rentabilidade da organizacdo, mas também o respeito aos consumidores e a protecao
a saude publica, oferecendo aos mesmos produtos que lhes garantam uma vida

saudavel.
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