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RESUMO

A seguranca dos alimentos exige uma série de cuidados que incluem a higienizacdo dos
equipamentos e utensilios de forma correta e com frequéncia capaz de garantir condicdes
sanitarias e minimizar o risco de contaminacdo. Este controle pode ser feito através da
utilizacdo de métodos quimicos com diferentes formulac6es e formas de acdo, por isso a
escolha deve levar em consideracdo a matriz alimentar na qual ird4 atuar e o tipo de
superficie a ser higienizada. O objetivo deste trabalho foi verificar a eficiéncia de
diferentes agentes de limpeza, utilizados pela inddstria de alimentos, aplicados em trés
concentragdes distintas, quando em contato com oito micro-organismos deteriorantes e
patogénicos. Os produtos testados foram detergentes alcalinos e neutros, desinfetantes a
base de quaternario de amonio, biguanida e alcalinos e os testes realizados por meio de
Difusdo em Agar e Inibicdo do Crescimento Microbiano em Superficie de Aco
Inoxidavel. A maioria dos produtos apresentou resultados positivos para inibigdo do
crescimento microbiano, sendo as concentragfes recomendadas pelo fabricante as mais
eficientes. No entanto, ao avaliar a eficiéncias na inibicdo do Bacillus subtilis em
superficies de aco inoxidavel 50% deles ndo foram capazes de inibir o crescimento deste
micro-organismo, nestas condi¢des. Este estudo aponta para a importancia da escolha dos
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agentes de limpeza que sé@o destinados a higienizacao das industrias de alimentos, as quais
possuem uma grande diversidade de micro-organismos deteriorantes e patogénicos que
implicam na seguranca alimentar e que neste trabalho se mostraram resistentes a grande
parte dos agentes estudados.

Palavras-chave: Detergentes, Sanitizantes, Higienizagéo, Bacillus subtilis.

ABSTRACT

Ensuring food safety requires a series of precautions that include correct cleaning steps
of equipment and utensils with a frequency capable of assure appropriate hygienic-
sanitary conditions and minimizing the risk of contamination. This control can be done
by using chemical methods with different formulations and forms of action. The choice
must take into account the food matrix in which it will act and the type of surface to be
sanitized. The objective of this work was to verify the efficiency of different cleaning
agents, used by the food industry, applied in three distinct concentrations when in contact
with eight spoiling and pathogenic microorganisms. The tested cleaning agents were
alkaline and neutral detergents, disinfectants based on quaternary ammonium, biguanide
and alkaline. The analysis was carried out by Agar Diffusion and Inhibition of Microbial
Growth in Stainless Steel Surface. Most of the tested agents showed positive results for
inhibition of microbial growth, at concentrations recommended by the manufacturer
seems to be the most efficient. However, when evaluating the efficiency of these agents
in the inhibition of Bacillus subtilis on stainless steel surfaces, 50% of them were not able
to inhibit the growth of this microorganism under these conditions. It is highlighted the
importance of choosing the cleaning agents used in the food industries, once it has a great
diversity of spoilage and pathogenic microorganisms that imply food safety and, in this
work, they were resistant to a most of the agents studied.

Keywords: Detergents, Sanitizers, Sanitation, Bacillus subtilis.

1 INTRODUCAO

Muitos micro-organismos fazem parte da microbiota normal dos alimentos. Eles
podem ser oriundos de diversas fontes, como o solo ou a agua, por isso sdo facilmente
transferidos para o alimento no processo produtivo, podendo causar grandes perdas
devido sua capacidade deteriorante ou sua patogenicidade (GAVA, SILVA e FRIAS,
2008).

Algumas das principais bactérias e leveduras encontradas em alimentos sao:
Escherichia coli, um indicador de contaminagédo fecal; Salmonella sp., indicador de
seguranca do consumo; Pseudomonas sp., deteriorante presente em alimentos como
vegetais, frutas, leite, solo e agua; Staphylococcus aureus encontrado na cavidade nasal
de individuos; Bacillus cereus e Bacillus subtilis que encontram-se distribuidos pelo

ambiente, além de serem frequentemente encontrados em cereais e graos e Candida sp,
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deteriorante, encontrada predominante na pele e mucosas e ambiente em geral (SILVA
JUNIOR, 1995).

Para evitar a contaminacéo na industria e o recolhimento dos alimentos, medidas
de seguranca devem ser adotadas e incluem os procedimentos de higienizacdo cujas
etapas fundamentais, independente do método ser manual ou mecanico, sdo pré-lavagem,
aplicacdo dos detergentes, enxague e sanitizagdo (ANDRADE, 2008).

A limpeza tem como objetivo principal a remocdo de residuos organicos e
minerais aderidos as superficies, constituidos principalmente por carboidratos, proteinas,
gordura e sais minerais. Neste sentido, a etapa de pré-lavagem é realizada com agua e é
responsavel pela remocdo da sujidade mais grosseira (GAVA, SILVA e FRIAS, 2008).
Na etapa de aplicagdo de detergentes é importante ter conhecimento sobre a natureza do
produto e de suas condicdes de uso, uma vez que este ira interagir com as sujidades, cujas
caracteristicas que podem diminuir a eficiéncia do detergente (SILVA JUNIOR, 1995).

Na etapa de enxague os residuos do detergente utilizado sdo removidos, enquanto
a sanitizacdo tem como objetivo eliminar micro-organismos patogénicos e reduzir o
nimero de micro-organismos deteriorantes para niveis considerados seguros
(ANDRADE, 2008). A agua utilizada tanto na lavagem como também no processamento,
deve ser de boa qualidade e dependendo da sua utilizagdo, ter caracteristicas especificas
de potabilidade, dureza, teor de metais toxicos, contagem microbiana, auséncia de odor e
sabor (GAVA, SILVA e FRIAS, 2008).

O processo de higienizacdo dos equipamentos e utensilios que deve ser realizado
de forma correta e com uma frequéncia capaz de garantir condi¢6es higiénico-sanitarias
apropriadas e minimizar o risco de contaminacdo. Ha muitos agentes de limpeza
disponiveis para serem utilizados pela indUstria de alimentos com diferentes formulagdes
e formas de acdo, por isso sua escolha deve levar em consideracao a matriz alimentar na
qual ira atuar, além de seguir as recomendacbes do tempo de acdo e a concentracdo
necessaria, para garantir eficiéncia do processo (ANDRADE, 2008).

Com isso, 0 objetivo deste trabalho é avaliar a eficiéncia de trés concentragdes
distintas de agentes de limpeza comerciais utilizados pela industria de alimentos, sendo
detergentes alcalinos e neutros e de desinfetantes a base de quaternario de amoénio,
biguanida e hipoclorito de sodio, no controle dos micro-organismos: Bacillus subtilis,
Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Salmonella Typhimurium, Candida albicans,

Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. Além de avaliar se a menor concentracdo
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testada, de cada um dos agentes de limpeza, foi capaz de inibir o crescimento de micro-
organismos em superficies de aco inoxidavel contaminadas com Bacillus subtilis.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 MICROORGANISMOS

As cepas Bacillus subtilis ATCC - CCGB 0122 [LFB-FIOCRUZ 122], Bacillus
subtilis CCGB 0030 [LFB-FIOCRUZ 30] Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
cereus ATCC 11778, Escherichia coli ATCC 25922, Salmonella Typhimurium ATCC
14028 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Candida albicans ATCC, da Colecao
de Culturas de Bactérias de Interesse em Saude, da Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro.

Para a preparacdo da cultura experimental, as cepas foram ativadas em caldo BHI
por 24h a 35°C, em seguida foram diluidas em agua peptonada 0,1% para a obten¢éo da
concentracédo equivalente ao padrdo 0,5 da escala McFarland.

2.2 AGENTES DE LIMPEZA:

Os agentes de limpeza utilizados foram codificados para manter o anonimato das
marcas, os designados como desinfetantes receberam o cddigo A seguido por uma
numeracdo para diferencia-los, ja os detergentes receberam o cddigo B também seguido
por uma numeracao.

As concentragdes dos agentes de limpeza comerciais estudados foram estipuladas
a partir da diluicdo sugerida pelo fabricante, a qual foi nomeada como concentragéo X,
além disso, foram testadas a metade e o dobro da concentracédo sugerida (X/2 e 2X), como
apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Codificag8o e concentracdo dos agentes de limpeza.

Concentracéo Concentragdo  Concentracdo
Agente de limpeza Cadigo recomendada X/2 2X

(X) (UL/mL) (UL/mL) (UL/mL)
Desinfetante (alcalino) Al 10 5 20
Desinfetante (alcalino) A2 5 2,5 10
Desinfetante (quaternario de amonio) A3 50 25 100
Desinfetante (quaternario de amdnio) A4 10 5 20
Desinfetante (quaternario de amonio) A5 5 2,5 10
Desinfetante (biguanida) A6 20 10 40
Detergente (alcalino) B1 uso direto - -
Detergente (neutro) B2 10 5 20
Detergente (alcalino) B3 30 15 60

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.7, n.12, p. 120035-120049 dec. 2021



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

120039

2.3 CILINDROS DE ACO INOXIDAVEL

Utilizou-se cilindros, com didmetro de 3,2 cm, de ago inoxidavel 304 (18%Cr e
8%Ni) da familia dos acgos austeniticos, apresentando excelente resisténcia a corroséo,
ductilidade e soldabilidade (CARBO, 2008).

2.4 TESTE DE DIFUSAO EM AGAR

O teste de difusdo em agar tem como objetivo avaliar o potencial inibitério dos
agentes de limpeza utilizados. Para isso, agar Muller Hinton foi inoculado por
espalhamento superficial com as cepas mencionadas e em seguida foram aplicados discos
de papel impregnados com: concentracdo X, concentracdo X/2 e concentracdo 2X dos
agentes de limpeza, além de ciprofloxacino (0,05 uL/mL) e &agua estéril como controles
positivo e negativo, respectivamente. Ap0s a colocacdo dos discos, as placas foram

incubadas aerobicamente a 35°C/24h para posterior medicdo dos halos formados.

2.5 TESTE DE INIBICAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO EM SUPERFICIE
DE ACO INOXIDAVEL

Devido os resultados preliminares obtidos por difusdo em &gar, optou-se por
avaliar o efeito dos agentes de limpeza A3, A4, A5 e B1, frente ao Bacillus subtilis ATCC
CCGB 0122 em superficie de aco inoxidavel.

A metodologia empregada foi baseada nas estabelecidas pelo Instituto Nacional
de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS 633.210.007) (CELIA ROMAO, 2018) e
pelo Comité Europeu de Normalizacdo (CEN 13697-2001). Foram depositados trés
cilindros de aco inoxidavel estéreis em suspensdes bacterianas de Bacillus subtilis, nas
concentragdes 10%, 10* e 10° UFC/mL, durante uma hora. Em seguida, os cilindros foram
retirados da suspensdo e acondicionados em placas de Petri estéreis até sua completa
secagem em capela de fluxo laminar a temperatura ambiente por 24h.

Os cilindros foram mantidos, por dez minutos, em contato com as solu¢des dos
desinfetantes A3, A4 e A5 nas concentragdes X/2 e do detergente B1 na concentragdo de
X. Em seguida, foram transferidos para frascos contendo Caldo Nutriente por quarenta
minutos, em seguida para uma segunda subcultura do mesmo caldo e incubados a
35°C/48h.

Uma aliquota de 100 uL de cada suspensdo foi semeada em placas contendo Agar
Padrao de Contagem (PCA) para a contagem das col6nias. Foi utilizado como critério de
aceitabilidade a reducéo de 5 log (99,999%) na contagem de bactérias.
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3 RESULTADOS
3.1 TESTE DIFUSAO EM AGAR:

Em relagéo a Salmonella Typhimurium, os agentes de limpeza Al, A3, Ad e B2
ndo foram efetivos no controle do seu crescimento, ndo apresentando formacéo de halo
para as concentracOes utilizadas. Entre os agentes de limpeza A2, A5, A6, B1 e B3 o
maior halo de inibi¢do foi observado na concentragdo X. Os agentes A5, A6, B1 e B3
apresentaram halos com diametro superior a 1cm quando aplicados nesta concentracéo e
halos de didametro inferior nas demais, indicando que a concentracdo recomendada pelos
fabricantes apresentou a melhor eficiéncia entre as testadas neste estudo, como
apresentado na Figura 1.

Figura 1: Representacdo gréafica da medida dos halos de inibicdo (cm) de Salmonella Typhimurium (1),

Staphylococcus aureus (1), Candida albicans (111), Bacillus cereus (1V), Bacillus subtilis ATCC CCGB
0122 (V), Bacillus subtilis CCGB 0030 (V1), frente a diferentes agentes detergentes e desinfetantes.
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* Al e A2 Desinfetante (alcalino); A3, A4 e A5 Desinfetante (quaternario de amonio); A6 Desinfetante

(biguanida); B1 e B3 Detergente (alcalino); B2 Detergente (neutro).

Os agentes de limpeza Al, A2 e B3, testados na bactéria S. aureus ndo foram
efetivos no controle do seu crescimento, ndo apresentando formacdo de halo para as
concentracdes utilizadas. Entre os agentes de limpeza A3, A4, A5, A6, B1 e B2 houve
formagdo de halos de inibicdo com didmetro semelhante e superior a lcm nas

concentragcdes X e 2X, exceto para o agente B1 de uso direto, mostrando que para este
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micro-organismo ndo ha ganho de eficiéncia com a aplicacdo de concentrag¢fes acima
daquelas estabelecidas pelo fabricante.

Os agentes de limpeza A1, A2, A5, A6, B2 e B3 Al, nas concentracOes estudadas,
ndo foram efetivos no controle do seu crescimento do B. cereus e B. subtilis CCGB 0030.
Entre os agentes de limpeza A3, A4 e B1 a concentracdo que apresentou maior halo de
inibicdo para o crescimento do B. cereus foi a concentragdo 2X do desinfetante A4. No
entanto, também foi observada efetividade nas concentragcfes sugeridas pelo fabricante,
com halos de diametro superiores a 1 cm. No controle do B. subtilis ATCC CCGB 0122,
0 agente A5 apresentou resultados positivos juntamente com A3, A4 e B1. Contudo, o B.
subtilis de origem ambiental ndo foi sensivel a acdo do agente A5.

A C. albicans n&o foi inibida pela maioria dos agentes de limpeza estudados. Nao
foi observado evidéncias no controle desta levedura com o emprego dos agentes de
limpeza Al, A2, A3, A4, A5 A6 e B2, nas concentracdes utilizadas. O agente Bl
apresentou halo de inibicao acima de 2 cm de didmetro, enquanto o B3 foi efetivo apenas
para a concentracdo 2X.

As bactérias E.coli e P. aeruginosa nao foram inibidas no teste de difusdo em agar
nas condicdes estudadas.

A maioria dos agentes testados apresentou resultados positivos para mais de um
micro-organismo, com excecdo do agente Al que se mostrou incapaz de inibir o
crescimento dos micro-organismos testados, mesmo quando aplicado em concentragdes
acima da estabelecida pelo fabricante (2X). Enquanto os agentes A2 e B2 foram capazes
de inibir o crescimento de apenas um dos oito micro-organismos testados, como
apresentado na Tabela 2. Quimicamente, os agentes Al e A2 séo desinfetantes alcalinos
e 0 B2 ¢ detergente neutro, sugerindo que para estes ndo sdo 0s compostos ideais para a
inibicdo dos micro-organismos estudados.

Entre os agentes de limpeza que tiveram um desempenho considerado
intermediario, apresentando de 2 a 3 resultados positivos estdo A5, A6 e B3. Ja 0s
classificados como tendo resultado satisfatério com mais de 3 resultados positivos, estdo
A3, Ade Bl

Para 0 A3, a concentracdo 2X apresentou a maior eficiéncia, com formacéo de
halo de diametro superior as demais concentracdes utilizadas. O agente A4 se apresentou
eficiente tanto na concentragdo X como na 2X, mostrando que ndo ha ganho de eficiéncia

com o aumento de sua concentragdo. Para o B1 os estudos realizados utilizaram apenas a
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concentracdo X sugerida pelo fabricante (uso direto), que se mostrou eficiente na inibigéo

da maioria dos micro-organismos estudados.

Tabela 2. Resultado da eficiéncia dos agentes de limpeza para cada micro-organismo.
Agentes de limpeza

Al A2 A3 A4 A5 A6 Bl B2 B3
Salmonella Typhimurium - + - - + +
Staphylococcus aureus - -
Bacillus cereus - -
Bacillus subtilis CCGB 0030 - -
Bacillus subtilis ATCC CCGB 122 - -
Candida albicans - - - - - -
Escherichia coli - - - - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - - - - -

Micro-organismo

+ + + +
+ + + 4+
1
1
G o+ o+ 4+
1
1

3.2 TESTE CRESCIMENTO MICROBIANO EM SUPERFICIE DE ACO
INOXIDAVEL

Os detergentes A3 e A4 se mostraram eficientes no controle do desenvolvimento
da cepa de referéncia de B. Subtilis ATCC CCGB 0122, pois houve auséncia
decrescimento nas placas de aco inoxidavel apds a impregnacdo das bactérias por 24h.
Este resultado indica que estes agentes de limpeza sdo eficientes na eliminacédo de células
planctdnicas deste micro-organismo quando em superficie de aco inoxidavel.

No entanto, foi obtida a contagem superior a 5 log (UFC/mL) para o desinfetante
A5 e o detergente B1, indicando que ndo houve inibicdo deste micro-organismo em
superficie de aco inoxidavel, diferentemente do resultado obtido na inibicdo das células

livres.

4 DISCUSSAO
4.1 TESTE DIFUSAO EM AGAR:

Em relacéo a inibicdo do crescimento da Salmonella Typhimurium, apenas 0s
detergentes de carater alcalino apresentaram resultados positivos. J& entre 0s
desinfetantes foi observada efetividade para os alcalinos, a base de quaternario de aménio
e a base de biguanida. Compostos clorados sdo altamente eficazes contra micro-
organismos Gram negativos, o que explica um halo com diametro acima de 1,5cm para o
agente B1 e acima de 1cm para o B3, j4 compostos a base de quaternario de amoénio sdo
classificados como tendo baixa eficacia contra bactérias Gram negativas (ANDRADE,
2008), por isso os resultados foram positivos apenas para um dos trés desinfetantes com

esta caracteristica.
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Apesar da Salmonella Typhimurium ter um mecanismo de controle contra o
estresse acido, com pH de 3,0 - 4,0, ndo podemos afirmar 0 mesmo para meios basicos
(KEERTHIRATHNE, et al 2016). H& relatos de que a Salmonella Enteritidis foi capaz de
se desenvolver em agua utilizada para lavagem de ovos com pH 9,0 e a diminuicdo do
numero de células sé foi observada com pH acima de 10,5 (CATALANO e KNABEL,
1994).

Os compostos alcalino clorados se mostraram mais eficientes nos testes para
Salmonella spp. em suspensdo e apresentaram os melhores resultados para a inativagdo
de biofilmes deste micro-organismo (ZIECH, et al, 2016), reforcando o resultado obtido
para o teste de difusdo em agar que inibiu o crescimento da Salmonella Typhimurium em
trés dos quatro agentes alcalinos testados. Os agentes de limpeza utilizados atuam na faixa
de pH 8,0 - 14,0, a causa da inibi¢cdo microbiana possivelmente foi através de mecanismos
de desnaturacdo de proteinas, inibicdo da captacdo de oxigénio, inativacdo de enzimas
(ANDRADE, 2008).

No controle de S. aureus, os detergentes que demonstraram melhor efeito foram
os de caréater alcalino e neutro, j& dentre os desinfetantes obteve-se resultados positivos
para aqueles a base de quaternario de amonio e de biguanida.

E esperada a eficiéncia dos desinfetantes a base de quaternario de aménio frente
a S. aureus, uma vez que por seu mecanismo de acdo, inibem bactérias Gram positivas
(CHAN, et al, 2018). Neste estudo, 0s quatro compostos com esta base foram efetivos no
controle deste micro-organismo. Da mesma forma, o desinfetante a base de biguanida,
que é capaz de inibir tanto bactérias Gram positivas como Gram negativas, este resultado
positivo era esperado, ainda mais por sua atuagdo em uma faixa de pH entre pH 9,0 a pH
10,0 que néo privilegia o desenvolvimento do S. aureus (FRANZIN, 2009).

Dois entre os quatro agentes alcalinos clorados testados ndo foram efetivos na
inibicdo de S. aureus, apesar de serem classificados como desinfetantes. Segundo a RDC
n° 14/2007, desinfetantes devem ter sua atividade antimicrobiana comprovada frente a S.
aureus na concentracao sugerida pelo fabricante (BRASIL, 2007). Neste estudo néo foi
o efeito esperado ndo foi comprovado, uma vez que ndo houve halo de inibi¢do nas placas
inoculadas.

Os desinfetantes a base de quaternario de amonio séo altamente eficazes contra
bactérias Gram positivas e micro-organismos termoduricos, como € o caso do Bacillus
spp (ANDRADE, 2008). Atuam em meio alcalino, mas em uma ampla faixa de pH que

pode variar de acordo com o fabricante, uma de suas formas de atuacdo é através da
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adsorcdo na parede celular, causando desorganizacdo da membrana e vazamento do
material intracelular e consequentemente morte da célula (GAVA, SILVA e FRIAS,
2008; SILVA JUNIOR, 1995; ANDRADE, 2008).0s agentes A3 e A4 sdo compostos a
base de quaternario de aménio, seu mecanismo de acdo explica a formacéo do halo de
inibicdo do B. cereus por dois dos trés agentes com esta composicéo.

Em relacdo a composicdo quimica do agente B1, composta por hipoclorito de
sodio e hidréxido de sdédio, que atuam em uma faixa de pH de 12,5 a pH 13,5 desfavoravel
para desenvolvimento do B. cereus que se desenvolve bem em pH proximo ao neutro.

Estudos anteriores mostraram que células desta bactéria em estado plancténico,
quando tratadas com 25 ppm de hipoclorito ou 100 ppm de um agente a base de
quaternario de amonio, apresentam uma reducdo de mais de 5,0 log UFC/mL do nimero
de células com uma exposicdo de 15 segundos. No entanto, mostrou pouco efeito sobre
as células em biofilme, mesmo quando o tempo de exposicao foi estendido para 5 min
(PENG, TSAI e CHOU, 2002). Neste estudo, o0 agente B1, também inibiu o crescimento
para o B. cereus. Porém ndo foi possivel comparar os resultados, uma vez que a ficha
técnica disponibilizada pelo fabricante indica apenas um percentual <5% de cada
substancia utilizada em sua formulacéo, impossibilitando saber sua concentracdo exata.

Em relacéo ao B. subtilis, foi observado que entre os desinfetantes, apenas os que
constituem em sua formulacdo o composto quimico quaternario de aménio apresentaram
resultados positivos, exibindo crescimento de halo com o aumento da concentragéo,
exceto o agente A4 na cepa de referéncia, que na concentracdo 2X exibiu halo menor ao
formado pela concentragédo X.

Os halos formados para o B. subtilis ATCC CCGB 0122 apresentam didmetro
maior que aqueles formados no B. subtilis CCGB 0030. No mesmo sentido o agente A5
também apresentou resultados positivos para a cepa referéncia e ndo inibiu a cepa
selvagem. Uma hipotese para tal ocorrido pode estar no desenvolvimento de adaptacéo e
resisténcia da cepa de origem ambiental, isolada do solo, frente aos agentes de limpeza
utilizados. Sabe-se que bactérias presentes no ambiente estdo expostas a intemperies, a
niveis diferentes de radiacdo, alteragdo no suprimento de nutrientes, de concentracao de
oxigénio, de presenca de substancias toxicas e de outras bactérias, além das demais
influéncias externas que com o passar do tempo induzem o desenvolvimento de
mecanismos de defesa, tornando-a mais resistente.

O uso do B1 ¢ indicado sem diluicdo, este fator pode ter sido o responsavel pela

inibicdo, apesar do B. subtilis se manter estdvel em um intervalo de pH 6,0 - 9,0, € ser
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capaz de manter a homeostase citoplasmatica em pH 7,3 a pH 7,6 durante o crescimento
vegetativo (WILKS, et al, 2008). Foi evidenciado que uma solugio de 0,4% de hipoclorito
de sodio foi capaz de causar uma reducdo de 2 a 3 log de oito cepas selvagens testadas e
de uma cepa de referéncia de Bacillus subtilis de referéncia, ap6s uma exposicéo de 30
minutos (MAZZOLA, MARTINS e PENNA, 2006).

Existem poucos estudos sobre a eficcia de sanitizantes quando testados com a
Candida albicans, no entanto, os testes de difusdo em agar mostraram que 0s agentes
alcalinos sdo as substancias mais promissoras para sua inibicdo. Tanto B1 quanto B3 sdo
detergentes alcalinos que atuam em uma faixa que varia de pH 12,0 a pH 14,0, uma vez
que leveduras do género Candida sp. desenvolvem-se bem em meio &cido, € possivel que
a alteracéo para pH extremamente alcalino seja capaz de causar danos como desnaturagéo
proteica, inativacao de enzimas e até alteracGes na membrana, levando a morte da célula
(ANDRADE, 2008).

Entre todos os micro-organismos testados, 0s que mostraram ser de controle
critico foram Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, que ndo foram inibidos por
nenhum dos agentes de limpeza estudados. Apesar dos agentes de limpeza, empregados
neste estudo, apresentarem em seus rotulos a alegacgéo de inibicdo de E. coli, os resultados
foram negativos para todas as concentracdes e condicdes testadas. E importante salientar
que sua presenca em alimentos indica falta de seguranca e qualidade, respectivamente.
Além disso, é mandatorio que para qualquer substancia ser classificada como desinfetante
deve apresentar evidéncias de inibicdo de Escherichia coli (KEERTHIRATHNE, et,al
2016).

Vaérias cepas de E. coli sdo importantes patdégenos veiculados por alimentos, sendo
frequentemente associadas a surtos graves. Além disso, estudos indicam que células
planctdnicas sdo mais suscetiveis aos agentes de limpeza do que as células de biofilme
(WANG, et al, 2012). Neste sentido, a ndo inibicdo deste micro-organismo no teste de
difusdo em agar é preocupante, uma vez que neste estudo néo foi induzida a formagéo de
biofilme, uma vez que nesta condi¢éo seriam ainda mais resistentes e de dificil controle.

A densidade celular de biofilmes formados pela bactéria E. coli tiveram reducéo
de 1,0 e 2,0 Log (UFC/mL) ap6s exposi¢do de 2 e 10 minutos respectivamente, a um
agente a base de quaternario de amonio na concentragdo de 300 ppm?®. Esta concentragéo,
quando comparada com a maior concentracdo utilizada neste trabalho, representa trés

vezes mais do que aplicada para o agente A3, quinze vezes mais do que para o agente A4
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e trinta vezes mais do que a aplicada para o agente A5, que ja representavam o dobro do
recomendado pelo fabricante.

Na avaliacdo de desinfetante a base de hipoclorito de sédio na concentragdo de
200 ppm, foi observada reducdo de células de 2,0 a 3,0 Log (UFC/mL) apds uma
exposicdo de 2 min e reducdo de 3,0 a 4,0 Log (UFC/mL) quando expostos durante 10
min (WANG, et al, 2012). Contudo, neste estudo, as maiores concentragdes utilizadas, o
dobro das estabelecidas pelos fabricantes, foi muito inferior aquelas relatadas como
eficientes, podendo indicar que para a inibi¢do deste micro-organismo, a recomendacéo
do fabricante nédo ¢ eficaz e que concentragdes maiores sdo requeridas.

Varias espécies de Pseudomonas, inclusive da P. aeruginosa apresentaram
reducdo de até 1,5 log (UFC/mL) com solugdes de 0,4% de hipoclorito de sodio e de 0,5%
de hidréxido de sodio que apds 9 minutos de exposicdo (MAZZOLA, MARTINS e
PENNA, 2006). Apesar dos agentes Al e Bl possuirem em sua composicdo as
substancias hipoclorito de sodio e hidroxido de sodio, ndo foram eficientes nas condicdes
de estudo descritas. Além disso, P. aeruginosa tem grande habilidade de formar biofilmes
e produzir uma mistura de polissacarideos que dificultam a atuacdo dos agentes de
limpeza dificultado sua chegada até a célula bacteriana, tornando esse micro-organismos
mais resistente (MA, et al, 2009). O que justifica a preocupac¢do com a importancia da

eficiéncia dos agentes de limpeza nas concentracdes propostas pelos fabricantes.

4.2 TESTE CRESCIMENTO MICROBIANO EM SUPERFICIE DE ACO
INOXIDAVEL

Neste estudo, foi observada a sobrevivéncia de B. subitilis aderido em superficies
de aco inoxidavel tratada com agentes de limpeza que se mostraram eficiente no controle
do seu desenvolvimento no teste de difusdo em agar, sugerindo que esta bactéria tem sua
resisténcia alterada de acordo com o0 ambiente na qual se encontra. O sanitizante peréxido
de hidrogénio foi o mais eficaz contra as células planctdnicas do B. subtilis.

O Bacillus subtilis é conhecido por sua capacidade de produgdo de
exopolissacarideos, polimeros que podem aderir a diferentes superficies, incluindo o aco
inoxidavel. Em um estudo com diferentes sanitizantes comerciais, tanto em células
sésseis como em plancténicas em superficies de ago inoxidavel e poliuretano com os
micro-organismos Bacillus subtilis e Pseudomonas fluorescens, observaram que as
células sésseis ficam menos suscetiveis aos sanitizantes do que as planctdnicas
(LINDSAY e VON HOLY, et al, 1999).
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Outro fator a respeito de bactérias pertencentes ao género Bacillus é a sua
capacidade de produzir esporos, uma célula diferenciada e ndo replicativa, mais resistente
as condicdes adversas, que consegue germinar quando se encontra em um meio que
forneca condi¢des adequadas para seu desenvolvimento (RABINOVITCH e OLIVEIRA,
2015). Neste sentido, a metodologia empregada que promove a exposic¢ao aos agentes de
limpeza seguido por incubagdo em um meio de cultura com nutrientes, temperatura e
condicGes aerdbicas adequadas podem ter induzido a germinacdo dos esporos e
estimulado o crescimento das células vegetativas, culminando nos resultados obtidos para
0s produtos B1 e A5.

Cabe salientar, a preocupacdo com a sobrevivéncia desta bactéria na superficie
estudada, sua caracteristica de formadora de biofilme, que atuam como protecdo contra
0s agentes de limpeza, tornando mais dificil a remocdo deste e de outros micro-

organismos ali presentes.

5 CONCLUSAO

A analise de eficiéncia dos agentes de limpeza utilizados neste estudo, mostraram
que a inibicdo do crescimento microbiano depende das caracteristicas do agente de
limpeza empregado e do micro-organismo. Para 0s agentes que se mostraram capazes de
inibir um maior nimero de micro-organismos as concentracdes mais eficientes foram X
e 2X. Dois entre os quatro agentes de limpeza capazes de inibir o crescimento microbiano
do Bacillus subtilis por difusdo em agar ndo foram eficientes na sua inibi¢do em superficie
de aco inoxidavel.

Este estudo aponta para a necessidade de que os 6rgdos competentes revisem a
forma de avaliacdo da eficiéncia dos agentes de limpeza que sdo destinados a higienizacdo
das industrias de alimentos, as quais possuem uma grande diversidade de micro-
organismos deteriorantes e patogénicos que implicam na seguranga dos alimentos e que
neste trabalho se mostraram resistentes a grande parte, sendo a todos, 0s agentes

estudados.
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