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RESUMO GERAL

Esta pesquisa visou determinar a presenca/auséncia de Bacillus cereus, a partir de
6.500 amostras de leite integral UHT (Ultra High Temperature) com pH 6,5-6.8;
processadas assepticamente e envasadas em embalagem cartonada multicamadas de 1 litro,
com 1 a 2 meses de vida de prateleira. Tais amostras foram submetidas ao ensaio de
esterilidade comercial. A amostragem englobou cincos plantas de processo UHT brasileiras
processadoras de leite integral UHT. Mil e trezentas embalagens de cada empresa foram
avaliadas, ap0s incubagdo a 7°C (50%) e 37°C (50%) por dez dias, para verificar a
esterilidade comercial e isolar, respectivamente, linhagens mesofilicas e psicrotroficas de B.

cereus.

Para as embalagens suspeitas (pH< 6,50), foram realizados procedimentos de
isolamento, identificagdo e enumeragdo de B. cereus, bem como, isolamento de B.
sporothermodurans e contaminantes “flat sour”. A identificacio mediante ensaios
fenotipicos e genotipicos foi procedida para confirmac¢do da espécie B. cereus. Para os
Bacillus n@o confirmados como B. cereus foi realizada a identificagdo por FTIR
(Espectroscopia Infravermelha de Transformada de Fourier) e para os outros grupos

somente identifica¢do ao nivel de género.

A otimizagdo da metodologia PCR, e do respectivo primer, foi concluida frente ao
padrdo B. cereus (ATCC 14579 e ATCC 11778) e frente ao antipadrdo B. thuringiensis

(ATCC 10972).
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A medida de pH representou um método pratico, rapido e barato enquanto indice
para procura de embalagens contaminadas em laboratorios de controle de qualidade
existentes em plantas industriais de laticinio. Este método pode ser aplicado desde que o pH
apresentc uma distribui¢do normal de medidas, sendo que estas serdo consideradas apos

parametriza¢do das variagdes de pH em funggo das alteragdes fisico-quimicas pertinentes.

As amostras analisadas apresentaram diferengas significativas nos valores de pH,
refletindo, assim, a variabilidade da matéria-prima, a severidade do processo térmico

aplicado e as condi¢des de manipulag¢@o na cadeia de distribuigdo do produto.

Nenhuma amostra contaminada com B. cereus foi encontrada a partir de 6.500
embalagens de leite integral UHT analisadas. Somente apds incubacio, a 37°C e 7°C,
bactérias deteriorantes esporuladas e ndo esporuladas foram encontradas. Assim, dentro do
espago amostral analisado, o leite UHT Brasileiro nfo apresenta o microrganismo
patogénico procurado e, portanto, estd em concorddncia com a corrente legislagdo, sem

gerar problemas de saude ao consumidor.

Como, a partir do levantamento microbiolégico descrito ndo foram isoladas cepas
de Bacillus cereus, uma cultura de B. cereus 0486, disponivel no Laboratério de
Termobacteriologia da FEA/UNICAMP foi utilizada nos ensaios de determinacio dos
pardmetros cinéticos “D” e “z” determinados no leite UHT em sistema estético (tubo TDT),
e “k” e “Ea” em sistema continuo (unidade de processamento asséptico Microthermics

UHT-HTST Lab 25-DH de escala laboratorial), para fins de comparagao.
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Os dados gerados em sistema continuo foram tratados no programa ALIKINETIC,
pelo método do Ponto Equivalente (EPM) e pelo Método das Exposicoes Isotérmicas
Pareadas (PEIE), para gerar os pardmetros cinéticos (k e Ea) e o coeficiente de correlacio
(RY).

O Método EPM apresentou melhor coeficiente de correlagdo e, por isso, seus
respectivos parametros cinéticos calculados, kja1c = 0.1657069 s™' ¢ Ea = 151.107,677 J/mol;
e, foram considerados como resultado. Extrapolacdes de dados cinéticos, obtidos em

sistema estético, para estimar processos UHT n#o sdo eficazes e podem produzir sub ou

Super processamentos.

O aumento da resisténcia térmica, observado apds ativacio no isotérmica, indica que
¢ necessario considerar a ativagfo, representada no processo pelo tempo de pré-aquecimento,

como importante varidvel antes da execugo dos ensaios de inativagio.

A partir dos pardmetros cinéticos calculados, o binémio 134°C por 36,3 s,
localizado no extremo superior da regido UHT para leite, foi dimensionado em sistema
indireto a fim de avaliar a taxa de defeitos de processamento térmico de leite UHT, bem
como, o numero de redugdes decimais na populagdo inoculada de B. cereus 0486. Este
binémio juntamente com outro aplicado fora da regido UHT para leite (121°C por 150,5 s),
orientou a verificagdo dos processos térmicos de aquecimento indireto que foram testados
mediante inoculagdo direta de esporos do alvo, na unidade piloto, simulando a rotina

praticada em planta de produgdo continua, porém em embalagens de vidro.
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Os parametros cinéticos, obtidos em sistema continuo, permitiram melhor predi¢do
da taxa de defeitos em processos térmicos, com B. cereus como alvo, dentro e fora da

regido UHT para leite.

O processo equivalente, a 134°C por 36,3 s, ndo permitiu a sobrevivéncia de B.
cereus 0486 ou qualquer outro microrganismo quando o nivel de inoculacio de B. cereus

0486 foi de 1.0E+02 esporos/mL de leite pasteurizado.

Apesar da Portaria n® 370 de 4 de setembro de 1997, do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA, 1997), indicar que o tratamento térmico de leite UHT
compreende a faixa de 130-150°C por 2-4 s; experimentalmente somente processos
equivalentes ou mais severos que 134°C por 36,3s poderiam garantir um produto livre de
contaminantes deteriorantes e/ou patogénicos, considerando a qualidade do leite cru

Brasileiro.
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ABSTRACT

This research aimed to determine the presence or absence of Bacillus cereus, from
6.500 whole UHT milk samples with pH 6.5-6.8 aseptic packages in one liter carton
packages, with 1 to 2 months of shelf life. These samples were submitted to commercial
sterility test. The sampling considered five Brazilian UHT plants based on direct steam
injection processors of whole UHT milk. One thousand and three hundred packages from
cach plant were analyzed, after ten days incubation at 7C (50%) and 37C (50%), in order to
verify the commercial stability and isolate vegetative cells of mesophilic and

psychrotrophic B. cereus strains, respectively.

For suspicious samples (pH < 6.5), the isolation, identification and enumeration of
B. cereus and only isolation and identification of B. sporothermodurans and flat sour
contaminants were carried. The identification by phenotypical and genetic (PCR) tests was
applied for confirmation of B. cereus at species level. For other Bacillus species, the

identification by FTIR was used and, other groups were identified only at genus level.

The standardization of PCR methodology and specific primer for B. cereus was
implemented using two typical strains of B. cereus ATCC 11778 and ATCC 14579 and one
strain of B. thuringiensis ATCC 10972, as a negative standard, available at UNICAMP

Termobacteriology Laboratory.
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pH measurement represented a practical, quick and cheap method as an index to the
quality control laboratories of the dairy plants. This method can be applied since pH
measurements present a normal distribution and this will be considered after pH variations

standardization in function of its physical-chemical alterations.

All dairy samples analyzed showed significant differences in pH values;
demonstrating the variability in raw material, severity of the thermal process and packages

handling conditions.

It was not found any positive sample contaminated by B. cereus from 6,500 packs
of UHT milk tested. Only after incubation at 37°C and 7°C deteriorative sporeforming
bacteria were found. Thus, within the experimental sampling space analyzed, Brazilian
UHT milk does not present this pathogenic microorganism and, therefore, is in accordance

with the current law, without generating health problems to the consumer.

As no B. cereus strain was isolated from commercial sterility test, a B. cereus 0486
culture, available at Thermobacteriology Laboratory (FEA/UNICAMP) was used in several
tests to determine, in UHT milk, the kinetic parameters “D” and “z” in static system (TDT
tubes) and “k” and “Ea” values in continuous system (MicroThermics UHT-HTST Lab-25-
DH laboratory scale aseptic unit). Data from continuous system were given as input to
ALIKINETIC to generate, by EPM and PEIE methods, the kinetic parameters (Ea and k

values) and coefficient of correlation (R?).
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The EPM method presented the best coefficient of correlation and its calculated
kinetic parameters, Ea = 151.107,677 J/mol and k2;c = 0.1657069 s'], were considered as
results. Extrapolation of batch kinetic data to estimate UHT processes may not be accurate
and may result in under or over processing to assure safety, sterility and sensorial quality.

The increased thermal resistance observed after non-isothermal activation indicates
that it is necessary to consider the spore activation, represented by pre heating phase in
continuous processes, as an important task before carrying out the inactivation treatment.

From calculated kinetic parameters, the binomium 134°C for 36,3 s, at the upper
limit of UHT region, was determined in indirect system to analyze the UHT milk rate of
defects and to calculate the decimal reduction in B. cereus 0486 population. The referred
binomium and another one applied outside the UHT region for milk (121C for 150.5s)
guided the redesign of thermal processes tested with direct inoculation of target spore
suspension, in pilot unit, simulating with glass bottles the practical procedures applied in
industrial dairy plants.

Kinetic parameters in dynamic systems allowed better prediction of thermal process
rate of defects, with B. cereus as target, outside and inside UHT region for milk. The
equivalent process, for 36.3 s at 134°C, did not allow the survival of B. cereus 0486 or any

other microorganisms if the contamination level is 1.0E+02 spores/mL of milk.

Despite the Regulation n® 370 de 4 de setembro de 1997, from Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 1997) indicates that UHT milk treatment
range 1s between 130 -150°C for 2-4 s, experimentally only equivalent thermal processes

for Brazilian milk at 134°C for 36.3 s or higher, at the upper limit of UHT region for milk,
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could assure with safety the absence of B. cereus, considering the microbial quality of

Brazilian milk.
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INTRODUCAO GERAL

O leite apresenta grande importancia comercial devido ao seu valor nutricional; fato

que o configura como produto de destaque do ponto de vista social e econdmico.

Os atributos do leite de qualidade podem ser resumidos em trés componentes:
qualidade higiénica, valor nutritivo e manutengo das propriedades sensoriais. As principais
causas de perda de qualidade do leite estdo relacionadas a satde ¢ a0 manejo dos rebanhos

nas propriedades rurais.

Segundo Franklin (1970), o leite é tratado termicamente por dois motivos:
proporcionar auséncia de bactérias patogénicas e prolongar a manuten¢io de sua qualidade.
Na primeira situagdo, a 70-72°C/15s ocorre destrui¢do das bactérias patogénicas ndo
esporuladas, mas bactérias termoduricas como Corynebacterium, Streptococcus,
Micrococcus e esporos de bactérias podem sobreviver, contaminando o produto final
envasado, com conseqiiente alteragdo de suas propriedades apds poucos dias a temperatura
ambiente ou apés uma semana sob refrigeragdo. No entanto, um tratamento mais severo (a
temperaturas de esterilizagdo) por menos tempo poderia denotar um produto mais
satisfatorio e estdvel a temperatura ambiente, porém sua aplicagio sé seria vidvel em

sistemas continuos.

A eficiéncia da agdo esporicida requerida para um tratamento de esterilizagio em
sistemas fechados esta relacionada ao numero de esporos resistentes ao calor existentes no
leite cru e ao valor da respectiva resisténcia térmica, bem como, aos ntimeros aceitaveis da

populacdo microbiana no produto final.



No mercado de leite fluido longa vida a existéncia de uma embalagem contaminada
em mil embalagens processadas é comercialmente aceitdvel, embora se deva considerar que
a industria poderia conseguir um nivel menor do que este na pratica (Franklin, 1970).
Assim, determinar qualitativamente a presen¢a das bactérias formadoras de esporos, em
leite cru, orientara a severidade do processo térmico que serd aplicado, bem como, indicara
a porcentagem das embalagens defeituosas, num mesmo lote, a fim de avaliar o nivel de

qualidade do processamento térmico aplicado.

Um dos critérios para determinar a razdo de defeitos de um lote, recomendado por
von Bockelmann (1982), é a medida de pH, ja que este procedimento constitui um método

rapido, barato e de facil aplicagdo em ambiente industrial.

Bacillus spp. sdo os maiores responsaveis pela deterioragdo de alimentos, como leite
e seus derivados (Meer et al, 1991). Dentre as espécies relevantes ¢ importante citar
Bacillus cereus, pois além de ser um organismo patogénico para o consumidor, causando
intoxicag¢des ou toxi-infecgdes, sua incidéncia em leite tem sido reportada desde 1916, ja

que € um contaminante comum do leite cru (Kim & Goepfert, 1971).

Na Europa da década de 50, foi relatado o primeiro caso confirmado de intoxicacdo
por B. cereus a partir de baunilha (Hauge, 1950). Relatorios adicionais, nos anos
posteriores, também confirmaram a incidéncia do organismo em outros alimentos
contaminados, gerando a mesma intoxicagdo. Neste sentido, Mindura et al (1970)

documentaram com o primeiro relato da intoxicag&o, por B. cereus, nos Estados Unidos.



I conhecido que B. cereus, pode sobreviver a processos de pasteuriza¢do, pois sua
resisténcia térmica ¢ de 5,5 min a 100°C (Mossel et al, 1995), mas sua sobrevivéncia a
145°C ¢ muito rara. Anteriormente, Burion (1977) afirmou que a deterioracio de leite
UHT, por este microrganismo, poderia resultar da contaminacio da unidade de

esterilizacdo, do tanque pulmao e/ou do sistema de enchimento asséptico.

A deteriorag@o, como resultado da sobrevivéncia de MICrorganismos ao processo,
apresentaria baixos indices e a contaminacdo pos-processo poderia ocorrer devido a
sanitizagdo e limpeza inadequada dos equipamentos, bem COmo, OCOITEr por contamina¢io
direta com ar néo estéril no ambiente asséptico. Atualmente, a afirmac@o de Burton (1977)
ndo estd mais atualizada, ja que a ocorréncia de microrganismos esporulados mesofilicos
termoresistentes tem sido reportada durante os ultimos anos por muitos autores (Foshino et
al, 1990; Kessler et al, 1994; Hammer et al, 1995). Investigacdes realizadas mediante
analises moleculares de 16s rRNA, destes esporulados, apresentaram uma nova espécie de
Bacillus (Klijn et al, 1997), que foi descrita por Petterson et al (1996) como Bacillus

sporothermodurans.

Bacillus sporothermodurans poderia resistir as condigdes de processo UHT, por
injegdo indireta de vapor, condenando lotes do produto. Segundo Lembke (1998), somente
uma temperatura maior ou igual a 150°C poderia inativar os esporos deste microrganismo.
Ja Huemer et al (1998) afirmaram que seria necessério aplicar um tempo de 3,4 a 7.9
minutos, a 140°C, para eliminar 90% da populagio deste organismo, quando o mesmo

apresenta um valor z de 11,3°C.



No entanto, como Bacillus sporothermodurans nio apresenta patogenicidade e seus
efeitos deteriorantes ndo alteram as propriedades sensoriais do produto, esta bactéria ndo ¢
comumente tratada como alvo do processo térmico comercial. De qualquer maneira, sua
contamina¢do em niveis acima de 100 esporos/ml de leite, colocaria este produto UHT fora

dos padrdes da Unido Européia (Directive 92/46/EEC, 1992).

Processos térmicos aplicados para leite integral na regido UHT, de 135° a 150°C,
estdo limitados, segundo Kessler (1981), pelo limite inferior da curva TDT com inativacio
de nove ciclos logaritmicos para esporos terméfilos e mais de nove para mesofilos, bem
como, pelo limite superior com a inativacdo de até 3% de tiamina, que ¢ a vitamina mais
termodegradéavel do leite; assim, eliminar o espectro de contaminacio de B.
sporothermodurans alcangaria os limites de alteragdo sensorial do produto UHT, gerando
um impasse que poderia ser atenuado pela manutengéo da qualidade da matéria prima, das
condigdes higiénico-sanitarias durante o processamento como um todo, do envase e da

distribui¢go.

Os relatos de incidéncia de contamina¢go por Bacillus em leite UHT, no Brasil, tém
despertado grande demanda por pesquisas neste sentido. De Rezende (1998) analisou 120
amostras de leite integral UHT produzidas no Brasil, na procura por espécies do grupo
cereus. Seus resultados indicaram uma positividade em 34,17% do total de amostras
analisadas, sugerindo a necessidade de melhorias nas condi¢des higiénico-sanitdrias

adotadas no processo térmico comercial do produto.



Cabe indicar que as espécies do grupo cereus envolvem B. cereus var mycoides, B.
thuringiensis, B. anthracis e B. cereus, nem todas patogénicas ao homem. No entanto,
revisando a metodologia proposta por este autor, observou-se falta de consisténcia no plano
de amostragem, na metodologia experimental, bem como, na identifica¢do bioquimica dos

isolados comprometendo, portanto, a veracidade dos dados apresentados.

Considerando a ocorréncia da contaminag¢@o por Bacillus e a patogenicidade de B.
cereus, tornou-se relevante desenvolver esta pesquisa, no mercado nacional de leite UHT, a
fim de estabelecer a incidéncia real desta espécie patogénica no referido produto. Como a
série bioquimica confirmatéria e diferencial do grupo cereus néo € totalmente eficiente para
descriminar as espécies envolvidas, a identificagdo de B. cereus por ensaio genético de

PCR foi incluida como ferramenta para confirmar sua identificag@o ao nivel de espécie.

Além de verificar e identificar B. cereus em leite UHT, devido a sua patogenicidade
que atinge os consumidores e, em especial as criancas, torna-se relevante determinar sua
resisténcia térmica frente a toda cadeia dos processamentos térmicos comercialmente

aplicados no Brasil até o momento da distribuigdo do produto final.

Segundo Davies et al (1977), a caracterizacdo microbiologica de sistemas e
processos € importante no sentido de validar a sua letalidade. Processos a ultra-alta
temperatura (UAT) sdo de dificil caracterizacdo devido a dificuldade de aplicar altas
temperaturas sob pequenos intervalos de tempo em unidades piloto. Além disso, a
severidade e a concentra¢do verificada, em uma suposta contaminagdo, exigiriam o uso de

um sistema de processamento continuo de escala comercial.



Neste sentido, Franklin (1970) ja havia discutido que a grande concentrag¢io da
suspensdo de esporos necessaria para inoculacio em plantas comerciais acarretaria
problemas em relacdo a sua idade e consisténcia.

No entanto, a cinética de inativagdo térmica determinada pelos procedimentos de
imersdo tradicionais, como tubos TDT (Thermal Death Time), simula condi¢des de
processos em bateladas; eles ndo consideram que os efeitos de pressio e de tensdo de
cisalhamento ocasionam um stress nos microrganismos submetidos a processos térmicos
continuos (Burton, 1977; Swartzel, 1984). Sob este aspecto varias pesquisas foram
desenvolvidas a fim de estudar a cinética de morte de microrganismos que contaminam
alimentos processados em sistemas continuos.

Muitos pesquisadores observaram a inativagdo térmica de bactérias em sistemas
continuos com base nas andlises do processo global. No entanto, somente alguns
determinaram valores D e z monitorando o perfil de destruicio do microrganismo ao longo
do processo, como Fairchild et al (1994) que, trabalhando com Listeria innocua,
concluiram que como os valores z foram diferentes nos dois sistemas utilizados, o
mecanismo de destruigdo térmica poderia ser diferente entre sistemas em batelada e
processos com escoamento continuo, como o pasteurizador de escala laboratorial com
portas assépticas para coleta das amostras. Neste sentido, comparar a resisténcia térmica de
microrganismos esporulados termoresistentes em regime estatico e continuo pode garantir

dados mais precisos quando os mesmos sdo processados em temperaturas de esterilizagdo.



Desta maneira, os processos térmicos industriais podem ser redimensionados em
funcdo do alvo mais termoresistente em sistema continuo, ja que. o principio da validacio
biologica estd fixado na avaliacdo do processo térmico que comega com a escolha do valor
Fo, usando um organismo indicador, com pardmetros cinéticos conhecidos, que ¢
introduzido no processo sendo, posteriormente, recuperado e quantificado. Partindo do
mesmo principio seria possivel identificar pontos criticos do processo asséptico garantindo

um produto microbiologicamente seguro ¢ estavel para a comunidade em geral.



Assim os objetivos gerais desta pesquisa foram:

e Detectar a presen¢a ou auséncia de B. cereus em amostras de leite integral UHT,

considerando cinco empresas do setor.

e Confirmando a presenca de B. cereus nas amostras analisadas, isolar a cepa mais
termoresistente ¢ comparar com uma cepa padrio, para realizar ensaios de
embalagens inoculadas no processamento asséptico de leite integral UHT em planta
piloto de esterilizac@o continua, a fim de avaliar os parAmetros cinéticos calculados,

bem como, a taxa de defeitos induzida com base no processo térmico comercial.

e Nio confirmando a presenca de B. cereus nas amostras analisadas, utilizar uma
cepa padrio ou cepa identificada como B. cereus, disponivel no laboratério de
Termobacteriologia, para realizar ensaios de embalagens inoculadas no
processamento asséptico de leite integral UHT em planta piloto de esterilizacio
continua, a fim de avaliar os pardmetros cinéticos calculados, bem como, a taxa de

defeitos induzida com base no processo térmico comercial.

Para tanto, objetivos especificos foram desenvolvidos a fim de alcancar os objetivos
gerais da pesquisa:
 Ensaios de Esterilidade Comercial com acompanhamento por medida de pH
e pesquisa de B. cereus
® Ensaios Bioquimicos para B. cereus
e Ensaios Genéticos para B. cereus

e Producdo e Contagem da suspensdo de esporos



Ativacio Otima dos Esporos

Determinagdo dos parametros cinéticos de B.cereus em tubo TDT e em
trocador de calor

Inoculagao Direta com Esporos de B. cereus
Avalia¢do dos pardmetros cinéticos

Calculo da taxa de defeitos em 2 processos térmicos
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Parte 1: Aspectos e defini¢cdes do leite fluido UHT

1. Aspectos fisico-quimicos do leite fluido

Da silva et al (1997) atestam que a composicdo do leite ¢ determinante para o
cstabelecimento da sua qualidade nutricional e aptidéo para processamento térmico e
consumo humano. Provavelmente o leite possui em torno de 100.000 constituintes distintos,

embora a maioria deles ainda ndo tenha sido totalmente identificada.

Os mesmos autores citam que a composicio centesimal do leite de vaca engloba,
aproximadamente, 80,5% de 4gua como o constituinte mais importante no qual estdo
dissolvidos, dispersos ou emulsionados os demais componentes; 8,1% de extrato seco
desengordurado; 3,6% de gordura que ocorre como pequenos glébulos contendo
principalmente triacilglicer6is, envolvidos por uma membrana lipoprotéica; 3% de
proteinas, que envolvem 80% de nitrogénio caseinico e 20% de nitrogénio néio caseinico;
4,2% de lactose formada por glicose e galactose, sendo o constituinte solido predominante
e menos variavel; e finalmente 0,6% de substdncias minerais, em, como cloro, fosforo,
potassio, sodio, calcio e magnésio e tragos de ferro, aluminio, bromo, zinco e manganés. A
associacdo entre os sais € as proteinas ¢ um fator determinante para a estabilidade das

caseinas e diferentes agentes desnaturantes.

Além dos componentes principais, enzimas podem ser encontradas no leite, como
lipases, proteinases, 6xido-redutases, fosfatases, catalase e peroxidase. O desenvolvimento

intencional ou ndo de microrganismos no leite, contribui para o complexo enzimatico.
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As vitaminas A, D, E e K também estdo presentes, no leite, associadas aos globulos
de gordura; as demais vitaminas, B e C, ocorrem na fase aquosa do leite. O leite fresco,
produzido sob condigdes ideais, apresenta sabor pouco pronunciado. devido a relacio entre
lactose e cloretos, apresentando-se como doce e salgado, ndo acido e ndo amargo. Sabores e
odores pronunciados s@o atribuidos & alimentagio e ao ambiente de ordenha. A cor branca
do leite resulta da dispersdo da luz refletida pelos globulos de gordura e pelas particulas
coloidais de caseina e de fosfato de célcio. A homogeneizagdo torna o leite mais branco,
pela maior dispersio da luz. Cores anormais podem resultar de desenvolvimento

microbiano. Da silva et al (1997)

A acidez natural do leite varia entre 0,13 e 0,17%, expressa como &cido latico. A
elevagdo da acidez € determinada pela hidrolise da lactose, com formacio de acido latico
por enzimas microbianas da flora latica, caracterizando a acidez desenvolvida no leite. A
presenca de diéxido de carbono, proteinas, citratos, lactatos e fosfatos exerce efeito tampao
no leite caracterizando seu pH entre 6,6 e 6,8, com média de 6,7 a 20°C. J4 a densidade do
leite a 15°C, apresenta valor médio 1,032 g/ml. No entanto, sob temperaturas mais

elevadas, este valor decresce. (Da silva et al, 1997)

O leite, com alto teor de gordura apresenta maior densidade em relacio ao leite com
baixo teor de gordura, em razdo do aumento de extrato seco desengordurado que
acompanha o aumento no teor de gordura (Da silva et al, 1997). Segundo dados fornecidos
pela Tetra Pak, 2004 , a 83°C a densidade do leite integral atinge 0,991 g/ml.
Regressionando os dados fornecidos a quatro temperaturas, obtém-se um valor de

0,971g/mla 121°C.
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O conhecimento do calor especifico do leite e dos produtos lacteos é essencial para
aspectos de engenharia de processos e dimensionamento de equipamentos. A 15°C o leite
integral apresenta calor especifico de 3,93 J/K kg. J4 a tensdo superficial do leite integral é
de 55,3 dinas/cm, sendo que um aumento nos teores de proteinas ¢ acidos graxos livres

ocasiona abaixamento da tensao superficial do produto. (Da silva et al, 1997)

O leite ¢ mais viscoso do que a dgua em razdo da presenga de proteinas e lipideos,
podendo sofrer alteragdes com o processo industrial. O leite integral tem viscosidade, a
20°C, de 1,6314 cP. Segundo Steffe (1992), a viscosidade também varia com a temperatura.
Através de sua tabela de dados regressionados (temperatura versus viscosidade), obteve-se

o valor de 0,483 cP a 121°C.

2. A legislacio do leite fluido

Segundo o artigo 475 do RIISPOA - Regulamento de Inspegdo Industrial e Sanitaria
de Produtos de Origem Animal, denomina-se “leite, sem qualquer outra especificaggo, o
produto fresco e integral oriundo da ordenha completa e ininterrupta de vacas sadias”,
apresentando as seguintes caracteristicas: acidez Dornic de 15 a 20°D; 3% de teor minimo
de gordura, densidade de 1,02 a 1,03 g/ml a 15°C; 4,3% de teor minimo de lactose; 11,5%
de teor minimo de extrato seco e 8,5% de extrato desengordurado com indice crioscopico

de — 0,55°H. (RIISPOA, 1952)
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3. A evolucao do mercado de leite fluido no Brasil

E importante ressaltar que a cadeia produtiva de lacteos no Brasil vem enfrentando
mudangas importantes, principalmente desde a segunda metade da década de 80, quando as
condicdes da producdo foram transformadas, lancando novos desafios em busca do
aumento da eficiéncia produtiva para atender um mercado consumidor cada vez maior e

mais exigente.

De acordo com Martins (1997), no caso do agronegdcio do leite, as transformacdes
ocorridas sdo histdricas, j& que o consumidor assumiu uma posi¢io atuante no processo
ditando padrdes de qualidade, apresentagdo e praticidade. A desregulamentacio do setor e
outros fatores como: a concentracdo de capitais ¢ a mudanga nas estratégias das empresas; a
integracdo ao MERCOSUL, bem como, a abertura e a estabilizacdo da economia,
produziram impactos sem precedentes na cadeia produtiva de lacteos, apontando

disposi¢do, pelos agentes, em realizar mudangas de maneira mais 4gil (Bortoleto, 1998).

Segundo Wilkinson, citado por Martins & Yamaguchi (1998), o elemento
fundamental que desencadeou todo o processo de reestruturagio da cadeia agroindustrial do
leite centrou-se na transformagio dos mercados regionais em nacionais, enfraquecendo o
poder dos grandes pasteurizadores constituidos regionalmente em torno dos centros
consumidores dominando, portanto, toda comercializagdo do produto. Grande relevancia
nesse contexto dirige-se & nacionalizagdo do mercado de leite através da inovacdo do leite
longa vida, na superag¢@o dos problemas relacionados & alta perecibilidade do leite levando

a modernizagéo da légica de comercializagdo com a rede varejista de comércio.
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4. O consumo de leite longa vida no Brasil

Segundo publicacdo da ABLV - Associacdo Brasileira de Leite Longa Vida (2003), o
comportamento das vendas internas de leite longa vida aumentou em 64,4% de 1993 a
2003. Apesar disso, em 2002, foram importados 25 milhdes de litros de leite longa
vida.Portanto, como a demanda ainda ndo foi superada, o mercado poderia incrementar seu

volume de producéo, atendendo tanto o mercado interno quanto o mercado externo.

4.1 Defini¢do

O emprego de altas temperaturas na seguranca ou conservacdo do leite esta
fundamentado nos efeitos deletérios do calor sobre os microrganismos. O controle do
crescimento microbiano visa eliminar riscos a saude do consumidor, e prevenir ou retardar
as altera¢Oes indesejaveis no leite, aumentando seu prazo de validade (ABLV, 2003; Tetra
Pak, 2003). Ao sair do ubere de uma vaca sadia, o leite € praticamente isento de
microrganismos patogénicos e/ou deteriorantes, mas sua contaminagdo pode ocorrer
durante a ordenha, apOs sua obteng@o, ou ao entrar em contato com utensilios €
equipamentos contaminados pela microflora do ambiente. Assim, ¢ preciso submeter o leite

a um processo que garanta sua assepsia.

Dos processos térmicos, os mais comumente aplicados ao leite de consumo séo: a
pasteurizacio, a ultrapasteurizagdo e a esterilizagdo. A diferenca entre a ultrapasteurizagdo
e a pasteurizacio estd na temperatura e no tempo de processamento. Essas diferencas de
processamento resultam em qualidade de produto semelhante, mas em tempos de

armazenamento muito diferentes (ABLV, 2003; Tetra Pak, 2003).
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4.2 4 pasteurizagdo no Brasil

Na pasteurizac@o, a temperatura aplicada é de 72°C a 75°C, por 15 a 20 segundos. O
leite pasteurizado tem o numero total de bactérias reduzido, com destrui¢do, por exemplo,
das patogénicas Mycobacterium tuberculosis e Listeria monocytogenes. O produto pode ser
armazenado por até 72 horas, desde que mantido e transportado em temperaturas inferiores

a 10°C até chegar ao consumidor final (RIISPOA, 1952).

Kessler (1981) discorre sobre trés métodos de pasteurizacio com seus respectivos
binémios. Entre eles cita a pasteuriza¢do por tempo curto que preconiza 71°C por 15-40

segundos.

4.3 A esterilizacdo

No Brasil ndo ha uma legislagio especifica para leite esterilizado. Kessler (1981)
cita processos entre 109°C a 115° por 20-40 minutos necessarios para completa inativagdo
enzimatica (exceto para lipases e proteases termoresistentes advindas da contaminag¢ao por
Pseudomonas) e microbiologica (exceto esporos termoresistentes como de B

stearothermophilus).

4.4 O tratamento UHT (Ultra high temperature)

Segundo o RIISPOA (1952) no tratamento UHT o leite é submetido a 130°C-150°C

por curto tempo (2-4s), com conseqiiente resfriamento até 32°C e envase asséptico.
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Ja Kessler (1981) atesta temperaturas entre 135-150°C por 2-6 segundos. Reuter
(1989) cita que, em 1989 os processos para leite UHT estavam caracterizados entre 136-

138°C por 2-8 segundos seguindo de resfriamento até 20°C.

No caso do leite UHT, apds o processamento, teoricamente nio ha nenhum tipo de
bactéria contaminante e/ou patogénica e, por isso, ele poderia ser estocado por até 180 dias,

a temperatura ambiente. Existem dois tipos de equipamentos para este fim:

® Aquecimento direto. O produto é aquecido em contato direto com vapor culinério
(MAFF, 1972 ; Lewis, 2000), fato que gera aquecimento rapido com dilui¢do no
alimento (considerado na estimativa do tempo de retengéo). Hé o pré-aquecimento a 70-
80°C, seguido do aquecimento & temperatura desejada. Se o produto for processado a
145°C, a diluig@o considerada sera de 10 a 15%. Em todos os casos a 4gua excessiva ¢

removida por um répido resfriamento em cdmara de expansio.

° Agquecimento indireto. O produto é aquecido pela troca indireta de calor com vapor
(4gua de regeneragdo, vapor ou agua pressurizada), mantido por 2 a 8 s na retencio e
resfriado pela dgua de regeneragdo e/ou Chiller. Trocadores de calor a placas ou
tubulares sdo utilizados para fluidos de baixa viscosidade. No entanto, o nivel de
depdsito orgénico no trocador a placas ¢ maior devido aos espagamentos entre as placas
serem pequenos, propiciando entupimento rapido (Burton, 1977). Para produtos
contendo particulados € preferivel um trocador de superficie raspada. Pressdes de 1 bar

sdo recomendadas para evitar que o ar altere as temperaturas durante o fluxo pelo
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sistema resultando em um sistema ndo isotérmico. Estocagem e envase asséptico sdo

essenciais para manter o produto estéril.

4.5 Regulamentagées do leite UHT

A Food Milk e Dairy Hygiene Regulations (Statutory Instruments, 1995) declaram

que:

° O leite UHT deve ser obtido pela aplicagdo de altas temperaturas por curtos
periodos de tempo através de um sistema de fluxo continuo de leite a fim de destruir
microrganismos e seus esporos com minima alteracdo das caracteristicas fisicas.
quimicas e sensérias. Nos Estados Unidos, a ultrapasteurizagio de leite é descrita

por 2 sa 138°C.

e Segmentos alternativos de retorno de fluxo devem ser utilizados quando a
temperatura for inferior a programada. Os termopares e/ou termdémetros devem ser

monitorados e suas leituras de temperatura gravadas e mantidas por 3 meses.

* O leite processado termicamente deve ser envasado assepticamente, selado com

seguranga ¢ apresentar rotulagem informativa.

* A amostragem do lote produzido deve satisfazer a contagem permitida.

® A especificagdo microbiolégica inferior a 100 UFC/ml ap6s 15 dias a 30°C ou 7

dias a 55°C deve ser verificada.
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4.6 Os efeitos do tratamento térmico do leite fluido

Ate o leite materno tratado termicamente tem o perfil de suas vitaminas alterado,

como, por exemplo, o acido félico (Tetra Pak, 2003).

A pasteurizagdo reduz 16% o teor dessa vitamina no leite materno e 12% no de
vaca. Outro efeito do tratamento térmico € a transformacio dos aminoscidos da forma L
para a forma D — que é menos absorvida, afetando a qualidade protéica. Mas no leite de
vaca comercial tal transformagdo ndo ¢é significante a ponto de inviabilizar sua

comercializagdo (Tetra Pak, 2003).

Dependendo da temperatura a qual o leite é submetido, a digestibilidade de suas
proteinas ¢ mais ou menos afetada, sendo que as principais conseqiiéncias s3o: alteragdes
fisico-quimicas; reagdo de Maillard; desnaturagéo e coagulagdo. O leite longa vida sofre

maior desnaturacdo das proteinas do que o pasteurizado, mas ndo diminui o seu valor

nutricional (Tetra Pak, 2003).

Das proteinas do leite, as do soro sdo mais afetadas pelo calor. J4 a caseina,
principal proteina do leite, tem maior estabilidade. Dependendo da intensidade do
processamento térmico, alteragdes nas proteinas do soro como sabores estranhos,
gelatinizacdo, formacdo de sedimento, incrustacdo na superficie de transferéncia de calor da
tubulacdo, perda de valor nutricional e escurecimento do produto podem ocorrer. O
principal efeito do tratamento UHT, nas caseinas, ¢ a mudanga na distribui¢do do tamanho

das micelas que sdo aumentadas.
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Quando as proteinas do soro sdo desnaturadas, formam complexos entre si, com as

caseinas e/ou com os glébulos de gordura (Dunkley & Stevenson, 1987).

Holdsworth (1992) afirmou que a formacdo de sedimento (floculacdo) aumenta
quando o pH do produto esta abaixo de 6.6 e a temperatura mais severa durante o
aquecimento direto.Sob este enfoque, Singh (2004) discute os mecanismos que geram a
coagulagdo, define o tempo de coagulacdo das proteinas B- lactoglobulina e k-caseina a
140°C, e cita as seguintes mudangas no leite que promovem sua instabilidade a
temperaturas de esterilizagdo: decréscimo no valor do pH, deposicdo do fosfato de calcio
nas micelas, associaco de proteinas com micelas de caseina, desfosforilagdo da caseina,
dissociagao e hidrolise da caseina, redugio do potencial de hidratacdo, formacdo de ligacdo

covalente.

A lactoglobulina e a globulina do soro do leite sdo as mais atingidas pelo calor. A
albumina s6 € inativada a 143°C. Mas essas alteragdes néo significam perdas nutricionais
do leite. J4 os amino4cidos n#o sdo afetados com o aquecimento do leite. A Unica exce¢do
estd na lisina, que sofre uma pequena alteragio, menos que 4% com tratamento acima de

120°C (Tetra Pak, 2003).

O calor em combinaggo com a homogeneizacio reduz o tamanho dos globulos da
gordura do leite, fato que melhora a digestibilidade do alimento. Além disso, com o maior
tempo de armazenamento, o leite longa vida ou ultrapasteurizado tem aumento na
concentracdo dos 4cidos graxos livres, que em nada altera o seu valor nutricional. A tnica

mudanga € em relagdo ao sabor (Tetra Pak, 2003).
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Fink & Kessler (1985) observaram um pequeno aumento no tamanho dos glébulos
de gordura quando o leite foi processado entre 90 e 125°C e uma diminui¢do nas mesmas

quando a temperatura aplicada esteve entre 125-150°C.

Meier et al (1995) avaliaram a formagéo de HMF (hidroximetilfurfural) que aparece
no inicio da reagéo de Maillard e de lactulose em leite UHT processado por aquecimento

direto e indireto e concluiram que no aquecimento indireto a concentragio de HMF, em
pmol/l ¢ em média 16% maior do que no aquecimento direto, e a de lactulose, em mg/Kg, ¢
de 6% maior muitas vezes ultrapassando o limite alem#o permitido de 400mg/Kg (Federal

German Legislation, 1989).

Além dos fatores citados acima, Lewis & Heppell (2000) acrescentam as possiveis

alteragdes para leite UHT:

e Abaixamento do pH,

e Precipitacdo do fosfato de célcio e redu¢do do calcio idnico,

e Sedimentacdo com alteragdo de textura (proteina, gordura, lactose e minerais),

e Desnaturacdo das proteinas e interacdo com a caseina,

e Desfosforilag¢do e hidrélise da k-caseina com alteracédo das micelas,

e Escurecimento de Maillard,
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* Sabor a cozido, a manteiga, sulfurado, caramelizado e/ou oxidado (ex. producio

de sulfeto de hidrogénio)

White & Sweetsur (1977) caracterizaram a cinética de agregacio das micelas de
caseina em leite aquecido. Os autores observaram que a reagfio de agregacio foi visivel, no
produto, entre temperaturas de 110 e 140°C sendo, aparentemente, de segunda ordem. A

energia de ativag@o média, entre quatro amostras de leite, foi de 128.500 J/mol.

5. Aspectos do leite longa vida
5.1 Defini¢do e varidveis de controle

O que se denomina leite longa vida € o leite ultrapasteurizado e ndo o leite
esterilizado, como muitas vezes ¢ confundido. A denominagdo correta do processamento,
no Brasil, € o tratamento UHT-Ultra High Temperature, que traduzido seria UAT-Ultra

Alta Temperatura (MAPA 1997).

Segundo a Portaria n® 370 de 4 de setembro de 1997, do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA, 1997), o Leite Longa Vida, ou UHT, é o leite liquido
homogeneizado, submetido durante 2 a 4 segundos, a uma temperatura entre 130 e 150° C,
mediante um processo térmico de fluxo continuo; imediatamente resfriado a uma
temperatura inferior a 32°C, e envasado assepticamente em embalagens estéreis e
hermeticamente fechadas. A mesma Portaria, internalizou os padrdes estabelecidos pela
Resolugdo MERCOSUL GMC. n° 135/96, que aprovou a inclusio do citrato de sédio,

como estabilizante, no Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do leite UHT.
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Para o leite ser classificado como longa vida precisa ter matéria prima de boa
procedéncia, conforme descrito no item 1, pois, 0 equipamento que processa este leite ndo
opera, economicamente, com matéria-prima de ma qualidade. O aspecto do leite longa vida

deve ser liquido apresentando cor branca sem sabores ou odores estranhos.

Segundo a Portaria n°370 (MAPA, 1997) a tecnologia utilizada na produgéo do Leite

Longa Vida permite que este seja isento de conservantes.

Finalmente, vale ressaltar que além do controle de qualidade, préprio da industria de
leite longa vida, todo processo deve ser controlado pelo Servigo de Inspe¢do Federal (SIF)

tanto para comercializag@o no territério nacional quanto internacional.

Condig¢des de operacdo como temperatura e tempo constituem as principais
varidveis de controle do processamento de leite, mas Lewis & Heppell (2000) também

citam:

e Qualidade da matéria prima (em termos de esporos termo resistentes);

e Controle das variaveis de transferéncia de calor;

e Tamanho do espaco livre na embalagem,

e “Ratio” de solidos e liquidos,

e Viscosidade de liquidos,

e Integridade da selagem.
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Zacarchenco (2000) analisou amostras de leite UHT brasileiro indicando
processamentos comerciais entre 137°C e 150°C por 3 a 4 segundos, em trocadores de calor
a placas ou tubulares com aquecimento direto ou indireto apresentando vida de prateleira de

3 a4 meses.

5.2 A qualidade microbiolégica da matéria prima
Mogens (2003) cita os principais contaminantes patogénicos do leite cru, bem como

sua proveniéncia. Assim segue:

° Via mastite: FEscherichia coli, Streptococcus uberis, Streptococcus  bovis,

Sthaphylococcus aureus e Listeria monocytogenes.

* Via contaminagiao fecal: Listeria monocytogenes, Escherichia coli. Bacillus cereus e

leveduras.

 Via estabulo e coxo: Bacillus cereus e Clostridium spp.

e Via ordenha e estocagem: Bacillus cereus.

Uma pesquisa de opinido com consumidores de leite cru (Tetra Pak, 2001 ) indicou
que o quesito saude € o mais valorizado (50%) frente 4 aparéncia (24%) e praticidade
(21%), quando se trata da compra do mesmo. Sob este enfoque, para avaliagdo dos aspectos
de satde, no leite cru, obteve-se como maior exigéncia a higiene durante a ordenha (39%)
frente ao valor nutritivo (21%), pureza (18%), origem (10%), gordura (7%) e frescor (6%).
Portanto, sdo especialmente importantes os procedimentos higiénicos sanitarios adotados

durante a produg@o e o armazenamento do leite na fazenda e nos centros de distribuicéo.
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Problemas relacionados a saide dos animais podem favorecer a presenca de
patogenos e/ou suas toxinas, residuos de drogas veterinérias, além de elementos da reagao

inflamatéria que sdo responséveis por alteracdes fisico-quimicas do leite (Embrapa, 2003).

Em relacdo a falta de higiene, temperatura e tempo de estocagem do leite propiciam
a contaminagdo e favorecem a multiplicagdo de microrganismos deteriorantes, que exercem
sua agdo deletéria, produzindo, por exemplo, enzimas proteoliticas e lipoliticas
termoestaveis. As alteragdes citadas resultam em prejuizos financeiros pela reducdo do
rendimento industrial, alteragdes nas propriedades sensoriais e reducio da vida de prateleira
do leite. Afinal, as variabilidades na populagdo e na concentragio microbiana do leite cru,

influenciam a qualidade do leite UHT (Gillis et al, 1985).

Através da Instrugdo Normativa n°® 51, (MAPA,2002) que desde primeiro de julho
de 2005 ja esta em vigor, foram introduzidos requisitos que permitem, em alguns anos,
alcangar padrdes de qualidade consoantes aos adotados internacionalmente, bem como,
foram introduzidas ou ampliadas exigéncias quanto & composi¢io e a saude/higiene, entre

outros.

Queiroz & Rosa (2003) verificaram problemas na higienizacio das ordenhadeiras de
propriedades rurais na regido Sul do Brasil, ja que 77% das amostras analisadas estavam
acima do limite de controle estabelecido para contagem de aerdbios mesofilos e
psicrotroficos (100UFC/ml). Tal fato demonstra a necessidade de adotar boas praticas de
higiene para submiss@o a inspecdes periddicas por parte do Ministério da Agricultura,

Pecuaria ¢ Abastecimento.
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3.3 A embalagem

No Brasil, o leite UHT € embalado, na maioria dos casos, em embalagem cartonada
composta por seis camadas de materiais. As duas primeiras camadas mais internas sdo de
polietileno, um plastico inerte que evita o contato do alimento com as demais camadas da
embalagem. A terceira camada ¢ de aluminio, cuja fungfo € evitar a passagem de oxigénio,
luz e microrganismos. Apds esta, segue mais uma camada de polietileno que faz a adesdo
da camada de aluminio com a quinta camada, de papel. Esta ultima confere a resisténcia a
embalagem, além das caracteristicas graficas personalizadas; sendo seguida pela ultima
camada, de polietileno. O resultado ¢ uma embalagem de alta qualidade, totalmente
reciclavel que confere protecdo ao produto, mantendo o alimento distante de qualquer

contato com as bactérias e microrganismos, bem como as possiveis sujidades do ambiente.

Petrus e Faria (1999) comentam que, em geral, a inadequacdo ou auséncia de um
sistema de esterilizagdo de embalagens poderia resultar no aumento da contaminagio do
produto em questdo, reduzindo sua vida 1til j4 que o grau de esterilizacdo obtido em
embalagens depende do nivel de contaminag¢fo inicial, da 4rea da embalagem e da

eficiéncia do seu processo de assepsia.

A assepsia da embalagem € feita com um banho de hidroxiperéxido (H,O,),
utilizada normalmente para higienizagdo em servicos de satide, permitindo um bom efeito
esporicida em tempo vidvel de produgdo. Depois disso, a embalagem é submetida a um jato
de ar quente a 270°C. Esse processo, além de secar o hidroxiperdxido, esteriliza a
embalagem. Com essa temperatura, o hidroxiperéxido € totalmente evaporado e nenhum

residuo fica na embalagem.
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5.4 O envase asséptico

O envase de Leite Longa Vida ¢ uma etapa de fundamental importancia, pois nio
pode comprometer a integridade do produto, por isso, deve ser realizado em ambiente
asséptico sendo que os equipamentos de envase, assepsia do material de embalagem e o
processamento térmico do produto devem estar conectados, apresentarem grau sanitario e
poderem ser esterilizados antes da produgio, bem como, serem capazes de manter sua
condigdo estéril durante todo o periodo de producdo de modo viavel sob o ponto de vista
econdmico e energético (Marcy & Nagy, 2000). E fundamental que ndo haja qualquer
contaminagdo durante o envase. Portanto este deve ser realizado em condic¢des

completamente assépticas.

O enchimento asséptico tem como principio envasar, em atmosfera estéril, o leite
ultrapasteurizado em embalagens que passaram pelo processo adequado de assepsia. Esta
tecnologia permite que o Leite Longa Vida possa ser mantido fora da geladeira, antes de
aberto, por até¢ 180 dias depois do envase. A vida de prateleira é estabelecida pelo

fabricante, o que explica a diversidade dentre as marcas.

0.5 A limpeza CIP (Cleaning in Place)

A limpeza correta das superficies é essencial para remover todas as particulas que
funcionam como meio de propaga¢do de bactérias. Para Stinson & Forwalter (1978), a
limpeza eficiente dos equipamentos representa 90% de todo o trabalho de sanitizacdo,

enquanto que a aplicagdo dos sanitizantes permanece em 10%.
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Para equipamentos e sistemas fechados como silos, evaporadores, pasteurizadores,
tanques pulmdo e linhas continuas de processo. 0s mesmos autores recomendam como
procedimento de limpeza apés esterilizagdo e processamento térmico, a circulacdo de
compostos alcalinos e depois de dcidos através de bombas, sprays e/ou tanques CIP com

enxagiies intermediarios.

No procedimento de limpeza de qualquer linha de processamento asséptico varias

etapas estdo envolvidas, segundo Nelson (1981):

e Um primeiro enxagiie, com agua a 38-49°C, para retirar o produto e seus residuos
mais grosseiros da linha além de dissolver residuos soluveis e liquefazer residuos

gordurosos,

e A rapida circulagdo de um detergente que remova residuos soélidos. Age
esporadicamente para remover s6lidos que se acumulam independente da aplicacdo

dos alcalis,

e Um segundo enxdgiie para remover o detergente e os residuos sélidos suspensos

e/ou dissolvidos,

e Um tratamento microbiocida com vapor, 4gua quente ou agentes quimicos.
Lembrando que residuos sélidos ndo removidos podem exercer efeito protetor ao
microrganismo, frente ao agente quimico, como também dissipar a atividade do

agente devido a sua interagdo quimica.
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e Drenagem e secagem para minimizar as condicdes de proliferacdo microbiana

enquanto o equipamento esta parado.

Kessler (1981) sugeriu um procedimento CIP para linhas produtoras de leite

pasteurizado e/ou UHT:

e Enxagiie com 4gua a vérias temperaturas e pressdes, em funcio do processo

aplicado, com vazao suficiente para gerar um regime turbulento,

¢ Agdo mecénica de escovagdo e/ou raspagem de material aderido,

o Circulagdo de detergente alcalinos com aditivos que decomponham depésitos de
proteinas, emulsifiquem e saponifiquem os residuos de gordura, além de hidratarem

as superficies e as particulas sélidas,

e Enxagiie com agua aplicando vazdo suficiente para gerar um regime altamente

turbulento e remover possiveis residuos,

e Circulagio de sanitizantes 4cidos para dissolver pedras de leite como Caz(PO,),,

e Enxéagiie com dgua com vazdo suficiente para gerar um regime altamente turbulento

e remover residuos remanescentes,

o Enxdagiie final com 4dgua de boa qualidade.
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Holdsworth (1992) compilou uma tabela apresentando pardmetros cinéticos de certos
Bacillus frente a sanitizantes como peroxido de hidrogénio e acido peracético. Para B.
cereus reportou z = 22.4°C e Ea = 76.600 J/mol para sua eliminacdo com peroxido de
hidrogénio. J& para B. stearothermophilus, frente a acido peracético 0,04-0,2% (p/v)
reportou z = 26,6°¢ Ea = 64.500 J/mol. E importante ressaltar que, para ambos os
microrganismos os valores z frente aos sanitizantes superam seus respectivos valores z

frente ao calor estatico em mais do que 100%.
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Parte 2: A contaminagiio em leite fluido e a identificacdo de B. cereus

6. Ocorréncia de contaminac¢io bacteriana em leite fluido
6.1 A contaminag¢do nos equipamentos de produgdo

As tré€s principais causas de contaminagdo microbiana em plantas processadoras de
leite UHT compdem temperatura de esterilizagdo insuficiente frente ao alvo biolégico,
ineficiéncia durante a esterilizacdo do equipamento e o processo e/ou falha no

procedimento de assepsia no envase (Mehta, 1980).

A contaminagdo microbioldgica em leite pode ser incrementada pela contaminagio
em equipamentos utilizados na manipulacdo, processamento e/ou envase, pela habilidade
dos microrganismos proliferarem nestas superficies (Speers et al, 1984). Fatores que podem
influenciar a interagdo entre as bactérias e as superficies dos equipamentos incluem os
diferentes materiais utilizados na constru¢do de cada equipamento, a microflora vidvel do
leite que estard em contato com cada superficie, bem como, as caracteristicas das células, o
potencial de absor¢do da matéria orgénica pelas superficies e as condi¢des do ambiente
(Meadows, 1971). Enquanto a microbiota da planta de processo € constituida, na maioria,
por bactérias mesdfilas, os ambientes de ordenha, estocagem e transporte constituem fontes
de bactérias psicrotroficas, sendo que a adesdo das Gram negativas € consideravelmente
maior do que a das Gram positivas, mas isto ndo inviabiliza a contamina¢do por

microrganismos esporulados patogénicos (Lewis & Gilmour, 1987).
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6.2 Bacillus spp. psicrotréficos em leite cru

Em 1960, Eddy definiu o termo psicrotréfico como aquele relacionado com os
microrganismos que podem desenvolver-se a 5°C ou menos, independente de sua
temperatura 6tima de crescimento. No entanto Jay (7992) cita que a partir de 1992 foi
universalmente padronizada a temperatura de 0 a 7°C para o desenvolvimento destes
organismos. Por vérias décadas bactérias psicrotroficas tém sido reconhecidas como
contaminantes de leite fluido estocado e distribuido sob refrigeracdo. Muita énfase tem sido
focada na contaminagdo pos-pasteurizacio. A maioria dos contaminantes é Gram-negativa,
ndo esporulada, estando aderida a superficies de equipamentos e presentes na fonte de
suprimento de dgua. Estes microrganismos sio termosensiveis e muitos estio associados a
proteinases e lipases que resistem, moderadamente, a tratamentos térmicos, podendo causar

deterioragdo (Meer et al, 1991).

Com o incremento do controle na contaminagéo pés-pasteuriza¢do por organismos
termo sensiveis, mais atengdo tem sido dispensada para os contaminantes esporulados e
psicrotréficos, bem como, para o potencial de impacto na qualidade do leite e nas suas
propriedades durante o tempo de vida de prateleira. Psicrotréficos termoresistentes incluem
membros dos géneros Clostridium, Arthrobacter, Micobacterium, Streptococcus,
Corynebacerium e Bacillus, sendo que as espécies de Bacillus predominam. O ultimo
género microbiano poderia ser introduzido no leite através da fonte de suprimento de 4gua,
das tetas dos animais, do solo e de depdsitos de leite que poderiam ficar incrustados nos

tanques, bombas e equipamentos de processo.
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Além dos fatores citados, ainda ha a possibilidade de germinacdo e crescimento
vegetativo pos-pasteurizagdo, ja que processos térmicos de pasteurizacdo podem permitir a
sobrevivéncia dos esporos com conseqiiente crescimento pds-germinativo. Estes
organismos produzem enzimas, similares as dos Gram negativos, cuja atividade resulta no
desenvolvimento de odores estranhos e outros defeitos de qualidade sensorial nos produtos

de leite ou a base deles (Meer et al, 1991).

Assim, a associa¢do entre propriedades de termoresisténcia e de psicrotrofia, em um
linico género de microrganismo contaminante, exposto a pasteurizacido e tempos estendidos
de estocagem refrigerada, representa risco potencial de deterioragdo em produtos lacteos e,

por isso a necessidade de estuda-las concomitantemente.

Mikolajcik & Simon (1978) trabalharam com leite pasteurizado a 80°C por 12 min
que foi mantido resfriado a 7°C por 7 dias. Realizaram contagens de bactérias mesofilicas
(32°C) e psicrotroficas (7°C) no inicio da incubagdo e apds o sétimo dia e observaram que a

concentracdo dos psicrotréficos foi 5 vezes maior do que a dos mesofilos.

6.3 Ocorréncia da contaminagdo microbiana em leite cru

O leite cru é um excelente meio de cultura para os microrganismos devido,
principalmente, & sua riqueza em nutrientes, valor de pH proximo a neutralidade e alta
atividade de dgua e auséncia de tratamento térmico. Assim, intoxicagdes e infecgdes podem

ser transmitidas aos consumidores (ABLV, 2005).
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A intoxicagdo caracteriza-se pela presenga de toxinas, produzidas por
microrganismos contaminantes do leite, que podem resistir 4 acidez estomacal ¢ até a altas
temperaturas. A ac@o destas toxinas sdo atribuidos os sintomas que aparecem rapidamente,

em questdo de horas, na maior parte das vezes.

A infec¢do caracteriza-se pela sintomatologia que aparece em conseqiiéncia da
ingestdo do microrganismo. A patogenia pode ser causada pela acdo direta do
microrganismo (carater invasivo) ou ainda pela produgdo de toxinas, por estes

microrganismos ap6s a colonizag@o do intestino (toxi-infec¢des) (ABLV, 2003).

Desde 1985, o crescimento de espécies de Bacillus, em leite cru, foi reportado em
paises europeus (/DF 357/2000), mas antes disso, Hileman (1940); Thomas et al (1950) e
Jayne-Williams & Franklin (1960) estudaram a natureza da contaminagdo de leite por
organismos formadores de esporos, principalmente Bacillus spp, bem como, 0s pontos
criticos (ar, solo, 4gua, animais, currais, ragdo, equipamentos de ordenha, bolsas de
transporte e linhas de processo) de toda produgdo. Como resultado encontraram
respectivamente linhagens mesofilicas e termofilicas de B. subtilis, B. cereus e B.
megaterium, nunca em concentragdes superiores a 10° UFC/ml, necessérias para producio

de toxinas, no caso de B.cereus.

Ja Grinsted (1955) e Ridgway (1958) verificaram a contaminagdo de leite cru e
concluiram que Bacillus como B. licheniformis e B. subtilis constituiam as espécies

aerobias e mesofilas freqiientemente encontradas.
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Tratando-se de um Bacillus patogénico, Te-Giffel et al (1995) investigaram as
possivels fontes de contaminacdo do leite cru por Bacillus cereus na Irlanda, durante um
ano, em seis diferentes propriedades rurais. Para tanto, analisaram amostras do ar, solo,

grama, camas de animais, alimentos, d4gua de beber e fezes dos animais presentes.

Bacillus cereus foi isolado de todas as amostras e 43% das cepas foram capazes de
crescer a 7°C (a partir de esporos provenientes das fezes, solo, d4gua de beber e camas de
animais), demonstrando a possivel contaminagdo por linhagens psicrotroficas até entdo

desconsideradas.

Em 1962, Martin et al reportaram a presenca de B. cereus em 37% das amostras de
leite cru coletadas em fazendas de Ohio, EUA. Jd Ahmed et al (1983) identificaram B.
cereus em 3,75% das amostras de leite cru obtidas em lojas de varejo em Madison, EUA.
Em Minas Gerais, no Brasil, Picinin et al (2000) reportaram a concentracdo média de 10°
UFC/ml para contagem total de organismos meso6filos e psicrotréficos em leite cru resfriado

a partir de ordenha manual e mecénica.

6.4 Ocorréncia de contaminagdo microbiana em leite pasteurizado

Dentro da cadeia de produgdo do leite pasteurizado, dez (10) espécies de Bacillus
foram isoladas de feno, incluindo B. cereus, B. coagulans. B. licheniformis, B. polymyxa, €
B. subtilis, no entanto a incidéncia € baixa devido a competi¢@o por substrato, bem como ao

efeito das altas temperaturas no ambiente (Woolford, 1984).
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Durante o verdo europeu esporos de B. cereus sdo comumente encontrados no
produto final, sendo que a principal fonte de contamina¢do vem da sujeira do tibere da vaca
(Christiansson et al., 1996). Ahmed et al (1983) também identificaram B. cereus, por
isolamento em meio KG (Kim & Goepfert) com gema de ovo, em 8.3% das amostras de
leite pasteurizado, obtidas nas mesmas lojas de varejo em Madison, E.U.A. Ternstrom et al
(1993) reportaram 77% de embalagens contaminadas de leite pasteurizado, estocadoa 5 e a
7°C, com B. polymyxa (5 e 7°C) e com B. cereus (7°C), ambos fermentando o leite. Como
sugestdes indicaram temperaturas de estocagem inferiores a 5°C e analises microbiologicas
nos pontos criticos da linha de processo a fim de identificar a possibilidade de uma

contaminag&o cruzada.

E conhecido que B. cereus pode sobreviver a processos de pasteurizacdo, pois sua
resisténcia térmica € de 5,5 min a 100°C (Mossel et al, 1995). Sob este enfoque, Notermans
et al (1998) reportaram a ocorréncia de 10°-10° UFC de B. cereus/ml de leite pasteurizado

em 5% da amostras analisadas.

6.5 Ocorréncia de contaminagdo microbiana em leite longa vida

Grinsted (1955) e Ridgway (1958) indicaram que B. subtilis predomina na
contaminacdo de leite esterilizado. Mostert et al (1979) analisaram a contaminagio por
Bacillus em 169 amostras leite UHT incubadas a 30°C por 14 dias ou a 55°C por 7 dias e,
mediante identificagdo por temperatura de crescimento, hidrélise do amido, decomposi¢io
da caseina e crescimento em 7% de NaCl e em Agar Anaercbio, atestaram que 48,3% dos

isolados eram B. cereus, e 10,3% B. licheniformis entre cepas mesofilicas e psicrotroficas.

38



E muito rara a sobrevivéncia de B. cereus a temperaturas de 145-150°C. Existe
apenas um relato na literatura de Franklin (1970) que cita o isolamento de uma cepa ultra-
resistente de B. cereus sobrevivendo em creme de leite processado a 140°C por 2 s. Este
fato foi considerado surpreendente ja que B. cereus genericamente apresenta baixa
resisténcia térmica, fato que o exclui do grupo dos microrganismos com ultra resisténcia
térmica. Em 1981, Westhoff & Dougherty relataram a ocorréncia de 16 cepas de Bacillus
isoladas de nove embalagens de leite UHT, sendo que 14 delas eram mesofilicas
(temperatura 6tima entre 37 e 45°C) e 2 psicrotroficas (temperatura 6tima 10°C). As cepas
foram identificadas como B. subtilis e B. cereus, no entanto a maioria delas apresentou um

ou mais tragos bioquimicos e fisioldgicos atipicos.

No Brasil, a ABLV (1997) reportou o isolamento de B. sporothermodurans, na
concentragio média de 10° UFC/ml, a partir de amostras de leite UHT de fazendas de Séo
Paulo e do Parand; no entanto as amostras ndo apresentavam altera¢Ges sensoriais. De
Rezende (1998) analisou 120 amostras de leite integral UHT produzidas no Brasil, na
procura por espécies do grupo cereus. Apesar da metodologia e forma de analise dos dados
serem inconsistentes e, por isso, devendo ser revisadas, o autor indicou uma positividade
em 34,17% do total de amostras analisadas, sugerindo a necessidade de melhorias nas
condi¢des higiénico-sanitarias adotadas. Foschino et al (1990) e Kessler et al (1994)
reportaram problemas de esterilidade de leite UHT causados pela presenca de esporulados

ultra-resistentes ao calor, identificados como B. sporothermodurans.
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Ja Zacarchenco et al (2000) analisaram 100 embalagens de leite UHT na regido de
Campinas-SP. Brasil, distribuidas entre nove empresas processadoras. Como resultado,
45% das embalagens estavam com contagens acima do limite de 100 UFC/ml, sendo que
71% delas eram provenientes de processos térmicos com aquecimento indireto. De um total

de 300 culturas isoladas, 24 delas foram identificadas como B. sporothermodurans.

Guillaume-gentil et al (2002), a partir da incubagéo (37°C por 5-7 dias) de 2.113
embalagens de leite UHT advindas de supermercados da América do Sul, América Central
e América do Norte, identificaram 13 embalagens contaminadas com B

sporothermodurans.

7. Caracterizacao do grupo cereus
7.1 Caracteristicas relevantes ao nivel de género

Bactérias do género Bacillus sdo bastonetes Gram positivos, com 0.5-2.5x 1.2-
10pm, arranjados em pares ou cadeias, geralmente méveis pelo flagelo peritriquio e
formadores de esporos ovais ou, em alguns casos, esféricos ou cilindricos; sendo todos
muito resistentes a condigGes adversas (calor, aw, pH, concentracio salina, sanitizantes). Os

esporos podem estar na posigdo central, sub terminal ou terminal.

As células vegetativas de Bacillus desenvolvem-se sob condicbes aerdbias ou
anaerébias facultativas, com o metabolismo fermentativo ou respiratério. A maioria das

espécies apresenta catalase positiva e redugdo do nitrato como caracteristicas comuns.
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No entanto, ha grande diversidade bioquimica entre os membros do género Bacillus,
proporcionalmente aos diferentes requerimentos nutricionais e condicdes de crescimento de
cada espécie. No entanto, a minoria das espécies de Bacillus é patogénica aos invertebrados

ou aos vertebrados como o homem e os animais (Sneath, 1986; Holt et al, 1994).

O habitat primério dos Bacillus ¢ o solo, onde participam do ciclo biolégico de
carbono e nitrogénio. Estas bactérias tornam-se inativas em ambientes de solo pobre e,
metabolicamente ativas quando expostas a certos substratos e condigdes disponiveis
favoraveis (Clarholm, 1985, Sneath, 1986). Concentragdes superiores a 10°-10° esporos/g
tém sido encontradas no solo; este nivel € muito preocupante, pois, a partir deste habitat, os
esporos poderiam contaminar todo o ambiente sendo disseminados na natureza por veiculos

comuns como a agua, o esgoto, as fezes de animais e do homem (Sneath, 1986).

7.2 Caracteristicas relevantes ao nivel de espécie

Bacillus cereus constitui-se de um bastonete grande disposto em cadeias curtas e/ou
longas, com esporos elipsoidais, na posi¢cdo central a subterminal sem intumescimento do
esporangio. E aerébio facultativo, com pH de crescimento entre 4,9 - 9,3; mesofilico tipico

com temperatura maxima entre 48-50°C e temperatura minima de crescimento entre 4-5°C.

Em meio MYP (Agar Manitol gema de Ovo com Polimixina-DIFCO) suas coldnias
apresentam zona de precipitado em decorréncia da lecitinase positiva, bem como, coloragéo
rosa, pois o manitol néo € fermentado. Este meio ¢ seletivo para B. cereus ja que o mesmo €

resistente a Polimixina (FDA, 1998).
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Bacillus cereus pode produzir dois tipos de toxinas, aparentemente diferentes,
quando contamina alimentos em concentra¢des maiores do que 10° UFC/g (FDA, 1998): o
tipo emético (intoxicacdo) e o diarréico (toxi-infeccdo) (Kramer & Gilbert, 1989;

Drobniewski, 1993, Granum, 1994).

A toxina diarréica, cuja molécula tem um peso de 38-39,5 Kda, ¢ produzida na fase
exponencial e, principalmente, no inicio da fase estacionaria do crescimento. Algumas
linhagens de B. cereus produzem a toxina quando submetidas a temperaturas de 4°C, outras
entre 6 e 21°C. Se o alimento (milho, amido, batata, arroz, pudim...), é ingerido quando a
celula vegetativa se lisa no intestino, a toxina € liberada. Neste caso, os sintomas da
intoxicag@o sdo dores abdominais constantes e diarréia fraca apos 4 a 16 horas da ingestio,

permanecendo por até 24 horas, mas sem febre (Jay, 1992; FDA, 1998).

A toxina emética apresenta baixo peso molecular (5.000da), sendo estavel frente a
temperatura e variagdo de pH. Sua produgdo ocorre durante a esporulagdo do
microrganismo cujas linhagens apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 35-
40°C. A sindrome emética € mais grave e mais aguda. A incubagfo varia de 1 a 6 horas
com duragéo de até 5 horas. O alimento mais implicado € o arroz frito ou insuficientemente
aquecido (Jay, 1992; FDA, 1998). Além de toxi-infeccdes de origem alimentar, este
microrganismo pode ser responsavel pela degradagéo de leite e cremes (Rusul & Yaacob,
1995). Mediante o Ministério da Saude, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, na
Resolu¢do-RDC n°12 de 2/01/2001 de Padrdes Microbiologicos para Leite UHT e
derivados, a auséncia de patogénicos deve ser verificada durante a estocagem desses

produtos.
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Bacillus mycoides também chamado de Bacillus cereus var mycoides apresenta-se
com caracteristicas semelhantes as de B. cereus. no entanto nio produz toxinas e tem

crescimento rizoide (FDA, 1998).

Bacillus thuringiensis é um meséfilo tipico aerébio ou anaerdbio facultativo,
entomopatogénico e naturalmente encontrado no solo. Como Bacillus cereus, esta espécie
pode manter-se em laténcia, sob condi¢des adversas, mas na forma de endosporos
elipsoidais ou cilindricos em posi¢do central com esporangio intumescido. Durante a fase
de esporulacdo, sintetiza proteinas que se acumulam na periferia dos esporos na forma de

cristais em um dos polos da célula (Pefercen, 1997).

Os cristais sdo compostos por uma ou vérias proteinas Cry, chamadas de
endotoxinas ou Insecticidal Crystal Proteins (ICPs), com massa variavel entre 27 a 140
kDa (Berhnard et al., 1997) e altamente toxicas e especificas. Por sua alta especificidade &
indcua para a maioria dos organismos, com excegdo de alguns insetos como larvas de
lepidopteros, diperos e coledpteros sendo, por isso, produzidas industrialmente como

inseticida biolégico (Monnerat & Bravo, 2000 ; Siegel, 2001).

As endotoxinas constituintes dos cristais s3o protoxinas solubilizadas e
proteoliticamente convertidas em polipeptideos menores no trato digestivo das larvas
suscetiveis, que se associam a receptores especificos de ligacdo nas microvilosidades
apicais das c€lulas do intestino dos insetos, causando conseqiiente lise osmética pela

formag@o de poros na sua membrana (Schnepf et al., 1998).
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Mediante estas informagdes, seria possivel diferenciar linhagens de B. thuringiensis
de B. cereus. No entanto, nem todas sempre produzem os cristais de toxina e, portanto a

diferenciacio ndo seria bioquimicamente possivel.

Bacillus anthracis constitui-se de um organismo aerdbio, esporulado e capsulado,
imovel e sem atividade hemolitica. Cresce normalmente nos meios comuns como o NA
(Agar Nutriente), produzindo em 24 h a 37°C col6nias irregulares, acinzentadas e com

aspecto de vidro fosco.

Sendo pouco exigente Bacillus anthracis cresce saprofiticamente em solos ricos em
matéria orgénica, com tendéncia a alcalinidade e, havendo temperatura e umidade
favoravel, pode produzir grandes quantidades de esporos na superficie do solo. A presenga
de nutrientes organicos propicia ndo sé a viabilidade dos esporos, como também estimulam
sua germinagdo e crescimento pos-vegetativo com proliferagdo de forma sapréfita no meio

ambiente.

Este microrganismo produz uma exotoxina protéica formada por trés componentes
bésicos: antigeno protetor (AP); fator letal (FL) e fator edema. Esta ¢ uma toxina complexa
com atividades toxicas e imunizantes diferentes. Os seus fatores podem estar associados ou

ndo, expressando ou néo atividade (Twiehauss, 1970).

B. anthracis é patégeno de animais e matard os mesmos, quando inoculado no

hospedeiro, em até 72 h. No homem, tal toxina pode se manifestar de trés maneiras:

44



Forma cutanea, caracterizada pela febre alta e reacdo inflamatoria intensa, com
area de necrose central. A rapida evolucdo dessa lesdo pode determinar uma septicemia

que, caso ndo seja tratada rapidamente leva o individuo ao coma e a4 morte em horas.

Forma gastrointestinal, que ocorre apds ingestdo de carne contaminada (crua ou
mal cozida). A germinagdo dos esporos pode originar tlcera de orofaringe levando a

linfadenopatia e edema.

Forma inalatéria, os esporos inalados atingem os alvéolos onde sdo fagocitados e

transportados via linfatica, onde a germinacio ocorre em até 60 dias.

A forma vegetativa do B. anthracis é pouco resistente, sendo eliminada pela
pasteurizagdo e/ou desinfetantes comuns aplicados em plantas industriais e pela acdo da
putrefacdo; entretanto, os esporos podem resistir & dessecagfo por muitos anos, a fervura
por 10 min e ainda ao calor seco por 1 h a 120°C; sendo, portanto, sua resisténcia térmica

consideravel dentro da familia Bacillaceae, género Bacillus.
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7.3 Caracteristicas diferenciais do grupo cereus

Tabela I: Caracteristicas diferenciais do grupo cereus (FDA, 1998)

Caracteristicas Bacillus Bacillus Bacillus Bacillus
cereus thuringiensis mycoides anthracis
Gram +2 + + +
Catalase + + i +
Motilidade +/-2 +/- < -
Reduc¢io do nitrato + +/- % +
Decomposi¢io da tirosina + + +/- E
Resisténcia a lisozima + + 4 +
Rea¢ido com gema de ovo + + + +
Utilizacao anaerdbia da glicose % + F :
Reagiio VP + + ¥ +
Producio de acido por manitol - - - -
Hemolise + + + k-
Caracteristicas patogénicas Producao de Cristais de Crescimento  Patogénico
enterotoxina endotoxina rizéide

*+, 90-100% das cepas s#o positivas. ; +/- 50-50% das cepas sio positivas.
‘- 90-100% das cepas sdo negativas. , - a maior parte das cepas s3o negativas.

B. cereus € diferenciado de B. mycoides pelo crescimento rizoide e de B. anthracis
pela hemolise do sangue. Como nem todas as linhagens de B. thuringiensis produzem

cristais de toxina sua correta diferenciagdo bioquimica de B. cereus fica comprometida.

8. Condicoes de crescimento e recuperacio de B. cereus

Johnson et al (1982) trabalharam com germinag@o e resisténcia térmica de esporos
de B. cereus associados com as toxinas diarréicas e eméticas e verificaram que esporos com
baixos niveis de germinacdo desenvolvem-se melhor e mais rapidamente em meio MYP

quando comparado com o meio TSB (Caldo Tripticase Soja).
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Mossel et al (1967) consideraram meio de cultura MYP como o que mais recuperou
colonias de B. cereus frente a outras quatro formulagdes testadas; portanto sua eficacia foi
comprovada mesmo a baixas concentragdes (10 UFC/ml), garantindo a recuperacdo de
possiveis células a partir das amostras. Sob este aspecto van Netten & Kramer (1992)
elaboraram uma revisdo dos principais meios seletivos para B. cereus indicando os meios
PEMBA (Agar manitol gema de ovo azul de bromotimol) e MYP como os de maior ¢ mais
facil recuperagdo do microrganismo em questdo. No entanto, Ragasamy et al (1993)
verificaram forte tendéncia de espalhamento das coldnias plaqueadas em PEMBA. Para
quantificacdo de células vegetativas de B. cereus, a partir de amostras de alimentos, o
procedimento descrito no manual D4 (1998) também cita 0 meio MYP como melhor e
mais seletivo. Ja Gonzales et al (1995) confirmaram a afirmagio de Rajkowski e Mikolajcik
(1987) atestando que o meio NA foi reconhecido como o melhor meio de cultura para
recuperar esporos injuriados de B. cereus quando comparado com TSA (Triptona Soja

Agar), PCA (Agar Contagem Total) e MA (Agar Leite).

Mais recentemente, o Meio Choromogenic Bacillus cereus Agar (Oxoid, 2005)
incorpora o substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-glucopiranosideo que ¢
clivado pela enzima B-glucosidase, presente em B. cereus, resultando na formagdo de
colonias azul/verde a fim de recuperar, caracterizar e distinguir este patogénico de espécies
similares, mais especificamente B. thuringiensis que € bioquimicamente idéntico a B.
cereus. Além disso, o meio possui Polimixina B e  Trimetoprim.
A combinacio destes dois antibidticos tem sido mais eficiente do que somente a adigdo da

Polimixina.
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9. Aspectos da contaminacio de B. cereus em leite
9.1 Efeitos da contaminagdo no produto final

Quando B. cereus estd presente no leite, em embalagem cartonada, apresenta
atividade proteolitica que denota formagdo de coagulo doce e brando (sem acidificagio em
“Litmus milk™), com hidrélise da caseina, no produto. Este tipo de deterioragdo é somente

verificado quando a embalagem ¢ aberta e o leite servido (Cornell University, 1983)

9.2 Medidas de controle

Para evitar linhagens psicrotroficas de B. cereus que apresentem resisténcia térmica,
Collins (1981) sugere manter o numero destes organismos em menor concentracio
possivel, selecionar agentes sanitizantes eficazes e suas concentragdes para as superficies
em contato com o leite (50-110 ppm de clorados ou 25 ppm de iodosforados), monitorar os
procedimentos de limpeza CIP (andlise da agua de enxagiie e remogdo de biofilmes
estacionarios) € promover um rapido e eficiente resfriamento do leite cru, a temperaturas

iguais ou inferiores a 4,4°C.

Segundo Doyle (1988), esporos de B. cereus em alimentos seriam destruidos pelo
processamento de esterilizagdo em autoclave (sob pressdo), aplicacio de tratamento térmico
equivalente ou irradiacdo. No entanto, alguns destes processos poderiam inviabilizar a
comercializagdo dos produtos por alteragGes sensoriais; nestes casos, Pprocessos

complementares seriam incluidos.
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A presenca de B. cereus, em quantidades de 10> UFC/ml néo constitui problemas de
saude publica j4 que a ingestdo desta populagio microbiana nio causard qualquer
enfermidade no consumidor. No entanto, a prevencio do problema requer o controle da
populagdo inicial na matéria prima, das condigdes higiénico-sanitarias do processamento,
da possibilidade de germinagdo dos esporos, bem como, da prevencdo do crescimento das
células vegetativas nos alimentos cozidos/aquecidos e prontos para o consumo e,

finalmente, das condigdes de estocagem.

Os alimentos convenientemente cozidos, consumidos quentes imediatamente apés a
cocgdo sdo indcuos. A maioria dos procedimentos de cocgio, incluindo cozimento com e
sem pressdo e fritura, geralmente destroem as células vegetativas dos microrganismos e,
provavelmente, os esporos. Mas coccéo a temperaturas de 100°C ou inferiores pode induzir

e permitir a sobrevivéncia de alguns esporos apds ativa¢do e germinagao.

As condigdes que favorecem o crescimento de B. cereus, nos alimentos a base de
leite, incluem um procedimento que ative os esporos, por temperatura, pH, atividade de
agua e/ou outros fatores, induzindo a germinag@o e crescimento pds-germinativo, que
ocorrerd se houver um esfriamento inadequado e/ou lento, bem como, estocagem de
grandes volumes entre 10 e 50°C. Assim, para evitar a germinacdo de B. cereus seria
interessante manter o produto em condi¢des de temperatura abaixo de 10°C, em
combinagio com pH e atividade de 4gua. E importante acrescentar que a toxina emética

ndo ¢ destruida pelo efeito térmico da coc¢do (ICMSF, 1996).
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10. Identificacio de Bacillus cereus em leite fluido
O FDA (1998) sugere a série bioquimica diferencial (motilidade, crescimento
rizoide, atividade hemolitica, produgdo de cristais de toxina) para distinguir membros do

grupo cereus, pois so a série confirmatdria ndo o faz.

O sistema API (bioMérieux,1999) pode ser utilizado para identificagdo rapida e
precisa de espécies de Bacillus ja que permite o estudo do metabolismo de certos
carboidratos; porém seus resultados ndo estdo totalmente elucidados devido a variabilidade
metabolica de determinadas linhagens verificada ao longo do tempo. O kit API 50 CHB
contém 50 micro tubos contendo zonas anaerdbias para o estudo da fermenta¢do e zonas
aerdbias para o estudo da oxidagdo ou assimilagdo. O primeiro tubo nfo contém qualquer
substrato sendo utilizado como controle negativo. Os outros 49 tubos contém uma
quantidade definida de substrato desidratado. Ap6s preenchimento dos tubos com a
suspensdo vegetativa de interesse, ajustada na escala 2 de McFarland, e incubacio, a leitura
€ realizada num banco de dados, pois o sistema API é baseado num estudo de 600 cepas,
selecionando os 80 testes com maior reprodutibilidade e valor discriminatério.
Porcentagens de similaridade superiores a 80 convergem a identificacéo positiva mediante
o0 padrdo. No entanto, a identifica¢@o de B. cereus, B. mycoides e B. thuringiensis ndo esta

totalmente esclarecida e diferenciada segundo Logan (1984).
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O panorama de aplicagdo de uma técnica de identificagdo utilizando

espectrofotdmetros, ndo obstante, tem apresentado mudancas, desde meados dos anos 80.

Além da substitui¢do gradual dos equipamentos inicialmente empregados,
denominados espectrofotémetros dispersivos, por espectrofotdmetros com transformada de
Fourier (FTIR), comeg¢am a desenvolverem-se aplicacdes na regido do infravermelho

proximo (NIR).

A técnica de espectroscopia no infravermelho (IV) préximo apresenta crescimento
nas linhas de producdo de fébricas (Revista Quimica, 2004). A espectrofotometria € o
processo instrumental de medi¢do baseado nas propriedades de absorg¢do e emissdo de

energia eletromagnética em alguma regido do espectro eletromagnético.

A por¢cdo do espectro percebida pelo olho humano (regido visivel) esta
compreendida entre comprimentos de onda de 380 nm e 780 nm e, acima desse limite, até
cerca de 50.000 nm (entre regides do visivel e das microondas), a radiacdo € chamada
infravermelha (IV). A regido do infravermelho entre 2,5 mm e 15,0 mm (2.500 nm a 15.000
nm) concentra 0 maior interesse dos quimicos, embora as regides do infravermelho
préximo (0,7 mm a 2,5 mm) e do infravermelho distante (14,3 mm a 50 mm) venham

angariando maior aten¢@o, pelos pesquisadores, na ltima década (Revista Quimica, 2004).

O objetivo da espectroscopia de absor¢do no IV € a determinagdo dos grupos
funcionais de um material. Cada grupo absorve em freqiiéncia caracteristica de radiagdo na
regiio do IV. Assim, um grafico de intensidade de radiagdo versus freqiiéncia, o

espectrograma de IV, caracteriza grupos funcionais de um padréo ou de um material.
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Mesmo moléculas mais simples podem produzir espectros extremamente
complexos. O analista utiliza este fato vantajosamente, comparando o espectro de um
composto desconhecido com o de uma amostra conhecida. Determinado o espectrograma
da amostra desconhecida, a correlagdo pico a pico constitui boa prova de identidade, visto

ser pouco provavel a coincidéncia de espectros de dois compostos diferentes.

Embora o espectro no IV seja caracteristico da molécula como um todo; certos
grupos de 4tomos originam bandas mais ou menos na mesma fregiiéncia,
independentemente da estrutura da molécula. E justamente a presen¢a dessas bandas
caracteristicas de grupos funcionais que permite a obten¢do de informagées tteis para a

identifica¢do de estruturas, através de simples exame do espectro e consulta a tabelas.

Os espectros de IV, em conjunto com outros dados espectrais, sdo Uteis para a

determinagéo das estruturas de moléculas (Revista Quimica, 2004).

Segundo Lewis & McElhaney (1998), a Espectrofotometria Infravermelha por
Transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma técnica baseada em um poderoso e sensivel
espectrofotdmetro, contudo relativamente barato, que pode estudar a estrutura e a
organiza¢do de fosfolipideos em membranas celulares. Esta técnica denota a informacéio
sobre todas as regides da molécula do fosfolipideo simultaneamente. Nesta revisdo eles
estudaram a estrutura e a organizagéo dos fosfolipideos em géis e fases cristalinas com alta

resolugdo estrutural e conformacional sobre moléculas do fosfolipideo em agregados.

A radiagdo infravermelha no FTIR € produzida por uma fonte aquecida

eletricamente, usualmente um globar cuja temperatura alcanga de 1.000°C a 1.800 °C.
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O globar € um pequeno bastdo de carbeto de silicio com maximo de radiag@o na
regido de 5500 cm-1 a 5000 cm-1 (1,8 — 2,0 mm), reduzindo-se por um fator de,

aproximadamente, 600 na medida em que se aproxima da regisio de 600 cm-1 (16,7 mm).

Os elementos chave para se operar um FTIR sio a estabilidade da fonte, a resposta
do detector e o alinhamento do interferdmetro. FlutuagGes em qualquer um dos casos levam
a medidas de transmitdncia imprecisas, enquanto que desvios no alinhamento podem
reduzir o rendimento a niveis em que realinhamentos se tornam necessarios. O grau de
convergéncia tolerado depende da resolugdo requerida. Alta resolucio requer baixa
convergéncia, para evitar variagdes na diferenca de caminho para diferentes partes do feixe
que inviabilizariam um resultado significativo. Ao se relacionar dois espectros, &
importante que velocidade, filtros, abertura e fungdes de apodizagdo sejam os mesmos para
ambos. Os valores de ganho e o nimero de scans coletados podem ser diferentes,
dependendo da relag@o convergéncia e resolugdo. Se os espectros (microrganismo padrio e
microrganismo estudado) convergem com resolugdo aceitdvel, a identificagdo do

microrganismo € confirmada.

Em 1998, Schraft & Griffiths utilizaram a transformada de Fourier para avaliar a
identificagdo de B. cereus dentre B. mycoides, B.thuringiensis, 5 Bacillus spp. € 5 géneros
diferentes de Bacillus a partir de Brain Heart Infusion (BHI) e Trypticase Soy Agar (TSA).
No resultado as cepas de B. cereus produziram picos caracteristicos de absorbancia entre

1738 e 1740 cm™. Nenhum outro isolado apresentou faixa semelhante.
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Em conclusdo afirmaram que membros do grupo B. cereus apresentaram picos com
diferentes formas e tamanhos entre 1.800 e 1.500 cm™, sugerindo que o método pode ser

aplicado na rapida identificacdo de espécies inter relacionadas.

No mesmo ano, Beattie et al (1998) utilizaram a Transformada de Fourier em
conjungdo com analise de variagdo candnica para discriminar cepas de Bacillus spp. que
incluiam B. cereus,B. mycoides e B. thuringiensis. Ap6s andlise dos resultados, estes

autores afirmaram que o método discriminou as espécies com 95% de confianca.

A primeira metade da década de 80 assistiu ao desenvolvimento de um método de
amplificagdo de seqii€ncia de DNA: a reagdo de polimerase em cadeia (PCR - Polymerase
Chain Reaction). Esta técnica se baseia na capacidade da enzima polimerase replicar
seqiiéncias de DNA sob certas condigdes laboratoriais a partir de um par de pequenos
fragmentos iniciadores da fita réplica (primers especificos) que flanqueiam a seqliéncia
genética dos microrganismos de interesse. Através de variagSes alternadas e ciclicas de
temperatura, que permitem a desnaturagdo do DNA (exemplo: 92°C, abertura da fita dupla
de DNA), anelamento (exemplo: 54°C, pareamento do primers) e extensdo (exemplo: 72°C,
copia da fita dupla original pela incorporagdo de nucleotideos nas fitas complementares),
determinada seqiiéncia de DNA ¢é amplificada, ciclo apés ciclo, em progressdo geométrica,
0 que torna possivel sua visualizagio em gel de eletroforese na forma de uma banda. O
desenvolvimento desta técnica e suas inimeras aplicacdes (verificadas na revisdo de Mullis

et al, 1994), habilitaram o americano Kary Mullis ao recebimento do Prémio Nobel.
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Francis et al (1998) propuseram um procedimento de analise de PCR com primers
especificos para identificar bactérias do grupo cereus, bem como discriminé-las entre
psicrotroficas e mesofilicas, a fim de predizer a vida de prateleira de alimentos a base de
leite, pasteurizados e refrigerados, e reduzir a incidéncia de intoxicag¢des e toxi-infecgdes

por linhagens psicrotroficas do grupo cereus.

Ja Yamada et al (1999) padronizaram um método utilizando a amplifica¢do dos
genes gyrB que pudessem identificar e distinguir membros do grupo cereus, bem como,
detectar a presenca dos mesmos com a sensibilidade de 0,24 UFC/g. Como resultado, ndo
distinguiram perfeitamente B. cereus de B. thuringiensis;, no entanto o nivel de
sensibilidade foi satisfatorio. De qualquer maneira, adicionaram o ensaio de produgdo de

toxina. E importante ressaltar as duas limitagdes do método:

e Resultados falso-positivo que podem ser obtidos por DNA contaminado e falso-

negativo por substdncias inibidoras, presentes nos alimentos.
e Baixa sensitividade de detecgdo por pequeno volume de amostra (10-100pl).

Para algumas andlises, a reagdo de PCR especifica apresenta um grande fator
limitante: o seu uso em larga escala (vérios locos) requer o conhecimento dos nucleotideos
que compdem as duas extremidades da seqiiéncia de DNA que se deseja amplificar. Com o
conhecimento descrito é que o par de primers que flanqueia uma regido alvo no DNA
poderia ser sintetizado e utilizado na amplificacdo desta seqiiéncia através da reagdo da

polimerase em cadelia.
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No inicio da década de 90, Williams et al. (1990) apresentaram uma variagio da
técnica de PCR que foi denominada de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).
Esta variagdo foi desenhada para contornar o problema do conhecimento prévio da
sequi€ncia de DNA que se deseja amplificar, possibilitando a utilizacdo da técnica em
organismos onde nenhum conhecimento de seqiiéncia de DNA existia (praticamente a

maioria esmagadora dos organismos).

A modifica¢do baseia-se na utilizagdo de apenas um primer (decamero) na reagdo de
PCR, alterando também as condigGes especificas de amplificagio da reagfo, além do
desenho do proprio primer. Esta variagdo possibilita que ocorra amplificagdo, ao acaso, de

segmentos de DNA no genoma.

A amplificag@io € funcdo da probabilidade de, apos a desnaturagio da fita dupla de
DNA, existir no genoma uma seqiiéncia complementar ao primer em uma das fitas e, a uma
distdncia que possa ser percorrida pela polimerase, uma outra seqiiéncia complementar ao
primer na fita oposta. Portanto, a reagdo de RAPD ocorre devido ao anelamento do primer
linico em pontos préximos do genoma, delimitando precisamente a regido que devera ser

amplificada (Williams et al., 1990).

Svensson et al (1998) analisaram a propagagdio de B. cereus nos pontos criticos da
linha de producdo de leite pasteurizado e encontraram padrdes de comportamento muito
proximos entre os isolados identificados pela metodologia de RAPD-PCR, afirmando que
este contaminante poderia aderir-se, germinar e propagar-se nos pontos de solda das

tubulagdes de ago inoxidavel da planta de producio analisada.
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Zacarchenco et al (2000) identificaram B. sporothermodurans, por RAPD a partir
de 100 amostras de leite UHT, onde 55% delas estavam contaminadas por mesofilos
esporulados. Guillaume-gentil et al (2002) também identificaram B. sporothermodurans em

leite UHT, mas por metodologia PCR.
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Parte 3: A resisténcia térmica de B. cereus e a esterilidade comercial

11. Resisténcia térmica de Bacilllus cereus

A determinagdo da resisténcia térmica de células bacterianas é normalmente obtida
pela sua taxa de morte durante o aquecimento. O procedimento é realizado através da
exposi¢do das respectivas células a agdo de tempos programados de aquecimento, sob
temperaturas fixas, com subseqiiente contagem dos organismos sobreviventes.

Em 40% das bactérias, a taxa de morte é logaritmica na maior por¢fo da curva. Isto
¢ interpretado como uma reagdo de destrui¢dio de primeira ordem; ou seja, a morte é
causada pela inativagdo de um Unico sitio ou molécula critica por célula. Na pratica as
curvas de morte térmica podem apresentar, além da porgéo logaritmica, ombros e/ou caudas
(Thomlins & Ordal, 1976).

Os parametros utilizados para descrever a resisténcia térmica de células bacterianas
sdo obtidos mediante regressdo dos dados de por¢do logaritmica da curva de sobrevivéncia
e da curva TDT ou curva Fantasma.

Para um valor constante de D, o tempo para uma dada probabilidade de inativagio é
diretamente proporcional ao niimero inicial de microrganismos presentes. Enquanto o valor
D € susceptivel a variagdes das condi¢des do ensaio, o valor z é razoavelmente mais
constante para um determinado microrganismo numa faixa de condi¢des de teste (Tomlins e

Ordal, 1976).
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Os principais métodos utilizados, em regime estatico, para avaliar os pardmetros D
(min) e z (°C) de esporos com alta resisténcia térmica sio classificados como: tubo TDT
selado ou ndo, lata TDT, método de tanque, método de frasco, termoresistdmetro e tubo
capilar (Stumbo, 1963). No entanto um dos principais problemas nestes métodos esta
relacionado com a dificuldade de avaliar o atraso no tempo de aquecimento e esfriamento,
bem como de trabalhar em altas temperaturas com curtos tempos de exposi¢do. Caso do
tempo de atraso térmico do tubo TDT que acaba sendo maior do que os tempos
programados

A resisténcia térmica microbiana € afetada por fatores como a temperatura de
esporulacdo (Beaman & Gerhardt, 1986), o pH e a composi¢do do meio de esporulagdo

(Mazas et al, 1995) e o meio de aquecimento (Sala et al, 1994).

Parry & Gilbert (1980) reportaram valores Dosec entre 2,5 e 36,2 min, em tampéo
fosfato, para cepas de B. cereus isoladas de diversos alimentos que provocaram intoXicagéo
emética nos consumidores. Neste caso, ampla faixa de variagdo no valor D foi verificada
atestando como a resisténcia térmica do microrganismo pode variar em fun¢éo do alimento
que contamina. Sob este mesmo enfoque, Johnson et al (1982) encontraram valores Dgsec

entre 32,1 e 106 min com z variando entre 6,8 e 13,9°C.

Burton (1988) compilou os pardmetros cinéticos de resisténcia térmica dos
principais organismos esporulados. Dentre eles reportou os valores Dizjec de 3,8min e z de

35,9°C para B. cereus em leite fluido sem especificar a metodologia aplicada ou o sistema

de processamento. i i A i
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Mazas et al (1995) trabalharam com resisténcia térmica de esporos de B. cereus em
resistdmetro e concluiram que o meio de esporulagio influencia os valores D, mas ndo o
valor z. Assim, para cada linhagem foi verificado um melhor meio de esporulacio

demonstrando a variabilidade e especificidade no bioquimismo de cada uma.

Gonzales et al (1995) avaliaram a resisténcia térmica de esporos de B. cereus e
observaram que uma das linhagens apresentou uma subpopulagio (2%) com resisténcia
térmica superior aquela observada para a maioria da populagio, bem como de outras

linhagens.

Este fenOmeno de “tailing” (cauda) ja foi observado por outros pesquisadores como
Rajkowski & Mikolajcik (1987), que encontraram uma diferenca de 10 vezes no valor D
para a primeira curva linear e a segunda curva com cauda. Neste sentido, essa fragdo mais
resistente poderia ser a responsavel pela presenga de B. cereus em produtos processados

pelo calor em temperaturas de esterilizagdo ou ultrapasteurizagéo.

A partir de toda literatura consultada percebeu-se a falta de dados de resisténcia
térmica de B. cereus em sistemas continuos. A maioria dos pardmetros encontrados ¢é
conseqiiente de testes em banho termostatico. Este foi um dos motivos que impulsionaram

esta pesquisa.
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12. A resisténcia térmica em sistemas estaticos e continuos

David e Merson (1990) acrescentaram que a extrapolacdo de dados de resisténcia
térmica, obtidos a baixas temperaturas, estaria limitada a temperaturas de esterilizagdo. A
partir de um reator computadorizado, os autores observaram que como a curva de morte de
Bacillus stearothermophilus foi ndo linear acima de 145°C, seria necessario descrever dois
valores z diferentes; um representando a faixa de 115 a 145°C e outro para 145 a 160°C, e,

portanto, a aplica¢do do método estaria restrita e este intervalo.

Os procedimentos de imerséo tradicionais, que determinam a cinética de inativagio
térmica, simulam condi¢des de processos em bateladas; eles ndo consideram que os efeitos
de pressio e de tensdo de cisalhamento ocasionam um stress nos microrganismos
submetidos a processos térmicos continuos em trocadores tubulares ou a placas (Burfon,
1977; Swartzel, 1984). Sob este aspecto, varias pesquisas foram desenvolvidas a fim de
estudar a cinética de morte de microrganismos que contaminam alimentos processados em

sistemas continuos.

Wang et al (1964) injetaram uma suspensdo de esporos em um substrato fluindo
com aquecimento em tubo de reteng@o ndo isotérmico, determinando os sobreviventes apos
rapido resfriamento do substrato. Edwards et al (1963) e Busta (1967) utilizaram uma
planta piloto de esterilizagdo continua para estudar os pardmetros cinéticos de esporos B.

subtilis e de B. stearothermophilus, respectivamente.
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Ja Stroup et al (1969) desenvolveram um trocador de calor de duas fases para
estudar a morte microbiana em sistemas continuos, determinando os tempos de residéncia
em fungdo da temperatura. Burton (1977) utilizou infusfo em batelada e sistemas de injecdo
de vapor para estudar as taxas de inativagio de esporos de B. stearothermophilus em agua e

em leite.

Em todos estes sistemas continuos, o tempo de reducdo decimal foi determinado a
partir da contagem inicial e final dos microrganismos alvo, representando a destruicéo
térmica total deles em processos isotérmicos e ndo isotérmicos. A determinacio da
resisténcia térmica em sistemas isotérmicos € mais apropriada; no entanto uma corregio

deve ser aplicada para porgdes ndo isotérmicas do sistema.

Swartzel (1984) afirmou que em sistemas continuos a temperatura do produto dentro
do tubo de retenc@o vai decrescendo ao longo de seu comprimento, devido a perda de calor
do sistema. Assim, a aplicacdo do método do ponto equivalente (EPM) seria util na
determinagdo das rea¢des cinéticas ocorridas em fluidos escoando em sistemas continuos
ndo isotérmicos, pois permitiria a geragdo dos dados de destruicdo térmica considerando as
condi¢des de velocidade, nimero de Reynolds, tensdo de cisalhamento e outras variaveis
relevantes durante o processo. White (1991) afirmou que o tipo de escoamento poderia
afetar a velocidade, a pressdo e a temperatura de processo. Dentre a discussdo das varidveis,
0 escoamento turbulento (Re ~ 4000) seria preferencial ao laminar no sentido de causar
uma homogeneizagio intensa do fluido devido as répidas flutuagdes sobrepostas, bem como
um maior atrito entre estas e a parede da tubulagdo com coeficiente de transferéncia de

calor mais elevado do que aquele obtido no escoamento laminar.
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No entanto, até 1993, o referido método s6 tinha sido aplicado com sucesso quando
considerava sistemas quimicos (Sadeghi & Swartzel, 1990; Miles, 1993). Em 1995, Wescott
et al utilizaram o método do Ponto Equivalente-EPM para validar os dados cinéticos de B.
cereus T e de B. stearothermophilus ATCC12980, em tampdo fosfato, obtidos a partir de
sistemas continuos, comparando-os com aqueles dados obtidos em regime estatico. Para B.
cereus, 0os autores encontraram que o valor z nos dois sistemas no foi significativamente
diferente, pois no sistema continuo obtiveram z = 8,5°C e em estatico z=8,2°C: no entanto,

o sistema continuo foi mais letal do que o sistema estatico.

Stabel et al (1997) compararam a efetividade do tratamento de pasteurizagéo de leite
cru frente a M. paratuberculosis, utilizando o método de tubo TDT e um pasteurizador de
escala laboratorial. Os respectivos estudos comprovaram que em sistema continuo a
redugdo decimal da populagdo microbiana € maior do que aquela obtida em regime estético;
acrescentando que o escoamento turbulento, durante a pasteurizacdo, seria essencial para
completa morte dos contaminantes ji que, em ambiente estitico, apresentariam maior
tendéncia a aglomeragdo com conseqiiente protecdo frente a penetracdo térmica e aumento

aparente no pardmetro cinético de resisténcia térmica.

Sob este ultimo enfoque, Singh (1995) citou que a qualidade dos produtos
assepticamente processados sob escoamento turbulento € potencializada devido a relativa

uniformidade na distribui¢@o do tempo de residéncia e a transferéncia de calor mais rapida.
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Huemer et al (1998) avaliaram a resisténcia térmica de B. sporothermodurans e
concluiram que métodos estaticos de andlise (tubos) fornecem resultados confidveis até
125°C. Acima deste valor, os valores D obtidos em regime estatico sdo maiores do que os
observados em regime continuo (unidade de esterilizagdo continua). Acrescentam, ainda,
que isto poderia ser causado pelo tempo de subida do aquecimento, e, portanto, medidas de
resisténcia térmica acima de 125°C deveriam ser obtidas a partir de andlises em sistemas

continuos.

A titulo de ilustracdo, recentemente Vieira et al (2002) apresentaram uma tabela
comparativa entre os pardmetros cinéticos de Alicyclobacillus obtidos em banho
termostatico e em exposicdes de isotermas equivalentes pareadas (método computacional).
Obtiveram um valor D, a 95°C, 30% menor via método computacional, bem como, um

valor z 6,4% maior com coeficiente de correlacdo 0,87 e de 0,98, respectivamente.

Os parametros cinéticos de destrui¢o térmica em sistemas continuos podem ser
estimados pelo método do Ponto Equivalente, bem como o das Exposicdes Isotérmicas
Equivalentes Pareadas. Ambos requerem o wuso de programas computacionais
especialmente desenvolvidos para seus calculos. Os respectivos dados experimentais
obtidos nas diversas se¢des de aquecimento e retengdo correspondem apenas ao
aquecimento aplicado naquela se¢@o; ou seja, uma vez que a amostra é retirada do sistema,

devera ser resfriada rapidamente até temperatura ambiente.

64



Tamega Jr. (2005) desenvolveu o programa de computador ALIKINETIC.EXE com
interface amigavel para determinag@o de pardmetros cinéticos de destruicdo térmica em
sistemas de processamento de alimentos ndo-isotérmicos mediante a aplica¢do de ambos os
métodos. Além deste céalculo, o ALIKINETIC também pode estimar a concentragio
remanescente de um fator alimenticio termodegradavel com base nos paradmetros cinéticos
de inativagdo térmica estimados e histérico térmico conhecido para comparar,
posteriormente, com os dados de inativagdo térmica experimentais, verificar seu
desempenho estatistico e calcular a letalidade integrada do processo.

Para testar o programa computacional ALIKINETIC.EXE, Tamega Jr. (2005)
determinou os parametros cinéticos “Ea” e “k” de inativagdo de esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM2498 em suco de laranja 11°Brix, em sistema continuo. Sobreviventes
foram coletados nas saidas do pré-aquecedor, aquecedor final, e em quatro pontos ao longo
do tubo de retengdo, a vazdo de 1,0 I/min. Valores de z, obtidos por conversdo a partir de
Ea, foram: 14,67 = 1,99°C(Ea de 150,61 a 209,11 kJ/mol) e 15,47 £ 3,76°C (Eade 133,56 a
233,75 klJ/mol), quando utilizado o método EPM e PEIE, respectivamente, representando
quase o dobro do valor reportado para este microrganismo usando tubo TDT; sendo que
esta variagdo foi atribuida, pelo autor, a taxas de aquecimento maiores, existentes em

sistemas continuos.

Erros podem existir na determinagdio de pardmetros cinéticos em sistema estatico e
continuo. Nos tubos TDT, o comprimento € o volume de cada tubo ndo sdo necessariamente
0s mesmos e ndo ha precisdo em afirmar que todos os tubos tém a mesma espessura de parede

(Perkin et al, 1977).
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Outras consideragdes podem ser atribuidas a diferentes niveis de espaco livre causando
variagdo no ponto de ebuli¢do. Erros no procedimento do operador na medida do tempo da
temperatura também podem ocorrer (Westcott et al, 1995). E importante ressaltar que erros
ocasionados pela posi¢do do tubo dentro do banho termostatico podem causar diferencas de
até 1 ciclo log na populagéo.

Em sistemas continuos, a medida de temperatura € a principal fonte de erro devido a
posicdo do termopar que pode estar proximo da parede da tubulagdo, aumentando a
temperatura lida no aquisitor de dados; no entanto, um escoamento turbulento poderia
minimizar esta diferenca.

Tradicionalmente, os dados de resisténcia térmica para esporos bacterianos tém sido
obtidos apds ativagio isotérmica seguida de um processo de inativacdo isotérmica. As
condi¢des de ativagdo de esporos dormentes a esporos germinados devem ser apropriadas
(Blocher & Busta, 1983) ja que a extensdo da ativa¢do depende de fatores como linhagem
da cultura, tempo e temperatura do tratamento térmico, pH e meio da suspensio (Stumbo,
1973). As condig¢bes de aquecimento, isotérmicas ou ndo-isotérmicas, poderiam afetar a
porcentagem de esporos germinados ap6s o tratamento. Efoa & Michiels (1988)
encontraram que a ativagdo a 100°C por 60 min aumentou a resisténcia térmica dos esporos
testados em 62%.

No entanto, Etoa & Adegoke (1995) indicaram que, sob condi¢des ndo-isotérmicas
de aquecimento a taxa de ativa¢do de 1°C/min modificou a resisténcia térmica de esporos

de B. stearothermophilus.
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E importante ressaltar que durante os processamentos térmicos industriais de
alimentos os microrganismos sdo submetidos a condi¢des de ativagéo e inativagdo que ndo
sdo sempre isot€rmicas. Periago (1998) submeteu esporos de B. stearothermophilus a um
tratamento nao-isotérmico seguido de um periodo isotérmico e observou que apds o
tratamento isotérmico os valores D foram ligeiramente menores do que aqueles obtidos

apos o tratamento ndo-isotérmico, seguido de periodos isotérmicos.

Fernandez et al (2001) estudaram o efeito de ativacdo térmica isotérmica e nfo-
isotérmica na germinagdo e na termoresisténcia de esporos de B. cereus e indicaram que a
germinacdo apos ativacdo isotérmica foi menor do que aquela obtida apds aquecimento
nao-isotérmico. Quanto mais rapida foi a taxa de aquecimento, maior o valor z. Além disso,
a taxa de ativag@o ndo-isotérmica, a taxa de 2°C/min, resultou em maiores valores D (Dggec

=4 ,7min) quando comparada com a isotérmica (Dgoec = 4,04min).
13. Métodos para determinacio de parametros cinéticos em sistemas continuos

O principal método utilizado para estimar pardmetros cinéticos em tratamentos
térmicos continuos € o Método do Ponto Equivalente (Equivalent Point Method — EPM),
desenvolvido por Swartzel, em 1982. Tal método esta centrado no conceito de que um
processo térmico ndo isotérmico pode ser representado como um unico binémio (Te x te)
correspondente que produziria o mesmo efeito. A deducdo matematica foi baseada nos

estudos de cinéticas quimica de Arrhenius.
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Analisando a cinética, Swartzel prop6s uma fun¢fo chamada de G, que é a razéo de
reducdo de um constituinte do produto que estd se degradando em decorréncia do
tratamento térmico. Assim, varias curvas de G a diferentes E, poderiam ser graficadas
quando baseadas no mesmo historico térmico. Segundo o autor estas varias linhas

tenderiam a se interceptar em um unico ponto, o qual seria o chamado ponto equivalente.

No intuito de obter melhores resultados através do EPM, Nunes & Swartzel (1990)
avaliaram a interse¢do linear, regresséo linear dos minimos quadrados, regresséo linear dos
valores absolutos minimos, regressdo ndo-linear dos minimos quadrados e regressio
ponderada dos minimos quadrados enquanto métodos para estimar os valores do ponto
equivalente. A principal vantagem atribuida a estes métodos refere-se a alta precisido com
valores elevados de energia de ativagdo, minimizando erros provenientes da ativagdo de
esporos, térmica. Os pesquisadores concluiram que tanto a regressdo ndo-linear dos
minimos quadrados quanto a regressdo ponderada dos minimos quadrados sio mais

precisas pra predizer o ponto equivalente.

Maesmans et. al. (1995) realizaram uma revisdo do método do Ponto Equivalente.
Foram observadas limitagdes de andlise das caracteristicas necessérias pra se estabelecer
um conjunto consistente de varidveis para processos assépticos, tais como perfil térmico do
meio e do produto. Para processos proximos de uma condigdo isotérmica, o método
apresenta alta precisdo; no entanto, quanto menos isotérmico 0 processo menor a precisio

do método.
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Os autores acrescentam que em processos indiretos com vérias fases de
aquecimento, o EPM torna-se muito pouco preciso, contudo seus resultados para um
processo com duas etapas de aquecimentos podem servir como referéncia para o
dimensionamento destes sistemas, pois os calculos provenientes do EPM sio conservativos.
Ja Kyereme et al. (1999) publicaram um refinamento do EPM, onde a temperatura de
121,1°C era pré-definida, pois desta forma o tempo equivalente encontrado seria o Fo do
processo, facilitando assim a comparagio dos resultados com o EPM original. Esta nova
implementagdo, chamada de Novo Procedimento de Interse¢do Linear, apresentava erros de
—0,18% a 38,78%, para valores de Foem relagdo ao EPM original. Os pesquisadores ainda

observaram que uma intersegéo perfeita das linhas no grafico In(t) X T nfo existe.

Em 1997, Welt et al. propuseram outro método para a determinagdo de pardmetros
cinéticos em processos térmicos continuos, denominado Exposi¢des Isotérmicas
Equivalentes Pareadas — PEIE. Tal método interativo, parte de uma energia de ativagdo
inicial arbitraria € um multiplo desta para calcular a exposigdo isotérmica equivalente € a
constante cinética de redugdo (k), usada para determinar a energia de ativagio da proxima
interagdo. Um resultado convergente estaria associado ao fato da diferenca entre as energias
de ativacdo, do passo anterior com seu subseqiiente, estar na faixa de precisao estabelecida.
Segundo os autores a tUnica diferenca do EPM € que este nio fixa uma temperatura
equivalente ou um tempo equivalente padrdo. Neste sentido Welt et al discordam de
Swartzel, pois quando dois pares diferentes de energias de ativagdo foram aplicados, trés
pontos de intersecgdes foram encontrados, ndo havendo convergéncia para um unico ponto

equivalente.
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Em 2001, Vieira et al empregaram o método PEIE para estimar a degradacio de
acido ascorbico em néctar de cupuagu. Os autores assumiram uma energia de ativacio
arbitraria 60 kJ/mol para a primeira interagio e também usaram 120 kJ/mol (o dobro) pra
calcular a primeira exposi¢do isotérmica pareada equivalente. O método PEIE repete este
procedimento até que a diferenca entre a energia de ativagdio de um passo menos a energia
de ativagéo do anterior seja menor ou igual ao fator de convergéncia de 0,0001. O ajuste
baseado no tempo de residéncia ndo apresentou grande significancia, porém o indice de
correlagio (r%) foi de 0,715. Concluindo, o PEIE conseguiu predizer resultados menores que

os reais com mais facilidade e rapidez na determinacio dos pardmetros cinéticos.

14. Rotina de Cilculo para o Método do Ponto Equivalente-EPM no programa

ALIKINETIC

O calculo do Ponto Equivalente realizado pelo ALIKINETIC.EXE, desenvolvido
em MS Visual Basic 6.0® por Tamega Jr. (2005), pode ser executado em PCS aplicando a
metodologia apresentada por Nunes & Swartzel (1990) para o método do Ponto
Equivalente, utilizando os seguintes dados de entrada: vetor com os valores de Temperatura
e vetor com os valores Tempo do produto durante o processamento (como varidveis de
precis@o simples) podendo ser utilizado tanto para somente um perfil térmico como para
varios perfis. A resposta constitui uma matriz (Pe) contendo o Ponto Equivalente do

processo (T¢ x t¢) representando o perfil térmico.
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Se este método estiver sendo empregado com apenas um processo (estimativa de
apenas um Ponto Equivalente), a matriz Pe tera apenas dois registros: Pe(0), contendo o
valor do tempo equivalente, e Pe(1) contendo a Temperatura (°C) equivalente.

O EPM calcula o valor da relacdo de reducdo térmica (G) pela integracio da
Equagdo 1 para diversas Energias de Ativacdo (de 30 a 420 kJ/mol, com incrementos de 10
em 10 kJ/mol — Kyereme et al, 1999). A Equacdo 1 apresenta a integral da Equacéo de
Arrhenius para cinética de primeira ordem com um valor conhecido de Ea, e temperatura
variavel no tempo, obtida do perfil térmico. Desta forma, sdo estabelecidas as curvas Ea-G
para cada Energia de Ativa¢do. Estes valores sdo tratados pela sub-rotina EPM.bas
mediante um procedimento de regressdo linear ponderada, como sugerido por Nunes e
Swartzel (1990). E importante ressaltar que nos calculos internos desta sub-rotina é usado

sempre Trer = 121°C.

: ~Ea) 1 1 (1)
G = kg, exp ( ] - dt
6[ R T(f) T;ef

O Meétodo do Ponto Equivalente supde que o bindmio estabelecido (te x Te) seja
{inico e representativo do processo ndo-isotérmico avaliado e independente da Energia de
ativagdo. Para o calculo da constante cinética de inativago k. € aplicada a Equagdo 2 pelo
modulo de cinética do ALIKINETIC.EXE, utilizando como dados de entrada a relacdo
experimental No/N alimentada ao programa, e t. previamente calculado. Em seguida, o
In(k.) versus o inverso de T, (convertida em Kelvin) sio ajustados linearmente, e a partir do

valor da inclinacdo estima-se Ea e do intercepto com a ordenada o valor de In(ko).
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15. Rotina de Calculo para o Método das Exposicoes Isotérmicas Pareadas

Equivalentes-PEIE no programa ALIKINETIC

O método PEIE faz uso das mesmas fung¢des do EPM para integragdo no célculo os
valores de G, porém, requer mais dados de entrada como a Energia de Ativacdo inicial
fixada em 30000 J/mol, o vetor com as relagdes (No/N), a matriz de tempo dos processos e
a matriz de temperatura dos processos. Mas, diferentemente do EPM, o PEIE ndo pode ser
aplicado a um unico processo na estimativa dos pardmetros cinéticos.

Os procedimentos adotados foram os descritos por Welt et al. (1997), usando os
valores de tempo e Temperatura equivalentes apenas como dados para ajustar a Equagdo de
Arrhenius de primeira ordem linearizada. O PEIE também gera as curvas Ea-G, mas de
forma pareada, o ponto de interse¢do de duas linhas Ea-G no grafico 1/T. x In (t.) especifica
uma EIE (Exposi¢bes Isotérmicas Equivalentes). HA duas condi¢Bes restritivas para se

evitar valores negativos de Ea conforme exposto por Vieira et al (2001).

(Tel_Te2)>0 (3)
(kei _ke2)

Iy —T,|>3 )

72



Assim, no momento da digita¢@o, o primeiro processo deve ser sempre o de maior
impacto térmico. Esta condi¢do € primordial para os calculos do PEIE, satisfazendo
condi¢do expressa pela Equagdo 3. Se os perfis forem importados ao programa, antes de
estimar os pardmetros cinéticos, € necessario verificar a ordenagfo deles em funco de uma
classificacdo alfabética, pois ¢ desta forma que o ALIKINETIC.EXE ira importé-los, sendo
que deverdo ser renomeados, se preciso, para que a ordem seja decrescente em relagdo ao
efeito térmico. Obtidas todas as EIEs, a sub-rotina calcula as constantes de reacdes
isotérmicas equivalentes (k.) € um novo valor de Ea para cada par de processos.

Quando a diferenga entre Energias de Ativa¢do de um passo com o valor desta para
um mesmo processo em um passo anterior for < 1 J/mol (critério exemplificado por Welt et
al, 1997), as iteragdes do PEIE sdo finalizadas para encontrar a Energia de Ativag&o através
da convergéncia requerida pelo método. Se a diferenca for maior as iteragdes continuam.
Com os valores dos inversos das temperaturas equivalentes e o logaritmo natural dos
valores de k. obtidas desta ultima iteracdo, uma regress@o linear de In(k.) versus 1/T.
(Grafico da equacgdo de Arrhenius linearizada) mediante a sub-rotina Linearreg ¢ procedida
para obter finalmente os pardmetros cinéticos do fator termodegradavel, Ea e ko ou krrer.

No caso de ter sido informado uma T,s qualquer, o grafico linearizado de Arrhenius
sera de In(k.) versus (1/T¢)-(1/Trs), onde a intersecdo da reta com o eixo das ordenadas sera
o valor de In(kqer).

A sub-rotina do PEIE isoladamente fornece como resultado apenas a Energia de

Ativacdo estimada e um vetor contendo as taxas de reagdes isotérmicas equivalentes para

cada processo.
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16. Sub-rotina para geracao de perfil de Temperatura (Tempprofile.bas) no programa

ALIKINETIC

O programa ALIKINETIC.EXE emprega para a entrada do perfil térmico pelo
fornecimento das condig¢des operacionais do processo continuo do produto e do meio de
troca de calor nas entradas e saidas de cada segdo, para estimar a temperatura média de

massa a equagdo 5 exponencial de Deindoerfer & Humphrey (1959).

To_T —Jt
T, =T Lt —————e” )
(H,C)

O ALIKINETIC.EXE permite que sejam gerados perfis de temperaturas por secdes,
sem que seja essencial empregar todas as se¢des da unidade de processo continuo. Para isto
basta inserir o valor 0 (zero) na entrada manual de dados no tempo de residéncia
correspondente as se¢Ges ndo empregadas.

Com os valores de tempo de residéncia (em segundos) estabelecidos conforme o
regime de escoamento do fluido ndo acumulado nas se¢des usadas, é calculado o valor “J”
para cada se¢do. Swartzel (1982) assume que o valor J, que envolve a relagdo (UA/o,cy),

seja a inclinagdo da Equagéo 5 linearizada, definido na Equagéo 6 a seguir:

(1n|(7; ~T;, )| ~In|(7, - T, % o)) (6)
!
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Desta forma, a sub-rotina Tempprofile.bas tem todas as informacgdes necessarias
para gerar o perfil térmico. Toda vez que o vetor tempo atinge o valor de residéncia nio
acumulado de uma secdo, a sub-rotina muda o valor do expoente J para o valor da secédo
seguinte, e continua a gerag@o do perfil até se atingir o tempo de residéncia ndo acumulado

da ultima sec¢3o.

17. A Esterilidade Comercial em Processos Assépticos

17.1 O teste de esterilidade comercial

O teste de esterilidade comercial € realizado por incubag¢éo do produto, a 37°C por 7

dias, segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria (1997), gerando 3 possiveis resultados:

e O produto ndo contém organismos viaveis,

e O produto contém organismos viaveis que ndo se multiplicam,

e O produto contém organismos viaveis que se multiplicam nas condi¢Ses normais de

estocagem.

Para detectar o sucesso ou insucesso do controle microbiologico do produto com
absoluta certeza seria necessario inspecionar o lote todo, mas isto € impossivel, pois a
inspecdo € destrutiva. Assim, deve ser elaborado um esquema de amostragem para
possibilitar a incubagdo de um nimero de amostras representativas do lote e,

conseqiientemente, avaliar os resultados.
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17.2 A incubacdo

A fim de recuperar microrganismos contaminantes em testes de esterilidade
comercial, o FDA (1998) recomenda incuba¢do a 35°C por até 14 dias. Mediante o
Ministério da Satde pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria, na Resolu¢cio—-RDC
n°12 de 2/01/2001 de Padrdes Microbiolégicos para Leite UHT e derivados, a temperatura

de incubag@o para embalagens de leite UHT ¢ de 35-37°C por até 7 dias (4dnvisa, 2001).

O IDF (International Dairy Federation), a temperatura de incubacdo de 7°C é
sugerida e o tempo de 10 dias de incubagfo é recomendado por Philips & Griffiths (1990),
a fim de isolar linhagens psicrotroficas. Geralmente é considerado que a temperatura mais
adequada para recuperar esporos tratados termicamente seria inferior aquela aplicada para

esporos sem tratamento térmico.

Griffiths & Phillips (1990) estudaram o crescimento de linhagens psicrotroficas de
B. cereus em leite cru e pasteurizado e observaram o desenvolvimento dos esporos ativados

a6e 10°Cendoa?2°C.

Oslen e Scott, citados por Gonzales et al (1995) avaliaram a resisténcia térmica de
esporos de B. cereus em termos dos efeitos das condigdes de recuperagdo das células apés o
tratamento térmico. Como resultado os autores encontraram que a temperatura de
incubagdo altera valores D para esporos que sofreram tratamento térmico, sendo que a
mesma deve ser 5°C menor do que a 6tima para o microrganismo alvo que ndo sofreu

tratamento térmico; no entanto os valores z ndo se alteraram.
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17.3 Métodos alternativos ndo destrutivos para testes de esterilidade comercial

Estudos com equipamentos médicos de ultra-sonografia tém possibilitado a
aplicagdo do ultra-som em ensaios néo destrutivos de detecgéo da qualidade microbioldgica
de leite e produtos derivados de leite, envasados em embalagens plasticas ou laminadas
(Mattila, 1986). Uma desvantagem observada é que a freqiiéncia de 5 MHz, comumente
aplicada, ¢ limitada para alimentos em embalagens cartonadas pois o ar presente no espago
livre da embalagem atenua o efeito do ultra-som. No entanto, Mattila et al (1989)
descobriram posteriormente que freqiiéncias de 0,5 a 2 MHz poderiam penetrar
efetivamente nas embalagens cartonadas, mas s detectariam a contaminago microbiana se

o produto ja estivesse altamente deteriorado .

Wirtanen et al (1992) estudaram freqiiéncias entre 3,75 a 7,5 MHz na detec¢éo de
deterioracdo em produtos de leite envasados em embalagens cartonadas e concluiram que
ndo foi possivel detectar a contaminagdo. Ressaltaram ainda que os equipamentos
comerciais utilizados nfo possuiam probes de baixa freqiiéncia ja que, para propositos
médicos, altas freqiiéncias seriam requeridas, dificultando a aplicagdo desta tecnologia.

Desta forma a metodologia tradicional com incubag@o em estufas continua sendo praticada.

17.4 A amostragem para ensaios de esterilidade comercial

Para realizar uma amostragem com critério, alguns termos devem ser definidos a
fim de padronizar niveis de qualidade, como apresentado por von Bockelmann (1988). A

amostragem pode ser elaborada sob duas condi¢0es:
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e Aleatorizada, onde cada embalagem do lote tem a mesma probabilidade de ser
retirada como amostra. Os resultados s3o expressos em probabilidades. A

embalagem esta ou nio estéril.

e Dirigida, onde existem situagdes de operagdes alteradas, ou seja, de maior risco

(inicio e fim de producdo, existéncia de parada a produgéo...).

A taxa de defectibilidade, em alimentos processados assepticamente deve ser

estipulada mediante os seguintes critérios:

e 1:100 demasiada alta,

e 1:1000 realista em muitas situagdes,

e 1:10000 ambiciosa,

e 1:100000 muito dificil de ser atingida,

e 1:1000000 o limite de funcionamento do equipamento € atingido.

O grau de certeza com que as taxas indicadas devem ser controladas pode atingir:

e  99,9%,
e 99%,
o 95%.
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Quanto mais certeza maior o volume de amostras requerido. Assim, segundo von
Bockelmann (1988), para obter uma amostragem significativa, com distribui¢do normal,
seria necessario incubar 3.000 amostras de uma amostragem aleatéria, por temperatura e
por marca, a fim de obter a relagdo de 1:1000 de Franklin (1970) com a probabilidade de
95% de confianga de Ahvenainen (1988), assegurada para linhas assépticas. No entanto,
para ensaios com limitagdes de espago fisico e capacidade de operador, a sugestdo descrita

por Ahvenainen (1988) ¢ indicada para adequar as condigées da amostragem.

Definindo os seguintes critérios: considerando uma taxa de defeitos de 0,005 com
probabilidade de, em 93% das analises uma embalagem contaminada for encontrada (com
expectativa de recuperagdo de até trés embalagens) poderiam ser incubadas 600 amostras

por temperatura e por marca.

17.5 Critérios de esterilidade e estabilidade

Para alimentos com pH superior a 4,5 (produtos de baixa acidez e basicos), o processo
térmico minimo recomendado seria aquele suficiente para ocasionar 12 redugbes na
populagdo do microrganismo patogénico Clostridium botulinum. Isto requer um
aquecimento a 121°C por 3 minutos, medido no ponto frio do sistema, ou um processo
HTST a 131°C por 18 seg. No entanto, dependendo do alvo do processamento o bindmio
devera ser incrementado. Para Bacillus stearothermophilus seria necessario aplicar 121°C
por 4 minutos. Em estudos mais recentes, os pardmetros cinéticos de Bacillus
sporothermodurans evidenciam a necessidade de tratamentos térmicos superiores (Lewis &

Heppel, 2000).
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von Bockelmann (1988), define a esterilidade comercial (Estados Unidos) como:
unidade estéril ¢ aquela que ndo apresentou microrganismos patogénicos ou nio
patog€nicos sob condigdes normais de estocagem e selagem. Isto é verificado apds
estocagem das unidades até o final da vida de prateleira com contagem direta em meio
nutriente e determinag¢des microscopicas e fisico-quimicas. O mesmo autor citou que cada

produtor poderia adaptar procedimentos de teste para avaliar seu produto:

e Incubagdo dos envases a 30°C por 7-14 dias a fim de promover a atividade

enzimatica e/ou desenvolvimento dos contaminantes

e Determinagao da estabilidade das proteinas do leite através de sua precipitagdo pelo

alcool a diferentes concentra¢fes

Como na industria de leites e derivados a experiéncia nos ultimos 20 anos € a
inspegdo legal relatam que a probabilidade de contamina¢o por patdégenos no leite UHT é
praticamente ndo existente, a estabilidade das embalagens, ao longo da vida de prateleira,

tornou-se um parametro importante e, portanto, avaliado em qualquer uma das condicdes:

Nio floculagdo ou precipitagéo apos 10min a 100°C,

e Flutuacdo de pH nédo deve exceder 0,2 pontos,

e Concentracdo de acido latico ndo deve exceder 1,8¢/1,

e Naéo precipitagdo apds adi¢@o de volume similar de etanol 68% (v/v),

e Nao precipitagdo a 100°C com adicdo de fosfato em concentracio especifica,
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e Nao reducfo da rezarzurina apds 4 horas a 37°C.

von Bockelmann (1982), afirma que € preferivel aumentar o nimero de amostras do
lote a ser analisado, na tentativa de recuperar uma embalagem suspeita, do que incrementar
um método sofisticado e laborioso de deteccdo de contaminagio. Para aumentar o indice de

recuperacdo, a medida de pH parece a condigdo mais simples, rapida e barata.

O leite fluido recém ordenhado apresenta reagdo levemente acida com faixa de pH
de 6.5 a 6,7 (Sarda & Pardo, 1952). O leite cru brasileiro tem pH entre 6,60 e 6,65 (Peixoto
et al, 1983). Ja e o pH do leite integral UHT europeu 6,6-6,8 (von Bockelmann, 1982), com

pH médio de 6,63 (Quality Management, 2003).

Considerando que um dos preceitos para avaliacdo da estabilidade das unidades,
apos o ensaio de esterilidade comercial, ¢ que a flutuacdo do valor do pH inicial n4o seja
superior a 0,2 pontos (von Bockelmann, 1988), pode-se afirmar que: se o pH médio de leite
UHT for fixado em 6,70 para subtrair os 0,2 pontos, chega-se a um limite minimo de 6,5,
estabelecido para indicar as amostras suspeitas ndo estéreis com consideravel margem de

segurancga em relagdo ao leite integral longa vida brasileiro.

17.6 Aspectos do sistema continuo

Esterilizadores continuos UHT s#o utilizados na industria de alimentos para garantir
a seguranca microbiolégica de produtos liquidos como leite, sucos de frutas, molhos ¢
cremes, superando processos em batelada, pois apresentam maior uniformidade durante o

tratamento térmico.
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Os didmetros caracteristicos sdo menores e a transferéncia de calor interna € mais
alta devido a convecgdo forcada, ao contrério da condugdo e da convec¢do livre. Para uma
taxa de aquecimento as diferengas de temperatura, no alimento, sio menores e as
temperaturas de processo podem ser mais altas sem o risco de mudancas inaceitaveis na cor
e sabor do produto final. O processo UHT favorece a inativagdo microbiana e esporicida
em relagdo & degradacio dos fatores de qualidade e, quando esta associada com a aplicagéo
de curtos tempos de residéncia, promove produtos microbiologicamente seguros com

satisfatoria qualidade sensorial (Holdsworth, 1992).

17.7 A validagdo biolégica para processos assépticos

O conceito de esterilizagdo comercial envolve a eliminagdo ou a minimizacdo de
determinada carga de organismos indesejaveis dentro de um ambiente definido que pode
ser um alimento formulado. Na esterilizagdo por calor, os alimentos sdo aquecidos a
temperaturas suficientemente altas e por periodos suficientemente longos para destruir a
atividade de deterioradores bioldgicos e de enzimas. Assim, alimentos esterilizados tém
maior vida de prateleira. No entanto, tratamentos térmicos severos produzem alteracdes

significativas nas caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos.

O aprimoramento das técnicas de processos tem reduzido o dano irreversivel aos
nutrientes e componentes organolépticos através de tratamentos mais brandos, em termos
do tempo de choque térmico minimo necessario; afinal, atualmente pode-se prever o tempo
requerido para esterilizar determinado alimento, pois 0 mesmo € influenciado pelo estado

fisico e pH do alimento, por sua carga contaminante inicial e pela resisténcia térmica dos
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microrganismos provavelmente presentes na matéria-prima, antes do tratamento térmico

(Pacheco, 2001).

Muitas diferentes técnicas de validagio de processos assépticos foram testadas no
passado. Basicamente podem ser citadas, desde a inocula¢do direta de esporos livres de
bactérias no produto antes do tratamento térmico, até a inoculagdo de esporos bacterianos

imobilizados em gel de alginato, ao longo do processo térmico (Ronner, 1990).

Para validagdo biolégica com esporos livres inoculados no produto, um protocolo de
pelo menos cinco processos deve ser testado, mediante a teoria de embalagens inoculadas
(NC4, 1968), sendo que os menos rigorosos devem estar contaminados e os mais rigorosos
estéreis. Para tanto, o indculo deve estar igualmente distribuido no alimento. Apds a
inoculagdo, o alimento € processado e apos o ciclo de aquecimento/ resfriamento, envasado
em cerca de 300 embalagens (Digeronimo, 1997). Os recipientes sdo incubados, por longos
periodos que permitam a germinacdo de esporos injuriados, com observacdo posterior da
presenca ou auséncia de sobreviventes. Isto pode ser observado por alteragdes na estrutura
fisica da embalagem (ruptura de solda ou estufamento), bem como, por alteragdes quimicas
no produto (acidez, cor, odor, sabor ou textura) e por evidéncia microbiolégica de colonias
de microrganismos deteriorantes através de embalagens transparentes. Vale acrescentar que
a referida técnica tem por objetivo, observar a presenca ou auséncia de crescimento

microbiano (método de ponto final), fato que determina a validade do processo aplicado

(Pflug, 1980).

83



E importante frisar que a taxa de fluxo do processo sempre deve ser constante para
que todas as particulas da amostra recebam o mesmo tratamento térmico durante o tempo

de residéncia no tubo de retencdo.

17.8 Limitagbes da validacdo

Westhoff & Doughterty (1981) determinaram os pardmetros cinéticos de cepas de B.
cereus 1soladas a partir de leite UHT. No entanto, baseados nos valores D e z encontrados ;
concluiram que os esporos sofreriam 12 redugdes decimais quando submetidos ao processo
de 138°C por 5 s e, por isso, ndo poderiam estar, teoricamente, no produto final apos o
processamento térmico. Como a contaminagio foi evidenciada as seguintes hipdteses foram

questionadas:

° As curvas de morte térmica, obtidas a baixas temperaturas, ndo poderiam ser

extrapoladas para zona UHT;

o Esporos produzidos “in vitro” ndo teriam resisténcia térmica equivalente a dos

esporos naturalmente presentes na natureza;

e  Esporos injuriados pelo tratamento térmico poderiam se manifestar durante a

enumeragdo no meio de cultura 6timo;

o A contaminagdo poderia ser proveniente do procedimento aplicado no sistema de

envase;
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. CIP (Cleaning in Place) improprio efou insuficiente em decorréncia da
possibilidade de formacdo de depositos no final do tubo de retengdo conforme

verificado na planta de processo utilizada na pesquisa;

o Efeito de protecdo ao esporo pela formacdo de depdsitos (pedras de leite).

A sensibilidade de recuperacdo do método em relagdo ao esforgo de inoculagdo
direta é baixa, pois somente uma pequena propor¢do do nivel de inoculagdo total é
recuperada ap6s o processo de aquecimento. Assim, hd necessidade de inoculagdo altos

niveis da popula¢do nem sempre obtidos pela esporulagdo “in vitro” (Marcy et al, 1997).

A estas hipoteses soma-se o fato da maioria dos experimentos de determinacdo de
resisténcia térmica ser realizada em banho termostatico e ndo em trocadores de calor. Isto
promove uma transferéncia de calor mais lenta, bem como n@o considera a dinamica do
produto no sistema continuo de processamento asséptico, como verificado por Pacheco

(2001) em esporos livres e imobilizados.

17.9 Cdlculo do tempo de residéncia e do inéculo para processos de validagdo bioldgica

Segundo Toledo (1991), a distribui¢do de velocidade das particulas de um fluido,

em regime laminar, ao longo de uma tubulagdo pode ser expressa por:

Vmcdia = Q / Ac (7)

Para a particula mais rapida do mesmo fluido, a velocidade € dada por:

85



Vmax =2 (Vmcdia) (8)

Ja o tempo de residéncia das particulas do fluido, na por¢do da retengio, ¢ dado por:

t=L/Vmax ©)

Aplicando os dados caracteristicos do produto (p, n, K) de interesse e das
dimensdes do equipamento de processamento térmico é possivel determinar Vmegia, Vinax € 0
tempo de residéncia da particula mais rapida do sistema, a fim de aplicar condicdes
equivalentes aquela observadas comercialmente. Este tltimo dado é aplicado na equacdo 10
da curva de sobreviventes para determinar a concentragio da populag@o inicial necessaria
para obter a probabilidade de contamina¢do de interesse (N), em termos de garrafas

contaminadas para cada 100 garrafas envasadas.

log N - log No =-t/ D1 (10)
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Parte 4: Estruturagio dos resultados em artigos cientificos
Os resultados experimentais foram analisados e estruturados em trés artigos

cientificos como descrito abaixo:

Capitulo 2: MICROBIAL SAFETY OF BRAZILIAN UHT MILK
Ensaio de Esterilidade Comercial em Leite integral UHT produzido no Brasil
Padronizagdo da metodologia PCR e do primer para Bacillus cereus

Série bioquimica confirmatéria e diferencial para B. cereus

Ensaio genético de PCR para isolados suspeitos

Identificagdo de Bacillus por Espectrofotometria de Infravermelho por Transformada de

Fourier
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PROCESS
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Capitulo 4: Bacillus cereus INOCULATED WHOLE MILK PACKAGES STUDY
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MICROBIAL SAFETY OF BRAZILIAN UHT MILK
ABSTRACT

Commercial sterility tests of 6,500 UHT milk packages was studied after 10 days
incubation at 37 C and 7 C (in order to germinate all possible spores and/or to recuperate
injured vegetative cells) followed by pH measurement. Samples (1,300 packages each)
from five Brazilian UHT plants based on direct steam injection processors of whole UHT
milk in carton packages were investigated for the presence of Bacillus cereus through
phenotypic and genetic (PCR) tests. The PCR methodology and primers were implemented
for B. cereus identification. pH values were significantly different for the samples analyzed,
reflecting the variability of the raw material and region of production, severity of the
thermal process and handling package conditions. After storage of samples, only four
suspected packages with pH measurement below the lower limit of 6.5 were verified and
analyzed for the presence of B. cereus. B. cereus was detected in no sample analyzed
indicating that, the five Brazilian UHT milk processors did not present pathogenic
microorganisms in respective samples showing that the UHT milk is in accordance with the
current standard. Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and PCR tests were

efficient and must be adopted to confirm the biochemical series for B. cereus.

Key words: UHT milk, Bacillus cereus, PCR, Commercial sterility.
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MICROBIAL SAFETY OF BRAZILIAN UHT MILK
RESUMO

A esterilidade comercial de 6.500 embalagens de leite UHT foi estudada, apds
incubagdo das amostras a 37°C e 7°C por 10 dias (para germinar todos 0s possiveis esporos
e/ou recuperar células vegetativas injuriadas), seguida de medida de pH. 1.300 amostras de
cada uma de 5 plantas Brasileiras de processo UHT, baseado em injecdo direta de vapor,
para leite integral envasado em embalagens cartonadas foram testadas e investigadas em
relacdo a presenca de Bacillus cereus, por testes fenotipicos e genéticos (PCR) . A
metodologia PCR e os primers foram implementados para a identificagdo de B. cereus. Os
valores de pH foram significativamente diferentes para as amostras analisadas, refletindo a
variabilidade da matéria-prima e a regido de produgéo, a severidade do processo térmico e
as condi¢des de manuseio do produto final. Apés a estocagem das amostras, somente
quatro embalagens suspeitas, com medida de pH abaixo de 6.5, foram verificadas e
analisadas na procura por B. cereus. Ndo foi detectado B. cereus em nenhuma embalagem
analisada, indicando que o leite integral UHT Brasileiro, das cinco plantas processadoras,
nfo apresenta o microrganismo patogénico. Somente microrganismos deteriorantes foram
isolados, sem contagem, indicando que dentro do espago amostral, o leite UHT analisado
estd em concorddncia com a corrente legislagdo, sem representar riscos e problemas de
saude aos consumidores. A Transformada de Fourier por Infra Vermelho (FTIR) e a
Reagdo em cadeia da polimerase (PCR) foram considerados eficientes ¢ devem ser
adotados para confirmar a série bioquimica de B. cereus.

Palavras chave: Leite UHT. Bacillus cereus, PCR, Esterilidade Comercial.
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INTRODUCTION

Milk is a product of great importance due to its nutritional value. The attributes of
milk quality may be summarized in three components: nutritional value, hygienic quality
and maintenance of the sensorial properties. The causes of milk quality loss are mainly
related to health and handling of the flocks in the farms that supply the dairy plants (Tetra
Pak, 2003).

Milk is heat treated to provide absence of pathogenic bacteria and to maintain its
quality. For this purpose, it may be pasteurized or submitted to UHT process. In the
pasteurization process, the milk is submitted at 72-75C for 15-20 s (BRASIL, 2002)
promoting the destruction of pathogens, but thermoduric bacteria such as Corynebacterium,
Streptococcus, Micrococcus and spores may survive, contaminating the product and
modifying properties after a few days at room temperature or about 1 week under
refrigeration.

In the UHT process, milk is submitted for 2-4 s at 130-150C, in the continuous flow
system with immediate refrigeration and aseptically pack in hermetic packages (BRASIL,
1997) denoting a satisfactory product, with sensorial and nutritional properties similar to
those of pasteurized milk (Franklin, 1970). The UHT milk has become a preferential
product of the Brazilian consumers and its production and consumption has increased
during the Jast decade from 187 million liters to 4,200 million liters (ABLV, 2003).

The sporicidal efficiency required for a UHT treatment is mainly related to the
number of heat resistant spores present in the raw milk, their heat resistance and their

acceptable numbers in the final product.
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As far as the milk market is concerned, spoilage of 1 contaminated unit in 1,000
processed is commercially acceptable, although it should be added that the industrial
quantitative determination of the spore forming bacteria presence in raw milk will guide the
severity of the applied thermal process and also indicate the percentage of defective
packages in any lot, in order to evaluate the quality of the applied process (Franklin, 1970).
Cerf (1988) affirms that the criteria for defective packages have dropped down to 5:10,000
units.

A simple method to determine the proportion of defective units in a lot of UHT milk
is to measure the pH and evaluate the gas formation, smell, color, coagulation and phase
separation of the product, after commercial sterility test; and then, to isolate the
deteriorative microorganisms are carried out. These procedures are fast and cheap (von
Bockelmann, 1982).

von Bockelmann (1982) affirms that it does not seem reasonable to use highly
accurate and expensive methods for the detection a defective unit with low probability of
recuperation. It seems more reasonable to increase the probability of including a defective
unit in the sample lot even if this is done at the expense of discovering this defective unit.
The last alternative offers a chance, whereas the first does not. In other words, this means
that simple evaluation methods are recommended instead of sophisticated ones. It is
believed that it is preferable to check a large number of samples with relatively crude
methods rather than to check a limit number of samples with sophisticated methods.
Therefore, in the case of non-acid food, von Bockelmann (1982) recommended a sensoric
evaluation combined with a pH determination, which may be easily performed with the aid

of a potentiometer or by using a suitable indicator.
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Cerf (1988) reinforced the need of a large sample size to evaluate the UHT milk
commercial sterility test, taking into account the sensitivity of the technique to indicate
defects.

Brazilian raw milk presents pH between 6.60 and 6.65 (Sarda & Pardo, 1952;
Peixoto et al, 1985) and pH between 6.6 and 6.8 for UHT milk (von Bockelmann, 1982)
with an average of 6.63 (Quality Management, 2003). Considering that one of the rules for
evaluating UHT milk stability, during its shelf life, is: the fluctuations in pH values should
be lower than 0.2 pH units (von Bockelmann, 1988); it can be affirmed that: assuming UHT
milk pH average as 6.70, a minimum limit of 6.5 may be established as a simple criterion to
identify non sterile samples with considerable safety margin.

Bacillus spp. are the greatest responsible for the spoilage of perishable food such as
milk and its derivatives (Meer et al, 1991). The occurrence of 1.0E+04 and 1.0E+05 CFU
of B. cereus/mL in pasteurized milk have already been reported in 5% of the analyzed
samples (Notermans et al, 1998). B. cereus, B. licheniformis, B. pumilis, B. subtilis and B.
brevis have been reported as cause of diseases, when contaminated foods are consumed
(Kramer & Gilbert, 1989).

B. cereus may cause two types symptoms when contaminated foods are consumed:
by emetic and/or diarrheal toxin (Drobniewski, 1993; Granum, 1994). More recently, Chut
et al (2001) reported fatal cases of neonatal meningitis due to B. cereus infection.
Moreover, according to the Brazilian Resolution RDC 12 for Microbiological UHT Milk
Standards, the absence of pathogenic bacteria must be verified after incubation of the

hermetic packages at 35-37 C for 7 days (Anvisa, 2001).
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It is known that B. cereus may survive the pasteurization process. Its thermal
resistance at 100 C is about 5.5 min (Mossel et al, 1967), but the survival is very rare at 145
C. Literature brings only one report that quotes an extremely resistant isolate surviving at
135 C for 4h when 1.0E+05 to 1.0E+06 was inoculated (Franklin, 1970)

Mossel et al (1967) considered MYP (Mannitol egg Yolk agar - Difco), with
polymyxin 0.1%, as the best media to recover survivors; its effectiveness was verified even
at low bacterial concentrations (10 CFU/ml).

van Netten & Kramer (1992) elaborated a review of the selective culture media for
B. cereus and indicated both PEMBA (Polymyxin B-Egg yolk Mannitol Bromotimol blue
Agar - Difco) and MYP as the best and simplest media to recover this microorganism.
However, Ragasamy et al (1993) verified strong trend of colonies spreading in PEMBA.

More recently, a Choromogenic Bacillus cereus Agar media (Oxoid, 2005) intent to
substitute. MYP media because it incorporates the chromogenic S5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-B-glucopyranoside substrate, which is cleaved by the enzyme B-glycosidase present
in B. cereus resulting in the formation of blue/green colonies in the attempt to recuperate, to
characterize and to distinguish this pathogen between similar Bacillus species, more
specifically B. thuringiensis that is biochemically identical to B. cereus. This media has the
combination of Polimixin B and Trimethoprim and it has shown to be more effective than

the use of Polimixin alone.

Oxoid. Personal communication. 2005
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In 1998, 120 samples of Brazilian UHT milk were analyzed in a survey for
members of the cereus group (B. cereus, B. cereus var mycoides, B. anthracis and B
thuringiensis) indicating that 34.17% of the total analyzed samples were positive,
suggesting the need of sanitary conditions improvements for the process of this product (De
Rezende, 1998).

Reviewing the procedure proposed by the last mentioned author, it was possible to
observe a low number of contaminated samples analyzed and in the experimental methods
that could lead to erroneous results. Considering the pathogenicity of this microorganism, a
research in the Brazilian market became relevant in order to establish the real incidence of
this pathogenic microorganism in whole UHT milk.

A phenotypic series are not fully reliable, the identification of B. cereus, applying
PCR (Polymerize Chain Reaction) technique has been recommended as an excellent tool
for tracing recontamination sites in dairy processing lines (Willians et al, 1990; Svensson et
al, 1998). Another method, the Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) may be
used to record the infrared spectrum of whole cells, such as bacteria in a film, or even, in
conjunction with an infrared microscope, the spectrum of a single cell (Dong et al, 1988).

FTIR spectroscopy was introduced as a method for the classification and
identification of bacteria (Naumann et al, 1991). The objective of the absorption
spectroscopy is the rapid characterization of the structural features of biological molecules
and complex material such as bacteria, with the advantage that some coincidence of spectra

in two different composites is improbable (Lin et al, 1998; Chemical Magazine, 2004).

Chemical Magazine. Personal communication. 2004
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Beattie et al (1998) concluded that FTIR is a rapid and accurate method for the
differentiation of species in the genus Bacillus, including closely related species of the B.
cereus, B. mycoides and B. thuringiensis which are very importance for the food and dairy
industries.

The main objective of this study was to investigate the presence or absence of
Bacillus cereus through microbiological survey in 6,500 carton packed whole processed

UHT milk samples (pH 6.6-6.8).

MATERIAL AND METHODS
Commercial sterility test for B. cereus. An initial survey was conducted to establish the
commercial sterility of 500 hermetic packages of whole UHT milk (1-2 months of shelf
life) from five Brazilian UHT milk industries. Sampling comprised 100 packages of each
brand (A, B, C, D and E) where half were incubated 10 days at 37C and the others 10 days
at 7C in order to isolate vegetative cells of mesophilic and psychrotrophic B. cereus strains.
After incubation period, the packages were checked visually for defects and aseptically
opening under laminar flow. After this procedure, gas formation, smell, color, milk
coagulation and phase separation were recorded as pH measurement, in a pH meter model
mPA-210 (MS Tecnopon). For each sample with pH less than 6.5 and/or positive to gas
formation, smell, color, coagulation and phase separation, 50ml were added to 450ml
Butterfield’s phosphate-buffered (pH 7.2) and blended for 2 min at 18,000-20,000 rpm,

following the FDA (1998) procedure for B. cereus enumeration.
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According to the FDA method, typical B. cereus colonies on Mannitol Egg Yolk
Agar (MYP-Difco) supplemented with Polimixin B sulfate 0.1% (Sigma), are surrounded
by a precipitated zone which indicates lecithinase activity and a pink color is observed
because mannitol is not fermented. Furthermore, 3mm loopful of milk were transferred to
DTA (Dextrose Tryptone Agar - Difco) and BHI (Brain Heart Infusion - Difco) searching
for flat sour sporoformers and B. sporothermodurans, respectively, in order to recuperate
all possible contaminants with 48h incubation at 37C. All typical and atypical colonies on
MYP were isolated, codified, transferred to NA (Nutrient Agar - Difco) slants and
incubated at 30C or 7C for 24h for biochemical tests of B. cereus. For DTA and BHI
isolates, incubation was at 37C for 48h.

The second survey evaluated the commercial sterility of 1,200 milk samples of each
brand (A, B, C, D and E). Six hundred packages were incubated at 37C and 7C,
respectively, to detect non sterile units among, in 93% of the cases, with 95% of confidence

(Ahvenainen, 1988).

Confirmatory test for B. cereus. All isolates from NA, with 24h culture, were examined
by Gram and spores stain for morphologic characterization and catalase/benzidine test.
Other confirmatory tests with the same culture, after resuspension in phosphate-buffered
dilution water (pH 7.2), were carried out: anaerobic growth in phenol red glucose broth,
reduction of nitrate to nitrite; modified VP (Voges-Proskauer) test for production of acetyl
methyl carbinol; decomposition of tyrosine and resistance to lysozyme (FDA, 1998).

The isolates that presented negative catalase were tested for growth on Man, Rogosa

and Sharpe (MRS- Oxoid) and skim-milk broth.
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Differential test for B. cereus. The following tests were applied to differentiate typical
strains of B. cereus from other members of the cereus group: Motility test; Rhizoid Growth

on NA; Test for Hemolytic Activity; Test for protein toxin crystal production (FDA, 1998).

FTIR (Fourier Transform Infrared Spectroscopy). All colonies obtained were
transferred, in duplicate, to plates on the same culture media and sent to Stuttgart,

Germany, GmbH Center, (Lembke, 2004) for complete identification.

Genetic test for B. cereus. PCR test was applied for genotypic confirmation of B. cereus.
The procedure was carried out at the UNICAMP Genetic Laboratory. Specific primers
Invitrogen Brazil for B. cereus were used (Yamada et al, 1999). The reaction procedure was
based on the recommendations of above mentioned authors, but some modifications were
included (Rosato, 2003). Thus, the final reaction (25ul) consisted of: 3ul of the isolated
cells in NB (Nutrient Broth - DIFCO) incubated at 32°C for 18 h; 4ul of primer; 2.5ul of
reaction buffer PCR 10X - Tris-HCI, 200mM; MgCl2, 2nM; KCl, 500mM; pH 8.4; 2.5ul of
deoxynucleoside triphosphates (Invitrogen Brazil); 0.2ul of Taqg DNA Polymerase
(Invitrogen Brazil) and 13l of sterile distilled water.

A PTC-100 Peltier-Effect Cycling (M.J. Research, Inc.) was programmed with the
following cycles in order to amplify the DNA: 1 cycle for 3 min at 94C; 30 cycles, each
consisting of 1 min at 94C, 1.5 min at 58C and 2.5 min at 72C, with a final extension step

for 7 min at 72C (Yamada et al 1999; Rosato, 2003).
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Two typical strains of B. cereus ATCC 11778 and ATCC 14579 and one strain of B.
thuringiensis ATCC 10972, available at the UNICAMP Termobacteriology Laboratory,
were tested after the standardization of the method. After the amplification of the DNA, the
PCR fragments were analyzed by submarine gel electrophoresis (Power Pac 3000, Bio-
Rad) and visualized under UV illumination (Electronic UV Transluminator, Ultra-Lum).
Suitable molecular size markers (100bp) were included to guide the size of the

amplification band (Rosato, 2003).
RESULTS AND DISCUSSION
Commercial sterility test for B. cereus in Brazilian milk

Table I presents the results from the initial survey and commercial sterility tests.

Table 1. Results from the first commercial sterility tests

BRANDS

A B c D E

37C 7C 37C 7C 37C 7C 37C 7C 37C 7C

Number of whole
milk samples 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
incubated

Samples without

visual physical 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
alteration*

Swmpleswithowwpe. o5 o5 2 & % S0 56 sa sm 5o
alteration

Samples without

sensorial 50 50 50 50 50 50 50 50 50 50
alteration**

Reason of defect 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* Gas formation; **Color, smell, phase separation

Rosato, Y. Personal communication. 2003
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No positive packages were detected in the initial survey that reproduced the rate
found by De Rezende (1998). In addition, occurrence of B. cereus or any other
microorganisms were not verified in 500 samples.

The sampling criterion was modified to increase the number of samples in order to
detect low defective rates. According to von Bockelmann (1988), it would be necessary to
incubate 3,000 samples, for each incubation temperature and brand, in order to discriminate
1:1,000 defective packages mentioned by Franklin (1970) with a probability confidence of
95% assured for aseptic lines (Ahvenainen, 1988). Thus, assuming a reason of defects of
0.005, 600 samples were incubated, for each temperature and brand, with the probability
confidence of 93%, in order to have the expectation of recovery up to 3 defective packages
and find, at least, 1 non sterile package.

For the second commercial sterility test, the reason of defects was calculated as the
number of defective experimental samples per total number of analyzed samples in each
brand.

Table 2 shows the reason of defects after incubation at 37C.

Table 2. Results from the second commercial sterility test after incubation at 37C

BRANDS

A B C D E
Number of whole milk samples 600 600 600 600 600
incubated
Samples without physical alteration® 599 600 399 399 600
Samples without pH alteration 599 600 599 599 600
Samplt.es wi.thout sensorial 599 600 599 599 600
alteration**
Reason of defect 0.00167 0 0.00167 0.00167 0

* Gas formation; **Color, smell and phase separation

125



275

276

27T
278
219
280
281
282
283
284
285
286
287

288

289

Brands A, C and D showed one package with pH below the limit of 6.50 where
positive result for viable bacterial cell were verified, gas formation, change in color for
sample from brand D and change in smell for sample from brand A and C. Graph 1 present
the averages and the superior limit of the confidence interval (95%) and Table 3 denotes the

respective pH measurements.

e |
6,70 . —_—
6,68 |
6,66
6,64

6,62
6,60

pH

6,58
6,56
6,54 A
6,52
8,50

Average e Sup.Lim. - Mean average

Graph 1. Average and pH superior limit for UHT milk samples incubated at 37 C

Table 3. pH values for UHT milk samples incubated at 37 C.

A B C D E

Average 6.646 6.687 6.570 6.656 6.607
Standard Deviation 0.067 0.060 0.029 0.052 0.050
CI* of average 6.641-6.651 6.683-6.692 6.568-6.573 6.652-6.660 6.603-6.611
Minimum pH value 6.13 6.54 6.04 5.62 6.54
Maximum pH value 6.77 6.79 6.62 6.73 6.73
Amplitude of the pH 0.64 0.25 0.58 1.11 0.19
distribution

CI* 0.005 0.005 0.002 0.004 0.004

*Confidence Interval
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The lowest pH measurement, after 10 days incubation at 37C, occurred in brands: A
(6.13), C (6.04) and D (5.62) samples and the highest in brand B sample (6.79).

The largest pH variability (standard deviation) was observed in samples from brand
A followed, in decreasing order, by samples from brands B, D, E and C.

The large amplitude of pH distribution was observed in brand D (1.11 pH units).
The largest pH average value occurred in brand B (6.68) and the lowest in brand C (6.57).

Brand E presented the greatest homogeneity in the lot, since its pH amplitude
distribution was the lowest (0.19).

Table 4 shows the reason of defects after incubation at 7C.

Table 4. Results from the second commercial sterility test after incubation at 7C

BRANDS

A B C D E
Number of whole milk samples 600 600 600 600 600
incubated
Samples without physical alteration® 600 600 600 600 599
Samples without pH alteration 600 600 600 600 599
Sampl('as wi.thout sensorial 600 600 600 600 599
alteration™*
Reason of defect 0 0 0 0 0.00167

* Gas formation; **Color, smell and phase separation
P P

For incubation at 7C, samples from brand E presented one defective package with
pH value measured below the limit of 6.50.
Graph 2 presents the averages and the superior limit of the confidence interval

(95%) and Table 5 denotes the respective pH measurements.
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Graph 2. Mean and superior limit of pH for UHT milk samples incubated at 7C

Table 5. pH values for UHT milk samples incubated at 7C.

A B C D E

Average 6.730 6.667 6.625 6.728 6.655
Standard Deviation 0.048 0.047 0.025 0.022 0.055
CI* of average 6.726-6.733 6.664-6.671 6.622-6.627 6.726-6.729 6.650-6.659
Minimum pH value 6.62 6.57 6.54 6.65 5.98
Maximum pH value 6.87 6.76 6.68 6.80 6.83
Amplitude of the 0.25 0.19 0.14 0.15 0.85
distribution

CI* 0.004 0.004 0.002 0.002 0.004

*Confidence Interval

The highest pH measurement was 6.87 in the brand A. The largest variability
occurred in the brand E followed in decreasing order by brands, A, B, C and D. At 7C, the
highest average pH value was 6.73 for brand A and the lowest, 6.63, for brand C. Brand C
and D presented greater homogeneity in the lot, since the respective pH amplitude

distribution was 0.14 and 0.15 and the standard deviation 0.022 and 0.025, respectively.
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Effects of temperature (37C and 7C) in the pH distribution

Comparing both incubation temperatures, it was observed that, except for brand B,
the average pH value was higher after incubation at 7C; indicating a possibility of larger
mesophilic bacterial activity at 37C than at 7C. But this fact alone is not the only reason for
low pH values, once at 37C protein denaturation have began to occur along 10 days
incubation. This fact could lead to an oxidation reaction that would lower the pH of the
product slightly at that temperature (Fox, 1992). Graph 3 presents the comparison between

pH measurements at 7C and 37C

6,75
T
6,70 s\\
6,65 | \
pH \ %;
6,60 - %\ \‘\\\‘\
N
6,55
6,50 Hin
A-37

Brand

Graph 3. Comparison between pH measurements after incubation at 7C and 37C

For brand A, the difference between the measurement at 7C and 37C was 0.083 and
for brand D, C, E and B it was 0.071, 0.054, 0.047 and 0.020, respectively.

Graphs 4, 5, 6, 7 and 8 present simple frequency distributions (in columns) and the
accumulated frequency (in lines) with amplitude intervals of 0.5, at both temperatures, by

brand.
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Graph 4. pH frequency distribution for samples from brand A

Brand A presented 0.167% of the samples with pH below 6.50. Only this brand

presented 48 measurements between 6.50 and 6.55.
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Graph 5. pH frequency dfstnbutfon for samp!es from brand B
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374 Most part (69.67%) of the pH values for samples from brand B after incubation at
375  37C were concentrated between 6.71 the 6.75.
376 No measurements below 6.50 had occurred for both temperatures. Thus, brand B

377  showed a very good stability all packages showed pH measurements above 6.5.
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386 Graph 6. pH frequency distribution for samples from brand C
387
388 Milk pH measurements (97%) from samples from brand C, after incubation at 37C,

380  were between 6.56 and 6.60), concentrating a large number of samples close to the mean
390  value. At this temperature one measurement occurred below the limit (6.04). This brand

391  showed the most homogeneous milk samples.
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Approximately 76% of the pH measurements from samples from brand E after
incubation at 37C, were found between 6.56 and 6.60. For this brand, only one package
presented a pH measurement of 5.98, at 7 C, indicating the presence of psicrotrophic
activity.

In all cases, when pH measurements are analyzed, the physico-chemical changes in
UHT treated milk during storage must be considered. Akhtar et al (2003) studied the
changes in pH, acidity and viscosity of UHT milk after 0, 30, 60 and 90 days of storage at
room temperature. They indicated an increase in acidity and viscosity with a decrease in
pH. After 60 days, the decrease in pH value was 0.12, with a 6.62 measurement. This value
is still greater than 6.5 adopted in this research, even though, the temperature was higher
(37 C); but choosing this lower limit the challenge is great and the safety margin is
increased.

The decrease in pH of milk samples, during storage, may be due to a number of
reasons. It is well known that pH involves the negative logarithm of hydrogen ion
concentration, which means if acidity increases pH will decrease. Storage time and
temperature have great effect on pH values of the stored samples as reported by Kocak and
Zadow (1985).Reddy at al (1991) studied the effect of storage temperature on UHT whole
milk stored at room temperature (20-22 C), 37 C and at 4-6 C for six months. During
storage pH, heat and alcohol stability and reflectance of all samples decreased. The greatest
decrease rate was observed in samples stored at 37 C followed by those stored at room
temperature. Rise in temperature favored the growth of bacteria resulting in the production

of lactic acid and eventually lowering the pH value of the milk samples.
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The milk pH is more dependent on temperature than on inorganic buffer solutions:
therefore, the pH of the refrigerated milk will not be equal to that of the same milk at room
temperature. This effect is probably due to changes in the solubility of calcium phosphate
as reported by Sherbon (1981). The International Dairy Federation (1981) stated the reason
for this drop in pH as a result of interaction between lactose and milk protein.

Characterization of non-sterile milk samples

Under random sampling, pH was a variable normally distributed. Deviations from
normal distribution may occur probably due to lot, conditions of the raw material and

thermal process binomium, which had not been randomized correctly in the distribution of

packages as a function of temperature. Table 6 presents the characterization of non-sterile

samples, the subculture media on which growth was observed and the isolates codes for the

second commercial sterility test.

Table 6. Characterization of non-sterile samples of UHT whole milk
BRAND A BRAND C BRAND D BRAND E
Number of non-sterile samples 1/600 1/600 1/600 1/600
pH value 6.13 6.04 5.62 5.98
Incubation Temperature 37€ 37C 37C 7C
Contamination % 0.167 0.167 0.167 0.167
Gas formation Flipper flipper flipper flipper
Color White White yellow white
UHT typical UHT typical UHT typical UHT typical
Smell
smell smell smell smell
Phase separation - - + -
Growth on BHI + o i+ -
D0412A
Isolated Code in BHI D0412B D0076 R -
D0412C

Growth on DTA - - - +
Isolated Code in DTA - - - D0428
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Even without typical characterization on MYP, all seven isolates were submitted to
confirmatory and differential tests for cereus group (Table 7) as well as identification by
FTIR (Table 8) and PCR (Figure 1) only for Bacillus strains.

Identification of the isolates from non-sterile milk samples

Table 7 showed the comparison of phenotypic characteristics of each isolate with B.
cereus profile. Isolate D0412B, a non sporeforming Gram positive rod presented good
performance in MRS and Skim-milk Broth and the benzidine test, as negative, confirmed

Lactobacillus sp.
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Table 8. FTIR identification for isolates from non sterile UHT whole milk samples

ISOLATE CODE IDENTIFICATION
DO0412A Coryneform bacteria
D0412B Lactobacillus sp.

D0412C Bacillus oleronius

D0076 Bacillus sporothermodurans
DO0335A Bacillus subtilis

D0335D Bacillus licheniformis
D0428 Bacillus licheniformis

Our results are distinct from those obtained by De Rezende (1998). This author
found 34.17% of samples contaminated by Bacillus from cereus group while no isolate of
the respective group was verified in our study. It is important to emphasize that only 120
whole milk packages were analyzed in De Rezende study. Packages were opened for
analysis, closed with adhesive ribbon and incubated again under refrigeration for 48h in
order to be analyzed again. In this way, packages were not hermetic anymore during
refrigeration incubation and were exposed to possible cross contamination inside the
refrigerator, increasing the reason of defects. This procedure could promote the enrichment
of the contamination and the counts had obviously exceeded the original value.

On the other hand, De Rezende study did not describe both the psychrotrophic
biochemical characterization of the positive isolates or the confirmatory tests for the cereus
group (decomposition of the tyrosine and resistance of lysozyme). Results of the motility
test, rhizoid growth and hemolytic activity test were not presented as well. Therefore no
clear differentiation could be determined. De Rezende (1998) examined the results in the
same sample before and after the refrigeration and the final reason of defects of 34.17%

represented the accumulative results of both tests.
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The non-sterile sample from brand D presented the lowest pH value when
comparing with the other non sterile samples. This sample presented fermentation and
proteolysis of the milk denoting the hydrolysis of the casein that causes sudden pH decline
as a result of secondary acid metabolisms. Gordon et al (1973) mentioned that Bacillus
licheniformis causes decomposition of casein and four strains tested presented resistance of
lysozyme. In addition, Sneath (1986) affirmed that fifty percent of Bacillus licheniformis
strains might ferment lactose causing and justifying this kind of spoilage.

The non sterile sample from brand C presented an intermediated pH value (6.04)
because B. sporothermodurans did not produce acid from sugars (Hammer, 2000).

The seven isolates, showed in Table 8, are contaminants of dairy plants and
environment. Gilmour & Rowe (1985) provided a reference dossier containing organisms
associated with milk and milk products. They included Coryneform group of bacteria,
Lactobacillaceae and Bacillaceae members founded in this approach. All these
contaminants had been reported.

The presence of Lactobacillus sp. and Coryneform bacteria can be explained by
cross contamination with milk products, like yogurt and/or cheese, in the same plant
process and/or improper storage conditions in the distribution centers because the samples
present mixed flora and both microorganisms did not present thermal resistance in the UHT
region. Ridgway (1958) indicated that B. subtilis predominates in the sterilized milk
contamination. After commercial sterility test in 169 UHT milk samples, Mostert et al
(1979) identified 10.3% of B. licheniformis strains. Finally, in Brazil, Zacarchenco et al
(2000) founded 45% of non sterile packages and identified 24 B. sporothermodurans

strains in 300 isolates.
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In 2001, the identification of 100 selected isolates was obtained by a combination of
fatty acid methyl esters analysis, amplified ribosomal DNA restriction analysis and 16S
rDNA sequencing. Ninety-seven isolates could be identified to the species level or assigned
to a phylogenetic species group. Most isolates obtained after a heat treatment of 10 min at
80 C were identified as members of the B. subtilis group (32 isolates), B. pumilus (25
isolates), B. clausii (eight isolates) and B. licheniformis (eight isolates). The isolates with
very heat-resistant spores, obtained after a heat treatment of 30 min at 100C, were
identified as members of the B. subtilis group (five isolates), B. sporothermodurans (three
isolates), B. amyloliquefaciens (one isolate), B. oleronius (one isolate) and B. pallidus (one
isolate). Bacillus cereus was present in each feed concentrate sample and was isolated using
a selective mannitol egg yolk polymyxin agar medium (Vaerewijck at al, 2001). The
survival and germination of spores after a heat treatment of 30min at 100C is of particular
importance because these spores may be considered as very heat-resistant compared with
the spores obtained after a conventional treatment of 10min at 80C. The 11 isolates
produced very heat-resistant spores. The heat resistance of B. subtilis spores was shown by
Condon et al. (1992), who found Djs ¢ values between 0-7 and 3-5 min when spores were
suspended in buffer. Bacillus oleronius is a species isolated for the first time from the
hindgut of the termite Reticulitermes santonensis (Kuhnigk et al, 1995). This observation
indicates the possibility that feed concentrates may harbour species which might be derived
from tropical ingredients and which are transferred to raw milk through feeding and faecal
contamination of the udder.

Bacillus oleronius is the closest phylogenetic neighbour of B. sporothermodurans

(De Silva et al, 1998). The latter species is the only species presently known to produce
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highly heat-resistant spores, surviving UHT and industrial sterilization processes. So far, it
has only been frequently isolated from UHT and sterilized milk and milk products which
did not conform to the sterility criteria for these products (Pettersson et al, 1996).

Chopra et al (1980) and Amhed et al (1983) had reported Bacillus cereus incidence
in pasteurized milk and milk products. Both authors justify the low incidence of the
microorganism (<1/ml de yoghurt and 3.0E+01 CFU/ml of milk) due to the severity of the
applied thermal treatment. Such explanation is compatible with the results obtained in this
research, since the applied thermal treatment in the milk samples was around 140C/2-4 s.

In this context, Gillis et al (1985) evaluated the effect of the raw milk quality on the
UHT milk, processed at 149 C for 3 s. They concluded that there were no survivors even
with inoculation levels of 1+E06 UFC/ml of mesophilic and psychrotropic bacteria.
Rangasamy et al (1993) found B. cereus in samples of raw and pasteurized milk, in
contrast, UHT milk was considered free of this microorganism.

Although literature did not recuperate thermal resistant Bacillus, except for B.
sporothermodurans, after UHT milk process Mazas at al (1995) quoted that the heat
resistance of bacterial spores is genetically determined but is also influenced by
environmental conditions during sporulation; so milk processing may be considered as a
variable in spore contamination.

In 2002, PCR method was used as a screening method for strains with very heat
resistant endospores, isolated at the dairy farm level after heat treatment for 30 min at

100C. Seventeen strains isolated at the dairy farm were identified as B. sporothermodurans

(Scheldeman et al, 2002).
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Figure 1 shows the standardization of primer and the reaction (in duplicate) of two
typical strains of B. cereus (ATCC 11778 and ATCC 14579) and one typical strain of B.
thuringiensis (ATCC 10972). A fragment of approximately 350bp was amplified by PCR in
both B. cereus strains as expected and no fragment was detected in the B. thuringiensis
strain showing the specificity of the primer used. Another PCR reaction with the five
strains isolated in this work was also carried out and no fragment was obtained, confirming
earlier analysis that these isolates are not B. cereus. Figure 2 presents the PCR reactions for

the Bacillus isolates against B. cereus ATCC 11778.

0— molecular size marker

1—B. cereus ATCC 11778

2 — B. cereus ATCC 11778

B. cereus ATCC 14579

B. cereus ATCC 14579

— B. thuringiensis ATCC 10972
B. thuringiensis ATCC 10972

0— molecular size marker
1 —B. cereus ATCC 11778
2 -D0412C

3-D0428

4 —D335A

5-D335D

6 — D0076

Figure 2. ldentification of typical cultures by PCR against B. cereus

None of the five Bacilli isolates had the electrophoretic profile of Bacillus cereus.
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CONCLUSIONS
pH measurement showed a good performance as an index to search non-sterile
samples since its profile followed the normal distribution. This fact generates a
practical procedure that may be adapted to quality control laboratories located
inside dairy industries.
Brand B showed the best performance because all samples were sterile after
incubation at 37 C and 7 C; however the pH distribution of brand C showed the
most homogeneous milk samples.
The different pH values for the samples of each dairy company demonstrate the raw
material variability, severity of the thermal process and packages handling
conditions.
No positive samples contaminated by B. cereus from all packs of UHT milk
analyzed were verified. Suspected samples from brands A, C, D and E did not
presented B. cereus contamination in a lot of 600 analyzed samples (0% of defects
for temperature of incubation and brand, for B. cereus).
Only after abusive storage temperature deteriorative sporeforming bacteria were
found. Thus, within the experimental sampling space analyzed, Brazilian UHT milk
does not present this pathogenic microorganism and, therefore, is in accordance

with the current law.
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585 = The aerobic contaminants found in this research are common in commercial dairy

586 plants and its thermal resistance, in the literature, is low considering the thermal
587 process applied for milk. Its incidence could be attributed to bad conditions in
588 handling and storage procedures. Only B. sporothermodurans presents kinetic
589 parameters that justify its survival in processed Brazilian UHT milk.

590 = The modifications in the PCR methodology for genetic identification of B. cereus

391 were successfully implemented in the standardization of this procedure. The
592 phenotypic series for B. cereus must be complemented by the identification with
593 PCR and/or FITR.
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ABSTRACT

Thermal resistance of Bacillus cereus 0486 were determined in continuous system,
by Equivalent Point Method (EPM) and Paired Equivalent Isothermal Exposures (PEIE) in
whole Brazilian milk (pH 6.7) using ALIKINETIC.EXE program and compared to results
obtained using TDT method. Temperatures applied in all cases ranged from 115C-123C.
Data for kinetics parameters in static system were obtained in a thermostatically controlled
oil bath. In continuous system, data were determined in an UHT-HTST Lab 25-DH
Microthermics pilot unit, using 4 sample ports located between the final heater outlet and
the hold tube outlet. In continuous system, both methods showed good agreement but EPM
method presented better correlation coefficient (0.73) when compared to PEIE (0.66)
method and kinetic parameters for B. cereus 0486, at 121C, were Ea = 151,107.677 J/mol: k
=0.1657069 s™ and Dizic = 13.90 s. EPM value for D at 121C was 45.69% lower than D
value found using TDT tubes experiments, evidencing a higher lethal effect of continuous

process on this organism destruction in whole milk.
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RESUMO

A resisténcia térmica de Bacillus cereus 0486 foi determinada, em sistema continuo,
pelo método do Ponto Equivalente-EPM e pelo método das Exposi¢cdes Isotérmicas
Equivalentes-PEIE em leite integral UHT Brasileiro (pH 6.7) utilizando o programa
ALIKINETIC.EXE e comparando os resultados com o dados obtidos pelo método TDT. As
temperaturas aplicadas, em todos os casos, estiveram entre 115C-123C. Os dados de
pardmetros cinéticos em sistema estdtico foram obtidos a partir de um banho de 6leo
termostdtico controlado. Em sistema continuo os parimetros foram determinados em planta
piloto Microthermics UHT-HTST Lab 25-DH, utilizando 4 portas assépticas de
amostragem localizadas entre a saida do aquecedor final e a saida do tubo de reten¢do. No
sistema continuo ambos os métodos apresentaram boa concordancia, mas o método EPM
obteve melhor coeficiente de correlacio (0.73) que o PEIE (0.66). Os parametros cinéticos
para B. cereus 0486, obtidos em sistema continuo, foram Ea = 151,107.677 J/mol; k =
0.1657069 s and Di21c=13.90 5. O valor D, a 121C, obtido pelo método EPM foi 45.69%
menor do que aquele encontrado pelo método TDT, evidenciando o efeito letal do

processamento continuo na destrui¢do deste microrganismo em leite integral.
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INTRODUCTION

The investigation of Bacillus cereus contamination in UHT processed whole
Brazilian milk and has a led to a need of detecting when the spoilage could occur. The three
main causes of contamination in processing milk plants are the insufficient sterilization
temperature against the biological target, inefficiency during the equipment sterilization
and process to overcome a large initial population and/or fail in the aseptic procedure in the
plant (Mehta, 1980). The appearance of this pathogen in milk packages has arised questions
related to quality procedures used in Brazilian UHT milk production that increased 64.4%
in the last ten years (ABLV, 2003).

B. cereus produces enzymes, similar to those of Gram negative bacteria, which
activity results in the development of strange odors and other defects of sensorial quality in
milk products (Meer et al, 1991). It also produces two apparently different types of toxins,
when concentration of 1E+06 UFC/g is verified (FDA, 1998): the emetic type (poisoning)
and the diarrheic (toxic infection) (Drobniewski, 1993; Granum, 1994).

In some cases, sub lethal heat treatments can induce dormancy instead of activating
dormant spores (Gould, 1970). Gonzales et al (1995) tested different media to recovery
injured B. cereus spores submitted to thermoresistometer (Condén et al, 1989) and reported
that higher counts of heat-injured spores were obtained on Plate Count Agar (PCA) and
Nutrient Agar (NA). Wescott e al (1995) suggested that plates must be held up for four

days in order to verify that injured spores were recovered within 24 h.
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Prior sub lethal heating is also reported to induce increase thermoresistance in
spores (Alderton et al, 1964; Alok, 1984). Etoa & Adegoke (1995) studied the change in
thermoresistance of Bacillus spores after sub lethal heat treatments and indicated that
slowly preheated spores might have time for gaining more increased resistance to heat in
the destructive heating process.

Busta (1967) studied the thermal inactivation characteristics of B.
stearothermophilus spores and putrefactive anaerobe (PA 3679) spores, both suspended in
skim milk after thermal treatment (110-137.8C) in UHT pilot plant. The decimal reduction
time curves were linear in all cases, but the z values observed (8.89C to 11.1C) differed
considerably from those reported in batch system.

Burton er al (1977) compared thermal death rates of B. stearothermophilus spores
suspended in water and milk using a laboratory batch infusion UHT sterilizer system (with
a continuous steam injection UHT sterilizer) and a capillary tube system. A greater
divergence occurred in thermal death rates determined by both systems at lower
temperatures.

The authors concluded that the difference found in temperature coefficients was due
to failure to characterize the UHT systems with respect to time and temperature or to some
fundamental difference between spore destruction by capillary tube and pilot plant systems.
They also suggested that any estimates of sterilizing effects at UHT temperatures should be

treated without extrapolation at low temperatures.
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Some researches conducted in continuous flow systems (Stroup et al, 1969; Farber
et al, 1988; Lovett et al, 1990) determined decimal reduction from initial and final colony
counts and represented the total thermal destruction resulting from non-isothermal and
isothermal functions of the process. They stated that thermal inactivation rates determined
under constant temperature are more useful and appropriate because to correct non-
isothermal portions of the system the dilution effect of the steam condensate must be
considered to determine thermal inactivation rates.

More recently, Fairchild e a/ (1994) determined the thermal inactivation of Listeria
innocua in raw skin milk under continuous flow conditions and by capillary tube method.

A laboratory scale pasteurizer (LSP) was used to generate kinetic data monitoring
inactivation by sampling at various locations along the hold tubes. The data suggested that
the thermal destruction mechanism may be different between both processes.

Wescott ef al (1995) evaluated the thermal inactivation kinetics of B. cereus T in
capillary tubes and in continuous flow system using phosphate buffer between 99 and
107C. Large differences in D-values were found among three strains (0.28-4.57min) but z
values were not significantly different in any of the cases (7.64C+0.25). The continuous
flow system was more lethal than the batch system, because the D value at 99C obtained
with EPM method was 86.66% lower than in batch system. This fact suggests that the use
of batch has generated data to predict or to design continuous flow process may not be
accurate. Thermal inactivation kinetic parameters determined by traditional immersion
procedures that simulate the batch process conditions do not account for the physical stress
such as pressure and shear forces exerted on microorganism during continuous flow

processes (Swartzel, 1984).
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Huemer et al (1998) studied the thermal death kinetics of B. sporothermodurans,
isolated from UHT milk and affirmed that measurements at temperature higher than 125C
can not be carried out with the tube method, but should be performed with a UHT sterilizer
because, experimentally, the authors observed that at temperatures above 125C the
measurements obtained with the tube method presented a deviation compared to the
calculated values based on the model. They affirmed that this might be caused by the
heating-up time, but real-time monitoring of the temperature did not support this

hypothesis.

Approaches commonly used to determine thermal kinetic parameters may be either

isothermal or non-isothermal (Lenz and Lund, 1980).

The isothermal approach is used more frequently due to the conceptual simplicity;
however, the approach has been criticized for unavoidable thermal lags, inconveniently
small sample sizes and a limited temperature range from which to select sufficiently

different isothermal conditions (Welt et al, 1993)

The isothermal approach may be preferable when the objective is the reaction
determination (Constantinou, 1994). The non-isothermal approaches are attractive because
they are specifically designed to accommodate thermal transients. This eliminated much of
the experimental tedium associated with the isothermal approach and allows the

determination of the kinetic parameters from realistic processing conditions (Welt et al,

1997).
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In Brazil, the ALIKINETIC program was developed to calculate de kinetic
parameters such as reaction rate constant (kr), pre-exponential factor (ko) and activation
energy (Ea) of food components thermal inactivation submitted to non-isothermal
continuous systems that may be adjusted to Arrhenius equation. The model used for
program development assumes first order reactions (Tamega Jr, 2005) by Equivalent Point
Method — EPM (Nunes and Swartzel, 1990) and Paired Equivalent Isothermal Exposures —
PEIE (Welt, 1997).

Kinetic parameters calculated by ALIKINETIC program are based in Arrhenius
model (Ea, kg or k), but these data can be converted in D and z values from Bigelow
model. Equation 1 presents the relation that converts k value into D value. The z value may

be obtained through the equation 2, proposed by Ramaswany et al (1989).

DT _ ln(l 0) (1)
kr
. In(10)x RxT, . xT,_ (2)
- Ea

As proposed by Swartzel (1984), the EPM represented an easy-to-use non-
isothermal method for kinetic parameter estimation. The method is based on the
presumption that an equivalent isothermal process may be obtained for any continuous
thermal process. This concept is not new, as process designed to provide a specified
sterilizing value (number of log cycles in which the concentration of the target organism is

reduced) are based on achieving a specific Fy value (Teixeira, 1992).
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A second method, referred to as Paired Equivalent Isothermal Exposures (PEIE),
was developed for estimating kinetic parameters from continuous thermal process using the
true nature of an equivalent isothermal exposure (EIE). A PEIE method allows the
estimation of thermal kinetic parameters of a reactant that has been subjected to, at least,
two continuous thermal exposures (Welt et al, 1997).

In 2005, inactivation kinetic parameters, Ea and k, of Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM2498 spores in 11Brix orange juice, in a continuous pilot plant
Microthermics® ,were estimated by EPM and PEIE methods by ALIKINETIC.EXE.
Survivals were collected at the pre-heater exits, final heater, and after 4.02, 11.92, 33.44
and 35.9 s of holding, at flow rate of 1.0 L/min. z values, obtained by conversion of Ea,
were : 14.67 = 1.99C (Ea from 150.61 to 209.11 kJ/mol) and 15.47 + 3.76C (Ea from
133.56 to 233.75 kJ/mol) for EPM and PEIE respectively — representing almost the double
of the reported value for this microorganism using TDT tubes; such variation was attributed
to higher heating rates, present in a continuous system. PEIE was less inaccurate, although
both methods showed in average tendency to overestimate the process (Tamega Jr., 2005).

Before that, in 2001, Pacheco also concluded that significant difference was found
when kinetics parameters for Neosartorya fischeri in tomato pulp where determined in TDT
tubes and applied in continuous thermal process.

The objective of this study was to determine, for B. cereus, the “D” and “z” values
in isothermal TDT tube method and “k” and “Ea” values in continuous systems and to
compare these values to supply the Brazilian dairy plants with accurate kinetic parameters

to design their thermal processes during the production of UHT milk to consumers.

163



184

185

186

187

188

189

190

191

192

193

194

195

196

197

198

199

200

201

202

203

MATERIAL AND METHODS

Bacillus cereus spore suspension and heating media

A strain 0486 of Bacillus cereus isolated from 2003 whole milk production at
Thermobacteriology Laboratory — UNICAMP/Brazil was sporulated according to Pflug
(1990). Glass bottles (220mL) containing 70mL of Nutrient Agar (NA — Difco, Interlab,
S@o Paulo, Brazil) plus 5 ppm MnSO, were inoculated and incubated for 9 days at 30C, to
promote a large spore crop. The Pflug (1990) procedure was also applied to the collection
and washing of the spores. The final suspension was stored at 4C in water.

Spore concentration was determined after preparation of the suspension. The
bacterial spores were treated for 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45 and 50 min at 80C (Pflug,
1990) to obtain the best activation. After each heat shock in pasteurized (72-76C/20-30s)
whole milk, plus 0.03% sodium citrate, the suspension was pour plated in duplicate in the
appropriate subculturing medium, NA (Difco, Interlab, S&o Paulo, Brazil), and incubated
for 2 days at 30C.

Brazilian pasteurized (72-76C/20-30s) milk was obtained from a Brazilian dairy
plant. Milk pH was checked using a pH meter model mPA-210 (MS Tecnopon).

Aerobic plate counts, Mesophilic aerobic sporoformers and B. cereus spores
enumeration was performed on the pasteurized milk according to Morton (2001), Stevenson

and Segner (2001) and Rhodehamel and Harmon (1998), respectively.
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Kinetic parameters in TDT system

The analytical method of direct survivor enumeration was used for B. cereus heat
resistance using the sealed TDT method (Stumbo, 1973).

Inoculated blend (0.2ml of spore suspension and 1.8ml of pasteurized whole milk
plus 0.03% sodium citrate) were distributed in sterile TDT tubes with 10-mm length, 6-mm
inner diameter and 0.2-mm glass thickness, which were subsequently sealed in the flame of
a blast burner. Four temperatures were tested (115C, 118C, 121C and 123C) with 5
programmed time intervals for each temperature. Two TDT-tubes were heated, at each
time, after the thermal lag period, in a thermostatically controlled oil bath (+0.2C,
Polystat® Cole Parmer, Poli Science, Niles, IL). A thermocouple omega, type TT-T-36,
was inserted into the center of two TDT tubes in order to monitor temperature with a data
logger DORIC 245 (Beckman Industrial, San Diego, CA) at 30 s frequency. After fast
cooling, the tubes were aseptically opened and the survivors were enumerated in NA
(Difco, Interlab, Sdo Paulo, Brazil) medium.

Survivor curves were constructed for each heating time in order to determine D
(1/K) and z values with 95% of confidence interval through linear regression. In TDT
system, the inoculum for tests at 115C, 118C, 121C and 123C were 4.9E+07 - 6.10E+07

spores/mL of milk.

Kinetic parameters in continuous flow system

Inactivation kinetics for B. cereus in a continuous flow environmental were

generated on MicroThermics UHT-HTST Lab-25-DH laboratory scale aseptic unit
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(MicroThermics, Raleigh, NC), especially designed for heat resistance and validation
studies with four aseptic sample ports (figure 1).
FIGURE 1

The system was configured so that inoculated blend could be pumped from a 50 L
reservoir at 2 L/min through heating, holding and cooling sections.

To assure the distribution of bacteria throughout the hold tube and to facilitate the
comparison of inactivation kinetics between continuous flow and batch methods, a
turbulent flow was applied (Re > 6,600).

Heating was accomplished in a spiral tube heat exchanger (11.58 m) with the
heating medium flowing counter-current in relation to the product flow. The hold tube
length was the same in all processes at 115C, 118C and 121C. Higher temperatures were
not applied since no survivors were found and the short time was difficult to measure.

Pasteurized milk was directly inoculated with B. cereus spore suspension, in
MicroThermics 11049 laminar flow cabinet (Microthermics Raleigh, NC).

The inoculum level at 115C, 118C and 121C was 1.1E+05 to 9E+06 spores/mL of
milk. Sample ports were located at the final heater outlet in order to measure the effect of
heaters on the number of decimal reductions and at three equidistant points along the hold
tube as shown in figure 1. Hold tube lengths and mean residence times to the sample ports
for each temperature evaluated were based on the conditions presented in table 1.
Residence times were calculated using the mean velocity because in turbulent flow the
maximum velocity tends to be equal to the mean velocity. Samples were immediately
cooled as soon as they exited the hold tube by an additional tubular cooler. Cooling water

flowed counter-current in relation to the product line.
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TABLE 1

After equipment sterilization, the product temperature and the flow rate were firstly
stabilized using uninoculated pasteurized whole milk plus 0.03% sodium citrate and then
the inoculated milk was introduced.

While the product was continuously pumped from the intake reservoir trough
system, the temperature was monitored with omega T thermocouple, every 8 s, at six points
(pre heater outlet, final heater outlet, sample port 1, sample port 2, sample port 3 and hold
tube outlet) via a Fluke Hydra data logger, model 2625A.

The product line pressure was maintained at 5 kg/cm®, with a spring-loaded pinch-
style back pressure valve after all heaters and cooler, to control product back pressure and
to prevent flashing (boiling) of the product during processing.

Three test runs, in duplicate, were conducted on separate days at each temperature.
Samples were taken one at time from each sample port and the computer time was
registered so that the temperature could be precisely abstracted from the time temperature
data file. Samples were sequentially taken from hold tube outlet to port 1.

After processing, samples were aseptically recovered in order to count the survivors
(Ny) by pour plate in duplicate in the appropriate subculturing medium, NA, and incubated
for 4 days at 30C. B. cereus colonies were confirmed by streaking into selective MYP-
Mannitol egg Yolk agar (Difco, Interlab, Sdo Paulo, Brazil) medium plus polymyxin 0.1%.

Survivors, temperature and residence time data were given as input to ALIKINETIC
to generate, by EPM and PEIE methods, the kinetic parameters (Ea, k and D values) and

correlation coefficient (R).
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RESULTS AND DISCUSSION

Bacillus cereus spore suspension

Bacillus cereus spore suspension count was 5.0E+09 spores/mL of sterilized milk.
The best cell recuperation, after each heat activation time at 80C, in pasteurized whole milk
was presented in Figure 2.

FIGURE 2

From figure 2 it is possible to observe that B. cereus heat activation time showed
three peaks, at 80C, indicating the presence of sub-population with different level of
dormancy.

Johnson et al (1982) isolated three B. cereus strains showing sub-populations.
Gonzales et al (1995) studied the effect of recovery media and incubation temperature on
the apparent heat resistance of three strains of B. cereus spores. They reported that B.
cereus 7004 showed sub-population (tailing) with greater heat resistance than the majority
of the population.

The tailing phenomenon has been previously observed by several researches
(Johnson et al, 1982; Rajkowski and Mikolajcik, 1987). In this study the best activation was

80C for 10 min.

Characterization of the heating media

The pasteurized milk showed pH of 6.92. The aerobic colony count was 6E+05

CFU/mL of pasteurized milk; the mesophilic aerobic sporeforming count was 5E+02
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spores/mL of pasteurized milk and the enumeration for B. cereus was 3E+02 spores/mL of
pasteurized milk. This contamination was considered in the calculation of the B. cereus

inoculation level.

Time-temperature profiles and inactivation Kinetics of B. cereus

Figure 3 shows the time-temperature profiles for TDT tube system and continuous
flow system with mean temperature for each heating and retention sections for the
determination of thermal resistance.

FIGURE 3

Simple calculation of the activation rate during pre heating (figure 3) shows that
TDT tubes presented 0.85C/min while for continuous system activation rate was
5.45C/min. Therefore, the increase on the activation rate during the continuous process was
6.43 times higher than in TDT system, increasing the number of germinated spores causing
a subsequent decrease in resistance (D values). In relation to the continuous system, the pre
heating phase should be more carefully analyzed since its effect on activation seems to be
relevant.

Fernandez et al (2001) studied the effect of isothermal and non-isothermal heat
activation on germination and thermoresistance of B. cereus spores and indicated that the
type of heat treatment activation seems to affect the final number of recuperated spores

because the germination after isothermal activation was lower than after non-isothermal

activation.
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For Fernandez et al (2001), the non-isothermal inactivation at rate of 2C/min
resulted in larger D values (Dggc = 4.7min) and z value of 8.3C in relation to the isothermal
activation (Dggc = 4.04min). They observed that at the highest heating rate, the percentage
of germinated spores increased in the case of treatments up to 85C.

The activation rate, for non-isothermal conditions also affected the z values which
increased with faster heating rates (Fernandez et al, 2001). Analyzing Fernandez et al
(2001) data seems to be a linear relationship between activation rate and z value, under
non-isothermal conditions.

Most of food thermal processes have been established using parameters obtained
from thermal activation and subsequent isothermal inactivation treatments. However, this is
not the situation in commercial industries. The food temperature increases at a rate that
depends on the type of food, so the spores are subjected to a non-isothermal activation
conditions before the inactivation treatment.

In 1999, Férnandez affirmed that non-isothermal treatment is a good choice for
kinetic estimation, since the methodology offers advantages over the traditional one in
terms of time reduction and labour and an increase in the number of data that can be
obtained from a single experiment, being closer to what happens in a real thermal process.
Periago at al (1998) also produced good results when estimate the kinetic parameters of B.
cereus under non-isothermal conditions.

Etoa & Adegoke (1995) showed an apparent increase in thermal resistance for B.
cereus as a function of the pre heating treatment speed. The spores heated at the lowest rate
displayed higher resistance than those pre heated at rapid rate indicating that slowly

preheated spores might have time for gaining more increased resistance to heat in the
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destructive heating process. Tsuchido et al (1982) had reported a similar observation while
studying B. subtilis spores. In this research, similar results were found.

B. cereus 0486 did not show extraordinary high thermal resistance, for isothermal
and non-isothermal treatments, if compared with the strain reported by Franklin (1970)
which survived 2s after UHT processing of cream at 140C.

Mike (1988) also found that the long exposition of the spores, at a sub-lethal
treatment, may help to straighten their dormancy and/or their resistance instead of
activating them as conventionally expected.

According to Craven & Blankenship (1987), cited by Etoa & Adegoke (1995),
submitting C. perfringens spores at 72C for 20min could induce molecular changes of the
spore macromolecules or changes in the internal structure of the intact spore. Consequently,
one may infer that the heat-induced resistance observed with some Bacillus spores strains
might be due to their internal structural modifications.

Results presented in Figure 4 and Table 2 confirm these hypothesis since the D
values calculated from TDT tubes, for 121C are higher, but no simple relationship between
rates and D values was found; so there must be other factors that determine the differences
between TDT and continuous Kkinetic parameters. Possible explanations may be the
contribution due to physical forces in the continuous flow system (stress, pressure and shear
tension) which is not observed in batch system (Swartzel, 1984).

Fairchild e al (1994) compared batch and continuous flow thermal inactivation
system using Listeria innocua in raw milk and reported different z values between
treatments, suggesting that there might be significant differences in mechanisms of thermal

destruction in both systems.
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Similar conclusions were reported by Pacheco (2001) for Neosartorya fischeri in
tomato pulp and by Tamega Jr (2005) for Alicyclobacillus acidoterrestris in orange juice.
Both authors applied thermal process in MicroThermics UHT-HTST Lab-25-DH laboratory
scale aseptic unit (MicroThermics, Raleigh, NC).

FIGURE 4
TABLE 2

The comparison between kinetic parameters obtained in static and continuous systems
indicated that the continuous system was more lethal than the batch system.

Westcott et al (1994) determined the activation energy of 313,000 j/mol, for B. cereus
T, heated in phosphate buffer solution for temperature range of 99-107C. This value was 2.07
times higher than 151,107.67 J/mol obtained for B. cereus 0486, in continuous system, when
analyzed by EPM method for temperature range of 115-121C. This difference may be
attributed to denaturation of milk components occurring at this temperature range which are
not observed at lower temperatures.

White & Sweetsur (1977) had characterized the kinetics of the heat aggregation of
the caseinate micelles in milk. The authors had observed that the heat induced aggregation
reaction subsequent to the beginning of visible aggregation in milk at temperatures range
from 110 to 140C appeared to be second order, with activation energy of about 128.500
J/mol. This activation energy value for caseinate micelles is similar to the activation energy
value obtained, in this research, for B. cereus. Perhaps it could be supposed that, since B.
cereus presents a hydrophobic nature, this microorganism could be protected by casein,
requiring approximately the same level of activation energy to be inactivated. More

rescarches are needed in order to elucidate the mechanism of protection.
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Holdsworth (1992) compiled kinetic data for inactivation of Bacillus against
disinfectants such as hydrogen peroxide and peracetic acid reporting, for B. cereus a Ea of
76.600 J/mol for its inactivation by hydrogen peroxide at room temperature. It is possible
that the temperature coefficient value could be dependent of the physico-chemical reaction
on the cell membrane at different temperature range.

Generically, we agree with Burton et al (1977), Fairchild et al (1994) and Fernandez
et al (2001) affirming that batch data to predict or to design continuous flow thermal processes
may not generate correct estimation. Proper estimation must use kinetic parameters

determined in continuous heating system.
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CONCLUSIONS

Extrapolation of batch kinetic data to estimate UHT processes may not be accurate and

may result in over processing affecting the sensorial quality of milk.

At 121C, the D value for B. cereus calculated through the TDT method was 2.2 times

higher than D value obtained by EPM method in continuous system.

Kinetics parameters obtained from continuous systems would yield the most accurate
results to orient commercial thermal processes in UHT region, especially when turbulent

flow is applied in order to minimize possible errors in temperature measurements.

The EPM method for analysis of biological system for milk was better than PEIE

method to determine continuous process kinetic data.

The increased thermal resistance observed after non-isothermal activation indicates that

it is necessary to consider the activation rate in pre heating stage as an important factor

before carrying out the inactivation treatment
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NOMENCLATURE

CFU Colony Forming Units

Dr

Tmin

Tmax

Time required reducing the initial microbial count, nutrients or quality factors
by a factor of 90%, in determined temperature min
Activation energy J/mol

Integrated sterilization value based on C. Botulinum (T=121C and Z=10C)  min

Reaction rate constant min
Pre-exponential factor min”
Final population CFU/mL

Coefficient of correlation

Universal gas constant (8.314) J/mol.K
Minimal Temperature @
Maximum Temperature C
Temperature interval to cause a 10 times variation in the D value C
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Figure 1.

SCHEMATIC OF LABORATOY SCALE STERILIZER WITH ASEPTIC SAMPLE
PORTS
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572 TABLE 1

573 MEAN RESIDENCE TIME (RT) AND HOLD TUBE* (HT) LENGTH TO EACH
574 SAMPLE PORT FOR ALL RUN TESTS.
575
Sample Port HT(m) RT (sec)

1 10.87 30.54

2 16.32 45.85

3 21.74 61.08

4 2231 62.68

576  * Hold tube inside diameter = 1.092 cm; flow rate = 2.0 L/min; mean velocity = 0.36 m/s
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FIGURE 2.

TIME-TEMPERATURE CURVE ILUSTRATING THE HEAT ACTIVATION OF B.
cereus 0486
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FIGURE 3.

TIME-TEMPERATURE PROFILES FOR INOCULATED PASTEURIZED WHOLE
MILK IN TDT AND CONTINUOUS SYSTEMS.
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B. cereus KINETIC PARAMETERS IN STATIC SYSTEM.
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669 TABLE 2.
670 B. cereus KINETIC PARAMETERS IN CONTINUOUS SYSTEM BY ALIKINETIC

671 SOFTWARE.

EPM Method

Equivalent binomium

Time (s)  Temperature (C) Equivalent k(s™) Equivalent D (s)

Ea= 151,107,677 J/mol 36.38 125.99 3.74E-01 6.2
K 121c =0.1657069 s 36.31 126.31 3.66E-01 6.3
D 121c=13.90s 68.55 117.26 1.35E-01 17.0
R® =0.731068 68.81 117.88 1.18E-01 19.6
53.08 121.01 1.40E-01 16.5
52.56 123.32 1.38E-01 16.8

PEIE Method

Equivalent binomium

Time (s) Temperature (C)  Equivalent k (s™) Equivalent D (s)

Ea =153,206,694 J/mol 4242 123.52 3.21E-01 72

K 121c=0.1861150 5! 4242 123.84 3.13E-01 7.3

D pie=1237s 73.01 116.02 1.27E-01 18.0

R =0.666712 73.16 116.69 1.11E-01 20.6

57.96 119.41 1.28E-01 17.9

57.89 121.67 1.38E-01 18.4
672
673
674
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ABSTRACT

The objective of this research was to study the rate of defects in continuous UHT
indirect process applied to whole milk (pH 6.6). Spores of Bacillus cereus 0486 were
selected as Brazilian target.

In order to verify the theoretical defect rate of B. cereus 0486 spores, two thermal
processes at 1.24L/min, in duplicate, were carried out in an aseptic pilot unit and tested by
direct inoculation packages. The first thermal treatment simulated 1.35% of defects outside
the UHT region for milk (150.5s at 121C). The second thermal process situated at the upper
limit of UHT region for milk (36.3s at 134C) was inoculated with 1E+02 spores/mL. The
thermal process at 134C for 36.3s did not allow the survival of B. cereus 0486 when 1E+02
spores/mL were inoculated. In the other process 1.33% of defects found were very close to
the theoretical one.

The utilization of kinetic parameters determined in dynamic systems allows a better
simulation of the thermal process in UHT region for milk with accurate prediction of defect
levels.

In conclusion, the UHT milk thermal process, situated at upper limit of the UHT
region, promotes sterile packages free from the pathogen B. cereus when its initial
contamination is up to 1E+02 spores/mL.

Keywords: UHT milk, Bacillus cereus, Kinetic parameters, Continuous process.
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RESUMO
Esta pesquisa estudou a taxa de defeitos no processo UHT continuo indireto
aplicado ao leite integral (pH 6,6). Os esporos de Bacillus cereus 0486 foram selecionados
como alvo brasileiro. Para verificar a taxa de defeitos tedrica de 1.35% de esporos de B.
cereus 0486, dois processos térmicos a 1,24 1/min, em duplicata, foram realizados em

unidade piloto asséptica e testados por inoculagio direta dos esporos.

O primeiro tratamento térmico simulou a taxa de 1,35% de defeitos fora da regido
UHT para leite (150,5s a 121°C). O segundo processo térmico, situado no limite superior
da regido do UHT para leite (36,3s a 134°C) foi inoculado com 1E+02 esporos/ml. O
processo térmico a 134°C por 36,3s ndo permitiu a sobrevivéncia de B. cereus 0486 quando
inoculado com 1E+02 esporos/ml. No outro processo a taxa de defeitos encontrada foi de

1.33%, muito proximas da estabelecidas teoricamente.

A utilizagdo dos pardmetros cinéticos determinados em sistema continuo permite
uma simulag@o mais precisa do processo térmico na regido UHT para leite com predi¢do

exata de taxas de defeito.

Em conclus@o, o processo térmico situado no limite superior da regiio do UHT para
leite promoveu embalagens livres do patégeno B. cereus quando sua contaminacio inicial

for de até 1E+02 esporos/ml.

Palavras-chave: leite UHT, Bacillus cereus, Pardmetros cinéticos, Processamento

continuo.
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INTRODUCION

Fluid milk is a highly perishable commodity. Milk also has a special importance as
a component of the diets for the young and the old people, as both of these groups tend to
have greater vulnerability to adverse dietary factors than do people in the middle age
groups. For both of these reasons, greater emphasis has been placed upon the quality of
milk than upon the quality of most other groups of foods. In some instances this concern
has been carried to the point where basic requirements have been superseded by primarily
aesthetic considerations. Some thought must be given to what may be considered good
manufacturing and handling practices of milk within a given environment. Certainly, where
the need is great for the nutritional advantages of milk and milk products, adoption of either

marginal or unnecessary requirements would be of very questionable value Ne'so™ 1981

The growing of aseptic packaging techniques for food products has increased the

need for microbial quality control methods.

For product development in aseptic lines, challenge tests are recommended and the
sterilization effectiveness of the process is verified by conducting tests with inoculated
packs. In conducting such in-plant tests, the product is batch inoculated with the
appropriate test organism. At least, 100 inoculated containers per processing variable
should be prepared for incubation because detection of non-sterility with certainty requires

many samples, since only a low number of packages may be non-sterile Amvenainen. 1988
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It is usually necessary to run a protocol of process variables by changing
temperatures and maintaining a constant product flow rate; one of these processes is

equivalent to that about to be verified.

The final step is to incubate the final product at target microorganism optimum
temperature and to observe the spoilage pattern in relation to the process delivered. Results

should confirm the adequacy of the scheduled process Heppell: 1985 cited by Ahvenainen, 1988

The mathematical solution to the probability, with 95% of confidence, of obtaining
the fastest particle from a population of residence times is very straightforward. If the
residence time of “N” particles was measured, the probability that none would be a member
of the fastest percentile can be expressed as (1 — P) N, choosing the fastest percentile as 1%
of the particle’s residence time population, which was considered consistent with the
traditional use of 2-3 standard deviations of the mean to describe normal distributed
variations. Therefore, the probability that ar least one of the residence time is from the
fastest percentile is C = 1 - (1 — P) ™. Choosing a value of “N” so that C > 0.95 (95% of
confidence) will ensure that, at least, one particle residence time will be in the top “P”

percentile of the population. The smallest “N” is 299 (0.95 < 1- 0.99 2%%) Digeronimo, Gathright and

Larkin, 1997

UHT milk presents pH range from 6.6 to 6.8 ¥o" Bockelmann. 1982, oih an average of
6.63 Qually Management, 2003 -6 sidering that one of the rules for evaluating the UHT milk

stability, during its shelf life, is that the fluctuations in pH values should be lower than 0.2
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pH units *o" Bockelmann. 1988 14 o) then be affirmed that assuming UHT milk average pH as
6.70, a minimum limit of 6.5 may be established as a simple criterion to identify non sterile

‘ - . Pacheco- 2004
samples with considerable safety margin Pacheco-Sachez, 2004

Since the kinetic batch generated data used to design continuous heat treatments is
not always accurate, the thermal processes design must consider kinetic data obtained in

dynamic sy stems Wescott, Fairchild and Foegeding, 1995-

Recently in Brazil, kinetic parameters for Bacillus cereus, in whole milk, have
already been determined in continuous non-isothermal process (Dj21¢=0.23 min and
Ea=151,711.64 J/mol) using ALIKINETIC software developed in MS Visual Basic 6.0®
language Pacheco-Sanchez, 2005 AT IKTNETIC is a computer program with a graphical interface,
where one can insert his experimental kinetic data for each new situation. The program
estimates the kinetic parameters based on the Equivalent Point Method (EPM) Nunes and
Swartzel, 1990 and on the Paired Equivalent Isothermal Exposures (PEIE) method et ¢t a. 1997
ALIKINETIC also carries through the equivalent point calculations (Te x te) and predicts

the remainder concentration of thermal labile factors and process lethality T2meg2 ’r- 2005

The Equivalent Point Method (EPM) was developed by Swartzel (1982), in order to
facilitate the design of continuous ultra-high temperature flow processes. It was suggested
that the EPM provided a reliable means for determining the kinetic parameters from
dynamic thermal processing conditions S¥*%¢h 98¢ EPM has been applied in kinetic

; ; 1995 ; !
analysis and thermal assessment of continuous flow systems " ¢sico0t et al, 1995 Berry etal, 1990
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The EPM was recognized as “a significant advance in the application of food

13 Giese, 1994

technology to food production contributing to an Industrial Achievement Award

from the Institute of Food Technologists in 1994.

The Paired Equivalent Isothermal Exposures (PEIE) method was proposed for
dynamic thermal treatment of uniformly heating samples V' 2 19978 The rise of the PEIE
method was demonstrated by successfully defining kinetic parameters that had been used to

generate simulated experimental data.

The PEIE was also employed to understand thermal inactivation behavior of a
particular spore population, in a specific product, submitted to specific process conditions.
In the absence of shoulder in survivor curves, the PEIE method provides results similar to

the traditional kinetic parameters estimation "¢ ¢ % 1970,

Members of the genus Bacillus are aerobic or facultative bacteria that can act as
invasive or opportunistic pathogens of man and animals. Due to their capacity of forming
endospores that are highly resistant to heat, drying and other destructive agencies are of

particular importance in the milk industry Sineh¢/a’ 1980

The UHT milk has become a preferential product of the Brazilian consumer,
increasing the consumption and production, during 1993 to 2003, from 187 million liters to

4,200 million liters (ABLV, 2003).
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In Brazil, the incidence of Bacillus in UHT milk was studied and the results showed
18.75% of samples enumerated with 1-9 CFU/mL of milk, 15.65% of samples with 10-49
CFU/mL of milk, 18.75% with 50-99 CFU/mL of milk and 6.25% with more than 100
CFU/mL of mijlk Sehokenlturmine, Nader Filho and Dimenstein, 1996 1 5000, 45% of UHT imilk samples
presented values higher than of 1E+02 CFU/ml of milk, the highest limit established by the
Brazilian standard for mesophilic aerobic sporulated microorganism Secretria de Vigilancia Sanitaria,
1

97 Three hundred cultures were isolated and 8% of them were confirmed as B

sporothermodurans by genetic tests Z2c¥ehenco etal, 2000

Bacillus cereus is well known as a spoilage organism in the dairy industry and
numerous sources of this and another Bacillus species contaminating milk supplies exist.

B. cereus is commonly found in soil, vegetables and in many raw and processed
foods Rbeehamel and Harmon, 1998 ., g represented the most important Bacillus species in terms of

food hygiene and public health. It is considered in the traditional taxonomy to be closely

related to B. thuringiensis, B. anthracis and B. mycoides - cereus group Cisiansson & Grifiths,

2000

However, the relative contribution performed by each source and how the Bacillus
population of milk develops during processing remains unclear. In addition, B. cereus has
already been sporadically isolated from bulk milk tank Bramley and McKinnon, 1990 i oo o oo inted
with cattle feed throughout the year and tended to be more common in raw milk during the

summer months.
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Even with low concentrations of B. cereus and B. licheniformis in raw and
pasteurized milk pre-incubated at room temperature, B. cereus can dominate the Bacillus
population, reaching levels associated with the enterotoxin production proving that its

growth kinetics is greater than B. licheniformis at ambient temperatures !ty ¢ 1994

Food poisoning caused by Bacillus cereus may occur when foods are prepared and
held without adequate refrigeration for several hours before serving and may occur if
1E+06 B. cereus/g are present. Two types of illness have been attributed to the

: i . I 1
consumption of foods contaminated with B. cereys Rhodehamel and Harmon, 1998

It is known that B. cereus can survive the milk pasteurization processes. Its thermal
resistance at 100C is about 5.5 min M 2 97 byt the survival is very rare at 145C. The
literature presents only one study that reports an extremely resistant isolate surviving rate at

135C for 4h when 1E+05 to 1E+06 spores/mL were inoculated F"!in. 1970

B. cereus thermal resistance in continuous flow systems is relatively low,

. . “ai 1 aedine .
considering Djp3c = 4 s and z = 8.2-8.5C Wescott, Fairchild and Foegeding, 1995 1y 4+ it has been

. ; ; , Liick and H , 1979; Westhoff and Dougherty, 1981
occasionally isolated from UHT milk Mosten. Loskiand Husmand, 1379, Westhoff and Dougherty. 1981

Ultra high temperature (UHT) sterilization of milk is a process in which milk is
heated to a temperature of 135C-150C in a continuous flow and held at that temperature for
a few seconds to produce a satisfactory level of commercial sterility with an acceptable

amount of sensorial change in the final product.
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The sterilized milk is not completely free of all microorganisms. It is free of
sporulating, toxicogenic and pathogenic microorganisms to a level so that it remains safe
for consumption for several weeks at room temperature '™ 1933 cited by Sahoo etal, 2002 1, g0
the definitions are in agreement with Pien (1955) but UHT milk treatment range from 130 -
150C for 2-4 g Ministerio da Agricultuea , 1997 e se of less severe heat process in the lower
portion of this range allied to a large initial concentration of bacilli in milk may present a

risk of survivors.

The objective of this research was to verify the rate of defects, in terms of direct B.
cereus 0486 inoculation in UHT whole milk thermal process applying the kinetic

parameters previously obtained in dynamic system.

METHODOLOGY

Spore production and collection

B. cereus 0486 isolated from Brazilian whole milk, in the Termobacteriology
Laboratory-Unicamp, was inoculated in Nutrient Broth (Difco) and incubated for 24h at
30C. Slants (70mL of medium in 220mL sterile glass bottles) were prepared using Nutrient
Agar (Difco) plus 5 ppm MnSOy and inoculated with 0.2mL of the cell suspension. Eighty
bottles were incubated in horizontal position for 9 days at 30C in order to maximize

sporulation.
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Distilled water was added for spore collection and washing. The resultant
suspension was filtered and submitted to three refrigerated centrifugations at 1000 g for
10min, as well as, to the ultrasonic treatment for 2min at 2C in order to obtain free spores

(microscopically observed). The treated suspension was stored at 4C P& 1990,

Spore counting in the suspension
The B. cereus spores suspension was heat shocked for 10min at 80C "™& 1990 After
the heat activation, the suspension was pour plate, in duplicate, in Nutrient Agar

(Difco)onzales 12l 1995 an 4 incubated for 2 days at 30C.

Whole milk
Pasteurized (73-76C for 20-30s) and refrigerated (4C) Brazilian whole milk (pH
6.7) was used in all thermal processes. The initial pH was determined at room temperature

Morton, 2001

and the milk contamination was characterized by aerobic plate counts , mesophilic

a 1 e . .
Stevenson and Segner. 2001 - phesophilic anaerobic sporeforming

aerobic sporeforming count
detection S8 2001 and B, cereus spores count Rhodehamel and Hamon, 1998 - A fyer 481 this milk
were used in all thermal process because the pasteurized milk initial contamination with B.

cereus was considered to standardize the total inoculation level before thermal processes,

otherwise the B. cereus inoculum would not be precise.
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Spore inoculation level

B. cereus 0486 spore suspension was aseptically inoculated in a class 100 laminar

flow cabinet, in pasteurized refrigerated whole milk plus 0.03% sodium citrate.

The inoculation levels were calculated considering the kinetic parameter,

D121c=13.90 s, determined in Microthermics UHT-HTST Lab-25-DH pilot unit "2heco-Sanchez,

2005 The following processes, estimated using the Equivalent Point Method Miles and Swartzel,

1995 \vere tested:

A) 150.5 s at 121C, inoculated with 5.0E+06 spores/mL of milk. This process is located
outside the UHT region for milk ®*" %8 anq the theoretical inoculation level was
calculated to cause 1.35% of defects, in packages contaminated with B. cereus 0486,
promoting 10.8 decimal reductions in its population "¢ ! applying the Pacheco-

Sanchez (2005) kinetic parameters.

B) 36.3 5 at 134C, inoculated with 1.0E+02 spores/mL of milk simulating the commercial

contamination level of raw milk. This process is located at the upper limit of UHT region

k Kessler, 1981

for mil and was designed to promote 11.8 decimal reductions in B. cereus

Toledo, 1991

population applying the Pacheco-Sanchez (2005) kinetic parameters.
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Continuous Thermal Processing

All thermal processes, in duplicate, were carried out in an aseptic pilot unit
(Microthermics UHT/HTST Lab-250DH, Raleigh, USA) available at UNICAMP. This unit
is equipped with two indirect spiral heat exchangers (pre heater and final heater), several
jumpers to promote different retention times and one spiral cooler. All exchangers have
11,58m of length. Before each heat treatment the unit was sterilized, with water, for 15 min

at 121C.

In order to stabilize the system, at process temperature, uninoculated milk was used.
Flow rate of 1.24 L/min was applied in all cases to promote a turbulent flow (Re > 2600). A
Fluke Hydra data logger, model 265A was used, for temperature data collection every 8 s at
five positions (pre heater outlet, final heater outlet, hold tube outlet, cooler outlet and sterile

product outlet)

After each heat process 300 glass bottles (220mL), sterilized at 121C for 15 min, were
aseptic filled, at 20-25C, in class 100 laminar flow cabinet and aseptic sealed with crown

caps, sanitized for 10 minutes with Vortexx ES 0.3% v/v (ECOLAB®).

von Bockelmann, 1988 -

All bottles were incubated for 30 days at 30C in order to recuperate

injured spores.
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Thermal profiles

Product and utilities temperatures during processing were determined by averaging the

temperature measurements logged during the process period at each section position.

Flow rate, system and connection dimensions were then used to determine residence
time between each section. This time was divided into 20 intervals to construct the

temperature history.

Considering the flow heating conditions using isothermal heat or cooling source, using

isothermal heat sink, the Deindoefer and Humprey relation presented in equation 1 and 1.1,

was used to determine as exponential solution for the mass average temperature "% 1982,
U, -A
In ~T,())=In -Ty)——+—-t (eq.1)
(o~ T0) =t -,)- U2
U, -A
5. hio P (€q.1.1)
w,-Cp

To approach an exact solution for equation 1, the values of the initial parameter
values are established at to resulting in the determination of J. Each section presents a

residence time, divided into 20 intervals, generating a specific value for J.

Thus, knowing the other parameters, in equation 1, Ts can be determined in all cases.
The iteration continues in each section until time-temperature curve emerges determining

the thermal profile from the start of the process to each section up to the fill system.

CIP procedure
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After each heat processes, the fill system was closed and rinse water flushed
through the pilot unit, at process temperature and flow rate of 2.48L/min, for 10 min.

Initially, NaOH 1% v/v plus P3-Stabicip ZN 0.5% v/v (ECOLAB®) ran about 10
min at 55C in order to maximize the detergent action followed by rinse water flowing for
10 min; in sequence, Elsolve97 0.13% w/v (ECOLAB®) flowed for 10 min at 45C as a
descaler and rust remover, followed by 10 min of rinse water and, finally, Vortexx ES 0.5%
v/v (ECOLAB®) ran for 20 min at 35C for its sporicidal activity, concluding with 20

minutes of rinse water. This way, an efficient CIP procedure was obtained €020 2004,

Non-sterile units

After incubation, glass bottles were characterized by color, phase separation and gas
formation; then they were aseptically opened in a class 100laminar flow cabinet for pH

measurements at room temperature.

Non-sterile units, identified by swelling, color changes, phase separation, gas formation
and/or pH measurements lower than 6.5, had an aliquot transferred to B. cereus selective
MYP plus polimixin 0.1% (Mannitol-egg-yolk-polimix Agar- Difco) medium, BHI (Brain
Heat Infused Agar - Difco) medium and Fluid Thioglycollate medium (Difco) and

incubated at 30C and 37C for 7 days.

209



306

Growth of colonies were characterized in each medium and submitted to Gram,
spore stain and catalase test. Only typical colonies of B. cereus in MYP, surrounded by
precipitate zone which indicates lecithinase production and presenting a pink color due to
no fermentation of mannitol, were submitted to relevant FDA confirmatory and differential
series for B. cereus: Anaerobic growth in phenol red glucose broth, Reduction of Nitrate to

Nitrite, Motility test and Rhizoid Growth on Nutrient Agar (Difco) Rhodehamel and Harmon, 1998

RESULTS AND DISCUSSION

Spore suspension and whole milk

Bacillus cereus suspension was 5.0E+09 spores/mL of milk and the pasteurized
milk showed pH of 6.92.

The total aerobic colony count of pasteurized milk was 1.22E+07 CFU/mL of milk;
the mesophilic aerobic sporeforming count was 2E+02 spores/mL of milk, the mesophilic
anaerobic sporeforming detection was 33,33% and the enumeration for B. cereus was
1E+02 spores/mL of milk.

The refereed microbiological values were higher than those reported in literature
and/or Brazilian standard for pasteurized milk because for aerobic colony the standard
count is 1E+06 CFU/mL of milk and for mesophilic aerobic sporeforming the respective

count exceeds in 50% the upper limit permitted in the Brazilian legislation S¢cretria de Vigilancia

Sanitaria, 1997
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309 These results may be explained because the pasteurized milk was stored, at 4C for 2
310  days, before thermal processing while waiting for the microbial analyses results. In this
311 situation the contamination level was higher because some psicrotrophic microorganisms
312 may have developed. This fact certainly does not occur inside a processing plant where the
313 pasteurized milk is processed on the same day it is received. This contamination level, of

314 course, represents a challenge for the thermal processes tested.

315
316 Rate of Defects
317 As presented in Table 1, the predicted rate of defects, based on dynamic kinetic

318  parameters showed a good performance, once in process with survivors confirmed as B.
319  cereus, both the predicted (1.35%) and experimental (1.33%) rates of defects were very
320  close to each. In addition, the predicted rate was higher than the experimental one offering

321  safety margin for processors.

322 Table 1. Direct inoculation heat treatment with B. cereus spores
Heat Treatments
121C/150.5s 134C/36.3s
Conditions
Inoculum (spores/mL) 5.0E+06 1.0E+02
Decimal reductions expected 10.8 11.8
Predicted rate of defects for B. cereus (%) 1.35 1.6E-08
1° repetition
Experimental rate of defects for B. cereus (%) 1.33 <1
Predicted rate (%) — experimental rate (%) 0.02 -
Experimental rate of defects for other microorganisms (%) 4.6 <1
2° repetition . ;
Experimental rate of defects for B. cereus (%) 1.33 <1
Predicted rate (%) — experimental rate (%) 0.02 -
Experimental rate of defects for other microorganisms (%) 5 <1
211 —
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324 Tables 2 and 3 detail microbiological characteristic of the non sterile units, after
325 each thermal process, showing the pH measurements and the identification of the respective
326  contaminants. Figures 1 and 2 shows the duplicate processes profiles.
327
328  Table 2. Microbiological characterization of non sterile units processed at 121C for
329 150.5s, 1° repetition, with inoculation level of 5.0E+06 B. cereus spores/mL of milk
_ 121C for 150.5s - 1° repetition
bottle | pH MYP BHI* TB | gram/endospore | catalase t-sﬁaup Conclusion
15 | 6,00 | atipycal growth 5 rods +/central - Bacillus Bacillus sp.
17 6,47 | typical growth - rods +/central + Bacillus B. cereus
21 6,48 | typical growth - rods +/central + Bacillus B. cereus
38 5,77 | no growth | no growth + rods +iterminal - Clostridium Clostridium sp
54 6,20 | nogrowth | no growth + rods +lterminal - Clostridium Clostridium sp
56 6,10 | atipycal growth - rods +/central + Bacillus Bacillus sp.
104 | 6,12 | no growth | no growth + rods +terminal - Clostridium Clostridium sp
107 | 6,48 | atipycal growth - rods +/subterminal + Bacillus Bacillus sp.
110 | 6,12 | typical growth - rods +icentral & Bacillus B. cereus
120 | 6,45 | atipycal growth - rods +/central + Bacillus Bacillus sp.
121 | 6,13 | typical growth - rods +central + Bacillus B. cereus
162 | 6,50 | no growth growth - rods +/no spores + Bacillus Bacillus sp.
176 | 6,48 | typical growth - rods +/central + Bacillus + - Bacillus sp.
178 | 6,50 | typical growth - rods +/central + Bacillus + - Bacillus sp.
209 | 647 | typical growth - rods +/subterminal + Bacillus + + Bacillus sp.
220 | 6,46 | typical growth - rods +/central + Bacillus + - Bacillus sp.
226 | 6,49 | typical growth - rods +/central + Bacillus + + Bacillus sp.
291 | 6,46 | atypical growth - rods +/central + Bacillus Bacillus sp.

330

331

332

333

334

FR =Anaerobic growth in phenol red glucose broth; N=Reduction of Nitrate to Nitrite; MOT=Motility test; RG=Rhizoid growth
on Nutrient Agar; MYP = Mannitol-egg-yolk-polimix Agar, BHI = Brain Heat Infused Agar growth, TB = Tioglicolate Brath growth

In this heat treatment, all non-sterile units presented swelling, alteration in color,

loss of homogeneity and, for units 38, 54 and 104 putrefactive smells. Eighteen non sterile

units were counted in 300 processed bottles (rate of defects = 6%), and just four non sterile

units were contaminated with B. cereus (rate of defects = 1.33%)).
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This fact proved that, kinetic parameters help to establish a good prediction for rate
of defects estimated for B. cereus in thermal processed products but also indicates that there
are another microorganisms (aerobic and/or anaerobic) in milk, more resistant than the

microbiological target selected or in higher concentration.

The bottles contamination with Bacillus sp such as B. subtilis and/or B.
licheniformis indicate common organisms isolated from UHT milk as reported by Ridway
(1958) and Mostert et al (1979). Units contaminated with Clostridium sp showed a pH
value lower than those contaminated with Bacillus. This may be explained by the
proteolysis of the majority members of this group. Bottle number 162 presented a Bacillus

culture but no spores were obtained even in Sporulating Agar.

B. sporothermodurans is a mesophilic bacterium with highly heat-resistant spores
that was detected in Europe, in UHT milk, in 1985. B. sporothermodurans spores are seen
infrequently. The vegetative cells growth at 37C but did not grow in anaerobic conditions,
presents a negative reduction for nitrate and did not produce acid from mannitol Hammer. 2000

Thus, the isolate from bottle 162 follows this pattern and could be B. sporothermodurans,

but conclusive and specific tests must be conducted.

The original B. cereus 0486 strain showed motility when isolated from milk and
submitted to confirmatory and differential tests; but only 50% of B. cereus strains show
motility Rhodehamel and Harmon, 1998 "y tost was implemented because injured cells can loss

their motility as verified in results.
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355  Table 3. Microbiological characterization of non sterile units processed at 121C for
356 150.5s, 2° repetition, with inoculation level of 5.0E+06 B. cereus spores/mL of milk
121C for 150.5s - 2° repetition
bottle | pH MYP BHIF _ TB gram/endospore | catalase Group FR N MOT| RG |  Conclusion
6 6.07 atipycal growth - rods +/central + Bacillus : g Bacillus sp.
49 6.43 typical growth - rods +/central + Bacillus + + - - B. cereus
71 6.12 typical growth - rods +/central + Bacillus - + - - Bacillus sp.
126 | 6.11 typical growth - rods +/central + Bacillus - + - + Bacillus sp.
131 | 6.50 typical growth - rods +/central + Bacillus + + + - B. cereus
136 | 6.12 atipycal growth - rods +/subterminal + Baciflus Bacillus sp.
140 | 6.09 | no growth no growth -+ rods +/terminal - Clostridium Clostridium sp
154 | 6.13 typical growth - rods +/subterminal + Bacillus - + + - Bacillus sp.
155 | 6.10 typical growth - rods +/central + Bacillus - + - - Bacillus sp.
160 | 6.07 typical growth - rods +/central + Bacillus - + - + Bacillus sp.
190 | 6.08 atipycal growth - rods +terminal * Bacillus Bacillus sp.
224 | 6.43 typical growth - rods +/central + Bacillus + + + F B. cereus
229 | 6.18 typical growth - rods +/subterminal + Bacillus Bacillus sp.
234 | 5.48 | nogrowth no growth & rods +/terminal - Clostridium Clostridium sp
246 | 6.13 atipycal growth - rods +terminal + Bacillus Bacillus sp.
250 | 577 atipycal growth - rods +/central + Bacillus Bacillus sp.
261 | 6.11 typical growth - rods +/subterminal + Bacillus Bacillus sp.
279 | 6.34 typical growth - rods +/central + Bacillus B. cereus
297 | 6.16 atipycal growth - rods +/central + Bacillus Bacillus sp.

357

358

359

360

361

365

366

FR =Anaerobic growth in phenol red glucose broth; N=Reduction of Nitrate to Nitrite; MOT=Motility test; RG
on Nutrient Agar; MYP = Mannitol-egg-yolk-polimix Agar, BHI = Brain Heat Infused Agar growth, TB = Tioglicolate Broth growth

hizoid growth

In 2° repetition, at 121C for 150.5s, the non sterile bottles presented the same

characteristics as the 1° repetition, including the putrefactive smell in units 140 and 234.

Nineteen non sterile units were counted in 300 processed bottles (rate of defects = 6.3%),

and four non sterile units were contaminated with B. cereus (rate of defects = 1.33 %).

Both bottles contaminated with Clostridium sp also showed the lowest pH values. In

this repetition, the potential presence of B. sporothermodurans was not verified. Thus, the

repetitions at 121C for 150.5s were very close in terms of recuperated microbiological

groups. This process characterizes an insufficient treatment to eliminate contaminants.
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Figure 1 shows duplicate processes profiles, at 121C for 150.5 s, with theoretical

1.35% rate of defects for B. cereus.

Profiles for repetition 1 and 2, were superposed and the 1.33% experimental rate of
defects for B. cereus was verified. The error of 0.02% may be justified by numbers
approximation because, with 1.33% and 1.35%, the non sterile units expected are 3.99 and
4.05, respectively; no greater than 4 units in both cases. Even with error of 0.02% for non-
sterile units, the kinetic parameters obtained in dynamic system predicted a very close rate

of defects for B. cereus, applied for a process outtsi de the UHT region for milk.
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Fig. 1. Time-temperature profile at 121C for 150.5s with inoculation level of
5.0E+06 B. cereus spores/mL of milk

At 134C for 36.3s, none non sterile units was found indicating that this process is
sufficient to eliminate all natural and inoculated flora presented.

Figure 2 presents the duplicate processes profiles, at 134C for 36.3 s, with /.0E+02
B. cereus spores/mL of milk. In this case, both profiles were superposed, except for cooling

portion where lethality is not significant anymore.
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409  Fig. 2. Time-temperature profile at 134C for 36.3 s with inoculation level of 1.0E+02

410 B. cereus spores/mL of milk

411

412 CONCLUSION

413 = The kinetic parameters in dynamic systems allowed a satisfactory prediction of thermal

414 process rate of defects, with B. cereus as target, outside and inside UHT region for milk.

415 = The equivalent processes, to 36.3 s at 134C, did not allow the survival of B. cereus
416 0486 or any other microorganism, if the B. cereus 0486 contamination level is 1.0E+02

417 spores/mL of milk.
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MAPA 1997 indicates that UHT milk treatment is

=> Although the Brazilian regulation
between 130 -150C for 2-4 s; in practice only equivalent thermal processes for
Brazilian milk at 134C for 36.3s or higher in indirect system, at the upper limit of UHT

region for milk " ¥8! could safely assure the absence of B. cereus, considering the

microbial quality of the Brazilian milk.
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NOMENCLATURE

Symbol Quantity represented Units
A Heat transfer surface area m’
c Specific heat J/KgK
D Decimal reduction time S
J (UiA/cpmp) g!
Re Reynolds number dimensionless
t Time S
U Overall heat transfer coefficient Jm*sK
(o} Mass of flowing medium in heat exchanger Kg
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Symbol

C

H

Subscripts

Quantity represented

Cooling

Heating

Initial condition

Product

Time or time dependent
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APENDICE

MYP - MANITOL-GEMA DE OVO-POLIMIXINA AGAR - DIFCO (pH 7,1)

Bacto extrato de carne  1g

Bacto peptona 10g
Bacto D-Manitol 10g
Cloreto de sodio 10g
Fenol red 0,025¢
Bacto Agar 15g
PREPARACAO

Pesar 46g e dissolver em 900ml de 4gua destilada.

Distribuir 225ml em cada frasco de 500ml (4 frascos).

Autoclavar a 121°C por 15 min.

Resfriar a 50-55°C.

Adicionar 12,5ml de Bacto Emulsdo de gema de ovo.

Adicionar 25000 unidades de polimixina:

A) Rehidratar com 5ml de agua destilada estéril e adicionar 4,1ml ao meio.

B) Dissolver 500000 unidades de polimixina estéril, adicionar 50ml de 4gua destilada
estéril e adicionar 2,5ml da solugéo ao meio.

Homogeneizar e plaquear. Estocagem de 2 a 8°C.

CALDO FENOL RED-GLICOSE (pH 7,4)

Proteose peptona n°3 10g
Cloreto de Sodio 5S¢
Extrato de carne (opcional) lg
Dextrose 5¢
Fenol red (7,2ml de solugéo 0,25%) 0,018¢g
Agua destilada 11
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PREPARACAOQ
Dispensar 3ml em tubo 13x100mm. Autoclavar a 118°C por 10min.

CALDO NITRATO (pH 7,0)

Extrato de carne 3g
Peptona 5g
Nitrito de potassio 1g
Agua destilada 11
PREPARACAOQ

Dissolver ingredientes. Dispensar 5ml por tubo 16x150mm.
Autoclavar a 121°C por 15min.

NITRATO AGAR - DIFCO (pH 6,8)

Extrato de carne 3g

Peptona 5g

Agar 15g
PREPARACAO

Pesar 23g e dissolver em 11 de 4dgua.
Autoclavar a 121°C por 15min.

MEIO VOGES-PROSKAUER MODIFICADO (pH 6,5)

Proteose peptona 7g
Cloreto de Sodio 5g
Dextrose g
Agua destilada 11
PREPARACAO

Dissolver os ingredientes e ajustar o pH se necessario. Dispensar Sml por tubo 16x150mm.
Autoclavar a 121°C por 10min
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TIROSINA AGAR - (pH 6,8)
Meio Base — Nutriente Agar

Extrato de carne 3g
Peptona 3g
Agar 15g
Agua destilada 11

PREPARACAO DO MEIO BASE
Dissolver ingredientes. Dispensar 100ml em frasco de 170ml.
Autoclavar a 121°C por 15min e resfriar a 48°C.

PREPARACAO DA SUSPENSAO DE TIROSINA
Suspender 0,5g de L-tirosina em 10ml de 4gua. Dispensar em tubo 20x150mm e agitar.
Autoclavar a 121°C por 15min.

PREPARACAO DO MEIO

Adicionar 100ml base com a suspenséo de tirosina e agitar.
Dispensar 3,5ml em tubos 13x100mm.

Inclinar e resfriar os tubos. (Evitar separacéo da tirosina)

CALDO LISOZIMA (pH 6,8)

Extrato de carne 3g
Peptona 5g
Agua destilada 11
PREPARACAO DO MEIO BASE

Dissolver ingredientes. Dispensar 99ml em frasco de 170ml.
Autoclavar a 121°C por 15min. Resfriar a Temperatura ambiente.

PREPARACAO DA SOLUCAO DE LISOZIMA
Dissolver 0,1g de lisozima em 100ml de dgua destilada.

Esterilizar por filtragdo em membrana 0,45pum
Adicionar 1ml da solugdo em 99ml de NB e agitar.
Dispensar 2,5ml por tubo 13x100ml.

229



MEIO MOTILIDADE para B. cereus - (pH 7,4)

Trypticase 10g
Extrato de levedura 2,5g
Dextrose 5g
Na; HPO4 2,5¢
Agar 3g
Agua destilada 11
PREPARACAO

Dissolver ingredientes.

Dispensar 100ml em frasco de 170ml.

Autoclavar a 121°C por 15min.

Resfriar a 50°C.

Dispensar 2ml em tubo 13x100mm.

Estocar a temperatura ambiente por 2 dias antes do uso.

TRYPTICASE SOJA SANGUE DE CARNEIRO AGAR (pH 7,3)

Trypticase peptona I5g
Phytone peptona 5¢g
Cloreto de Sédio 5g
Agar 15¢
Agua destilada 11
PREPARACAOQO

Dissolver ingredientes.

Ferver por 1 min.

Autoclavar a 121°C por 15min.

Resfriar a 50°C.

Adicionar 5ml de sangue (com seringa de vidro estéril) a 100 ml de Agar 1,5% estéril.
Misturar ao meio.

Plaquear.
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BHI - INFUSAO DE CEREBRO E CORACAO (pH 7,4)

Infusdo de cérebro 12,50
Infusdo de coragido 5¢g
Proteose 10g
Glicose 2g
Cloreto de sdédio 5¢g
Fosfato de sédio dibésico 2,5g
Agar 15¢g
Agua Destilada 11
PREPARACAOQ

Pesar 37g e dissolver em 11 de agua.
Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

SOLUCAO DE FUSCHINA BASICA

Dissolver 0,5g de fuchsina basica em 20ml de etanol 95%.
Diluir em 100ml de agua destilada.

REAGENTE ACIDO SULFANILICO
Acido sulfanilico g
Acido acético SN 125ml

REAGENTE o-NAFTOL

o-naftol lg
Acido acético SN 125ml
o-NAFTOL

a-naftol 5g
Alcool absoluto 100ml
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HIDROXIDO DE POTASSIO
Hidréxido de potassio 40g
Agua destilada 100ml
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