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RESUMO

As linhas de processamento de alimentos, especialmente as de laticinios, oferecem uma ampla
variedade de microambientes, nos quais uma diversidade de micro-organismos pode multiplicar
e formar biofilmes. Outro desafio para a industria de alimentos, sdo 0s recursos econémicos e
ambientais associados aos processos de higienizacdo. Assim, é imprescindivel manter,
periodicamente, procedimentos eficientes de higienizacdo industrial, sendo o método mais
comumente realizado o clean in place (CIP). Nesse contexto, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar diferentes condi¢des do método CIP e propor uma otimizagao do processo convencional.
Para realizacdo deste trabalho foi utilizado um prot6tipo de uma linha de circulacéo de leite de
aco inoxidavel. Nessa linha, foram utilizadas superficies de prova em diferentes geometrias:
trecho reto, té, cotovelo, expansdo e reducdo, a fim de representarem trechos e acessorios
comuns da inddstria lactea. As geometrias apés a sua higienizacao foram preenchidas com leite
UHT integral e inoculadas com células de Bacillus cereus, previamente ativado. Apos a
incubacdo, foram inseridas na linha de circulacdo de leite para submissao ao CIP convencional.
Logo apds o processo convencional, as geometrias foram submetidas a técnica de swab para a
remocdo das células microbianas para obtencdo do numero final de células aderidas. A fim de
otimizar o processo CIP, foram propostas configuragdes do fluxo pulsado na etapa de
sanitizacdo, nas quais as variaveis concentracdo da solucdo sanitizante e o tempo de execucao
foram variadas. Por fim, a superficie de resposta avaliou a influéncia das variaveis em estudo e
a desejabilidade determinou as melhores condi¢Ges operacionais do CIP para todas as
geometrias. A geometria té foi a mais desafiante do estudo, possivelmente pela presenca de
areas de recirculacdo e de estagnacdo de fluidos, que reduzem a velocidade do fluxo. As
variaveis estudadas foram estatisticamente significativas na reducéo decimal de Bacillus cereus
aderidos nas superficies. O ponto 6timo, determinado pela desejabilidade, reduziu o tempo de
parada do processo e minimizou o consumo de energia e do agente sanizitante e, ainda, foi
capaz de produzir as mesmas reducdes decimais nas geometrias cotovelo, expansao e reducéo,
quando comparado com o CIP convencional, e de aumentar a reducdo decimal na geometria
trecho reto. Apesar da significativa diminuicdo da presenca de micro-organismos na geometria
té, em dois ciclos, essa superficie permaneceu sem atender as recomendaces de 6rgéos oficiais
ou de entidades cientificas em relagdo & quantidade de UFC.cm™2 presente nesta superficie. Com
1SS0, sugere-se que haja a continuidade nesta linha de pesquisa para que uma configuragao seja
ajustada a fim de otimizar ainda mais a higienizagéo desta geometria.

Palavras-chave: Clean in place. Sanitizantes. Biofilme. Bacillus cereus. Leite.



ABSTRACT

Food processing lines, especially the dairy, offer a wide variety of microenvironments in which
a variety of microorganisms can multiply and form biofilms. Another challenge for the food
industry is the economic and environmental resources associated with sanitation processes.
Thus, it is essential to periodically maintain efficient industrial hygiene procedures, with the
clean in place (CIP) being the most commonly performed method. In this context, the objective
of this work was to evaluate different conditions of the CIP method and to propose an
optimization of the conventional process. To carry out this work, a prototype of a stainless steel
milk circulation line was used. In this line, test surfaces in different geometries were used:
straight stretch, tee, elbow, expansion and reduction, in order to represent common stretches
and accessories in the dairy industry. The geometries after cleaning were filled with whole UHT
milk and inoculated with previously activated Bacillus cereus cells. After incubation, they were
inserted into the milk circulation line for submission to conventional CIP. Right after the
conventional CIP process, the geometries were submitted to the swab technique to remove the
microbial cells to obtain the final number of adhered cells. In order to optimize the CIP process,
pulsed flow configurations were proposed in the sanitization step, in which the variables
sanitizing solution concentration and execution time were varied. Finally, the response surface
evaluated the influence of the variables under study and the desirability determined the best
operating conditions for the CIP for all geometries. The tee geometry was the most challenging
in the study, possibly due to the presence of areas of recirculation and stagnation of fluids,
which reduce the flow velocity. The variables studied were statistically significant in the
decimal reduction of Bacillus cereus adhered to surfaces. The optimal point, determined by
desirability, reduced process downtime and minimized energy and sanitizing agent
consumption, and was also able to produce the same decimal reductions in elbow, expansion
and reduction geometries when compared to CIP conventional, and to increase the decimal
reduction in straight stretch geometry. Despite the significant decrease in the presence of
microorganisms in the tee geometry, in two cycles, this surface did not meet the
recommendations of official bodies or scientific entities in relation to the amount of CFU.cm™
present on this surface. With this, it is suggested that there is continuity in this line of research
so that a configuration is adjusted in order to further optimize the hygiene of this geometry.

Keywords: Clean in place. Sanitizers. Biofilm. Bacillus cereus. Milk.
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1 INTRODUCAO

A seguranca dos alimentos é uma preocupacdo mundial, inclusive em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Nesse contexto, destaca-se a necessidade de as industrias
de alimentos garantirem a qualidade microbioldgica, visto que a inexisténcia de um processo
eficiente pode resultar na deterioracdo dos alimentos; causar perdas econémicas; produzir
alimentos contaminados por patdgenos; afetar a satisfacdo e a satde do consumidor (DJUKIC
etal., 2016).

Assim, no processo tecnoldgico um conjunto de etapas deve ser seguido a fim de que a
indUstria de alimentos, especialmente de laticinios, entregue o produto final com qualidade ao
consumidor, bem como alcance os resultados esperados, sem prejuizo ao meio ambiente
(TETRA PAK, 2020).

Entre essas etapas, na industria de alimentos, destaca-se a higienizagdo, que deve ser
realizada periodicamente, a fim de garantir a qualidade microbioldgica final dos produtos
(CLETO et al., 2012; M@RETRJ; LANGSRUD, 2017). A higienizagéo é fundamental, visto
que os residuos indesejaveis presentes nas superficies de processamento de alimentos podem
comprometer a qualidade do produto, por meio da contaminacao cruzada e microbiana, além
de reduzir a eficiéncia dos equipamentos (STIER, 2020; PALABIYIK et al., 2015).

Entre os contaminantes presentes nas superficies incluem-se os biofilmes, cuja remocao
é mais dificil, aléem de representarem sérios problemas econdmicos e de satde publica (FRYER;
ASTERIADOU, 2009; FRYER et al., 2011; GALIE et al., 2018).

Os biofilmes podem ser formados por comunidades de varios micro-organismos, tais
como de bactérias, virus, protozoéarios e fungos. Durante sua formacéo, eles séo inseridos em
uma matriz autoproduzida de substdncias poliméricas extracelulares, constituida
principalmente de polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios. Assim, o biofilme
apresenta mais vantagens aos micro-organismos do que quando na forma livre, visto que essa
matriz os protege de agentes antimicrobianos, além de fornecer a estabilidade mecénica,
mediante sua adesdo as superficies (FLEMMING; WINGENDER, 2010; FLEMMING et al.,
2016).

Nas industrias de alimentos diversas superficies podem ser colonizadas por biofilme,
em temperaturas distintas e com diferentes espécies colonizadoras (CLETO et al., 2012; GALIE
et al., 2018). Nos laticinios, o Bacillus cereus é um dos micro-organismos mais preocupantes
desse segmento, principalmente na forma de biofilmes, visto que sua multiplicacdo pode

resultar em varios defeitos nos produtos lacteos, causar intoxicacdes alimentares e provocar
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danos aos equipamentos (KUMARI; SARKAR, 2016).

A higienizacdo industrial geralmente é realizada pelo método clean in place (CIP), em
razdo das solugdes de limpeza e sanitizacao circularem nas tubulagdes e nos equipamentos, sem
a necessidade da desmontagem de nenhum componente da linha de producdo (PALABIYIK et
al., 2015; THOMAS; SATHIAN, 2014; TRINH et al., 2017). Os procedimentos de higienizagédo
sdo definidos a partir do tipo de residuo a ser removido, mas basicamente compreendem as
etapas de lavagens com agua, limpeza com detergente e sanitizacdo quimica ou térmica
(GOODE et al., 2013).

O método CIP tem varias vantagens, entre elas: custos reduzidos de méo-de-obra,
automacdo, uso de solugGes mais concentradas, operacdo mais rapida, menos vazamentos e
possiveis danos ao equipamento pela desmontagem, recirculacdo de solucdes, higienizacdo
mais eficaz (STIER, 2020).

No entanto, os processos de higienizagdo representam um dos maiores desafios na
indGstria de alimentos em razdo dos fatores econdmico e ambientais, assim como a
indispensabilidade diaria de interromper a producdo para realiza-los (FRYER et al., 2011,
PAUL et al., 2014). De acordo com o trabalho realizado por Yang et al. (2018), no método
CIP, asanitizacdo, seguida da limpeza com detergente, sdo as etapas que mais consomem tempo
para serem executadas nesse processo. Além de que a sanitizacdo representa 0 maior custo
econdmico no método CIP convencional, seguida pelos custos das etapas de enxague com agua.

Portanto, € necessario que os processos de higienizacao, especialmente o método CIP,
sejam otimizados a fim de reduzirem recursos econdmicos, tais como tempo, energia, solucdes
de limpeza e sanitizacdo, consumo de &gua, além de garantirem a qualidade final dos produtos
(KUMARI; SARKAR, 2016; PETTIGREW et al., 2015; PIEPIORKA-STEPUK; DIAKUN;
MIERZEJEWSKA, 2016).

Uma alternativa para melhorar a eficiéncia do método CIP é por meio da pulsacdo do
fluxo, que consiste na aplicacdo de um fluxo estacionario, seguido de um fluxo oscilante,
visando obter maior tensdo de cisalhamento em direcdo a parede (AUGUSTIN et al., 2010;
GOODE et al., 2013; WEIDEMANN; VOGT; NIRSCHL, 2014). De acordo com estudos
anteriores, a aplicacdo da pulsacdo do fluxo possibilita: i) aumentar a remocéo dos esporos
bacterianos aderidos a superficie (BLEL et al., 2009a; BLEL et al., 2009b); ii) reduzir o tempo
necessario do processo (BODE et al., 2007; SILVA et al., 2020a); iii) melhorar a higienizacéo
de superficies complexas e remover células de biofilme (SILVA et al., 2020a); iv) difundir os
agentes quimicos na superficie e reduzir os recursos econémicos que refletem nos custos da
higienizacdo (AUGUSTIN et al., 2010; SILVA et al., 2020a).
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Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes condi¢cbes do método
CIP e propor uma otimizacdo do processo, por meio da pulsagdo do fluxo na etapa de
sanitizacdo, visando melhorar a qualidade microbioldgica final dos produtos e reduzir o
consumo dos recursos econdémicos de energia, solucdo sanitizante e tempo, utilizados no

processo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar diferentes condi¢fes do método CIP e propor uma otimizacdo do processo

convencional sem perder eficiéncia da higienizacéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Avaliar a insercéo da pulsacéo do fluxo na etapa de sanitizagao;

b) Estudar os niveis alcancados de reducdo decimal na carga microbiana de Bacillus
cereus utilizados na contaminacao desafio;

c) Otimizar os recursos econdmicos de: energia, solucdo sanitizante e tempo, utilizados

no método clean in place (CIP).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1LEITE

Segundo o Decreto n° 9.013, de 29 de marco de 2017, o leite, sem outra especificagéo,
é 0 produto oriundo da ordenha completa, ininterrupta, em condicGes de higiene, de vacas
sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2017b). No geral, o leite é opaco branco, tem
odor fraco e o sabor levemente adocicado (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009).

De acordo com a Instrugcdo Normativa n® 76, de 26 de novembro de 2018, do Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, o leite cru refrigerado € o produzido em propriedades
rurais, refrigerado e destinado aos estabelecimentos de leite e derivados sob servico de inspecao
oficial (BRASIL, 2018).

3.1.1 Composicao

O leite é composto de 4gua, 0 que representa aproximadamente 88% de sua composicéo,
e de solidos, como gordura, lactose, proteinas e minerais. A legislacdo determina a porcentagem
minima da composicdo do leite, no entanto essa quantidade depende de fatores como idade e
raca da vaca, nivel de atividade, estagio da lactacdo e intervalo entre ordenhas (VACLAVIK;
CHRISTIAN, 2014).

No Brasil, a Instrucdo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018, do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento, determina o teor minimo de gordura, proteina, lactose
e solidos ndo gordurosos e totais do leite cru refrigerado, conforme Tabela 1 (BRASIL, 2018).

Tabela 1 — Teor minimo da composicao do leite cru refrigerado, a partir de 2018, Brasil

Composicao Teor minimo g/100g
Gordura 3,0
Proteina 2,9
Lactose 4,3
Soélidos ndo gordurosos 8,4
Solidos totais 11,4

Fonte: Adaptado de Brasil, 2018

A gordura representa aproximadamente 3,5% da composicao no leite integral, tem uma

densidade baixa e pode ser centrifugada ou desnatada, produzindo o leite semidesnatado ou
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desnatado. Vérios &cidos graxos individuais s&o identificados na gordura do leite, como 0s
fosfolipidios que representam aproximadamente 1% dessa gordura (VACLAVIK;
CHRISTIAN, 2014).

A composicao proteica do leite € formada por uma mistura de proteinas. A caseina esta
presente em maior quantidade, cerca de 80%, sendo que seus principais tipos sao alfa, beta e
kappa-caseina (as-, 3- e k-caseina). As fragdes de as- e B-caseina s&o muito hidrofobicas, no
entanto a k-caseina possui carboidratos acidos (carregados) e, portanto, é mais hidrofilica. A
caseina se organiza em micelas, que € composta também de matéria inorganica, principalmente
de fosfato de calcio. Entre as fungdes das micelas, elas sdo responsaveis por determinarem a
estabilidade fisica dos produtos lacteos durante o tratamento térmico, a concentracdo e o
armazenamento (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

O carboidrato principal do leite é a lactose, que representa de 4 a 6% da composi¢do no
leite (BELITZ; GROSCH; SCHIEBERLE, 2009). J& os minerais, como calcio e fosforo, estdo
presentes em niveis de aproximadamente 1% nessa composi¢do (VACLAVIK; CHRISTIAN,
2014).

3.1.2 Mercado

A forte demanda por lacteos esta associada as questdes nutricionais importantes para a
salde e as oportunidades econémicas (GROUT et al., 2020). No Brasil, em 2020, o0 ano de
inicio da pandemia da Covid-19, a producdo e o consumo de leite cresceram. O volume de leite
adquirido pelos laticinios inspecionados atingiu recorde de 25,525 bilhdes de litros, alta de 2,1%
em relacdo a 2019, segundo os dados da Pesquisa Trimestral do Leite/IBGE. Entre os possiveis
motivos que impactaram em tais crescimentos foi a vivéncia de habitos antigos de preparar
refeicbes, sobremesas, bolos e pées, 0 que aumentou o consumo médio de varios alimentos,
entre eles do leite (EMBRAPA, 2021).

No pais, a quantidade de leite cru adquirido no primeiro semestre de 2021 foi de
aproximadamente 12,3 bilhdes de litros. Entre os estados, Minas Gerais se destaca por
representar 25% da quantidade total nesse periodo. A quantidade média do leite cru adquirido
e industrializado no Brasil, nos ultimos quatro anos, foi de aproximadamente 6 bilhdes de litros,
em cada trimestre do ano (IBGE, 2021).
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3.1.3 Processo tecnoldgico

A transformacéo do leite cru em leite e derivados engloba vérias etapas de producéo,
desde a propriedade rural até o laticinio e, apds o processamento desses, 0s produtos sdo
transportados aos consumidores finais, conforme a Figura 1 (FOOD AND AGRICULTURE
ORGANIZATION - FAO, 2014).

Figura 1 — Etapas da producéo de lacteos
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Fonte: Adaptado de FAO, 2014

Nas propriedades rurais, a ordenha deve ser realizada em condi¢Oes higiénicas e o
armazenamento do leite cru deve ser refrigerado. Posteriormente, esse leite é transportado sob
condicdes refrigeradas e higiénicas da propriedade rural (ou do centro de coleta) aos laticinios
para processamento, por meio de caminhdes-tanque (TETRA PAK, 2020).

Nos laticinios o processamento visa produzir produtos com qualidade e possui Vvarias
operacdes, tais como recepcdo, analises laboratoriais, estocagem, filtracdo, separacédo,
homogeneizacéo e pasteurizacdo, conforme a Figura 2 (FAO, 2014).

As analises laboratoriais do leite sdo realizadas para verificar sua qualidade, como sabor
e odor, condicBes de higiene, contagem de células somaticas e de bactérias totais, teor de
proteina e gordura e outras andlises fisico-quimicas (TETRA PAK, 2020). LegislacGes
brasileiras regulamentam critérios de qualidade e de inspecao que devem ser seguidos, sendo o
Decreto n°9.013, de 29 de marco de 2017, que dispde sobre a inspecdo industrial e sanitaria de
produtos de origem animal, e a Instrugdo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018, que
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dispde, entre outras diretrizes, do regulamento técnico de identidade e qualidade de leite cru

refrigerado.

Figura 2 — Processamento do leite no laticinio
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Fonte: Adaptado de FAO, 2014

Entre essas operacdes, a pasteurizacdo visa eliminar todos 0s micro-organismos
patogénicos e reduzir o nimero de alteradores, de forma a prolongar a vida Util e tornar o leite
seguro para o consumo do ponto de vista microbiolégico (VACLAVIK; CHRISTIAN, 2014).

As linhas de processamento de leite sdo apropriadas a multiplicacdo de micro-
organismaos, visto que possuem abundancia de oxigénio e nutrientes, bem como sdo constituidas
de varios microambientes (CLETO et al., 2012). Assim, perdas significativas de produtos de
laticinios podem ser ocasionadas pela deterioragdo microbiana, devido a contaminacao pos-
pasteurizacgdo, ocorrida pela falha na higienizagdo (HERVERT et al., 2016).

Pelos motivos mencionados, esse processo tecnolégico exige que a higienizacdo das
linhas de processamento de leite seja eficiente, objetivando reduzir o risco de bactérias aderidas
e consequente formagéo de biofilmes (CLETO et al., 2012). Portanto, a higienizacdo industrial
visa garantir que as instalacbes sejam mantidas em condigdes sanitarias adequadas,
minimizando ou prevenindo significativamente os riscos de contaminagOes, tais como de

patdgenos ambientais e também de alergénicos alimentares (STIER, 2020).
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3.2 HIGIENIZACAO NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS

No inicio do milénio, quando a ciéncia abriu caminhos para tecnologias cada vez mais
eficazes, junto com o aumento da produtividade, vivenciou-se novas doencas. Entre elas,
integram-se as transmitidas pelos alimentos, podendo atribui-las & falta de higienizacéo,
incluindo a higiene pessoal, de equipamentos e do ambiente de processamento (DJUKIC et al.,
2016).

Assim, dados sobre seguranca microbiana, origem e rastreabilidade, impacto ambiental,
higiene, vias de contaminacg&o e avaliagdo de riscos sdo aspectos muito importantes na industria
de alimentos (MATUSZEK, 2012).

Nos produtores de alimentos, especialmente nos laticinios, a producéo segura é realizada
por meio da adesao as medidas de seguranca alimentar e aos sistemas de gestao de riscos, como
Boas Préticas de Higiene, Boas Praticas de Fabricacdo, Boas Préticas de Laboratério, Boas
Préticas Agricolas, Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (DJUKIC et al., 2016;
NADA et al., 2012).

Como parte dos sistemas de controle de qualidade, as industrias de alimentos limpam e
sanitizam regularmente os ambientes de producdo, visando remover os residuos de alimentos,
a agua e os contaminantes microbianos que se acumulam nas superficies durante a producéo.
Assim, o possivel risco microbiano pode ser contido, garantindo a qualidade microbiolégica
final dos produtos (M@RETR@; LANGSRUD, 2017).

A fim de eliminar esses materiais indesejaveis, que proporcionam contaminagdo
cruzada e interferem na eficiéncia dos equipamentos, muitos setores industriais realizam a
higienizacdo pelo método clean in place (CIP), que consiste em circular as solu¢es do processo
de higienizacéo, junto com processos térmicos, sem a desmontagem de nenhum componente da
linha de producdo (PALABIYIK et al., 2015).

3.3 METODO DE HIGIENIZAGCAO INDUSTRIAL CLEAN IN PLACE (CIP)

O método clean in place (CIP) refere-se ao processo de higieniza¢do, em que solugdes
de limpeza e sanitizagdo circulam nas superficies internas de tubula¢des e equipamentos, sem
desmonta-los (THOMAS; SATHIAN, 2014). Esse processo € realizado para a producao de
alimentos, ap0s a execucdo de um processamento ou ao alterar uma linha para outra (TETRA
PAK, 2015).
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Durante a higienizacdo deve-se superar as forcas coesivas que unem os elementos do
residuo e forgas de adesdao entre o residuo e a superficie, conforme a Figura 3 (PALABIYIK et
al., 2015).

Figura 3 — Forcas superadas para remogéo de residuos
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Fonte: Adaptado de Fryer; Asteriadou, 2009

Os sistemas CIP tém varias vantagens, entre elas: custos reduzidos de méo-de-obra,
automacdo, uso de solugdes mais concentradas, operacdo mais rapida (tempo), menos
vazamentos e possiveis danos ao equipamento pela desmontagem, recirculacdo de solucGes e
higienizacdo mais eficaz (STIER, 2020).

Apesar das vantagens desse método, cabe frisar que a reducdo de desperdicios e de
custos relacionados a higienizacdo representam um dos maiores desafios na inddstria de
alimentos. Assim, a reducdo do consumo de tempo, agua, produtos quimicos e energia devem
ser considerados a fim de otimizar a higienizacdo de uma planta industrial, além de refletirem
no impacto ambiental (FRYER et al., 2011).

3.4 OTIMIZACAO DO METODO CLEAN IN PLACE (CIP)

Diariamente, € necessario interromper a producdo para limpar a planta de
processamento de alimentos, especialmente de laticinios, a fim de remover as sujidades e
incrustacbes formadas, visto que essas podem comprometer a qualidade do produto, por
contaminacéo cruzada ou multiplicacdo microbiana (PAUL et al., 2014).

O método clean in place (CIP) esta associado com o alto consumo de energia, agua e
produtos quimicos (PAUL et al., 2014; PETTIGREW et al., 2015). As solucGes do processo de
higienizagdo geram grandes custos econdmicos e ambientais, além de que o aquecimento delas
representa um consumo significativo de energia (DIF et al., 2013; EIDE; HOMLEID;
MATTSSON, 2003).
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Com o inicio da pandemia, a demanda de produtos de higienizacdo aumentou e,
consequentemente, houve uma alta dos precos desses produtos. No ultimo trimestre de 2020, a
tendéncia de contagio e morte pela doenca esteve decrescente, tendo efeito direto na queda do
custo desses itens. No entanto, 0 aumento dos casos a partir do inicio de 2021 elevou novamente
a demanda e os precgos desses itens. E esses custos foram refletidos no processo de producéo do
leite (EMBRAPA, 2021).

Outro fator muito importante no setor industrial € o consumo da agua, inclusive para a
realizacéo da higienizacdo. Nos laticinios, em média, 19% do consumo de agua € dedicado ao
processo de higienizacdo (CONFEDERACAO NACIONAL DA INDUSTRIA; FEDERACAO
DAS INDUSTRIAS DO ESTADO DE SAO PAULO, 2017). Na india, que atualmente é o
maior pais produtor de leite, um estudo foi realizado em um laticinio e identificou-se que o
método CIP, antes de um processo de otimizacdo, era responsavel por aproximadamente 75%
do consumo total de &gua (BUABENG-BAIDOO et al., 2017).

Contudo, com o aumento da consciéncia ambiental, as indUstrias de alimentos e de
bebidas estdo cada vez mais preocupadas com as questdes ambientais, como o consumo de
agua, energia, tempo e solucdes utilizadas durante a higienizacdo. Nesse sentido, com o objetivo
de reduzir custos econémicos e ambientais, € fundamental a otimizacdo dos processos de
higienizacdo, especialmente do CIP (PETTIGREW et al., 2015; PIEPIORKA-STEPUK;
DIAKUN; MIERZEJEWSKA, 2016).

Além dos fatores econdmicos e ambientais, a otimizacdo do processo CIP é essencial
para os laticinios, visto que esse processo pode ser mais eficiente na eliminacdo de biofilmes,
melhorando a qualidade dos produtos e processos (KUMARI; SARKAR, 2016).

Para otimizacdo desse processo, devem ser considerados fatores que interferem na
higienizacdo, como incrustacdo, composi¢cdo do alimento, tempo e temperatura, projeto

higiénico, qualidade da agua, forca mecanica, solucdes quimicas (TAMIME, 2008).

3.5 FATORES QUE INTERFEREM NA HIGIENIZACAO

Nos procedimentos, praticas e processos de higienizacdo, devem ser considerados
alguns elementos importantes, tais como tempo, temperatura, concentracéo das solucdes, 4gua,
natureza dos materiais fabricados, superficies, vazao, questdes operacionais (STIER, 2020). Se
esses elementos ndo forem considerados, eles poderdo afetar a eficiéncia da higienizacéo,
conforme o Quadro 1 que apresenta os riscos da higienizacdo de um pasteurizador de leite
(ANDRADE, 2008).
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Quadro 1 — Riscos da higienizacdo de um pasteurizador de leite

Etapa Risco

Remocao de residuos | Se incompleta pode afetar a qualidade da higienizacéo.

) A agua quente pode desnaturar proteina e a &gua fria pode
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solidificar gordura.
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Enxague final

da higienizacao.

Fonte: Adaptado de Andrade, 2008

3.5.1 Incrustacéo

A incrustacdo € formada rapidamente, a medida que a superficie do equipamento de
processamento entra em contato com o material alimenticio (FRYER et al., 2011).

Inicialmente, as incrustaces podem ser divididas em dois tipos béasicos, as sollveis e
insollveis em agua. As sollveis em agua, como aculcares e alguns minerais, sdo facilmente
removidas. Ja as insolUveis em &gua sdo mais dificeis de remover e sdo divididas em organicas
e inorganicas (TETRA PAK, 2015):

a) organicas: incluem gorduras, 6leos, proteinas, amido e outros carboidratos. Essas

incrustacdes séo dissolvidas por detergentes alcalinos;

b) inorganicas: incluem os minerais. Essas incrusta¢fes sdo dissolvidas por detergentes

acidos.

A incrustacgdo representa um problema oneroso na industria de alimentos. Sua formacéo
¢ geralmente inevitavel devido ao tratamento térmico necessario para que 0s produtos
desenvolvam determinadas caracteristicas e para garantir a seguranga microbiana do alimento
(GOODE et al., 2013). Nos laticinios, quando o leite é aquecido, a incrustagdo comeca a se
formar e os residuos aderem firmemente as superficies, conforme a Figura 4 (TETRA PAK,
2020).
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Figura 4 — Adesdo da incrustacdo do leite na superficie
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Fonte: Adaptado de Tetra Pak, 2020

Portanto, nas industrias de alimentos sdo formados uma grande variedade de residuos
de incrustacdes, que requerem diferentes niveis de higienizacao. Entre os residuos mais dificeis
de higienizar incluem os biofilmes, nos quais exigem que 0s processos de higienizagédo
eliminem os micro-organismos aderidos (FRYER; ASTERIADOU, 2009; FRYER et al., 2011).

3.5.1.1 Adeséo e formacao de biofilmes

Os biofilmes podem ser formados por comunidades de varios micro-organismos, tais
como de bactérias, virus, protozoarios e fungos. Durante sua formacéo, eles séo inseridos em
uma matriz autoproduzida de substdncias poliméricas extracelulares, constituida
principalmente de polissacarideos, proteinas, acidos nucleicos e lipidios. Assim, o biofilme
apresenta mais vantagens aos micro-organismos do que quando na forma livre, visto que essa
matriz protege o biofilme de agentes antimicrobianos, além de fornecer a estabilidade mecénica,
mediante sua adesdo as superficies (FLEMMING; WINGENDER, 2010; FLEMMING et al.,
2016).

Os biofilmes nas industrias de alimentos constituem um sério problema econdmico,
visto que, por exemplo, podem corroer as superficies metalicas ou, devido a presenca de
bactérias alteradoras, podem gerar odores e sabores indesejaveis. Nesses casos, 0s lotes de
fabricacéo afetados devem ser removidos e eliminados, podendo inclusive prejudicar a marca
da empresa no mercado. Alem do fator econdémico, a formacao de biofilme nas fabricas de
alimentos representa uma questdo crucial de saude publica, pois esses biofilmes podem conter
espécies bacterianas patogénicas, que podem causar intoxicacOes alimentares, gastroenterite e
doengas sistémicas (GALIE et al., 2018).
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Nos laticinios numerosos processos e estruturas, como tanques de leite cru, centrifugas
de manteiga, tanques de queijo, pasteurizadores e equipamentos para embalagem, atuam como
substratos de superficie para a formacéo de biofilme, em temperaturas distintas e com diferentes
espécies colonizadoras (GALIE et al., 2018).

Bacillus cereus é um dos micro-organismos mais preocupantes das industrias de
laticinios, visto que sua multiplicacdo pode resultar em varios defeitos lacteos, além de causar
intoxicacbes alimentares. Biofilmes desse micro-organismo podem ser formados,
especialmente por sua excelente capacidade de adeséo as superficies de aco inoxidavel, gerando
sérios problemas de higiene e perdas econdmicas, devido a deterioracdo de produtos lacteos e
danos aos equipamentos (KUMARI; SARKAR, 2016).

Portanto, em ambientes de processamento de alimentos, micro-organismos podem
aderir as superficies, sobreviver, multiplicar e formar biofilmes. As populacdes de biofilmes
sdo densas, complexas e altamente estruturadas, encapsuladas em uma matriz extracelular
autoproduzida e apresentam comportamento coordenado e coletivo (GIAOURIS et al., 2015).

A adesdo das células microbianas a superficie ocorre rapidamente, sendo que
inicialmente é realizado o condicionamento da superficie do material e a ligacao reversivel das
células a essa superficie. Em seguida, a ligacdo se torna irreversivel e o desenvolvimento de
micro-col6nias comeca. Finalmente, a estrutura tridimensional do biofilme é formada, dando
origem a um ecossistema complexo pronto para dispersdo (GALIE et al., 2018; MIZAN;
JAHID; HA, 2015).

Conforme a Figura 5, os principais estagios que representam a formacdo e o
desenvolvimento do biofilme bacteriano podem ser dado como: (1) adsorgéo, (2) adeséo, (3)
formacdo de micro-coldnias, (4) maturacdo e (5) dispersdo. No entanto, esses estagios em
estruturas reais sdo mais complexos e variados (GUZMAN-SOTO et al., 2021).

As propriedades do material da superficie desempenham um papel importante na adesédo
bacteriana. Geralmente, as superficies, tais como plastico, vidro, metal e madeira, sdo
vulneraveis ao desenvolvimento de biofilme (SREY; JAHID; HA, 2013). Alem desses fatores,
caracteristicas do meio, como pH, temperatura e disponibilidade de nutrientes, também
influenciam nessa adesao (NILSSON; ROSS; BOWMAN, 2011).
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Figura 5 — Representacdo dos estagios de formacéo e desenvolvimento do biofilme
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Fonte: Adaptado de Guzman-Soto et al., 2021

No processo de fixacdo inicial, as forcas de van der Waals governam as interacdes e séo
responsaveis pela estabilidade de complexos intermoleculares e pela adsorcdo de diferentes
elementos na superficie. Além dessa forca, a medida que a célula se aproxima da superficie as
interacOes eletrostaticas comecam a atuar, podendo resultar em interacdes atrativas ou
repulsivas (ARAUJO et al., 2010).

Na adesdo, as propriedades fisico-quimicas de rugosidade e hidrofobicidade das
superficies também devem ser consideradas. Geralmente, quando a rugosidade média é
aproximadamente do tamanho bacteriano (cerca de 1,0 um) o processo de adesao € favorecido
(SALUSTIANO et al., 2010).

As superficies hidrofobicas sdo mais propensas a adesdo do biofilme em comparacéo
com as hidrofilicas, pois facilitam o contato direto entre a célula e a superficie, visto que as
interacOes hidrofobicas contribuem para remocédo do filme de dgua entre a célula e a superficie,
para que as interacOes especificas e o contato fisico da célula com a superficie sejam
estabelecidos. Esse contato fisico pode ocorrer pelos apéndices celulares, como flagelos e
fimbrias (BERNARDES; ARAUJO; ROSARIO, 2019).

Contudo, o processo de formacéo de biofilme € muito complexo, por esse motivo deve-
se considerar todos os fatores mencionados para determinar se a adeséo do biofilme é favoravel
(BERNARDES; ARAUJO; ROSARIO, 2019). Essa complexidade, junto com a alta

diversidade de ambientes de processamento de alimentos e as variedades de espécies
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bacterianas colonizadoras dificultam a erradicacdo do biofilme nas indlstrias de alimentos
(GALIE et al., 2018).

3.5.2 Tempo e temperatura

O tempo estd associado com outros parametros, como o tipo de incrustacao,
temperatura, fluxo, reacdo quimica envolvida (FRYER et al., 2011). No trabalho de Silva et al.
(2020a) e Silva et al. (2020b) o CIP convencional foi executado em um protdtipo de uma linha
industrial com incrustacgdo de leite, nos seguintes tempos: pré-enxague e enxague por 5 minutos;
limpeza com detergente por 15 minutos; sanitizacdo por 15 minutos. Esse parametro é
importante para a higienizacdo, que deve ser considerado em combina¢do com outros, no
trabalho de Silva et al. (2020a) foi possivel reduzir o tempo de execuc¢éo do processo e melhorar
a reducdo de células microbianas presentes na superficie, com a aplicagdo do fluxo pulsado na
etapa de sanitizagéo.

A temperatura interfere diretamente no tempo e na taxa da higienizacao, pois a medida
gue a temperatura aumenta, os efeitos da reacao aceleram e refletem no tempo da acdo (TRINH
et al., 2017). No entanto, algumas temperaturas sao recomendadas, sendo: &gua deve ser em
temperatura mediana, pois se estiver muito elevada pode provocar a desnaturacdo de proteina,
se estiver muito baixa, causa a solidificacdo de gordura; a lavagem com detergente deve ser em
cerca de 70 °C; os sanitizantes de compostos clorados e o &cido peracético devem ser utilizados
na temperatura de 20 a 25 °C (ANDRADE, 2008).

3.5.3 Projeto higiénico

Apbs a higienizacdo, a contaminacdo das superficies dos equipamentos de
processamento de alimentos pode ainda permanecer relativamente alta, visto que essas
superficies constituem um ambiente especifico para a sobrevivéncia de micro-organismos em
comunidades de biofilme (SCHLEGELOVA et al., 2010).

As linhas de processamento de alimentos representam um desafio para manutencdo das
condigdes sanitarias, visto que a alta disponibilidade de nutrientes e oxigénio favorecem a
multiplicagdo microbiana. Além desses fatores, falhas no projeto higiénico industrial,
especialmente de laticinio, torna o processo de higieniza¢do mais dificil e menos eficiente, pois

os residuos do processamento de alimentos se acumulam nesses locais e proporcionam um
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ambiente propenso a colonizacao por bactérias, principalmente na forma de biofilmes (CLETO
etal., 2012).

Portanto, as plantas de processamento de alimentos devem atender aos requisitos
basicos de um bom projeto higiénico, a fim de reduzir os riscos de contaminacdes biologicas,
fisicas e quimicas (MATUSZEK, 2012).

Os materiais de construgdo para equipamentos, tubulacbes e utilidades de
processamento de alimentos devem ser homogéneos, suaves, ndo porosos, ndo absorventes, nao
toxicos, faceis de limpar, impermeaveis, inertes, resistentes a produtos quimicos, a prova de
corrosdo, fisicamente duraveis, estaveis mecanicamente e de facil manutencdo (MOERMAN;
PARTINGTON, 2014).

Os acos inoxidaveis sdo habitualmente utilizados na indastria de alimentos e
indispensaveis para aplicacdes em que os requisitos de higienizacdo sao criticos (MATUSZEK,
2014). Os principais elementos dos acos inoxidaveis sdo ferro, cromo, molibdénio e niquel,
sendo que os modelos AISI SS 304 (L) e AISI SS 316 (L) sdo comumente usados para
superficies em industrias de alimentos (MOERMAN; PARTINGTON, 2014).

No geral, a fim de facilitar a higienizacdo, as superficies devem ser lisas, isentas de
fendas, rachaduras e microestruturas, inclusive devem evitar degraus de desalinhamentos e
conexdes. Assim, as superficies de acabamentos devem ter um grau de rugosidade suave, sendo
geralmente a rugosidade média igual ou menor que 0,8 um para o ago inoxidavel (EUROPEAN
HYGIENIC ENGINEERING & DESIGN GROUP — EHEDG, 2018).

Além desses requisitos, quando possivel, outros também devem ser observados no
projeto higiénico, sendo eles: as vedacfes ou gaxetas devem ser usadas alinhadas; a area
rosqueada dos parafusos, as juntas de fixadores e as fendas de dobradicas ndo devem ser
expostas; angulos e cantos internos devem ser radiados; espagos mortos devem ser eliminados;
os instrumentos devem fazer a deteccdo por sensor e por alarme; a soldagem deve ser continua
(EHEDG, 2018).

3.5.4 Qualidade da agua

A fim de obter resultados de higienizacdo ideais e consistentes, a dgua usada para
preparar as solucdes deve ser de qualidade e para consumo humano (MOERMAN;
RIZOULIERES; MAJOOR, 2014).

De acordo com o Anexo XX da Portaria de Consolidagdo n° 5, de 28 de setembro de

2017, do Ministério da Saude, a &gua para consumo humano é a agua potavel destinada a
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ingestdo, preparacdo e producgdo de alimentos e a higiene pessoal, independentemente da sua
origem (BRASIL, 2017a). Porém, a qualidade da &gua potével pode ser afetada devido ao
aumento da populacdo, ao crescimento da industria e a variedade de compostos quimicos
presentes (SALARI et al., 2018).

A dureza da agua é um fator importante na inddstria de alimentos e representa,
basicamente, a quantidade de célcio e magnésio existentes na dgua. O ideal é que a agua seja
considerada mole (até 50 mg.L™) para uso em indUstria de alimentos. Outro fator importante é
0 pH da agua, aconselha-se o uso proximo de 8,3, visto que ndo contém acidez, a fim de evitar

processo de corrosdo em superficies para processamento de alimentos (ANDRADE, 2008).

3.5.5 For¢a mecanica

A forca mecénica no método clean in place (CIP) é a forca de cisalhamento criada pelo
fluxo. Como regra geral, para ter uma forga mecanica adequada o fluxo deve ser turbulento e a
velocidade deve ser de pelo menos 1,5 m.s? (TETRA PAK, 2015).

Conforme a Figura 6, no fluxo laminar a velocidade é maior no centro da passagem,
visto que a velocidade diminui progressivamente em direcdo as paredes devido ao atrito entre
as camadas. No fluxo turbulento as camadas se misturam e, portanto, a velocidade do liquido é
aproximadamente a mesma na parte central da passagem, entretanto a velocidade diminui em
direcdo as paredes (TETRA PAK, 2020).

Figura 6 — Perfil de velocidade para fluxos laminar e turbulento

Laminar Turbulento

Fonte: Adaptado de Tetra Pak, 2020

No entanto, os trabalhos realizados por Faille et al. (2013) e Xu Zhou et al. (2017)
demonstraram que esporos bacterianos, especialmente de Bacillus Cereus, sdo capazes de
suportarem altas tensdes de cisalhamento e apresentam resisténcia aos processos de

higienizac&o.
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Uma alternativa para melhoria da eficiéncia da forca mecénica do método CIP é por
meio da pulsacdo do fluxo, que visa obter maior tensdo de cisalhamento em dire¢do a parede,
sem a necessidade de investimento alto, visto que 0 equipamento necessario ja esta sendo usado
no método CIP (GOODE et al., 2013).

3.5.5.1 Pulsacéo do fluxo

Nos Gltimos anos, em razéo dos resultados de higienizacGes insatisfatorios na inddstria
de alimentos, especialmente nos laticinios, o0 método clean in place (CIP) com fluxo pulsado
tornou-se cada vez mais utilizado (WEIDEMANN; VOGT; NIRSCHL, 2014).

Comparado ao fluxo constante nos sistemas turbulentos, a aplicacdo da pulsacdo do
fluxo torna esses sistemas mais eficientes, pois aumenta a remoc¢ao dos esporos bacterianos
aderidos a superficie, pelo motivo de ampliar o gradiente de velocidade em direcdo a parede
(BLEL etal., 2009a; BLEL et al., 2009b).

A pulsacdo do fluxo contribui na reducdo do tempo de parada para higienizacdo e no
consumo de energia (SILVA, 2019). Sendo que, com essa alternativa, o tempo necessario para
uma higienizagéo eficiente pode ser reduzido em mais de 50% (BODE et al., 2007).

Essa pulsacdo é caracterizada por um fluxo estacionario, seguido de um fluxo oscilante.
Assim, a tensdo de cisalhamento aumenta e, por consequéncia, o resultado da higienizagéo
melhora (SILVA, 2019; WEIDEMANN; VOGT; NIRSCHL, 2014).

O principal parametro para caracterizar o fluxo pulsado é a ondulacdo (W), que é uma
razéo adimensional do maximo de oscilagéo (w,smqx) € da velocidade estacionaria ou media
do fluxo (w), conforme as Equagdes 1, 2 e 3 (FOSTE et al., 2013).

WOS max
W = =22max
w ()

Em que a velocidade média w para um intervalo de oscilagdo (t,s) é definida conforme
a Equagéo 2:
tOS

1
w= .~ w(t)dt (2)

0s Y0

sendo w(t):

w(t) = Wstat + Wos (3)
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em que wg,;: Velocidade estacionaria
Quanto ao resultado da razédo, se W > 1 resultara na separacdo da subcamada viscosa e

na formacdo de redemoinhos, conforme a Figura 7. Além disso, a velocidade mé&xima néo
ocorre necessariamente na area central, mas perto da parede, ocasionando altas tensdes de

cisalhamento (AUGUSTIN et al., 2010).
Portanto, com W > 1 o pulso provoca o efeito anular, na qual possibilita aumentar a
tensdo de cisalhamento na parede, difundir o agente sanitizante na subcamada viscosa e na
superficie e reduzir os recursos econémicos que refletem nos custos da higienizacao

(AUGUSTIN et al., 2010).
Figura 7 — Perfil de velocidade de vazdo pulsada para diferentes ondulagdes

|
Y,

Fonte: Augustin et al., 2010
3.6 ETAPAS DA HIGIENIZAQAO INDUSTRIAL

As etapas de higienizacao sdo definidas a partir do tipo de residuo a ser removido, no
entanto essas etapas sdo semelhantes, sendo definidas no Quadro 2 (GOODE et al., 2013).
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Quadro 2 — Etapas da higienizacéo industrial

Etapa Acéo
Pré-lavagem Remocéo das sujidades fracamente aderidas
Limpeza com detergente (alcalino ou &cido) Remocéo das camadas de incrustagdes
Enxague intermediario Remocéo do detergente

L _ y . Destruicdo dos micro-organismos e
Sanitizagdo/desinfeccdo (quimica e/ou y .
o restauracdo das condicéo higiénica do
térmica) _
sistema

] ] Remocéo do produto sanitizante e retomada
Enxague final . 3
da linha de producéo

Fonte: Adaptado de Goode et al., 2013

3.6.1 Pré-lavagem e enxague

A primeira etapa da higienizacdo é a pré-lavagem com &gua, que objetiva remover a
maior parte dos materiais restantes das linhas de processamento de alimentos ap6s o término da
producdo (FAN; PHINNEY; HELDMAN, 2015). J& o enxague intermediario consiste em
remover os detergentes utilizados durante o processo de limpeza (TRINH et al., 2017).

Sabe-se que nessas etapas utiliza-se uma quantidade intensiva de agua, por isso a fim de
reduzir a quantidade desse recurso, parametros de velocidade, tempo de contato e temperatura
devem ser ajustados. Além desses fatores, outro modo de reducdo desse recurso é reutilizando-
o do enxague final, sendo que a agua nao € direcionada para drenagem e sim para ser utilizada
na etapa seguinte de pré-lavagem. Supde-se que a eficacia da agua reutilizada € mantida devido
as forcas mecanicas durante a pré-lavagem (FAN; PHINNEY; HELDMAN, 2015).

3.6.2 Limpeza com detergentes

Para limpeza adequada deve-se usar solugdes corretas, nas concentragdes adequadas.
Existe uma ampla gama de solucgdes de limpeza disponiveis para a inddstria e sua utilizacdo
depende de fatores como a natureza do residuo, a dureza da agua e a superficie a ser limpa. As
solugcBes de limpeza tém muitas funcbes, tais como saponificacdo, umedecimento,
emulsificacdo, abrandamento da 4gua, formagdo de espuma (STIER, 2020).

Nessa etapa, deve-se considerar as caracteristicas de solubilidade dos residuos em
detergentes alcalinos e acidos. Conforme o Quadro 3, verifica-se a necessidade do uso de
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agentes alcalinos ou de surfactantes para a remocao de gordura e de acidos para a remocao de
sais minerais divalentes, como o céalcio e magnésio. Os alcalinos também sdo 0s agentes

responsaveis pela remocéo de residuos de proteina (ANDRADE, 2008).

Quadro 3 — Solubilidade dos residuos

Sujidade Solubilidade
Carboidrato Geralmente solUvel em agua
Gorduras Solaveis em alcalinos ou surfactantes
Proteinas Solaveis em alcalinos ou &cidos
Sais minerais monovalentes (Na*, K* Sollveis em &gua
Sais minerais divalentes (Ca™, Mg*™) SolGveis em &cidos

Fonte: Adaptado de Andrade, 2008

Em escala industrial, a limpeza geralmente é baseada em etapas empiricas, incluindo a
limpeza com detergentes alcalinos para remocdo da matéria organica e a limpeza com
detergentes acidos para remover incrustacdes minerais. Nas limpezas com alcalinos o hidroxido
de sddio (NaOH) com pH 11,5 é normalmente utilizado, enquanto que nas limpezas com acidos
0 acido nitrico (HNO3) com pH 1,6 é comumente utilizado (PAUGAM et al., 2013). Nas
fabricas de laticinios, as solu¢cGes de NaOH e o HNO3 também sdo frequentemente utilizadas
para essas finalidades (MARTIN et al., 2016).

O hidréxido de sodio, também conhecido como soda caustica, possui boas propriedades
para a remocdo de residuos. Durante 0 método clean in place (CIP) as solugfes causticas e
acidas sdo aplicadas em concentracfes de 0,5 a 2% (m/m), seguidas por enxague com agua
(SUAREZ et al., 2012).

Os surfactantes reduzem a tensdo superficial dos fluidos por meio do acimulo de
moléculas orientadas na interface. Essa propriedade deriva de sua estrutura anfifilica, que inclui
uma cabeca hidrofilica e uma cauda hidrofébica dentro da mesma molécula, causando a

separacdo e a repulsio do solido, conforme a Figura 8 (SUAREZ et al., 2012).
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Figura 8 — Efeito dos surfactantes

e\e\, f /a T T T — Cabaga hidrofilica
—

Cauda hidrofobica
Séhdo ﬂ
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Fonte: Adaptado de Suarez et al., 2012
Nota: (1) adesdo; (2) separacéo; (3) repulséo.

3.6.3 Sanitizacdo

A sanitizacdo é o tratamento de uma superficie limpa com um agente fisico ou quimico
para remocdo de organismos causadores de doencas e deterioracdes. Essa préatica visa reduzir a
populacdo total de micro-organismos para um nivel seguro (STIER, 2020). Assim, apds a etapa
de sanitizacdo, a sobrevivéncia de bactérias patogénicas representa um risco potencial a
indUstria de alimentos e aos consumidores (BELTRAME et al., 2012).

A sanitizacdo por meio fisico € vantajosa por apresentar eficacia antimicrobiana, ndo ser
corrosiva e possuir bons resultados em circuitos fechados. No entanto esse método tem
limitacdes, visto que ndo poder ser utilizado em superficies sensiveis ao calor e por ser
relativamente caro, principalmente em relacdo ao consumo de energia (INSTITUTO DE
CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS — ICTA, 2010).

A sanitizagdo por meio quimico é muito empregada na inddstria de alimentos. Varios
sanitizantes estdo disponiveis no mercado, contudo para a eficiéncia da sanitizagéo e necessario
conhecer as fungdes de cada produto sob diferentes concentracGes e sua interagdo com o meio,
além das caracteristicas dos micro-organismos presentes e suas sensibilidades aos agentes
qguimicos empregados (BELTRAME et al., 2012; BERNARDI et al., 2018).
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Entre os sanitizantes empregados na inddstria de alimentos, principalmente em laticinios
e cervejarias, destaca-se o0 acido peracético (ANDRADE, 2008). O crescente mercado por esse
sanitizante é resultado do avanco na tecnologia de sua fabricacdo, crescente popularidade de
produtos quimicos de base bioldgica e técnicas inovadoras desenvolvidas para seu uso.
Contudo, a exposicédo direta a esse produto pode causar queimaduras graves, alergias e outros
perigos a saude dos olhos, pele e 6rgaos respiratorios, por esse motivo deve ser manuseado de
forma cuidadosa (DUGHERI et al., 2018).

O é&cido peracético € um sanitizante constituido pelos principios ativos do &cido
peracético, peroxido de hidrogénio e &cido acético (BERNARDI et al., 2018). Portanto, a sua
composi¢do é amigavel ao meio ambiente, pois os produtos de sua decomposicao sdo o acido
acetico e a agua (ANDRADE, 2008).

No geral, apresenta eficacia contra bactérias e esporos bacterianos, sendo uma
alternativa de uso aos produtos a base de cloro. No entanto, se a atividade antifungica é um
requisito, sdo necessarios niveis mais altos para gerar a atividade fungicida (HUMPHREYS et
al., 2013).

3.7 METODOS: SUPERFICIE DE RESPOSTA E DESEJABILIDADE

A metodologia de superficie de resposta € um método matematico estatistico usado para
analisar e otimizar os experimentos. No processo de analise, ha variaveis de entrada que afetam
as de saida, chamadas variaveis de resposta (HEJAZI et al., 2012).

Entre os design de superficies de resposta mais utilizados, incluem o planejamento
composto central. Esse planejamento consiste em determinar o nimero de experimentos a partir
dos pontos fatoriais (2X) e axiais (2k) e nimero de pontos centrais (nc), sendo k o ndmero de
variaveis e a a localizagdo dos pontos axiais, conforme as Equacdes 4 e 5 (CANDIOTI et al.,
2014; MONTGOMERY, 2012):

2K+2K + ne (4)

o = (24) V" ©)

No entanto, muitos problemas de superficie de resposta envolvem a andlise de varias
respostas. A este respeito, algumas das variaveis devem ser maximizadas e outras minimizadas.
No entanto, em muitos casos, ocorre uma competicdo entre essas respostas; ou seja, melhorar

uma resposta pode levar a outra resposta a deterioracdo. Alternativamente, a funcdo da
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desejabilidade, que combina todas as respostas em uma medicéo, pode ser usada (PALABIYIK
etal., 2015).

Em 1980, Derringer e Suich encontraram uma das solucdes para otimizar respostas
maultiplas. A abordagem geral € primeiro converter cada resposta (yi) em funcdo da
desejabilidade individual (di) que varia ao longo do intervalo (MONTGOMERY, 2012):

0<di<1

onde:

se a resposta yi estd no objetivo ou alvo, entdo di = 1;

se a resposta esta fora de uma regido aceitavel, di = 0.

E valores intermediarios de di indicam respostas mais ou menos desejaveis (CANDIOTI
etal., 2014).

Montgomery (2012) demonstrou os calculos das funcGes de desejabilidade individuais,

a partir da estruturacdo apresentada na Figura 9.

Figura 9 — Funcdes de desejabilidade individuais para otimizacdo simultanea

@ | M) L

ODer<ci—

0

Fonte: Adaptado de Montgomery, 2012
Nota: (a) o objetivo (alvo) é maximizar y; (b) o objetivo (alvo) é minimizar y; (c) o objetivo
é estar 0 mais proximo possivel do alvo.

Assim, se 0 objetivo ou alvo para a resposta for um valor maximo, pode-se calcular

atraves da Equacao 6:
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0
1
se:
y<L
L<y<T
y>T
onde:

r =1, a funcdo desejabilidade € linear;
r > 1 coloca mais énfase em estar perto do valor alvo;

0 <r < 1 torna-o0 menos importante.

Se a meta da resposta for um valor minimo, pode-se calcular pela Equacéo 7:

4= |(g —y>r (7)

Se:

Se o0 alvo esté localizado entre os limites inferior (L) e superior (U) é definido por meio

da Equacéo 8:

(= ®

Se.
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Uma vez que as n varidveis (niveis de fator e respostas) sdo transformadas em funcgdes
de desejabilidade, elas s&o combinadas em uma funcéo Unica chamada Desejabilidade Global
(D) para descobrir as melhores respostas conjuntas. Assim, D pode ser calculado usando a

Equacdo 9 (CANDIOTI et al., 2014):

n
D = (df'x d5? x ..x dI) /sri = 1_[ dl?”il/Zri ©)
i=1

onde:
ri é a importancia de cada variavel em relacdo as outras, que normalmente pode ser de

1 a5, com 5 indicando a maior importancia e 1 indicando a menor.
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4 METODOLOGIA

4.1 UNIDADE EXPERIMENTAL

O prototipo utilizado para realizar este estudo foi uma linha de circulagdo de leite, com
caracteristicas semelhantes as observadas nos laticinios. Essa linha encontra-se no Laboratério
de Bioprocessos, localizado no Instituto de Ciéncias Tecnologicas e Exatas, da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

Esse protétipo € constituido de ago inoxidavel (AISI 304) de polimento n° 4 e possui 0s

equipamentos e instrumentos apresentados na Figura 10.

Figura 10 — Representacao esquematica do modelo de linha de circulacéo de leite
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Fonte: Silva et al. 2020b

Nota: TK — tanque de armazenamento de leite e solugdes de limpeza e sanitizagéo (capacidade
25 L); V — valvulas de bloqueio tipo esfera tripartida de %’ de passagem plena em conexdo
tipo rosca; P — bomba centrifuga para promover circulagdo de fluidos e agentes de limpeza e
sanitizacdo no sistema; YF — sensor de vazdo tipo turbina de '2’’; M - Mandmetro tipo tubo em
U; HE —trocador de calor; superficies de prova em diferentes geometrias: trecho cilindrico reto
(A), té (B), cotovelo (C), expansdo (D) e redugéo (E).

Na linha de circulacdo de leite as extremidades de cada trecho de tubulacdo séo
rosqueaveis. Neste estudo foram utilizadas superficies de prova nas seguintes geometrias:
trecho cilindrico reto, té, cotovelo, expansdo e reducdo, de forma a representarem trechos e

acessorios comumente encontrados na industria lactea e as diferentes intensidades de forga de

cisalhamento no interior da linha de circulacdo.
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4.2 ADESAO MICROBIANA

Previamente, a cada configuracdo proposta, todas as geometrias usadas neste estudo do
método clean in place (CIP) foram higienizadas por meio de escovacdo com uso de agua e
detergente neutro liquido e enxaguadas com agua destilada. Em seguida, foram autoclavadas
por 30 minutos a 121 °C e 1,1 bar para garantir a descontaminacdo microbiana.

As geometrias apos a higienizacdo foram preenchidas com leite UHT integral, inoculadas
com aproximadamente 10° UFC.mL?' de células de Bacillus cereus (ATCC 11778),
previamente ativado (SILVA et al., 2020a). As geometrias foram incubadas em BOD
(TECNAL) a 37 °C por um periodo que foi determinado a partir da cinética de adesao.

A incubacdo foi em condicdo estatica, a fim de se obter uma adesdo microbiana nas
superficies a partir da contaminacdo intencional no leite. As condicdes estaticas foram
escolhidas para obter homogeneidade nos niveis de sujidade na superficie das geometrias, a fim
de isolar o efeito da hidrodindmica durante a adesdo e formacao de biofilme. Apds o periodo
de adesdo, o leite inserido foi drenado e as geometrias foram instaladas na planta para serem
submetidas ao processo CIP.

Uma réplica da geometria utilizada na higienizacdo foi selecionada para a contagem
inicial de células na superficie das geometrias. Essa geometria foi preenchida com &gua
peptonada estéril (Acumedia, Lansing, Estados Unidos) 0,1% (m/v), a qual permaneceu no
interior da superficie, por 1 minuto, para remocdo das células plancténicas. Em seguida, as
células sésseis foram removidas com auxilio de um swab.

As células aderidas foram transportadas para solucdo de dgua peptonada estéril 0,1%
(m/v) onde permaneceu por 2 minutos em agitacdo em vortex (Velp, Wizard Advanced IR) para
a liberacdo das células para a solucdo. Apos essa etapa, diluicdes seriadas foram preparadas e
plaqueadas, pelo método pour plate, em agar padrdo para contagem (PCA — Kasvi, Italia). As
placas foram incubadas por 24 horas a 37 °C. O resultado da contagem foi expresso em
UFC.cm™. Para a expresséo dos resultados, aplicou-se a Equacéo 10:

UFC _C\V, (10)
cm®  V,-A

em que:
C: contagem média do nimero de col6nias apds incubacéo [UFC];
Vr: Volume usado na amostra [mL];

Va: Volume usado para plagueamento da amostra [mL];

A: area da geometria [cm?].
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4.2.1 Cinética de adesdo

Cupons de prova de 1cm x 1cm, em acgo inox 304 e polimento n° 4, igual a linha de
circulacdo de leite em estudo, foram higienizados com detergente neutro e em seguida
esterilizados na autoclave por 30 minutos a 121 °C e 1,1 bar. Cada cupom foi colocado em um
tubo falcon com leite UHT integral, inoculado com aproximadamente 10° UFC.mL* de Bacillus
cereus, previamente ativado, para promover a multiplicacdo e adesdo do micro-organismo.

Logo em seguida os tubos falcon foram incubados em BOD (TECNAL) a 37 °C, para
iniciar a multiplicacéo e a adeséo bacteriana. A cada 2 horas de incubagéo, durante 24 horas
(considerando que a industria realiza a higienizagdo diariamente), um tubo falcon foi retirado
da incubadora a fim de determinar a adesdo bacteriana na superficie.

Para determinar a adesdo bacteriana na superficie, o cupom de prova foi retirado do tubo
falcon em que se encontrava com uma pinca esterilizada e transportado para solucéo de agua
peptonada estéril 0,1% (m/v) onde permaneceu por 2 minutos, para remo¢do das células
planctdnicas. Posteriormente, com o auxilio de uma pinga esterilizada o cupom foi transportado
para uma nova solucdo de agua peptonada estéril 0,1% (m/v) e foi submetido a agitacdo no
vortex, para a liberacdo das células para a solucdo. Em seguida, diluicGes seriadas foram
preparadas e plaqueadas, pelo método pour plate, em agar padrdo para contagem. As placas
foram incubadas por 24 horas & 37 °C. O resultado da contagem foi expresso em UFC.cm™.

4.2.2 Compostos exopoliméricos (EPS) do biofilme

A composicdo dos exopolissacarideos (EPS) foi caracterizada usando Fourier
Transform Infra Red (FTIR). A partir do tempo determinado pela cinética de adesdo, um cupom
com a superficie contaminada com Bacillus cereus foi enxaguado assepticamente trés vezes
com solucdo de NaCl 0,85% (m/v) para remover as células planct6nicas. Os cupons foram secos
ao ar a temperatura ambiente, conforme descrito no trabalho de Silva et al. (2020D).

Os espectros foram coletados no modo de transmissdo de 4000 a 400 cm™ com
espectrémetro Shimadzu com resolucdo 2 cm™ e 128 scans. Conforme descrito no trabalho de
Karunakaran e Biggs (2010), como as macromoléculas de origem bioldgica apresentam picos
de absorbancia caracteristicos entre 800 e 1.800 cm™, o espectro FTIR foi analisado entre esses

ndmeros de onda.
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O espectro da placa de ago inoxidavel sem biofilme foi usado para remover o fundo
espectral. Os picos correspondentes aos grupos funcionais foram pesquisados e identificados

de acordo com referéncias disponiveis na literatura.
4.3 PROCESSO CIP CONVENCIONAL

Ap0s a contagem do namero inicial de células aderidas, as demais superficies foram
inseridas na linha de circulacdo de leite para a execucdo do método CIP. O processo

convencional foi realizado em triplicata e os parametros estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Programa de higienizacédo CIP.

Pré-enxague Alcalino Enxague Sanitizante Enxague

Agua Potdvel NaOH 1%  Agua Potavel  Acido peracético 0,01%  Agua potavel

1,5 m.s’ 1,5 m.s? 1,5 m.s’ 1,5 ms’ 1,5 ms’

5 minutos 15 minutos 5 minutos 15 minutos 5 minutos
Temperatura 70 °C Temperatura Temperatura Temperatura

ambiente ambiente ambiente ambiente

Fonte: Elaborado pela autora, 2020

Logo apds o processo CIP, as geometrias foram submetidas a técnica de swab para a
remocdo das células microbianas, do mesmo modo realizada para a geometria antes da
higienizacdo. As amostras coletadas com swab foram incubadas por 24 horas a 37 °C. O
resultado das contagens foi expresso em UFC.cm™.

Apobs a coleta dos dados das analises das geometrias antes e depois da higienizacdo

foram calculadas as reducdes logaritmicas (RD) do nimero de células pela Equacéo 11.

RD=1logN —logn (11)

em que:
N: & o nimero de unidades formadoras de colonia/cm? (UFC) antes do CIP;
n: € o numero de unidades formadoras de col6nia/cm? (UFC) ap6s o CIP.
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4.4 OTIMIZACAO DO PROCESSO CIP CONVENCIONAL

Os pulsos aplicados na etapa de sanitizacdo foram quadraticos, com ondulacdo (W) e
periodo (P) fixos, conforme apresentado na Figura 11. Esses dados foram estabelecidos a partir
de recomendac0es e resultados encontrados na literatura (AUGUSTIN et al., 2010; BODE et
al., 2007; SILVA et al.,, 2020a). A perturbacdo na amplitude proporciona incrementos e
decréscimos na vazdo, de forma que a média da vazao durante essa etapa seja igual ao processo
convencional (SILVA, 2019).

Figura 11 — Pulsacéo do fluxo quadratico
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Whstat

P
Fonte: Adaptado de Silva, 2019

A concentragdo da solucdo sanitizante e o tempo de execucdo dessa etapa foram
variados a fim de reduzir o consumo de solucdo sanitizante, energia e tempo, visto que essa
etapa, seguida da limpeza com detergente, consome mais tempo para ser executada. Além de
que a sanitizacdo representa o maior custo econdmico ligado a esse processo, seguida pelos
custos das etapas de enxague com agua (YANG et al., 2018).

Portanto, o efeito dessas duas variaveis foi representado como: A: concentracdo da
solucdo; B: tempo, no Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR). Os niveis das
variaveis A e B foram utilizadas na forma adimensional, utilizando a seguinte codificacdo da
Equacéo 12:

B e— €(0)
e(+1) — (-1 (12)
2

Xi
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em que:
i: nimero de variaveis estudadas;

Xi: é o valor da variavel i na forma codificada;

¢. € o valor real da variavel;

¢(0): é o valor real da variavel no ponto central;
e(+1): é o valor real da variavel no ponto superior;

e(-1): é o valor real da variavel no ponto inferior.

Em que a distancia axial do ponto central (<) € calculado em funcdo do numero de

variaveis (k), conforme a Equacédo 13:

x = (Zk) 1/4 (13)

Nesse estudo como k = 2, obtém-se que o é igual a 1,41. A Tabela 3 apresenta 0s niveis

codificados e o valor real, com os niveis baixo, médio e alto de -1, 0 e +1, respectivamente.

Tabela 3 — Niveis codificados e reais das variaveis que foram estudadas.

Niveis -1,41 -1 0 +1 +1,41
A - Concentracao
40 50 75 100 110
[mg.L"]
B - Tempo [min] 3 5 10 15 17

Fonte: Elaborado pela autora, 2020

As faixas de variacdo de cada parametro foram estabelecidas de acordo com os dados
mais comumente utilizados no método CIP (ANDRADE, 2008; AUGUSTIN et al., 2010;
BODE et al., 2007; SILVA et al., 2020a; SILVA et al., 2020b).
A Tabela 4 apresenta o planejamento experimental com niveis de cada variavel que foi
utilizada nesse experimento, totalizando em 11 corridas.
Logo apos cada corrida proposta, seguiu para a contagem microbiana do mesmo modo
realizada para o CIP convencional.
Por fim, a superficie de resposta avaliou a influéncia das variaveis em estudo, ap6s o
ajuste do modelo, nos quais os fatores insignificantes foram eliminados (p > 0,05). E as funcdes
de desejabilidade foram desenvolvidas, a partir do Google Colab, a fim de determinar as

melhores condigOes operacionais do CIP para todas as geometrias.



46

Tabela 4 — Matriz de planejamento em variaveis reais e codificadas.

Corrida Variaveis codificadas Variaveis reais
A B Concentracgdo [mg.L!] Tempo [min]
1 -1 -1 50 )
2 +1 -1 100 )
3 -1 +1 50 15
4 +1 +1 100 15
5 -1,41 0 40 10
6 +1,41 0 110 10
7 0 -1,41 75 3
8 0 +1,41 75 17
9 0 0 75 10
10 0 0 75 10
11 0 0 75 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2020

4.4.1 Funcdes de desejabilidade

Conforme relatado por Montgomery (2012) foi obtida a resposta (yi) em fungédo da

desejabilidade individual (di) para as cinco geometrias em estudo, de modo a alcancar o mais

préximo possivel do alvo (T), conforme a Equacéo 14:

0

<
~

(
=)

0

<
< o~

~

)

Se:
y<L
L<y<T
T<y<U
y>U

)

rl

T2

(14)

No presente estudo, as funcdes de desejabilidade foram desenvolvidas a partir das

reducdes decimais e a influéncia das varidveis em estudo.
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A Desejabilidade Global (D) foi calculada, a fim de determinar as melhores condicdes
operacionais do CIP para todas as geometrias, considerando ri = 5, conforme a Equacéo 15, e
foi estimado o valor da reducdo decimal para cada geometria. Por fim, a partir desses
parametros foi realizada a validacao do protocolo em triplicata.

D= (dxdyxdsxdsxds)/s (15)

4.5 CONSUMO DE ENERGIA

A energia consumida (E) é expressa em funcao do tempo de operacdo do equipamento
pelo produto da poténcia ativa total para uma carga trifasica balanceada pelo tempo. A corrente
elétrica foi medida com uma pingca amperimétrica Minipa ET-3200. A energia consumida pode

ser determinada pela Equacgédo 16 conforme empregado por Silva et al. (2020a):

t
E = V3.VL. cose.f IL(t)dt (16)
0

em que:
VL: tenséo elétrica (V);
6: angulo de fase;

IL: corrente elétrica (A).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ADESAO MICROBIANA E FORMACAO DE BIOFILME

5.1.1 Cinética de adesao

A cinética do tempo de adesdo do Bacillus cereus na superficie do cupom de aco
inoxidavel pode ser observada na Figura 12, em que a bactéria, na fase logaritmica, comecou a
divisdo por fissdo binéria até atingir a taxa de crescimento maxima. Logo apds comecou a fase
estacionaria, em que o numero de células em divisdo se assemelha ao numero de células mortas

por esgotamento dos nutrientes (WANG et al., 2015).

Figura 12 — Cinética de adesao na superficie do cupom de aco inoxidavel
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Entre os periodos de 8 a 24 horas de incubagdo, a média de células de Bacillus cereus
aderidos ao cupom foi de 4,42 + 0,26 log UFC.cm. Semelhante a esse resultado, Bernardes et
al. (2010) e Bernardes et al. (2012) encontraram o valor de 4,01 + 0,80 log UFC.cm™ para a
média de adesdo da mesma bactéria, no aco inoxidavel 304, em um dia, na temperatura de 35
°C. De acordo com Bernardes et al. (2012), esses valores sdo altos o suficiente para atingir um
valor critico, dependendo das condi¢Oes de armazenamento do leite. Dado que, superficies

inadequadamente higienizadas se entrarem em contato com o leite podem contamina-lo,
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afetando a sua qualidade e diminuindo a vida Util dos produtos lacteos. Assim, a qualidade dos
laticinios é consideravelmente afetada pela presenca do nimero elevado de Bacillus cereus.

Em uma fabrica de laticinios, Bacillus cereus representa 12,4% da microbiota que cresce
em biofilmes (SHARMA; ANAND, 2002). O biofilme de Bacillus cereus pode ser uma fonte
recorrente de deterioracdo de alimentos e de surtos de intoxicagdo alimentar (KUMARI,
SARKAR, 2014). Essa bactéria produz enzimas extracelulares que podem afetar a qualidade
sensorial do leite e de produtos lacteos, por exemplo produtos com sabor desagradavel, ran¢oso,
amargo (KUMARI; SARKAR, 2016).

Alimentos contaminados por Bacillus cereus podem desencadear no consumidor as
sindromes diarreica e emética. A sindrome diarreica € causada pela ingestdo de células
vegetativas e de esporos e producdo de toxinas no intestino delgado, tendo os sintomas de
diarreia aquosa e dor abdominal, sendo que essa enfermidade estd associada a alimentos
proteicos, como leite e lacteos, produtos a base de carne, pudim, sopas, molhos e legumes. Ja a
sindrome emética esta relacionada a alimentos ricos em amido, como o arroz, e é dada pela
toxina pré-formada nos alimentos, que pode resultar em nauseas, vémitos, mal-estar e, em
alguns casos, insuficiéncia hepatica fatal (KUMARI; SARKAR, 2016).

Destaca-se que Bernardes et al. (2010) e Bernardes et al. (2012) determinaram que 0
valor de adesdo dessa bactéria, no aco inoxidavel 304, durante os periodos de um dia e dez dias
sdo proximos, sendo, respectivamente, 4,01 + 0,80 log UFC.cm2 e 4,43 + 0,77 log UFC.cm™.

No periodo de 8 a 24 horas, os resultados da contagem de células ndo diferem entre si
(p > 0,05). Por esse motivo, preliminarmente, 16 horas foi selecionada como o tempo de
incubagdo das geometrias em estudo, a fim de iniciar o processo de adeséo e formagdo de
biofilme. Esse tempo foi confirmado posteriormente, a partir dos resultados dos compostos

exopoliméricos.

5.1.2 Compostos exopoliméricos (EPS) do biofilme

A anélise do espectro ATR-FTIR do biofilme de Bacillus cereus no aco inoxidavel apos
16 horas de incubagio esta presente na Figura 13. A regido 1800 a 700 cm™ ! inclui a absorcio
de dois componentes celulares principais: proteinas (1700 a 1480 cm™?) e carboidratos (1200 a
900 cm™?) (BOSCH et al., 2005). De acordo com referéncias disponiveis na literatura, na
referida figura, os picos de 1647 cm™ e 1075 cm™ indicam, respectivamente, que o EPS é

constituido predominantemente de regido de alongamento C = O de amidas associadas a
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proteinas (conhecida como amida I), e de polissacarideos (BOSCH et al., 2005; EBOIGBODIN;
BIGGS, 2008; TUGAROVA et al., 2017).

Figura 13 — Espectro FTIR-ATR do biofilme de Bacillus cereus no aco
inoxidavel apos 16 horas de incubagdo
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Fonte: Da autora, 2021

De modo similar, Karunakaran e Biggs (2010) descreveram o espectro de FTIR do EPS
do biofilme de Bacillus cereus ATCC 10987 e ATCC 14579 cultivados em caldo Miller’s
Luria, por 24 horas a 30 °C, indicando que proteinas e carboidratos predominaram no EPS de

ambas as amostras.
5.2 PROCESSO CIP CONVENCIONAL

No processo CIP convencional, a média da reducdo decimal de cada geometria em
estudo, bem como a contagem final de Bacillus cereus estdo presentes na Tabela 5. A partir dos
dados presentes na referida tabela, analisa-se que, estatisticamente, as geometrias trecho reto e
reducdo ndo apresentaram diferenca significativa nas reducgdes decimais entre si e também em
relacdo as geometrias cotovelo e expansao. Ja as geometrias cotovelo e expanséo apresentaram
diferenca significativa nas reducfes decimais entre si. Quanto a geometria té, essa apresentou
diferenca significativa na reducdo decimal quando comparada, estatisticamente, com todas as

geometrias.
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Tabela 5 — Reducdo decimal e contagem final de Bacillus cereus nas diferentes geometrias,
submetidas ao CIP convencional

Geometria Média da reducéo decimal Contagem final [UFC.cm~]
Trecho reto 4,01 +0,082° 2,00 £ 0,57
Té 0,00 £ 0,28° 4,5x10* + 2954,70
Cotovelo 3,93+0,19° 2,00 £ 0,57
Expansio 4,34 0,02 < 1,00 (estimado)
Reducio 4,25 + 0,250 1,00 + 0,56

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: *0¢ Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Tukey (p > 0,05).

Os resultados obtidos, normalmente, podem ser comparados com as especificagfes ou
com as recomendacdes propostas por érgdos oficiais ou por entidades cientificas conceituadas,
como a American Public Health Association (APHA), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
e a Organizacdo Panamericana de Saude (OPAS). Alguns pesquisadores e algumas instituicdes,
como a OPAS e a OMS, admitem contagens de mesofilos aerdbios de até 50 UFC.cm™ na
superficie. Por outro lado, para que as superficies sejam consideradas higienizadas, a APHA
recomenda até 2 UFC.cm do mesmo grupo microbiano (ANDRADE, 2008). Portanto, todas
geometrias apresentaram condicdes aceitaveis de higienizacdo, exceto a do té, segundo a
preconizacao desses 6rgaos.

Nessa configuracdo do CIP, a superficie do té também ndo apresentou reducdo decimal
ao final do processo. Com esses resultados, pode-se considerar que essa geometria foi a mais
desafiadora no estudo em relacdo as demais. Possivelmente, esse fato ocorreu porque a
existéncia de secdo de té em tubos possibilita a reducdo da velocidade do fluxo, produzindo
uma area relativamente estavel ou espaco morto, na qual possibilita que residuos de produtos
se acumulem e micro-organismos se multipliquem (LELIEVELD; MOSTERT,; CURIEL,
2003).

Corroborando com esse conceito, Silva et al. (2020b) constatou que a ramificacdo em té
na linha de processamento resulta na existéncia de zona de estagnacdo com recirculacéo de
fluido a baixa velocidade, de ordem de 0,3 m.s*, enquanto que em outros pontos a velocidade
seria de 1,5 m.s™. Além disso, a baixa tensdo de cisalhamento e menor transferéncia de massa
dos agentes quimicos acarretam na reducédo da eficiéncia do processo. Demais estudos também

ratificam que areas de recirculacao e de estagnacdo reduzem a eficiéncia da higienizacdo, visto
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que elas resultam em baixa tensdo de cisalhamento na parede (BLEL et al., 2008; JENSEN;
FRIIS, 2005; LI et al., 2019).

Contudo, ndo sdo em todos os sistemas que a presenca do té gera zonas de recirculacao
e de estagnacdo de fluido. Figueiredo et al. (2009) mostraram que o té foi a geometria que
apresentou melhores resultados de higieniza¢do, em comparagdo com trecho reto e cotovelo.
Assim, tais fatos dependem do layout da tubulacdo e da posicdo do té na linha de
processamento, visto que desse modo proporcionam maiores vazdes e, consequentemente, 0s
fendmenos de transferéncia de massa sdo mais efetivos e favorecem a remocao/destruicéo das

células.

5.3 PROCESSO CIP COM FLUXO PULSADO

Os resultados das reducdes decimais para cada geometria do planejamento experimental
estéo apresentados na Tabela 6.

Tabela 6 — ReducGes decimais para cada geometria do planejamento experimental

Variaveis o ]
Corrida codificadas Reducdes decimais em cada geometria

A B TR TE COoT EXP RED
1 -1 -1 4,31 0,00 4,27 4,22 4,27
2 1 -1 4,37 0,00 4,32 4,16 4,34
3 -1 1 4,41 0,66 4,42 4,15 4,22
4 1 1 471 0,96 474 5,03 5,13
5 -1,41 0 4,44 0,13 4,41 4,01 4,10
6 1,41 0 4,64 0,01 4,60 4,65 5,10
7 0 -1,41 4,15 0,19 4,10 4,06 3,95
8 0 1,41 4,61 1,57 4,55 5,06 5,08
9 0 0 4,61 2,29 4,55 3,28 3,78
10 0 0 4,64 2,19 4,62 3,32 3,73
11 0 0 4,67 2,19 4,62 3,30 3,71

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: TR: trecho reto; COT: cotovelo; EXP: expansdo; RED: redugéo.

A partir desses resultados, em relagdo a geometria té, compreende-se que o ponto central

do planejamento experimental foi a configuracdo que mais resultou em reducdes decimais.
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Dado que, a higienizacdo dessa geometria com o CIP com fluxo pulsado foi significativamente
diferente (p = 0,0001) do CIP convencional.

Portanto, conforme a Tabela 7, no ponto central, a higienizacdo da geometria mais
desafiante, em estudo, foi significativamente maior (p < 0,05) para o CIP com fluxo pulsado
quando comparada ao CIP convencional. No entanto, mesmo com a melhora com o fluxo
pulsado, a geometria té permanece sem atender as recomendagdes de 6rgdos oficiais ou de
entidades cientificas, como OPAS, OMS, APHA, em relacdo a quantidade de UFC.cm

presente nesta superficie.

Tabela 7 — Comparacédo da reducdo decimal da geometria té, no CIP convencional e no ponto

central do planejamento do CIP com fluxo pulsado

Contagem de células no té (log UFC.cm) Reducao
Método CIP .
Antes do CIP Apds o CIP decimal
CIP convencional 4,32+0,10 4,54 + 0,27 0,00 + 0,28
CIP com fluxo
4,20+ 0,10 1,97 £0,10 2,22 £ 0,05

pulsado

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

No trabalho de Leliévre et al. (2002), em que a capacidade de limpeza foi baseada na
remocdo de esporos de Bacillus cereus, os autores demonstraram a complexidade da
higienizagéo de um projeto higiénico. Em algumas zonas de baixa tenséo de cisalhamento foram
consideradas como muito limpaveis, porque nessas areas um alto nivel de turbuléncia foi
observado, portanto, houve uma alta taxa de flutuacdo da transferéncia de massa para a
superficie. Por outro lado, pela presenca de geometrias consideradas improprias para o projeto
higiénico, algumas areas permaneceram mal limpas apesar do aumento da velocidade do fluxo.

Nos subitens abaixo, nas Tabelas 8, 10, 12, 14 e 16, os resultados da ANOVA foram
empregados para avaliar a significancia dos modelos quadraticos para representar a reducao
decimal de cada geometria em estudo. Os modelos apresentados foram obtidos apds eliminar
o0s termos nao significativos, conforme as Tabelas 9, 11, 13, 15 e 17. Os ajustes para 0os modelos
foram significativos (p < 0,05), indicando que os modelos ajustados poderiam descrever a
variacao dos dados.

A andlise do coeficiente de determinacio (R?) foi utilizada para verificar a adequacio

dos modelos. Os valores de R? variaram entre 0,957 a 0,991, o que indicam que os modelos
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podem ser usados para preverem a tendéncia de reducdo decimal logaritmica, nas condigdes
testadas. As Equacbes 17, 18, 19, 20 e 21 representam 0 modelo matematico da reducdo decimal
para cada geometria, em que as variaveis codificadas A e B representam, respectivamente,

concentracdo da solugéo e tempo.
5.3.1 Trecho reto

No trecho reto, as variaveis concentracao e tempo, em termos lineares e quadraticos,
tiveram efeitos significativos na reducio decimal. Neste modelo, o R? foi de 0,974.

Tabela 8 — Resultados da ANOVA para o0 modelo quadratico da geometria trecho reto

Fonte Soma dos o Quad r-ado )
guadrados medio
A 0,051674 1 0,051674 0,002557
A? 0,015476 1 0,015476 0,028381
B 0,148573 1 0,148573 0,000224
B? 0,099149 1 0,099149 0,000581
AB 0,014400 1 0,014400 0,032131
ERRO 0,008311 5 0,001662
TOTAL 0,323273 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: N&o significativo (p > 0,05).

Tabela 9 — Avaliacdo do efeito da concentragcdo (A) e do tempo (B) na remocgdo do
biofilme na geometria trecho reto

Limite de confianca | Coeficiente do
-95% 95% modelo
Média 4,640035 0,023538 0,000000 4,579529  4,700542 4,640035
A 0,160979 0,028871 0,002557 0,086763  0,235195 0,080489
A?  -0,105122 0,034451 0,028381 -0,193681 -0,016563 -0,052561
B 0,272962 0,028871 0,000224 0,198746  0,347178 0,136481
B? -0,266080 0,034451 0,000581 -0,354639 -0,177520 -0,133040
AB 0,120000 0,040770 0,032131 0,015198 0,224802 0,060000

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Fator Efeito Desvio p
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A reducéo pode ser matematicamente expressa pela Equagdo 17, tendo uma reducéo
média de 4,64 no ponto central. Conforme a Figura 14, os coeficientes lineares positivos
apontam que o aumento da concentracdo e do tempo favorecem maiores reducdes decimais
logaritmicas do biofilme. No entanto, os termos quadraticos negativos indicam que ha uma

regido maxima para as variaveis em estudo.

Redugéo = 4,64 + 0,08 A - 0,05 A% + 0,13 B - 0,13 B2+ 0,06 AB 17)

Figura 14 — Superficie de resposta (A) e de perfil (B) da geometria trecho reto, em fungéo das
variaveis tempo e concentracéo.
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Fonte: Da autora, 2021

53.2Teé

No té, a variavel tempo teve efeito significativo na reducdo decimal em termo linear e
quadrético. Ja a variavel concentragdo apenas em relacéo ao termo quadréatico. O coeficiente de
determinacéo foi 0,991.

A reducéo pode ser matematicamente expressa pela Equagéo 18, tendo uma reducéo
média de 2,22 no ponto central:

Redugdo = 2,22 - 1,09 A2 + 0,44 B - 0,69 B2 (18)
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Tabela 10 — Resultados da ANOVA para o0 modelo quadratico da geometria té

Soma dos Quadrado
Fonte df o p
guadrados meédio
A2 6,756010 1 6,756010 0,000000
B 1,594109 1 1,594109 0,000007
B2 2,673023 1 2,673023 0,000001
ERRO 0,080104 7 0,011443
TOTAL 9,271855 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: N&o significativo (p > 0,05).

Tabela 11 — Avaliacdo do efeito da concentracdo (A) e do tempo (B) na remogéo do

biofilme na geometria té

_ _ Limite de confianga | Coeficiente do
Fator | Efeito | Desvio p
-95% 95% modelo
Média  2,22357 0,061761 0,000000 2,07753 2,36961 2,22357
A? -2,19640 0,090395 0,000000 -2,41016 -1,98265 -1,09820
B 0,89411 0,075755 0,000007  0,71498 1,07324 0,44705
B2 -1,38156 0,090395 0,000001 -1,59531 -1,16780 -0,69078

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Ao comparar os resultados desse processo com o CIP convencional, houve uma reducéo
significativa da presenca de micro-organismos nessa geometria, visto que no convencional ndo
houve nenhuma reducdo decimal. Conforme Augustin et al. (2010), a aplicacdo do fluxo
pulsado melhora a higienizacdo do processo devido que, uma ondulacdo mais alta, resulta na
separacao da subcamada viscosa e na formacédo de redemoinhos. Assim, a velocidade maxima
ndo ocorre necessariamente no centro do tubo, mas perto da parede, resultando em altas tensées
de cisalhamento da parede. Além disso, proporciona uma melhora na difusdo do agente
sanitizante proximo a parede.

No estudo realizado por Silva et al. (2020a) também foi constatado que esse
comportamento do fluxo contribui para i) melhorar o transporte do sanitizante; ii) tornar o
escoamento mais turbulento; iii) resultar em maiores transferéncias do sanitizante para a
superficie a ser higienizada; iv) favorecer os mecanismos de acdo do sanitizante sobre a
microbiota presente na superficie; v) resultar em maiores reduces decimais das unidades

formadoras de col6nias.
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Conforme a Figura 15, os termos quadraticos negativos apontaram a regido maxima para

as variaveis concentracdo e tempo.

Figura 15 - Superficie de resposta (A) e de perfil (B) da geometria té, em funcao das variaveis

tempo e concentracao.
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Fonte: Da autora, 2021
5.3.3 Cotovelo

No cotovelo as variaveis concentracdo e tempo, em termos lineares e quadraticos,
tiveram efeitos significativos na reducio decimal. Para essa geometria, o valor do R? foi de
0,982.

Tabela 12 — Resultados da ANOVA para 0 modelo quadratico da geometria cotovelo

Fonte Soma dos o Quad r_ado )
guadrados médio
A 0,051016 1 0,051016 0,001373
A? 0,009021 1 0,009021 0,043072
B 0,181894 1 0,181894 0,000068
B2 0,095645 1 0,095645 0,000319
AB 0,018225 1 0,018225 0,012250
ERRO 0,006213 5 0,001243
TOTAL 0,353018 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: Nao significativo (p > 0,05).



Tabela 13 — Avaliagdo do efeito da concentragcéo (A) e do tempo (B) na remogéo do

biofilme na geometria cotovelo

Limite de confianga Coeficiente
Fator Efeito Desvio p
-95% 95% do modelo
Média 4,596573 0,020351 0,000000  4,544259  4,648888  4,596573
A 0,159951 0,024963 0,001373  0,095783  0,224119  0,079975
A2 -0,080257 0,029787 0,043072 -0,156827 -0,003688 -0,040129
B 0,302024 0,024963 0,000068  0,237855  0,366192  0,151012
B2  -0,261335 0,029787 0,000319 -0,337904 -0,184765 -0,130667
AB  0,135000 0,035250 0,012250 0,044388  0,225612  0,067500

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

A reducdo pode ser matematicamente expressa pela Equacdo 19, tendo uma reducéo
média de 4,59 no ponto central. Semelhante a geometria do trecho reto, conforme a Figura 16,
os coeficientes lineares positivos indicam que o aumento do valor das variaveis em estudo
proporciona maiores reducdes decimais. Contudo, os termos quadraticos negativos indicam a
regido maxima dessas variaveis.

Redugéo = 4,59 + 0,07 A - 0,04 A® + 0,15 B - 0,13 B2 + 0,06 AB (19)

Figura 16 — Superficie de resposta (A) e de perfil (B) da geometria cotovelo, em funcdo das

variaveis tempo e concentracao.
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5.3.4 Expansao
Na expansdo, as duas variaveis resultaram em coeficientes lineares e quadraticos
positivos. Nas condicbes estudadas, esse fato indica que maiores concentracfes e tempo

proporcionam maiores reducdes decimais.

Tabela 14 — Resultados da ANOVA para 0 modelo quadratico da geometria expansao

Soma dos Quadrado
Fonte df ) p
quadrados medio
A 0,371939 1 0,371939 0,002301
A? 1,413942 1 1,413942 0,000102
B 0,612334 1 0,612334 0,000743
B? 2,140091 1 2,140091 0,000037
AB 0,220900 1 0,220900 0,007017
ERRO 0,057032 5 0,011406
TOTAL 4,038218 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: N&o significativo (p > 0,05).

Tabela 15 — Avaliacdo do efeito da concentracdo (A) e do tempo (B) na remogéo do

biofilme na geometria expansao

Limite de confianca | Coeficiente
-95% 95% do modelo
Média 3,300245 0,061661 0,000000  3,141741 3,458750 3,300245
A 0,431885 0,075632 0,002301  0,237466 0,626304 0,215942
A% 1,004808 0,090249 0,000102  0,772815 1,236801  0,502404
B 0554149 0,075632 0,000743  0,359729 0,748568  0,277074
B? 1,236184 0,090249 0,000037  1,004192 1,468177 0,618092
AB 0,470000 0,106801 0,007017  0,195459 0,744541 0,235000

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Fator | Efeito Desvio p

Neste modelo o R? foi 0,985. A reducéo decimal pode ser matematicamente expressa
pela Equacéo 20, tendo uma reducdo média de 3,30 no ponto central. O termo quadratico das
duas variaveis em estudo resultou em um comportamento diferente na parabola em relacao as

trés geometrias anteriores, conforme a Figura 17.
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Redugdo = 3,30 + 0,21 A + 0,50 A% + 0,27 B + 0,61 B® + 0,23 AB (20)

Figura 17 — Superficie de resposta (A) e de perfil (B) da geometria expansdo, em funcéo das

variaveis tempo e concentracéo.
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Fonte: Da autora, 2021

5.3.5 Reducao

Similar ao comportamento da expansdo, na reducdo os coeficientes lineares e

quadraticos também foram positivos.

Tabela 16 — Resultados da ANOVA para 0 modelo quadratico da geometria reducéo.

Fonte Soma dos o Quadr.ado )
guadrados médio
A 0,716143 1 0,716143 0,003318
A? 0,961159 1 0,961159 0,001732
B 0,682567 1 0,682567 0,003681
B2 0,772985 1 0,772985 0,002809
AB 0,176400 1 0,176400 0,047834
ERRO 0,129759 5 0,025952
TOTAL 3,051000 10

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
Nota: Nao significativo (p > 0,05).
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Tabela 17 — Avaliagdo do efeito da concentragéo (A) e do tempo (B) na remogéo do
biofilme na geometria reducao

Limite de confianga Coeficiente
-95% 95% do modelo
Media 3,740287 0,093007 0,000000 3,501204  3,979371 3,740287
A 0599283 0,114082 0,003318 0,306027  0,892539 0,299641
A%?  0,828447 0,136129 0,001732 0,478516  1,178378 0,414223
B 0585066 0,114082 0,003681 0,291809  0,878322 0,292533
B2 0,742938 0,136129 0,002809 0,393007  1,092869 0,371469
AB 0,420000 0,161096 0,047834 0,005891  0,834109 0,210000

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Fator | Efeito Desvio p

O valor do coeficiente de determinacdo foi de 0,957. A reducdo decimal pode ser
matematicamente expressa pela Equacdo 21, tendo uma reducdo média de 3,74 no ponto

central:

Reducdo = 3,74 + 0,29 A + 0,41 A% + 0,29 B + 0,37 B>+ 0,21 AB (21)

Assim, conforme a Figura 18, a regido com maior concentracdo e tempo resulta em

maiores reducdes decimais.

Figura 18 — Superficie de resposta (A) e de perfil (B) da geometria reducdo, em fungéo das

variaveis tempo e concentracao.
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5.4 OTIMIZACAO DO PROCESSO CIP

A partir dos resultados apresentados de cada geometria em estudo no CIP com fluxo
pulsado, aplicou-se 0 método da desejabilidade, a fim de determinar as melhores condic6es
operacionais do CIP para todas as geometrias.

Conforme a Tabela 18, o valor da desejabilidade foi de 0,728, indicando que todas as
respostas ou fatores estavam dentro do intervalo de desejabilidade aceitavel. O resultado dado
como a melhor configuracdo, para operar o CIP com fluxo pulsado na etapa de sanitizacéo, foi
a combinagdo das varidveis codificadas 0 e 0,4, 0 que representam, respectivamente, a
concentragéo do agente sanitizante 75 mg.L™ e o tempo de execucéo da etapa de 12 minutos.

Tabela 18 — Valores da desejabilidade

o Variaveis codificadas Variaveis reais
Desejabilidade _ :
A B Concentragdo [mg.L'] Tempo [min]
0,728 0 0,4 75 12

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

A metodologia da desejabilidade estimou o valor da reducdo decimal para cada
geometria. Por fim, realizou-se a validac&o do protocolo do CIP com fluxo pulsado na etapa de
sanitizacdo a partir dos parametros dessa metodologia. Os resultados podem ser observados na
Tabela 19.

Tabela 19 — Valor estimado para a reducdo decimal e média da reducdo decimal obtida

para cada geometria, a partir da metodologia da desejabilidade

_ Valor estimado para a Meédia da reducéo
Geometria ] ) )
reducéo decimal decimal obtida

Trecho reto 4,66 4,45 + 0,26
Té 2,28 2,27 +£0,35
Cotovelo 4,62 4,09 £ 0,24
Expansao 3,48 4,43 £0,27
Reducéo 3,89 459 +0,11

Fonte: Elaborado pela autora, 2021
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Ao operar o0 CIP com fluxo pulsado na etapa de sanitizagdo na configuracdo proposta
pela desejabilidade, sendo a concentragio 75 mg.L e 0 tempo 12 minutos, encontrou-se o
ponto 6timo de operacdo para todas as geometrias.

Logo, o ponto étimo para sanitizacdo com fluxo pulsado reduziu o tempo de parada do
processo e minimizou o consumo do agente sanizitante e, ainda, foi capaz de produzir as
mesmas reducbes decimais nas geometrias cotovelo, expansdo e reducdo, sem diferenca
significativa (p > 0,05) quando comparado com o CIP convencional, e de aumentar a reducgéo
decimal na geometria trecho reto, conforme a Tabela 20. Em relacdo a geometria té, a
higienizacdo com o CIP otimizado foi significativamente diferente (p = 0,0009) do CIP

convencional.

Tabela 20 — Média da reducéo decimal nos processos do CIP convencional e otimizado

Média da reducdo decimal no  Média da reducéo decimal

Geometria
processo CIP convencional no processo CIP otimizado
Trecho reto 4,01 +0,08? 4,45 + 0,26"

Té 0,00 + 0,28° 2,27 + 0,351
Cotovelo 3,93+£0,19° 4,09 £ 0,24°
Expansio 4,34 +0,02 4,43+0,27"
Reducdo 4,25 + 0,259 4,59 + 0,119

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Nota: Médias seguidas pela mesma letra, na mesma linha, ndo diferem entre si, de acordo com t-test (p > 0,05)
Kumari e Sarkar (2016) relataram a preocupacao da existéncia de Bacillus cereus em

linhas de processamento de laticinios e reforcaram a importancia da otimizacdo dos protocolos

de higienizacdo. Assim, pode-se dizer que a configuragdo proposta nesta pesquisa otimizou o

processo, visto que ao comparar esse protocolo com o do CIP convencional, resultou no

aumento da reducdo decimal de Bacillus cereus na geometria mais desafiante em estudo.

5.5 REDUCAO DE RECURSOS ECONOMICOS UTILIZADOS NO METODO CIP

Nessa pesquisa, a otimizacdo do processo CIP reduziu recursos econdmicos, que
refletem nos recursos ambientais. De modo semelhante, a atencéo para o consumo inadequado
de recursos e 0s custos associados aos processos de higienizacdo industrial vém sendo
apontados por diversos autores (KUMARI; SARKAR, 2016; PETTIGREW et al., 2015;
PIEPIORKA-STEPUK; DIAKUN; MIERZEJEWSKA, 2016).
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Logo, a comparagao dos dados da etapa de sanitizagdo do CIP convencional e com fluxo

pulsado podem ser observados na Tabela 21.

Tabela 21 — Comparacdo dos dados da etapa de sanitizacdo do CIP convencional e com fluxo

pulsado, que refletem nos recursos econdmicos e ambientais

Meétodo CIP Sanitizante [mg.L] Tempo [min] Energia [KJ]
CIP convencional 100 15 176,3
CIP com fluxo pulsado 75 12 151,4

Fonte: Elaborado pela autora, 2021

Quando comparado ao CIP convencional, o consumo de agente sanitizante foi reduzido
em 25% e o tempo de parada para execuc¢do da etapa de sanitizacdo em 20%. Além disso, essa
nova proposta também reduziu o consumo de energia em 14,13%.

Augustin et al. (2010) relatou que o CIP com fluxo pulsado possibilita reduzir os
recursos econdémicos que refletem nos custos da higienizacdo, em razdo do aumento da tenséo
de cisalhamento nas superficies e difusdo do agente sanitizante na subcamada viscosa. Os
trabalhos de Bode et al. (2007), Silva (2019) e Silva et al. (2020a) descrevem que o CIP com
fluxo pulsado pode reduzir o tempo de parada para execugéo do protocolo. Silva (2019) e Silva
et al. (2020a) também concluiram que a proposta de pulsacdo do fluxo possibilita reduzir o

consumo de energia.
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6 CONCLUSAO

Nesta pesquisa, avaliou-se diferentes condi¢des do método clean in place (CIP) e propds
uma otimizacéao do processo convencional, por meio da aplicacédo da pulsacdo do fluxo na etapa
de sanitizacdo, nas quais as varidveis concentracdo da solucdo sanitizante e o tempo de
execucgédo foram variadas.

Das superficies de prova utilizadas neste estudo, a geometria té foi a mais desafiante,
possivelmente pela presenca de areas de recirculacdo e de estagnacédo de fluidos, que reduzem
a velocidade do fluxo. Tal fato sinaliza para as industrias de alimentos a importancia de um
projeto higiénico apropriado.

As variaveis estudadas foram estatisticamente significativas (p < 0,05) na reducéo
decimal de Bacillus cereus aderidos nas superficies, utilizados na contaminacdo desafio. O
aumento da concentracdo e do tempo favorecem maiores reducdes decimais logaritmicas do
biofilme. O modelo matemaético e a superficie de resposta das geometrias trecho reto, té e
cotovelo indicaram uma regido maxima para as referidas variaveis.

Por meio do método da desejabilidade, determinou-se as melhores condi¢cdes
operacionais do CIP para todas as geometrias. Assim, 0 ponto 6timo reduziu o tempo de parada
do processo e minimizou o consumo de energia e do agente sanizitante e, ainda, foi capaz de
produzir as mesmas reducdes decimais nas geometrias cotovelo, expansdo e reducdo, sem
diferenca significativa (p > 0,05) quando comparado com o CIP convencional, e de aumentar a
reducdo decimal na geometria trecho reto. Para a geometria té, notavelmente desafiadora com
zonas de estagnacdo de fluido, apresentou significativa diminuicdo na presenca do micro-
organismos em dois ciclos.

No entanto, a geometria té permaneceu sem atender as recomendacdes de 6rgaos oficiais
ou de entidades cientificas, como OPAS, OMS, APHA, em relagio & quantidade de UFC.cm™
presente nesta superficie. Assim, sugere-se que haja a continuidade nesta linha de pesquisa para
que uma configuracdo seja ajustada a fim de otimizar ainda mais a higienizacdo desta

geometria.
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