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RESUMO

A gelatina é uma proteina natural, extraida através da hidrélise parcial do coldgeno presente
em tecidos conjuntivos animais, amplamente utilizada na industria alimenticia e farmacéutica.
Mesmo sendo obtida apds um processamento sob condicdes drasticas de pH (dcido e alcalino)
e tratamento térmico, a gelatina pode ainda apresentar contagens significativas de micro-
organismos como enterobactérias e bactérias esporuladas. A utilizacdo de lotes de gelatina
contaminados por bactérias esporuladas na fabricacdo de alimentos pode levar a deterioracao
destes produtos ou a riscos a saude dos consumidores. Desta forma, fica evidente a
importancia de garantir-se a qualidade e seguranca microbioldgica da gelatina. Por ser um dos
principais produtores e exportadores mundiais de gelatina, € de suma importancia que o Brasil
gere dados cientificos que orientem o desenvolvimento de acdes visando a melhoria da
qualidade deste ingrediente, visando-se principalmente melhorar a competitividade de nossa
inddstria em um cendrio global. O presente trabalho teve por objetivos analisar a concentracao
de micro-organismos esporulados em diferentes etapas da cadeia produtiva da gelatina, a
variacdo decimal das contagens entre cada uma das fases e a influéncia significativa destas,
além da influéncia das estacdes do ano, caracterizar os isolados através de técnicas feno- e
genotipica e avaliar qual impacto para a industria farmacéutica e alimenticia. A maior redugao
decimal nas contagens para aerobios mesofilos foi de y=-1,93 (extrusdo para o produto final),
de aerdbios termofilos foi y=-2,17 (tratamento alcalino para lavagem), de Bacillus cereus foi
v= -3,07 (tanque concentrado para esterilizacdo) e anaerobios mesofilos y= -1,08 (tanque
concentrado para esterilizacdo). As etapas do processo e as estacdes do ano tiveram influéncia
significativa sobre as contagens nos dois modelos estatisticos (ANOVA e PLS-DA). Foram
identificadas espécies produtoras de gelatinases e toxinas (Bacillus cereus, Bacillus
licheniformis)e dentre os impactos que estas poderiam trazer para as indudstrias produtoras e
consumidoras pode-se citar: os prejuizos econdmicos devido as perdas de produtos pela

degradacdo enzimadtica e os danos ocasionados a saide dos consumidores.

Palavras-chave: gelatina, micro-organismos esporulados, coldgeno



ABSTRACT

Gelatine is a natural protein, extracted through the partial hydrolysis of collagen present in
animal connective tissues, widely used in the food and pharmaceutical industry. Even though
it is obtained after processing under drastic conditions of pH (acid and alkaline) and heat
treatment, the gelatin can still present significant counts of microorganisms such as
enterobacteria and sporeforming bacteria. The use of gelatin batches contaminated by
sporeforming bacteria in food manufacturing may lead to deterioration of these products or to
the health risks to consumers. In this way, the importance of ensuring the microbiological
quality and safety of gelatine is evident. Being one of the leading producers and exporters of
gelatine in the world, it is of the utmost importance that Brazil manages scientific data that
guide the development of actions aimed at improving the quality of this ingredient, aiming
mainly to improve the competitiveness of our industry in a global scenario. The objective of
the present work was to analyze the concentration of sporeforming microorganisms in
different stages of the gelatin production chain, the decimal variation of the counts between
each of the phases and their influence, besides the influence of the seasons, to characterize the
isolates through phenotypic and genotypic techniques and to evaluate the impact for the
pharmaceutical and food industry. The highest decimal reduction in the counts for mesophilic
aerobes was y = -1.93 (extrusion for the final product), of thermophilic aerobes was y = -2.17
(alkaline treatment for washing), Bacillus cereus was y= -3.07 (concentrated tank for
sterilization) and mesophilic anaerobes y = -1.08 (concentrated tank for sterilization). The
process steps and the seasons of the year had significant influence on the counts in the two
statistical models (ANOVA and PLS-DA). Species producing gelatinases and toxins (Bacillus
cereus, Bacillus licheniformis) have been identified and among the impacts that these could
bring to the producing and consuming industries we can mention: the economic losses due to
the losses of products due to the enzymatic degradation and the damages caused to the

consumer health.

Keywords: gelatine, sporeforming microorganisms, collagen
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INTRODUCAO GERAL

A gelatina ¢ um gel termorreversivel que tem uma propriedade tnica de se ajustar a
baixas temperaturas, tendo um ponto de fusdo muito baixo, em torno de 35 a 40°C, sendo
obtida pela degradacdo quimica e térmica do coldgeno derivado do tecido conjuntivo animal
(Sharma et al., 2006; Stevens, 1992). Sua estrutura é composta por aproximadamente 1.050
aminodcidos, dos quais: glicina (33%), prolina (22%) e por mais 16 diferentes aminoécidos
que compdem os 45% restante desta proteina (Sagma, 2018; Weishardt, 2014; Schrieber and
Gareis, 2007). As matérias-prima mais utilizadas comercialmente s@o couro bovino, couro
suino e ossos de ambos os animais, no entanto neste trabalho focaremos o processo de
extragdo a partir de couros bovinos por esta ser a matéria-prima mais utilizada na América do
Sul.

Devido as suas propriedades multifuncionais: habilidade de formar géis estdveis e
reversiveis, a gelatina € amplamente utilizada na industria de alimentos, cosméticos e
farmacos, sendo produzida em grande escala e a precos relativamente baixos, justificando
assim o grande interesse em seu uso (Roman, 2007; Segtnan and Isaksson, 2004).

As gelatinas comerciais sdo designadas como gelatinas tipo A e B sendo obtidas pela
hidrdlise parcial do coldgeno com &cido ou élcali diluidos, respectivamente, € um produto
protéico soluvel em dgua quente (Haug et al., 2004; Roman, 2007). Devido a variedade de
fontes de coldgeno e dos diferentes métodos de producdo, as gelatinas comerciais apresentam
diferengas em suas propriedades fisicas e quimicas (Bigi et al., 2004), variando em
composi¢do e na seqiiéncia de aminodcidos das cadeias polipeptidicas, quanto ao ponto
isoelétrico e massa molecular (Nemati et al., 2004).

O couro bovino antes de chegar as industrias de gelatina, passa por uma lavagem
alcalina para reducdo da carga microbiana, entretanto nio reduzird os possiveis patdgenos e
esporulados; durante o transporte do couro também héd chances de ocorrer contaminacdo
(Calvo, 2002). Apds o recebimento, a matéria-prima entdo passa pelas seguintes etapas: pré-
lavagem, tratamento alcalino, lavagem, extracdo, centrifugacdo, filtracdo, ultrafiltracdo,
deionizagdo, evaporacdo, tanque concentrado, esterilizacdo, extrusao e secagem (Schrieber
and Gareis, 2007). Todos estes processos envolvem variacdes drasticas de pH e temperatura,
capazes de destruir micro-organismos ali presentes, com excessdo dos formadores de
enddsporos resistentes que sobreviverdao até a etapa do produto final. O tratamento térmico

aplicado pelas industrias de gelatina para que ocorra uma reducdo microbiana significativa é
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de 140°C por 5-12s, esta ¢ a maxima que pode ser aplicada para que ndo se perca a
gelatinizag@o do produto final (Schrieber and Gareis, 2007).

Clerck et al. (2004) e Sharma et al. (2006) identificaram a presenca de micro-
organismos esporulados e enterobactérias em alguns pontos do processamento e nos extratos
semi-finais de gelatina, indicando que o tratamento térmico aplicado ndo € eficiente para a
esterilizacdo total e que durante o processo existem pontos de recontamina¢do e formacao de
biofilmes, onde micro-organismos que produzem gelatinases propiciam um meio para
crescimento de bactérias patogénicas Gram-. Algumas destas esporuladas com atividades de
gelatinases também sdo patogénicas e produzem toxinas, como as do grupo de Bacillus cereus
(De Clerck and De Vos, 2002) e Bacillus licheniformis (Salkinoja-Salonen et al.,1999).

Devido a grande versatilidade de usos da gelatina tanto para fins alimenticios quanto
farmaceéuticos, € de grande preocupagdo que esta esteja contaminada com micro-organismos
deteriorantes e patogénicos, os quais podem afetar a saide dos consumidores que utilizam
estes produtos contaminados e causar prejuizos e perdas econdmicas para as empresas
produtoras. Portanto a avaliagdo e o estudo minucioso de todas as etapas do processamento,
verificacdo da procedéncia da matéria-prima, e a identificacdo molecular destes micro-
organismos presentes faz-se necessdrio para uma otimizacdo do processo e melhoria da

qualidade do produto final.
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ABSTRACT

Gelatine is a protein extracted through the partial hydrolysis of collagen present in animal
connective tissue; is soluble in water and able to form translucent gels widely used in the food
and pharmaceutical industry. The main amino acids present in gelatin are glycine (33%) and
proline (22%) and 16 different amino acids make up the remaining 45% of this protein. It
presents several applications such as the production of photographic films, papers for
developing photos, formulating moisturizing creams, anti-wrinkle creams, hair coloring
paints, shampoo, conditioner, capsule production, plasma expander formulation, suppositories
and drug excipients. In the food industry it is used in the formulation of sweets, gums,
confectionery, dairy products, meat products, desserts and as a clarifier applied during the
processing of juices and wines. The main raw material for gelatine in Brazil is bovine leather
due to its high availability. This raw material goes through several processes: pre-washing,
alkaline treatment, washing, extraction, centrifugation, filtration, ultrafiltration, deionization,
evaporation, concentrated tank, sterilization, extrusion and drying. During these steps occur
drastic variations of temperature and pH and even so, we can find spore forming
microorganisms and enterobacteria in the final product, causing great problems for both
industry and consumers. It is necessary to analyze all steps to verify which points occur in this
contamination and to apply the necessary adjustments trying to reduce the microbial load in

the final product.

Keywords: gelatine, collagen, spore forming microorganisms.
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1.INTRODUCAO

1.1.Gelatina

A gelatina pode ser definida como uma proteina natural, solivel em dgua, capaz de
formar géis translicidos muito utilizados na inddstria alimenticia e farmacéutica (Djagny et
al., 2001; Gme, 2014). A gelatina é extraida através da hidrdlise parcial do coldgeno presente
em tecidos conjuntivos animais (Clerck et al., 2004).

O coldgeno € uma proteina fibrosa, que representa cerca de um terco da massa total
protéica dos vertebrados. E uma cadeia polipeptidica composta por aproximadamente 1050
aminodcidos ligados, formando uma estrutura tridimensional que, apds sofrer hidrdlise, forma
o coldgeno soluvel, a gelatina (Schrieber and Gareis, 2007). A gelatina é completamente
digerivel e contém 18 aminodcidos diferentes, incluindo 8 dos 9 aminoécidos essenciais para
o corpo humano, com excecdo do triptofano, que em combinacdo com outras fontes de
proteina ela contribui para uma alimentacdo saudédvel e nutritiva. Portanto, seu valor
nutricional € estabelicido quando combinada com outras proteinas ou mistura de proteinas
aumentando seu valor nutritivo e com a finalidade de suplemento protéico (Ziegler, 2006;
Almeida, 2016) sendo assim, a gelatina pode ser considerada um ingrediente funcional
(Harrison-Dunn, 2015). Os principais aminoacidos presentes na gelatina sio a glicina (33%) e
prolina (22%), sendo que mais 16 diferentes aminoacidos, compdem os 45% restante desta
proteina. A hidroxiprolina é um aminodcido especifico da gelatina (Tabela 1). Existem 27
diferentes tipos de coldgeno: i) os do tipo I, sdo classificados como coldgenos dos tecidos
conjuntivos, como pele, ossos e tenddes; ii) os do tipo II, ditos como de tecidos cartilaginosos
e iii) os do tipo III, que s@o dependentes da idade da pele: pele jovem contém cerca de 50% de
coldgeno, que com o passar do tempo € reduzido para 5 a 10%. Os outros tipos de coldgeno

sdo de orgaos especificos e encontrados em baixa quantidade (Schrieber and Gareis, 2007).

Tabela 1: Composicao de aminoacidos de gelatinas e colageno, residuos por 1000 residuos

Gelatina Tipo  Gelatina Tipo  Col4geno bovino tipo

Aminodcidos A B 1
Alanina 112 117 114
Arginina 49 48 51

Asparagina 16 0 16
Acido aspdrtico 29 16 29
Cisteina - - -
Acido Glutamico 48 72 48
Glutamina 25 0 25
Glicina 330 335 332

Histidina 4 4.2 4.4



85
86

87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109

19

Hydroxyprolina 91 93 104
Hydroxylisina 6.4 4.3 54
Isoleucina 10 11 11
Leucina 24 24.3 24
Lisina 27 28 28
Methionina 3.6 3.9 5.7
Fenilalanina 14 14 13
Prolina 132 124 115
Serina 35 33 35
Threonina 18 18 17
Triptofano - - -
Tirosina 2.6 1.2 4.4
Valina 26 22 22

Fonte: Schrieber and Gareis (2007)

O coldgeno € transformado em gelatina através da degradagdo fisico-quimica e da
desnaturacdo térmica (Harris,1990). Este processo pode resultar em produtos com
propriedades diversas, como: diferentes pesos moleculares, cores, odores, rigidez, pH e niveis
de contamina¢do microbioldgica. A diversidade em propriedades/caracteristicas do produto
final pode ser explicada pela ado¢do ou nio de determinadas operagdes unitdrias no
processamento, as quais podem ser mais ou menos intensas. Por exemplo, na etapa de pré-
tratamento do couro, tratamentos dcidos ou bdsicos podem ser aplicados, o que resultard em
gelatinas de tipos diferentes (Tode, 2003). A gelatina e o coldgeno hidrolisado tornaram-se
importantes aditivos alimentares, sendo ainda proteinas livres de gliten e com contetido de
energia cerca de 345kcal/100g, sendo 10g de dose didria recomendada (Schrieber and Gareis,
2007).

Comercialmente, as matérias-primas mais utilizadas para fabricacdo da gelatina sdo
couro bovino, couro suino e ossos de ambos os animais. Na América do Sul, couros bovinos
sdo as principais matérias-primas utilizadas para fabricacdo da gelatina. A interacdo da
sequéncia de aminodcidos das moléculas de gelatina com fatores externos como pH, forca
iOnica, temperatura e conteido de sais no ambiente propicia algumas propriedades funcionais
a gelatina, que s@o desejaveis a industrias de diversos ramos. Dentre estas propriedades
destacam-se: formacdo de gel, texturizacdo, propriedade espessante, capacidade de formacao
e estabilidade de emulsdes, formacao de filmes, formacdo e estabilizacdo de espumas, adesao
e coesdo, etc. (Djagny et al., 2001). Além da aplicagdo na producio de filmes fotograficos, em
papéis para revelacao de fotos, na formulacdo de cremes hidratantes, cremes antirrugas, em
tintas para coloracdo de cabelos, shampoo, condicionador e etc., a gelatina € abundantemente

aplicada na producdo de cdpsulas, na formulacdo de expansor plasmaético, supositorios e
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excipientes de outros medicamentos. A gelatina também desempenha importante papel na
inddstria alimenticia, sendo utilizada na formulagdo de doces, gomas, produtos de confeitaria,
produtos lacteos, produtos carneos embutidos, sobremesas e como clarificante aplicado
durante o processamento de sucos e vinhos (Sagma, 2018;Weishardt, 2014).

A gelatina também apresenta propriedades terapéuticas, seu consumo pode ajudar no
fortalecimento da estrutura 6ssea, podendo ser utilizado no tratamento da artrose e
osteoporose (Oesser and Seifert, 2003; Almeida, 2016). Para Koyama et al. (2001), o
consumo da gelatina proporciona um aumento no depdsito mineral do fémur.

Uma das caracteristicas mais importantes da gelatina quando aplicada em alimentos
(principamente em sobremesas de gel e dgua) € sua propriedade de fusdo na temperatura
corporal ao ser consumida. Outros hidrocoldides também apresentam a propriedade
termorreversivel, entretanto, a temperatura de fusdo destes géis € maior que a temperatura do

corpo humano (Zhou and Regenstein, 2007; Almeida, 2016).

2. O Processo de Fabricaciao e Qualidade e Seguranca Microbiolégica da Gelatina:

2.1. Matérias-Primas:

Comercialmente, as matérias-primas mais utilizadas para extracdo da gelatina sdo o
couro bovino, suino e a osseina de ambos os animais, sendo também possivel produzi-la a
partir de frango e peixe (Djagny et al., 2001; Karim and Bhat, 2009). No entanto, a grande
disponibilidade de couro bovino em nosso pais (IEPEC, 2015), faz com que esta seja a
principal matéria-prima para fabricacao da gelatina no Brasil.

Pode-se dizer que o processo de fabricacdo da gelatina tem inicio na etapa de esfola
durante o abate de bovinos, com operagdes de pré-tratamento do couro. Embora os
confinamentos restritos apresentem menores chances de contaminagdo do couro bovino do
que pastagens extensivas ambos sdo ambientes propicios para contaminagao do couro bovino,
principalmente pela deposi¢do das fezes destes animais em locais onde, possivelmente,
entram em contato com o couro do animal (Jardim et al., 2006). Antes do abate, estes animais
passam por uma lavagem que ¢ capaz de reduzir a carga bacteriana presente no couro, mas
ndo ¢ capaz de eliminar possiveis patogenos. Durante a esfola existem praticas para evitar o
contato do couro com a carne do animal para evitar contamina¢do do produto carneo e de seus
derivados (Jardim et al., 2006).

Ap6s a esfola, o couro retirado € enviado para curtumes onde sdo lavados com solugdes
alcalinas para a retirada dos pélos. Posteriormente, € feita a separacdo das trés camadas da

pele: a parte externa (utilizada para producio do couro propriamente dito), a camada inferior
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(que apresenta resquicios de carne) e a parte interna ou camada intermedidria (composta
basicamente de coldgeno), que serd destinada as industrias de gelatina (Calvo, 2002).
Atualmente, alguns curtumes fazem uso de cloreto de sédio para conservacdo do couro
durante o transporte (Calvo, 2002), enquanto outros podem aplicar biocidas e, ou inseticidas,
para evitar a multiplicagdo de micro-organismos e/ou parasitas capazes de deteriorar o couro,
ou congelar o couro para transporte e armazenamento (Pacheco, 2005).

O desenvolvimento e padronizagdo de estratégias para transporte e conservagao do
couro bovino podem influenciar positivamente na qualidade microbiana da gelatina, evitando
multiplicagdo da carga bacteriana natural presente em sua superficie. Quanto menor a carga
bacteriana inicial maior sera a eficiéncia da atua¢do dos processos de reducdo bacteriana

durante o processo de producao.

2.2. O Processamento da Gelatina

As industrias devem adquirir o couro bovino apenas de abatedouros certificados para
garantir assim que a matéria-prima utilizada seja oriunda de animais sauddveis e aptos para o
consumo humano (Gem, 2014; Clerck et al., 2004). O Fluxograma do processo de produ¢ao

da gelatina ¢ mostrado na figura 1.

FORNECEDORES ENTRADAS PROCESSO PROCESSO CLIENTES

PRE-LAVAGEM = B MOAGEM
DEIONIZAGAO)
EVAPORAGAO| EMBALAGEM

oo

LAVAGEM —

TANQUE e
CONCENTRADQ FARMACIA
- PICADORES ALIMENTOS
EXTRAGAO ~————

ESTERILIZAGAO

TRATAMENTO
ALCALINO OU
Acipo

—
—J

MATERIA-PRIMA

Centrifugacao

EXTRUSAO
FILTRAGAO

SECAGEM

HiH]

ULTRAFILTRAGAO

| ARIIATED

Fig.1. Fluxograma da producio de gelatina

Na recep¢do da matéria-prima a pele ¢ inspecionada e transportada aos picadores para

reduzir o tamanho dos pedagos de acordo com as especificagdes. Apds os picadores, a pele €
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transportada para uma pré-lavagem. Na pré-lavagem a pele é submetida a uma lavagem com
dgua. E adicionado soda caustica e /ou Cal e/ou enzima proteolitica e/ou peroxido de
hidrogénio e/ou hipoclorito. O processo inicia-se com a pré-lavagem de sodio e/ou
detergentes alcalinos de acordo com o tipo de matéria-prima. A solucdo ¢ mantida em
constante agitacdo. Da pré-lavagem, o material segue para o tratamento alcalino (Tipo B) ou
pode ser transportado diretamente para o tratamento acido (Tipo A) (Schrieber and Gareis,
2007). E nesta etapa que ocorrem as primeiras quebras das moléculas de coligeno. Para
extracdo da gelatina do tipo A, a matéria-prima deve ser tratada com solugdes acidas com
concentragdes em torno de 5% da massa total de matéria-prima por 10 a 48 horas, temperatura
entre 14 e 25°C e pH em torno de 3,5 a 4,5 (Courts, 1977). Para extracdo da gelatina do tipo
B, a matéria-prima ¢ tratada com hidréxido de sdédio em concentracdes entre 2 a 5% do peso
total de matéria-prima, por um periodo de 6 a 20 semanas, com pH em torno de 11,5a 13,5 ¢
temperatura entre 14 ¢ 25°C (Courts, 1977). O tempo de tratamento depende do tipo de
matéria-prima (raspa ou aparas) e o tipo de extragdo (Batelada ou continua). Para matérias-
primas com alto teor de gordura, como a pele de suino e a pele de frango, ¢ mais indicado o
tratamento acido para evitar a saponificagdo que ocorre no tratamento alcalino (Schrieber and
Gareis, 2007; Almeida, 2016). A solugdo alcalina promove a quebra das ligagdes secundarias
da estrutura do colageno, causando a saponificagdo da gordura e eliminagdo de proteinas nao
colagénicas. O tratamento ¢ realizado em tanques individuais (com volume de 68m’). A
origem da matéria-prima de cada tanque (fornecedor) ¢ identificada e registrada (Schrieber
and Gareis, 2007).

O inicio do processo de produgdo ¢ um ponto com grande potencial de estudo para
desenvolvimento de processos que visem a redugdo da carga bacteriana inicial proveniente da
matéria-prima, entretanto ndo existem pesquisas ou relatos que abordem a diferenca da
qualidade microbiana correlacionando com os diferentes processos de pré-tratamento. Estudos
estatisticos aprofundados que correlacionem o tempo, a concentracdo e a solucdo, acida ou
alcalina, utilizada podem sugerir novos processos produtivos que sejam mais eficazes quanto
a qualidade microbioldgica do produto final.

Apos o tratamento alcalino/acido, o couro ¢ bombeado até a etapa de lavado. Tanques
de madeira de 60m’ de volume e providos de agitador horizontal sdo utilizados nessa
operagdo e normalmente cada tanque de calado gera 1 lote de lavado. Assim a rastreabilidade
do material ¢ mantida durante todas as etapas do processo. Nesta etapa a matéria-prima ¢
tratada com d4cido sulfirico e/ou perdxido de hidrogénio e /ou hipoclorito de sédio e/ou

detergentes alcalinos e agua limpa. A solucdo caustica ¢ adicionada apenas para pequenas
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corregdes quando necessario. O pH ¢ mantido entre 1,0 a 5,0 (etapa de 4cido) de acordo com
o tipo de extracdo e o material utilizado. O tempo total do processo gira em torno de 25 a 45
horas. A acidulagdao do material ¢ realizada para se obter o pH ideal para a extracao do
colageno na préxima etapa do processo. Ao final desta lavagem as raspas bovinas apresentam-
se brancas e sdo submersas em tanques de aco inoxidavel, seguindo-se aquecimento a 45-
100°C para a etapa de extragdo. Esse processo tem que ser o mais breve possivel para que o
tempo dentro do extrator seja pequeno evitando-se assim perdas das caracteristicas fisicas da
gelatina obtida. Nesta etapa o pH da solugdo de gelatina permanece entre 2,0-7,0. A gordura
gerada ¢ retirada dos extratores e armazenada e estocada na estagdo de tratamento de esgoto
até sua retirada. Ao sair dos extratores a solucdo de gelatina tem concentragdes entre 1,5 a 6%
(Schrieber and Gareis, 2007).

Este processo pode ocorrer mais de uma vez para a mesma matéria-prima inicial até
que todo o colageno seja extraido. Os diferentes caldos obtidos apods cada ciclo de extragdo
seguirdo pelo processo e diferentes qualidades de gelatina serdo produzidas devido a
diminuicdo de coldgeno nos tecidos a cada ciclo. Quanto maior a temperatura e tempo de
exposicdo a tais solugdes, maior a degradagdo da gelatina. Portanto, os caldos oriundos dos
ultimos ciclos de extragdo do colageno originardo gelatinas com menor poder de gelificacao
do que os primeiros caldos, que foram expostos a condi¢cdes menos drasticas (Courts, 1977).

ApoOs a extracdo, a solugdo de gelatina ¢ bombeada para centrifugas (etapa de
centrifugacdo) para remog¢do de materiais leves como gorduras e fibras e contaminantes
fisicos quando houver. Realiza-se a primeira filtragdo em filtros prensa, onde a temperatura ¢é
mantida entre 45 ¢ 65° e o pH entre 2,0 -7,0. As polpas de celulose utilizadas sdo recicladas
em tanques, limpas com d&gua, detergente neutro e/ou hipoclorito de soédio e ou/acido
peracético. Na proxima etapa de ultrafiltragdo um sistema de membranas espirais com poros €
utilizado para remocdo de agua e sais. Ao final do processo de ultrafiltragdo, a solucdo de
gelatina atingird concentracdes de 8 a 10% (Schrieber and Gareis, 2007). As polpas de
celulose utilizadas devem passar por um critico processo de recupera¢do para eliminar as
possibilidades de uma transferéncia de contaminagdo entre um processo e outro. Devido ao
tempo e a condi¢do de temperatura e pH nesta etapa ndo ¢ esperada a multiplicagdo dos
micro-organismos. No entanto, o intervalo de utilizagdo destas polpas deve ser avaliado
considerando que a carga microbiana ¢ capaz de reter-se tornando-se um ponto de
recontaminacdo. A tubulacdo onde ocorre a ultrafiltragdo deve ser monitorada freqiientemente
para identificagdo e eliminacdo de pontos mortos, os quais podem vir a ser grande fonte de

contaminagdo por propiciar o crescimento bacteriano e a formacdo de biofilmes.
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Para redugdo de cinzas, o concentrado de gelatina ¢ submetido as deionizagdo
(catidnica e anidnica). Nesta etapa, a temperatura permanece entre 45-65°C e o pH varia
inicialmente de 10-11, atingindo ao final, valores entre 4,5-6,0. As resinas utilizadas para
deionizagdo da solugdo de gelatina sdo capazes de reter microrganismos, funcionando como
uma espécie de filtro, mas ainda ¢ necessario realizar estudos estatisticos da carga microbiana
antes e apos a passagem pelo deionizador para estimar a capacidade de redugdo destes micro-
organismos ¢ avaliar quanto tempo esta resina deixa de atuar como redutor da carga
bacteriana e passa ser um ponto de retroalimentagdo devido a quantidade de micro-
organismos ja retidos, para entdo passar a considerar este ponto como um ponto critico de
controle para redu¢do da carga bacteriana. Como forma de minimizar a contamina¢ido nas
etapas subsequentes, a troca com frequéncia destas resinas faz-se necessaria.

Entdo, a solucdo de gelatina ¢ submetida a uma segunda filtracdo em filtros de
celulose para remoc¢do de todas as particulas em suspensdo. Primeira evaporagdo ocorre em
evaporadores de triplo efeito e a concentragdo final da gelatina fica no minimo em 15%. A
temperatura varia de 50-100 °C e o pH entre 4,5- 8,0. A solucdo permanece em Tanques de
concentrado, € nesta etapa que se realiza a preparagdo final da gelatina; pode ser adicionado
hidrosulfito de sodio para reduzir o efeito da reagdo de Maillard (escurecimento da gelatina)
e/ou acidos e enzimas; ¢ feito uma correcao de pH (entre 5,0-6,5) (Reinhard and Herbert,
2007). A esterilizagdo (inje¢ao de vapor direto) € a proxima etapa visa assegurar a qualidade
microbiolégica do produto, porém ao contrario dos processos convencionais, nos quais o
produto ¢ mantido por periodo prolongado a altas temperaturas, no caso da gelatina, um longo
periodo de exposicdo pode levar a degradacdo das proteinas a niveis que inviabilizam
quaisquer aplica¢des do produto final (Courts, 1977; De Clerck and De Vos, 2002). Desta
forma, o processo de esterilizagdo da gelatina deve ocorrer entre o limiar da reducdo da carga
microbiana e a integridade da gelatina, mantendo o poder de gelificagdo desejado para as
aplicagdes posteriores. Irradiacdo Ultra-Violeta e secagem a 95°C seguidos de esterilizacao a
temperaturas de 120 a 125°C ja foram testados no decorrer da historia da industria de gelatina,
como formas de esterilizar o produto sem que houvesse degradacdo de suas propriedades
fisico-quimicas, ambas com resultados nao eficientes, devido ao baixo poder de penetragdao do
UV e de temperaturas que nao destruiam os esporos (Courts, 1977). Atualmente, na maioria
das industrias produtoras de gelatina, a temperatura utilizada para esterilizacdo € maior ou
igual 140°C e periodo de exposigdo varia entre 5 a 12 segundos. O tempo e a temperatura ao
qual a gelatina ¢ exposta podem ser insuficientes para reduzir a carga de certos micro-

organismos como o caso dos esporulados que sdo capazes de sobreviver a temperatura de
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140°C (Huemer et al., 1999), bactérias sulfito-redutoras, as pertencentes ao grupo de Bacillus
cereus € ndo esporulados, como bactérias Gram negativas potencialmente patogénicas (Clerck
et al., 2004; De Clerck and De Vos, 2002; Pirttijarvi et al., 2000; Sharma et al., 2006). Como a
gelatina ndo € um produto comercialmente estéril, o termo redugdo/inativagdo microbiana
parece ser o ideal para descrever esta etapa do processamento (Courts, 1977).

Apos a esterilizagdo, ocorre uma segunda evaporagdo onde a concentragdo da gelatina
atinge 25% e a temperatura fica em torno de 45-65 °C. O concentrado obtido ¢ transferido
para tanques de aco inox onde permanece por 4h. Este periodo pode proporcionar condigdes
de desenvolvimento bacteriano a células injuriadas, mas ainda viaveis, para reparo celular e
reinicio de suas atividades metabolicas para multiplicagdo. Desta forma ¢ essencial que ao
chegar a esta etapa do processo a carga bacteriana ja tenha sido reduzida para evitar que o
produto final seja reprovado perante as especificagdes farmacéuticas e alimenticias. E de
grande importancia a cautela com a higienizacdo deste ¢ de outros pontos posteriores a
reducdo bacteriana para que seja evitado o processo de recontaminagao.

Apbs, a solugdo de gelatina seguird para uma tubulacdo onde ocorre a etapa do
resfriamento realizado através de mantas de amonia. Gelificada, a gelatina passa entdo por
discos perfurados que permitem a obtengdo de corddes de gelatina assemelhando-se a
macarrao (gelatin noodles)- etapa de extrusdo. Estes corddes de gelatina sdao levados ao
secador por esteiras rolantes- Secagem. Apos sua gelificagdo e seu corte a gelatina deixa um
sistema fechado e passa ter contato com o ar ambiente, que deve ser controlado a fim de evitar
a sedimentacdo de micro-organismos. A esteira oscilante que levara a gelatina até a entrada do
secador também pode ser uma fonte de contaminacdo, pois seu contato direto com a gelatina
pode transferir possiveis micro-organismos presentes. Desta forma sua higienizacao deve ser
realizada, com sanitizantes adequados, constantemente (Schrieber and Gareis, 2007).

O secador ¢ alimentado com uma corrente de ar previamente filtrado, descontaminado
e aquecido, sendo que a temperatura ¢ gradativamente elevada nos diferentes estagios do
equipamento, variando de 25 a 80°C. Apds aproximadamente 4 horas de secagem, a gelatina
passa pelo processo de moagem, onde ¢ granulada de acordo com a malha especificada pelo
cliente. Nessa fase, a gelatina estd com um grau de umidade de 10%, e assim ¢ embalada em

embalagens de polietileno e estocada (Schrieber and Gareis, 2007).

3.Micro-organismos Contaminantes da Gelatina:

A diversidade e quantidade de micro-organismos presentes na gelatina é resultado da

carga microbiana inicial da matéria-prima e do impacto das etapas de processamento deste
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produto. O couro bovino ¢ fonte de diversos micro-organismos devido ao seu contato direto
com o ambiente externo. As pastagens sdo ambientes propicios para a contamina¢do do couro
bovino, principalmente devido as fezes e solo que contaminam os pélos € o couro dos animais
(Jardim et al., 2006). Apesar da lavagem pré-abate dos animais diminuir a carga bacteriana
presente no couro bovino, as populagcdes microbianas ainda sdo muito altas e abrangem
diversos géneros microbianos. Neste sentido, estudos demonstram que as contagens de
aerdbios mesofilos viaveis pode atingir valores tdo altos quanto 6,2-10,5 log;o UFC/cm? (Gill
et al., 2000), além da presenca de coliformes, Escherichia coli e outras enterobactérias
(Arthur et al., 2007; Barkocy-Gallagher et al., 2005; Byrne et al., 2000).

Se informacgdes, ainda que limitadas, sobre os micro-organismos presentes no couro
bovino usado para processamento de gelatina podem ser encontradas na literatura (Arthur et
al., 2007; Barkocy-Gallagher et al., 2005; Byrne et al., 2000; Jardim et al., 2006) dados sobre
0s micro-organismos presentes em diferentes etapas do processamento e nos produtos finais
(gelatina) sdo raros. Por exemplo, Sharma ef al. (2006) pesquisaram a presenga de
enterobactérias em diferentes pontos do processo de producdo da gelatina: antes da filtracao,
tanque de equilibrio, antes e depois da deionizadora, antes das evaporadoras, apos a
evaporadora, antes e depois da esterilizagdo, apos gelificacdo e extrusdo e a gelatina seca. Os
micro-organismos encontrados foram Proteus mirabilis, Serratia marcescens, E. coli,
Salmonella Typhy, Klebsiella oxytoca, K. pneumoniae, Shigella flexneri e Serratia
liquefaciens. Das 142 amostras analisadas, foi evidenciada contaminacdo por estes micro-
organismos na solu¢ao nao concentrada de gelatina, na solugdo concentrada de gelatina, apds
gelificacdo,extrusdo da gelatina e na esteira transportadora. J4 no que concerne ao produto
final, De Clerck ef al. (2004) recuperaram 1.129 isolados bacterianos a partir de 73 lotes de
gelatina oritindos de seis diferentes plantas de produgdo. Estes isolados foram caracterizados
através do seqiienciamento do DNA ribossomal 16S que possibilitou a identificagdo de micro-
organismos como Bacillus cereus, B. coagulans, B. fumarioli, B. amyloliquefaciens, B.
licheniformis, B. pumilus, B. sonorensis, B. subtilis, B. gelatini, B.thermoamylovorans,
Anoxybacillus contaminans, A. flavitehermus, Brevibacillus agri, B. borstelensis, Geobacillus
stearothermophilus, Enterobacter sakazakii, Staphylococcus epidermidis, S. hominis, S.
pasteuri e Staphylococcus spp..

A preocupagdo com a presenca de contaminantes microbiologicos na gelatina se da pelo
fato de que alguns micro-organismos possuem atividade de gelatinases, capazes de liquefazer
a gelatina e propiciarem meio viavel para o desenvolvimento de outros micro-organismos que

ndo sdo capazes de hidrolisar as suas moléculas. A elevada incidéncia de micro-organismos
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esporulados na gelatina capazes de produzirem gelatinases foi reportada por De Clerck et al.
(2004). Desta forma, mesmo que estes micro-organismos liquefacentes ndo sejam
patogénicos, eles podem propiciar condigdes para o desenvolvimento de patdogenos e assim,
comprometer a inocuidade da gelatina e dos produtos que a utilizam como matéria-prima.
Além disso, outro aspecto extremamente relevante € o prejuizo econdmico causado pela
deterioragdo de alimentos processados nos quais este insumo contendo elevadas cargas de

micro-organismos esporulados ¢ adicionado.

3.1. Classificacao e Caracteristicas do género Bacillus

O género foi criado em 1872 por Ferdinand Cohn, que mudou o nome de "Vibrio
subtilis" de Ehrenberg (1835) para Bacillus subtilis e a primeira classificagdo do género
Bacillus foi feita por Smith, Gordon e Clark, 1946 (Harwood, 1989).

A partir da década de 90 com a tecnologia de sequenciamento e andlises da sequéncia
16S rRNA Ash et al.(1994) concluiram que existiam 5 grupos distintos que poderiam ser
classificados como géneros diferenciados. Atualmente entre os diversos novos géneros,
podemos citar: Paenibacillus (quase um bacillus,) envolvendo anaerdbios facultativos e
mesofilos, Brevibacillus (bacillus curtos) quase todos aerdbios e mesofilicos, Virgibacillus
(ramificacdo dos bacillus) mesofilicos moderadamente aerotolerantes, Alicyclobacillus
(contendo acido graxo ciclico na parede) acidéfilos, moderadamente termofilicos entre outros.
Alguns termofilicos foram incluidos no género do Geobacillus devido a origem ser
proveniente do solo (Reyes, 2008) (Fig. 2). As bactérias do género Bacillus sao bastonetes
Gram-positivos aerdbios ou anaerobios facultativos, produtores de catalase, diferentemente de
Clostridium que sdao anaerobios estritos e catalase negativa e do género Sporolactobacillus,
que ndo sdo produtores de catalase e sdo microaerdfilos, e Desulfotomaculum, que sao
obrigatoriamente anaerdbios formadores de enddsporos (Stadhouders, 1992). Os Bacilllus sao
Gram +, moéveis em sua maioria, com flagelacdo peritriquia, bastonetes grandes, medindo
aproximadamente 1,0 a 7,0 mm de comprimento. O pH minimo para multiplicacio pode
variar de 2,0 a 8,0, a tolerancia ao sal pode ser pequena (2%) ou alta (25%). Sdo quimio-
heterotréficos, ou seja, versdteis no aproveitamento metabdlico de substratos organicos;
alguns sdo proteoliticos, outros lipoliticos e amiloliticos. Produzem anaerobicamente 4cido a
partir de agucares, sendo que poucos produzem gis sendo a maioria sapréfita (Massaguer,
2006; Reyes, 2008). O género é um dos grupos de micro-organismos mais diversos e

comercialmente Uteis.
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367 Fig.2. Arvore filogenética baseada no alinhamento do 16SrRNA para reclassificacdo do género
368 Bacillus
369 Representantes deste género sao amplamente distribuidos no solo, ar e 4gua onde eles

370 estdo envolvidos em uma série de transformagdes quimicas. A capacidade de certas cepas
371  tolerarem grandes variagcdes de temperatura e pH tornou-as uma fonte particularmente
372  importante de enzimas comerciais (Norris et al., 1981). Devido a diversidade metabolica de
373 Bacillus spp., os representantes deste grupo sao utilizados em uma grande gama de processos
374  industriais (Harwood, 1989). Entretanto algumas espécies apresentam patogenicidade como
375  Bacillus cereus, que produz toxinas que causam gastroenterites, Bacillus anthracis, um agente
376  patogénico de humanos e alguns animais, Bacillus thuringiensis patogeno de insetos
377 (Harwood, 1989), e mais recentemente também considerada patogénica por produzir toxinas
378  Bacillus licheniformis (Salkinoja-Salonen et al., 1999).

379

380  3.1.1. Caracteristicas da espécie Bacillus cereus

381

382 Bacillus cereus constitui-se de um bastonete grande disposto em cadeias curtas e/ou
383  longas, com esporos elipsoidais, na posi¢do central a subterminal sem intumescimento do

384  esporangio. E aerébio facultativo, com pH de crescimento entre 4,9 e 9,3; ¢ um mesofilico
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tipico com temperatura maxima de crescimento entre 48-50°C e minima entre 4-5°C de
acordo com FDA (1998) e citado por (Pacheco-Sanchez, 2005; Reyes, 2008).

Alimentos contaminados com concentracoes maiores que 10° UFC/g de Bacillus
cereus, podem causar duas sindromes: a sindrome emética que é causada pela ingestdo da
toxina emética estdvel ao calor (Cereulida, um peptideo ciclico de 1,2 kDa) produzido em
alimentos e a sindrome diarréica que € principalmente devido a ingestdo de células de B.
cereus nos alimentos, seguido pela produgdo de toxina no intestino (Kramer & Gilbert, 1989;
Drobniewski, 1993; Granum, 1997; Carlin et al., 2006).

A toxina diarréica tem peso molecular de 38-39,5Kda, € produzida na fase exponencial
e, principalmente na fase estaciondria do crescimento. Algumas linhagens de B. cereus
produzem a toxina quando submetidas a temperaturas de 4°C, outras entre 6 e 21°C. Se o
alimento € ingerido, quando a célula vegetativa se lisa no intestino, a toxina € liberada. Neste
caso, os sintomas da intoxicacdo sdo dores abdominais constantes e diarréia fraca apds 4 a 16
horas da ingestdo, permanecendo por até 24 horas, mas sem febre (Jay,1992;
FDA,1998;Pacheco-Sanchez, 2005; Reyes, 2008).

A sindrome emética € mais grave e mais aguda. A incubacgdo varia de 1 a 6 horas com
duracdo de 5 horas. Sua producdo ocorre durante a esporulacio do micro-organismo cujas
linhagens apresentam temperatura 6tima de crescimento entre 35-40°C. A toxina emética
apresenta baixo peso molecular (5.000da), sendo estdvel frente a variacdo de pH e de

temperatura. (Jay,1992; FDA,1998;Pacheco-Sanchez, 2005; Reyes, 2008).

3.1.2. Caracteristicas da espécie Bacillus licheniformis

Bacillus licheniformis é uma bactéria esporulada, Gram-positiva e amplamente
distribuida como um organismo sapréfita no meio ambiente. Por ser anaerdbio facultativo,
tem capacidade de crescer em variados nichos ecoldgicos. Certos isolados de B. licheniformis
sdo capazes de desnitrificacdo; a relevancia desta caracteristica para desnitrificagcdo ambiental
pode ser pequena, no entanto, espécies geralmente persistem no solo como enddsporos (Rey
et al., 2004).

Existem numerosos usos comerciais e agricolas para B. licheniformis e seus produtos
extra-celulares. A espécie tem sido utilizado hd décadas na fabricacdo de enzimas incluindo
varias proteases, a-amilase, penicilinase, pentosanase, cicloglucosiltransferase, f-mananase e

vdrias enzimas pectinoliticas (Rey et al., 2004).
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Apesar do uso benéfico, Bacillus licheniformis juntamente com Bacillus subtilis e
Bacillus pumilus que compreendem o grupo subtilis, tem sido associado a deterioracdo de
alimentos, como pado, contaminante de produtos licteos e incidentes de gastroenterites de
origem alimentar com uma gama de condi¢des clinicas (Salkinoja-Salonen et al., 1999). B.
licheniformis também tem sido associada a septicemia, peritonite, oftalmite e intoxicacdo
alimentar em seres humanos, bem como toxemia e abortos em bovinos (Salkinoja-Salonen et
al., 1999; Turnbull, P. C. B. and J. M. Kramer, 1995; Johnson et al., 1994).

Ja foram relatados surtos de B. licheniformis transmitidos por alimentos associados a
carnes, legumes cozidos, paes, leite cru e de alimentos industrializados para recém-nascidos
(Lund, 1990; Rosenkvist, 1995; Salkinoja-Salonen et al., 1999). Clerck et al. (2004)
identificaram a presenca de Bacillus licheniformis nos extratos semi-finais de gelatina, sendo
que além das propriedades patogénicas, também possuem uma atividade de gelatinase e a
degradacdo enzimdtica da gelatina afeta sua viscosidade e portanto, a qualidade do produto
em si e suas aplicacdes.Além disso, devido a essa degradag@o, nutrientes essenciais podem se
tornar disponiveis para contaminantes gelatinase-negativos, promovendo seu crescimento (De

Clerck et al., 2004).

3.1.3. Caracteristicas da espécie Geobacillus stearothermophilus

Sdo aerdbios ou anaerobios facultativos e termofilos obrigatdrios. Apresentam-se em
forma bastonete Gram positivos + ou Gram varidvel,em arranjos simples ou cadeias curtas,
com motilidade mediante flagelos peritriquios. Os endoesporos sdo elipsdides ou cilindricos
com localizacao terminal ou subterminal e esporangio levemente entumescido ou nio (Reyes,
2008; Zeigler, 2001).

Este microrganismo apresenta a caracteristica de fermentar carboidratos com a
subseqiiente formacdo de dcidos graxos de cadeia curta, causando a acidificagdo do produto
sem a producdo de gés e por isso, sem causar deformacdo na embalagem. Apesar de ser
considerado obrigatoriamente termofilico, na prética células vegetativas podem crescer na
faixa de 37 a 75°C com 6timo a 55-65°C e faixa de pH entre 6,0 e 8,5. A grande maioria
produz catalase. Podem produzir também &cido latico sem gas a partir da frutose, glucose,
maltose, manose e sacarose (Reyes, 2008; Zeigler, 2001).

Se o alimento for mantido a temperaturas de 43-75 °C durante o processamento,
poderd servir como uma fonte para o acimulo excessivo de esporos deste microrganismo,
que, devido a sua alta resisténcia térmica, ndo sdo eliminados durante o tratamento térmico

aplicado. O esfriamento inadequado do produto apds tratamento térmico também contribui
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para o desenvolvimento da deterioracdo “Flat Sour” no Produto Final. Produzem esporos
extremamente resistentes ao calor, apresentando o valor D121°C entre 4 ¢ 5 minutos € um
valor Z entre 7,8-12,2°C, e apresenta alta resisté€ncia também a produtos quimicos, sendo
assim, os esporos sao de dificil destrui¢do quando presentes tanto no alimento como na linha
de processamento (Reyes, 2008; Zeigler, 2001).

De Clerck et al.(2004) identificaram a presenca de Geobacillus stearothermophilus em
extratos semi-finais de gelatina e esta espécie ndo apresentou atividade de gelatinases.

Para minimizar a contamina¢do por G. stearothermophilus, faz-se necessirio a
sanitizacdo correta dos equipamentos e das superficies que entram em contato com o
alimento, além do controle da contaminacio destes microrganismos em ingredientes € em

produtos que entram na linha de producao (Reyes, 2008; Olson & Sorrells, 2001).

3.2. Caracteristicas do género Clostridium

Sdo anaerdbios estritos, bastonetes Gram positivos, formadores de esporos, nio
produzem catalase, com excecdo de algumas espécies aerotolerantes. Podem ser encontrados
em diversos sedimentos e no trato gastrintestinal do homem e animal. Seus esporos estdo
presentes no solo, poeira, forragem, dgua, animais e seus excrementos (Reyes, 2008; Van
Dender, 2006).

Os efeitos do desenvolvimento destes micro-organismos esporulados sdo:
rancificacdo, perda da consisténcia do produto, putrefacdo e protedlise. Os clostridios que
causam a fermentagdo butirica sdo normalmente denominados de bactérias acido butiricas,
sendo C. tirobutyricum, C. butyricum, C. perfringens, C. sporogenes e C. bifermentans, as
principais espécies. O defeito mais relevante e economicamente mais importante, causado por
esse grupo, € o estufamento tardio (Reyes, 2008; Van Dender, 2006).

O baixo potencial redox em carnes animais favorece o crescimento de micro-
organismos anaerobios (Feitosa, 1999) e com isso o couro bovino que € a principal matéria-
prima utilizada na fabricacdo da gelatina poderd estar contaminada com estes micro-

organismos, sendo que seus esporos sobreviverdo em algumas etapas do processamento.

3.3. Caracteristicas de Coliformes
Organismos coliformes sd3o bastonetes gram-negativos, que possuem, como habitat
natural, o trato intestinal do homem e de animais. Pertencem a familia Enterobacteriaceae,

incluindo muitos géneros, tendo como principais a Escherichia, Salmonella, Shigella,
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Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, Providencia, Citrobacter (Sousa et al., 2006).
Podem ser divididos em coliformes totais e fecais, dependendo do habitat do micro-
organismo. A denominagao coliformes fecais foi utilizada durante muitos anos para descrever
coliformes que fermentavam a lactose com produgao de gas a 44,5°C. Entretanto ndo € correta
a relagdo direta da presenca de coliformes termotolerantes em alimentos e agua com
contaminagdo de origem fecal, o que levou a necessidade de modificar, na legislagdo
brasileira, a denominagdo coliformes fecais para coliformes a 45°C. Escherichia coli e
algumas cepas de Klebsiella e Enterobacter apresentam esta caracteristica de termotolerancia,
porém, somente E. coli tem como habitat primario o intestino humano e de animais.
Klebsiella e Enterobacter podem ser encontrados em outros ambientes, como vegetais € solo,
onde persistem por tempo superior ao das bactérias patogénicas de origem intestinal (Cavalli,
2006).

Através da Resolucdo n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (Anvisa) O Ministério da Saide adotou a denominagdo coliformes a
45°C, considerando os padrdes “coliformes de origem fecal” e “coliformes termotolerantes”
como equivalentes a coliformes a 45°C (Ministério da saude, 2018).

Devido a sua natureza protéica e a presenca de agucares residuais, a gelatina atua
como um excelente meio para o crescimento de muitos micro-organismos, incluindo
enterobactérias, como por exemplo, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, E. coli,
Salmonella Typhi, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri e Serratia
liquefaciens que foram isoladas e identificadas no trabalho de Sharma et al. (2006).

Estas bactérias entéricas isoladas da gelatina além de possuirem propriedades
patogénicas, algumas delas sdo gelatinoliticas e, portanto, tém um efeito significativo na
qualidade e contetido de aminoécidos da gelatina, sendo de grande preocupagdo tanto para os
fabricantes quanto para os consumidores (Sharma et al., 2006).

Apesar das condicdes extremas de temperaturas e pH aplicadas durante o
processamento da gelatina, verifica-se que varias espécies de micro-organismos tanto Gram +
como Gram - podem ser encontradas desde a matéria-prima, durante as etapas do processo e
persistindo no produto final, fazendo-se necessario a anélise minuciosa de todas as etapas com
a sanitizagdo correta dos equipamentos e das superficies que entram em contato com a
gelatina e principamente a verificagdo da procedéncia do couro bovino, a matéria-prima

utilizada que ¢ a principal fonte de contaminagao.
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ABSTRACT

Gelatine is a natural protein, soluble in water, extracted from animal collagen through thermal
and chemical treatment. Its physicochemical properties, such as viscosity, gelling power,
melting point at 35°C, allow its application in various segments of the food and
pharmaceutical industry. The guarantee of its microbiological quality is essential for the
maintenance of its properties and innocuousness of the products that use it as raw material. In
this work we analyzed the concentrations of four groups of spore forming microorganisms
(Mesophilic Anaerobes, Mesophilic Aerobes, Thermophilic Aerobes and Bacillus cereus) in
all steps of gelatin processing, from the raw material to the final product, in 600 samples of
one plant of the company located in the state of Sdo Paulo, the molecular identification of the
isolated microorganisms was made by sequencing the 16S gene. Significant differences
(ANOVA, PLS-DA) were observed in the concentrations of the groups with the process
phases and during the seasons. The highest decimal reduction in the counts for mesophilic
aerobes was y = -1.93 (extrusion for the final product), of thermophilic aerobes was y= -2.17
(alkaline treatment for washing), Bacillus cereus was y= -3.07 (concentrated tank for
sterilization) and mesophilic Anaerobes y= -1.08 (concentrated tank for sterilization).
Sequencing has identified the presence of members of the Bacillus cereus group, Bacillus
licheniformis, Geobacillus, Clostridium, Lysinibacillus, Brevibacillus, which are of great
importance to industry knowledge because some produces toxins that are harmful to humans

and are responsible for deterioration of the product through the production of gelatinases.

Keywords: protein, bacterial spores, raw material, 16S sanger sequencing
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-Analise de 600 amostras de todas as etapas da cadeia produtiva da gelatina;
-Redugdes decimais em etapas do processamento de diferentes estagdes do ano;
-Identificacao de Bacillus de grande importancia para o conhecimento da industria;

- Impacto na formulagdo de alimentos a base de gelatina.
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1.INTRODUCAO

A gelatina ¢ obtida pela degradagao quimica e térmica do colageno derivado do tecido
conjuntivo animal e tem uma propriedade Unica de se ajustar a baixas temperaturas em um gel
termorreversivel, que tem um ponto de fusdo muito baixo, em torno de 35 a 40°C (Sharma et
al., 2006; Stevens, 1992). A interagdo da seqiiéncia de aminoacidos das moléculas de gelatina
com fatores externos como pH, for¢a idnica, temperatura ¢ contetdo de sais no ambiente
propicia algumas propriedades funcionais como: formacdo de gel, texturizacdo, espessante,
formagdo ¢ estabilidade de emulsdes, formacdo de filmes, formacdo ¢ estabilizacdo de
espumas, adesdo e coesdo, etc. (Schrieber and Gareis, 2007). Além da aplicagdo na producao
de filmes fotograficos, em papéis para revelagdo de fotos, na formulacdo de cremes
hidratantes, cremes anti-rugas, em tintas para colora¢ao de cabelos, shampoo, condicionador,
a gelatina ¢ abundantemente aplicada na produ¢do de capsulas, na formulagdo de expansor
plasmatico, supositorios e excipientes de outros medicamentos. A gelatina também
desempenha importante papel na industria alimenticia compondo doces, gomas, produtos de
confeitaria, lacteos, produtos carneos embutidos, sobremesas e atuando como clarificante de
sucos e vinhos. Devido a ampla aplicacdo da gelatina na fabricacdo de alimentos e farmacos,
o conhecimento da ecologia microbiana e um eficiente controle microbiologico do produto ¢
de extrema importancia para garantir a qualidade e seguranga dos produtos elaborados com
esta matéria-prima (Sagma, 2018; Weishardt, 2014).

Comercialmente as matérias-primas mais utilizadas para extragdo da gelatina sdo
couro bovino, suino e a osseina de ambos os animais, mas pode-se também produzir gelatina
a partir de frango e peixe (Djagny et al., 2001; Karim and Bhat, 2009). A grande oferta de
couro bovino faz com que esta seja a principal fonte de matéria- prima para extracdo da
gelatina em nosso pais (IEPEC, 2015). O couro animal, devido ao seu contato direto com o
ambiente externo, ¢ fonte de diversos microrganismos. Estudos demonstram que o couro
bovino, utilizado como matéria-prima para produgdo de gelatina, apresenta elevados valores
de contagens de aerobios mesoéfilos viaveis, 6,2 a 10,5 logio UFC/cm? (Gill et al., 2000), 1,972
log1o UFC/cm? (Jericho et al., 1998), 1,86 log;o UFC/cm? (Gill et al., 2003).

A contaminacdo de plantas industriais e produtos alimenticios com bactérias
esporuladas ¢ um grande problema, pois estes micro-organismos apresentam ampla
versatilidade nutricional, de pH e temperaturas devido a presenca de enddsporos muito
resistentes ao calor, produtos quimicos, irradiagdo e dessecagdo (Clerck et al., 2004; Setlow,

1994). Devido as condi¢des durante a producao e um tratamento UHT final espera-se que a
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carga bacteriana seja bastante reduzida nos extratos semifinais de gelatina, entretanto alguns
grupos de bactérias esporuladas podem ser encontradas como em um processo de producao de
gelatina na Bélgica onde encontraram a presenca de Bacillus licheniformis, membros do
grupo de Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus fumarioli, Bacillus badius, Bacillus
subtilis, Brevibacillus agri, Aliciclobacillus acidocaldarius, e Paenibacillus cookii (De Clerck
and De Vos, 2002). Geralmente ndo existem procedimentos adicionais que diminuam a
contaminagdo do produto final da gelatina e alguns desses contaminantes podem ser
patogénicos para humanos e representar uma ameaga a saide humana em aplicacdes
alimenticias e farmacéuticas. Alguns contaminantes podem exibir atividade de gelatinases e
afetar a qualidade e viscosidade da gelatina (Clerck et al., 2004). Para preservar as
propriedades fisico-quimicas da gelatina, a etapa de esterilizacdo ndo pode ser estendida
(geralmente 140°C/5-12s) para impedir completamente a sobrevivéncia de esporos
bacterianos.

No presente trabalho analisou-se todas as etapas da cadeia de producdo da gelatina
(matéria-prima, pré-lavagem,tratamento alcalino, lavagem, extracdo, centrifugacao, filtragdo,
ultrafiltracdo, deionizagdo, evaporagdo, tanque concentrado, esterilizagdo, extrusao e produto
final) quanto a concentragdo de micro-organismos esporulados em diferentes estagdes do ano,
o isolamento e identificacdo através do gene 16S das espécies contaminantes em todo o

processo, relacionando com o impacto que estes apresentam na formulacao de alimentos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coletas

As coletas foram realizadas em uma unidade produtora de gelatina situada no estado
Sao Paulo. Foram feitas durante os meses de fevereiro, mar¢o, maio, setembro, novembro de
2016 e Janeiro/2017; 100 amostras foram coletadas em cada més e enviadas para o laboratorio
de microbiologia quantitativa de alimentos (LMQA) da FEA-UNICAMP. Totalizando-se 600
amostras no final das coletas. Os seguintes pontos foram amostrados:
-Matéria prima> pedacos ou moido (10 carregamentos diferentes/coleta).
-Ap0s a pré-lavagem (Samostras por coleta; 100g ou 100mL);
-Ap6és tratamento alcalino (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);
-Ap6s lavagem (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);
-Ap0s extracdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);
-Ap6s centrifugacdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);
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-Ap6s primeira e segunda filtragdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);
-Ap6s Ultrafiltracdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);

-Ap6s deionizagdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);

-Ap6s primeira e segunda evaporacdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);
-Tanque concentrado (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);

-Ap6s esterilizag@o (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);

-Ap6s extrusdo (5 amostras por coleta; 100g ou 100mL);

-Ap6s secagem (produto final): 30 lotes diferentes.

As amostras coletadas foram analisadas quanto a presenga de micro-organismos
esporulados aerdbios (mesofilos e termofilos), anaerdbios (mesoéfilos e termofilos) e Bacillus
cereus de acordo com as metodologias preconizadas no Compendium of Methods for the

Microbiological Examination of Foods (Downes et al., 2001).

2.2. Determinacao da Ocorréncia e Concentracao de Micro-organismos Esporulados na

Cadeia Produtiva da gelatina

Antes do preparo das amostras para as analises, estas ficavam em banho maria a 45°C
por aproximadamente 15min para dissolucdo completa da gelatina que estava solidificada
devido ao congelamento e posteriormente seguia-se a pesagem; 10g de cada amostra foram
pesadas em sacos pldsticos estéreis e eram adicionados 90ml de dgua destilada estéril. As
amostra entdo foram massageadas com as mados para completa dissolu¢do da gelatina sendo
que algumas mais geleificadas precisavam retornar ao banho maria. Nas amostras de produto
final 0,15g da enzima papaina (PROZYN) foram adicionados para a dissolu¢do da amostra.
As amostras completamente dissolvidas foram entdo transferidas para 3 tubos de ensaio
estéreis (20ml) seguindo-se para entdo para choques térmicos especificos para 0s grupos
analisados (Aerdbios Mesofilos, Termofilos e Bacillus cereus) e 20ml de cada amostra foram
distribuidos em uma série de 6 tubos com meio especifico para andlises de anaerdbios
mesofilos. As contagens foram expressas em LogUFC/g para aerébios mesofilos, termofilos e

Bacillus cereus e LogNMP/g para anaerdbios mesofilos.
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2.2.1. Contagem e Isolamento de Aerébios Mesoéfilos esporulados

Os tubos contendo as amostras foram levados ao banho maria para o choque térmico
de 80° C por 30 minutos para ativagao dos esporos e posteriormente resfriados em banho de
gelo. Seguindo-se entdo para o plaqueamento Pour plate com meio TGE (4gar, triptona,
glicose, extrato de carne- KASVI). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por 48h. As
colOnias crescidas foram contadas e repicadas em placas de agar nutriente (KASVI) para
purificagdo, incubadas novamente a 37°C por 24/48h e entdo transferidas para os criotubos
contendo caldo TSB (DIFCO), os quais foram incubados nas mesmas condi¢des, apds
incubacdo foram adicionados 0,3ml de glicerol e entdo foram mantidos congelados em

freezer.

2.2.2. Contagem e Isolamento de Aerébios Termofilos esporulados

Os tubos contendo as amostras foram levados ao banho de 6leo para o choque térmico
de 110° C por 10 minutos para ativagdo dos esporos e posteriormente resfriados em banho de
gelo. Seguindo-se entdo para o plaqueamento Pour plate com meio DTA - agar
(ACUMEDIA), dextrose (VETEC), triptona (KASVI), pirpura de bromocresol
(DINAMICA). As placas foram incubadas em estufa a 55°C por 48/72h. As coldnias
crescidas foram contadas e repicadas em placas de dgar nutriente (KASVI) para purificacao,
incubadas novamente a 55°C por 48/72h e entdo transferidas para os criotubos contendo caldo
TSB (DIFCO), os quais foram incubados nas mesmas condi¢des, apds incubagcdo foram

adicionados 0,3ml de glicerol e entdo foram mantidos congelados em freezer.

2.2.3. Contagem e Isolamento de Bacillus cereus

Os tubos contendo as amostras foram levados ao banho maria para o choque térmico
de 80° C por 10 minutos para ativagdo dos esporos e posteriormente resfriados em banho de
gelo. Seguindo-se entdo para o plaqueamento Spread plate em placas com meio
MYP(Mannitol Yolk Polymyxin Agar-ACUMEDIA). As placas foram incubadas em estufa a
30°C por 24/48h. As colonias crescidas foram contadas e repicadas novamente em placas de
MYP para purificacdo, incubadas novamente a 30°C por 24/48h e entdo transferidas para os
criotubos contendo caldo TSB (DIFCO), os quais foram incubados nas mesmas condicoes,
apods incubagdo foram adicionados 0,3ml de glicerol e entdo foram mantidos congelados em

freezer.
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2.2.4. Contagem e Isolamento de Anaerobios Mesdfilos esporulados

As amostras foram transferidas para tubos contendo o meio Pe2 (previamente
desaerados com ervilhas secas e submetidos a fervura por 15min). Foram utilizados 6 tubos de
Pe2-Peptona(ACUMEDIA), extrato de levedura (ACUMEDIA), Parpura de bromocresol
(DINAMICA)— e nestes adicionados 3,3ml da amostra; levados entdao ao choque térmico de
100°C por 20 minutos em uma panela com dgua fervente, resfriados em banho de gelo e
posteriormente encubados a 37°C por 7 dias. Os tubos com alteracdo de cor, producdo de gis
ou biomassa foram contados como positivos e repicados em placas com meio TPGY (triptona,
peptona, glicose, extrato de levedura) as quais foram encubadas em jarras de anaerobiose a
37°C por 5 a 7 dias. As placas com crescimento foram entdo repicadas em criotubos com
caldo RCM(extrato de levedura, extrato de carne, peptona, glicose, amido soluvel, cloreto de
sddio, acetato de sddio, cloridrato de cisteina, dgar) e adicionou-se 1 gota de 6leo mineral
estéril para gerar anaerobiose. Os criotubos foram encubados a 37°C por 5/7 dias e os que
houve crescimento foram adicionados 0,3ml de glicerol e levados ao freezer para manterem-

se congelados.

2.3. Identificacdo dos Isolados por Sequenciamento de 16S rRNA

2.3.1. Extracao de DNA

Ajustando os protocolos de extracdo de DNA (Goldenberger et al., 1995; Heyndrickx
et al., 1996; Pitcher et al., 1989), 53 isolados foram ativados em placas de 4gar nutriente e
apos crescimento (24-48h) estas foram transferidas para eppendorfs com 95ul. de 4dgua estéril
livre de Dnases acrescidos de 4uL. de lisozima e mantidos por 15min a temperatura de 37°C,
em seguida adicionou-se 1 uL de proteinase k e foram levados ao aquecimento de 58°C por
60 min e 95°C por 6 min; foi feito um banho de gelo por 15min e entdo centrifugadas por
14000 rpm por 5Smin. Os sobrenadantes (DNA) foram entdo transferidos para eppendorfs

limpos e as concentracdes medidas em pela técnica de Nanodrop.

2.3.2. Amplicacao do gene 16S e sequenciamento

O protocolo ultizado na PCR para o preparo do mix foi adaptado do (Devereux and
Willis, 1995); utilizou-se o Kit de taq polimerase da Cellco®, dntps da Sinapse® e primers da
Sigma®. Os primers utilizados foram 8F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG, 1100R:
AGGGTTGGGGTGGTTG (Turner et al., 1999). As reacdes contendo 2 ul. de DNA, 1,5ul
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de cada primer, 2,5uLL de buffer, 0,5ulL de dntps, 0,2uLL de taq polimerase, completados com
dgua livre de dnases e levados ao termociclador com as condicdes citadas por (Devereux and
Willis, 1995). A eletroforese foi feita em gel de agarose 1% para visualizacdo das bandas de
1092pb. Os produtos de PCR obtidos foram entdo purificados utilizando-se o kit Easy Pure®
e levados para o sequenciamento no Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da
Universidade Estadual de Campinas (CBMEG). As sequéncias resultantes foram analisadas
em software apropriado (Bioedit e Chromas) e os contigs comparados a sequéncias similares
encontradas no GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), usando o site BLAST. Somente
isolados cujas sequéncias de 16S rRNA apresentaram similaridades >97% com as sequéncias
das bases de dados foram consideradas pertencentes a uma determinada espécie (Stackebrandt

and Goebel, 1999).

2.3.3. Analise estatistica

Utilizou-se o modelo PLSDA (Analise discriminante parcial por minimos quadrados)
comparando a influéncia das estacdes e etapas do processo sobre as contagens microbianas e

ANOVA (teste de Tukey e Fisher) com 95% de confianca.

3. Resultados

3.1 Analise descritiva dos dados de contagem e reducio decimal

Os grupos de micro-organismos esporulados (aerébios mesofilos, B.cereus, aerdbios
termofilos, anaerdbios mesoéfilos) foram analisados quanto as suas contagens para as amostras
de todas as etapas do processo coletadas nos respectivos meses: fevereiro/2016, marco/2016,
maio/2016, setembro/2016, novembro/2016 e janeiro/2017. Estes foram agrupados em 3
estacdes: verdo (janeiro e fevereiro), outono (mar¢o e maio) e primavera (setembro e
novembro). As contagens foram feitas com base no teor de s6lidos totais de gelatina presente

em cada uma das etapas considerando-se 1g de sélido.

3.1.1. Aer6bios mesofilos: Contagem e Reducio decimal
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Fig.1. Contagem de aer6bios mesofilos esporulados nas etapas do processo da gelatina

Considerando-se os dados de balanco de massas e o teor de solidos de gelatina em
cada uma das etapas, as constagens de aerébios mesdfilos em 1g de sélido apresentaram pico
na etapa de extracdo (3,94 logUFC/g) e centrifugacdo (3,83 logUFC/g) nos meses de verao,
entretanto, este valor diminui no decorrer do processo com o produto final apresentando
contagens de 0,91 logUFC/g. Observou-se que da etapa de lavagem (Verdo) para extragdo
houve um aumento de 1,89 Log nas contagens e que o maior valor de reducdo se da da etapa
de extrusdo para o produto final com um valor de y= - 1,93, ou seja, quase reducao de 2 logs
na contagem de uma etapa para outra (Fig.1).

Para os meses da estacdo outono (marco e maio), observou-se uma concentracao de
3,62 logUFC/g na etapa de centrifugacdo, com base no teor de sélidos totais, ocorrendo uma
reducdo destes esporulados ja na esterilizacdo e extrusdo (0,83logUFC/g), entretanto, esta
concentracdo aumenta no produto final (2,04logUFC/g). Analisando-se os valores de redugao
decimal (y) nas etapas do processo para os meses de outono, a maior redu¢do ocorreu da etapa
de centrifugacdo para a de filtragdo, com diminui¢do de y= -1,47 log da concentracio; houve
reducgdo do tanque concentrado para a esterilizacdo de y=-1,34 log e aumento na contagem de
1,21 log da extrusdo para o produto final.

J4& nos meses de primavera (setembro e novembro), observou-se um pico de
concentracdo de 3,55 logUFC/g na etapa de filtrag@o, ja diminuindo na etapa de esterilizagdo
com 1,56 logUFC/g e o produto final apresentou um valor de 1,84log UFC/g. Observou-se
que da etapa de lavagem para a extra¢do é onde ocorreu o maior aumento decimal de y= 1,52
e o maior valor de reducdo ocorreu da etapa de tanque concentrado para a de esterlizagdo com

v=-0,80.
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A tabela 1 mostra os valores de redugdes decimais minimo, médio e maximo nas
etapas do processo considerando-se as trés temporadas ao longo do ano; em relacdo aos
valores de redu¢do decimal maximo a etapa que apresentou a maior redugdo foi a de extrusio
para o produto final (y=-1,93), a qual foi na estacdo de verdo. Ja o valor minimo de reducao,

ou seja, aumento decimal, foi de y = 1,89 da etapa de lavagem para extracdo, a qual também

ocorreu na estagao verao.

Tabela 1. Reducio decimal nas trés temporadas para aerébios mesoéfilos esporulados

N° de redugdes (y)

Etapas Minimo Médio Méximo
MP 0,09 -0,16 -0,41
PL 0,09 -0,44 -0,98
TA 0,94 0,1 -0,74

L 1,89* 1,41 0,93
E 0,39 0,14 -0,11
C 0,68 -0,39 -1,47
F 0,89 0,23 -0,43
UF -0,04 -0,39 -0,74
D 0,19 -0,39 -0,98
EV -0,26 -0,48 -0,71
TC -0,09 -0,71 -1,34
EST 1,51 0,72 -0,06
EX 1,21 -0,36 -1,93*

3.1.2. Aerébios termofilos: Contagem e Reducio decimal

Aeradbios termofilos

27 4,05
a - ’ 3,93
3,5
3
5" B Verdo
£ 2,5
w 2 ® Outono
S
15 Primavera
1
0,5 -
0

MPPLTA L E C F UF D EV TCEST EX PF

Etapas do Processamento

Fig.2. Contagem de aerobios termofilos esporulados nas etapas do processo da gelatina
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Nas contagens dos meses de verdo para o grupo de aerébios termofilos , considerando-
se o teor de sélidos totais em cada etapa, as que apresentaram as maiores contagens foram a
etapa de extracdo (4,05 log UFC/g) e a etapa de centrifugagdo (3,9310gUFC/g). A contagem
diminui ao longo do processo com valores de 2,28 logUFC/g na etapa de esterilizacdo, o qual
€ reduzido até valores minimos no produto final (0,36 logUFC/g). Observou-se um aumento
decimal de y= 2,12 logs da etapa de lavagem para extracdo e reducdes decimais de y= - 1,33
da evaporagdo para tanque concentrado e de y=-1,09 da extrusdo para o produto final (Fig. 2).

No outono (marco e maio), as maiores contagens de aerdbios termoéfilos foram
observadas no produto final com um valor de 3,06 logUFC/g. Observou-se valores minimos
ao longo do processo, como reducdes de y=-2,17 do tratamento alcalino para lavagem e de y=
-1,90 do tanque concentrado para a esterilizagdo. Ocorre um aumento de y= 2,95 da etapa de
lavagem para a extracio e apds a extrusiao a contagem também aumenta de 3logs no produto
final. Na primavera (setembro e novembro), foram observadas altas contagens nas etapas de
lavagem (2,7110gUFC/g) e centrifugacdo (2,94logUFC/g) (Fig.2). As reducdes decimais ja
ocorrem da matéria-prima para a pré lavagem y= -1, 27, entretanto, apds tratamento alcalino
ocorreu um aumento decimal de 1,67log para a etapa de lavagem. A maior reducio decimal se
da da etapa de extrusdo para o produto final com valor de y= -2 logs nas contagens.

Considerando-se as trés temporadas, a maior redu¢cdo decimal ocorreu na estacdo de
outono da etapa de tratamento alcalino para lavagem ( y= -2,17) e o maior aumento decimal

também ocorreu na estagdo outono da etapa de extrusdo para produto final y=3,06 logs.

(tabela 2).

Tabela 2. Reducio decimal nas trés temporadas para aerébios terméfilos esporulados

N° de reducdes (y)

Etapas Minimo Médio Miéximo
MP 1,05 -0,11 -1,27
PL 1,03 0,49 -0,05
TA 1,67 -0,25 -2,17%*

L 2,95 1,06 -0,83
E 1,06 0,47 -0,12
C -0,53 -0,66 -0,79
F 0,69 0,07 -0,55
UF 0,09 -0,48 -1,06
D -0,14 -0,64 -1,14
EV 0,57 -0,38 -1,33
TC 0,89 -0,50 -1,9
EST 0,88 0,03 -0,82
EX 3,06* 0,53 -2




318
319

320
321

322

323
324
325
326
327
328
329
330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340
341

51

3.1.3. Bacillus cereus: Contagem e Reducio decimal

Bacillus cereus
77 6,32
6 - 5,35
5 m Verao
g a ,60 Outono
[
= 3 Primavera
S
2 4
81
1 4
O A
MPPLTA L E C F UF D EV TCEST EX PF
Etapas do processamento

Fig.3. Contagem de Bacillus cereus nas etapas do processo da gelatina

As contagens de Bacillus cereus variaram muito tanto de uma etapa para outra (todas
as contagens foram feitas considerando 1g de sdlidos de gelatina) (Fig.3), quanto nas trés
estacOes estudadas, algumas etapas apresentaram ‘“zero” contagens, como a pré-lavagem,
tratamento alcalino e extracdo nas estacdes de outono e primavera e algumas apresentaram
picos de contagem como a centrifugacdo no verdo (6,32logUFC/g) e deionizagdo
(5,35logUFC/g) também no verdo. Nos meses de janeiro e fevereiro (verdo) obsersou-se
maior reducdo decimal da etapa de centrifugag¢do para filtragdo (y= -2,56) e da etapa de
deionizagdo para evaporagdo (y= -1,86); ja da etapa de extracdo para centrifugacdo, ocorreu
um aumento decimal de y= 3,09 logs.

Durante os meses da estacdo outono, as maiores contagens foram nas etapas de
ultrafiltracdo (3,37 logUFC/g) e deionizacdo (3,60 logUFC/g), com as etapas iniciais
aprsentando “zero” contagens e o produto final com 0,811ogUFC/g. A maior reducao decimal
ocorre da etapa de tanque concentrado para esterilizacao (y=-3,07) e o aumento decimal se da
da etapa de lavagem para extracdo (y= 1,69).

Na primavera as maiores contagens sao na ultrafiltragao (1,97 logUFC/g), deionizacdo
(1,55 logUFC/g) e matéria-prima (1,56 logUFC/g), algumas etapas apresentaram “zero” e o
produto final com 0,94logUFC/g. A maior redugdo decimal ocorre da etapa de deionizagdo
para evaporagdo (y= -1,55) e um aumento decimal ocorre da etapa de filtracdo para

ultrafiltragao (y = 1,97).
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Analisando os valores das trés temporadas em relacao as reducdes decimais, a maxima
reducdo foi da etapa de tanque concentrado para esterilizagdo (y= -3,07) para os meses de
outono e a minima reducao (aumento decimal) é da etapa de filtragdo para ultrafiltracdo com

aumento de 3,37 logs também nos meses de outono (tabela 3).

Tabela 3. Reducao decimal nas trés temporadas para Bacillus cereus

N° de redugdes (y)

Etapas Minimo Médio Méximo
MP 1,09 -0,23 -1,56
PL 0 -0,25 -0,5
TA 1,37 0,68 0

L 0,55 -0,22 -1

E 3,09 1,54 0

C 0 -1,28 -2,56

F 3,37* 1,35 -0,66
UF 2,26 0,92 -0,42

D -1,12 -1,49 -1,86
EV 1,85 1,22 0,6
TC -0,52 -1,79 -3,07*
EST 0 -0,59 -1,19
EX 0,94 0,33 -0,27

3.1.4. Anaerdbios mesdfilos: Contagem e Reducio decimal

LogNMP/g
[y
w

[EEN
1

o
v
1

MP PL TA L

Anaerobios mesofilos

E C

F UF D EV TCEST EX PF

Etapas do processamento

® Verdao
® Outono

Primavera

Fig.4. Contagem de Anaerobios mesdéfilos nas etapas do processo da gelatina
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Nas contagens de anaerdbios mesoéfilos para os meses de verdo, verificou-se maior
contagem na etapa de filtracdo (1,48 logNMP/g) e “zero” contagens na etapa de lavagem e
produto final (Fig.4). A maior reducdo decimal ocorreu da etapa de filtracdo para a de
ultrafiltragao (y=-0,84) e um aumento decimal ocorre da etapa de centrifugacdo para filtracdo
(y=0,86). Na estacdo outono as maiores contagens sao nas etapas de filtracdo (1,06logNMP/g)
e ultrafiltragdo (1,0910gNMP/g). A maior reduc¢do decimal ocorre da deionizacdo para
evaporacao (y=-0,56) e o maior aumento ocorre da extracdo para centrifugacao (y=0,97).

J4 nos meses de primavera, as maiores contagens sdo encontradas nas etapas de
centrifugacdo (1,921ogUFC/g), filtracdo (1,7710gUFC/g) e ultrafiltracao (1,491ogUFC/g) e
menores contagens nas etapas iniciais e finais do processamento com o produto final
apresentando 0,0510gNMP/g. Da etapa de tanque concentrado para a esterilizacdo ocorreu a
maior reducdo decimal y=-1,08 e da etapa de lavagem para extracdo ocorreu o maior aumento
de y=1,27.

As contagens das trés estacoes comparadas em relacdo as reducdes maxima, média e
minima nas etapas de processo sdo mostradas na tabela 4, onde a méaxima reducdo foi de
v=-1,08 da etapa de tanque concentrado para esterlizacdo na estagdo primavera e a minima
reducdo ou aumento decimal ocorreu da etapa de lavagem para extragdo (y= 1,27) também

nos meses de primavera.

Tabela 4. Reducao decimal nas trés temporadas para Anaerébios mesoéfilos

N° de redugdes (y)

Etapas  Minimo Médio Méximo
MP 0,23 -0,14 -0,51
PL 0 -0,14 -0,29
TA 0,17 0 -0,17

L 1,27% 0,55 -0,17

E 0,97 0,60 0,24

C 0,86 0,35 -0,15

F 0,03 -0,40 -0,84
UF 0,33 0,06 -0,2

D -0,12 -0,34 -0,56
EV 0,15 0,04 -0,07
TC -0,52 -0,8 -1,08%*
EST 0 -0,00049 -0,00097
EX 0,05 -0,03 -0,12
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375  3.2. Analise estatistica dos dados

376  3.2.1.PLS-DA

377 Utilizou-se o modelo PLS-DA- Andlise discriminante por minimos quadrados
378  parciais- considerando etapas e estacdo do ano, para verificar dentro dessas varidveis qual
379  grupo microbiano se destacava. Neste modelo as varidveis sdo: R*X que representa os grupos
380  microbianos, R?Y que representa as etapas do processo ou estacdo do ano e Q%éa qualidade
381 do modelo. Quanto mais préximo a 1, mais perfeito o modelo, entretanto, como contagens
382 microbianas sdo probabilisticas, a qualidade do modelo nem sempre saird perfeita. Os
383  resultados VIPs (variable importance in the projection) maiores e proximos a 1 sdo os que

384  apresentam relevancia e estdo marcados com*(tabela 5).

385 Tabela 5. Analise PLS-DA para Etapas do Processo
Standard Lower
Variable VIP deviation bound(95%)  Upper bound(95%)
Anaerobios meséfilos 1,356* 0,034 1,262 1,450
Aerébios mesofilos 1,127* 0,076 0,917 1,337
Aerdbios termofilos 0,790 0,057 0,632 0,947
B cereus 0,516 0,061 0,348 0,684
386
387 Na primeira andlise comparou-se o0s grupos microbianos com as etapas do

388  processamento da gelatina e foi observado que o grupo de anaerébios mesoéfilos seguido pelo
389  grupo de aerdbios mesoéfilos foram significativamente relevantes, ou seja, eles variaram ao
390 longo do processo, seja reduzindo ou aumentando as suas contagens devido as
391  “interferéncias” ocasionadas em cada uma das etapas, por exemplo, variagdo de temperatura e
392 pH, filtros e membranas de celulose contaminadas, resinas contaminadas. Os grupos de

393  Aerdbios termofilos e B. cereus ndo apresentaram variacdo significativa (Fig.5).
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395 Fig.5. Resultados VIPs de Grupos microbianos x Etapas do processo
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Na segunda andlise, comparou-se a influéncia das estacdes do ano (verdo, outono,
primavera) com as contagens dos grupos microbianos, € obteve-se os seguintes resultados
Vips (tabela 6):

Tabela 6. Analise PLS-DA para Estacoes do ano
Standard
Variable VIP deviation Lower bound(95%) Upper bound(95%)
B cereus 1,562% 0,139 1,177 1,948
Aerébios termofilos 1,158%* 0,111 0,851 1,465
Anaerobios meséfilos 0,467 0,161 0,019 0,915
Aerébios mesé6filos 0,015 0,164 -0,440 0,469

Os resultados VIPs maiores que 1* sdo os que apresentam relevancia, ou seja, as
estacdes do ano influenciam na variagdo destes grupos. O grupo de B. cereus seguido pelo
grupo de termdfilos sdo os que apresentaram valores significativos, ou seja, estes dois grupos
tiveram grande variacdo em suas contagens ao longo das estacdes do ano; ja as contagens de

anaerdbios e mesofilos ndo t€m influéncia significativa com as estagcdes (Fig.6).

1,5 +

VIP
o

X

B cereus termofilos anaerobios mesTfilos

05

Variable

Fig.6. Resultados VIPs de Grupos microbianos x Estacio do ano

3.2.2. ANOVA
Utilizou-se a andlise a andlise variancia- testes de Tukey e Fisher - com nivel de
significancia de 95%, comparando-se as contagens dos 4 grupos microbianos com as 14 fases

do processo e as 3 estacdes e obteve-se a seguinte a tabela:
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415 Tabela 7. Analise de varidncia para Etapas do Processo
Aerdbios Aerdbios Anaerobios
Etapas mesofilos termofilos mesofilos B cereus
Centrifugacdo 3,021 a 2214 a 1,047 a 0,732 bcd
Ultrafiltragcao 2,226 b 1,542 be 1,008 a 1,377 a
Extracdo 2,252 b 2,167 ab 0,474 be 1,019 ab
Filtracdo 2,086 bc 1,865 abc 1,147 a 0,714 bcd
Deionizacgido 2,213 b 1,443 cd 0,920 a 0,761 abc
Evaporacao 1,783 bed 0,818 de 0,649 b 0,618 bed
Tq. Concentrado 1,572 cde 0,448 e 0,664 b 0,976 abc
Pre-lavagem 1,358 de 0,652 ¢ 0,183 de 0,394 bede
Lavagem 1,329 de 0,818 de 0,102 ¢ 0,380 cde
Materia-prima 1,432 de 0,524 ¢ 0,339 cd 0,205 de
Esterilizacdo 0,684 fg 0,780 e 0,067 e 0,640 bcd
Extrusao 1,252 de 0,541 ¢ 0,113 ¢ 0,492 bede
Trat. Alcalino 1,180 ef 0,551 e 0,090 e 0,156 de
Produto final 0,622 g 0,423 e 0,010 e 0,095 e
Pr > F(Model) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Significant Yes Yes Yes Yes
416 Os resultados mostraram que para os 4 grupos ocorreram diferencas significativas nas
417  contagens em cada uma das fases do processo, ou seja, as diferentes variacOes, sejam de
418  temperatura ou pH, de cada uma das fases tém influéncia significativa sobre os crescimento
419  dos esporos. Observa-se uma grande variagdo nas contagens do grupos de anaerdbios
420  mesdfilos entre as fases do processamento com maior pico na etapa de filtracao (Fig.7).
421
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423 Fig.7. Contagens de Anaerébios mesofilos nas etapas do processo
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425 J4 na comparacdo com as estacdes do ano, com excecdo do grupo de aerdbios

426  mesofilos (Fig.8), os outros 3 grupos apresentaram diferengas signifcativas nas contagens

427  (tabela 8).

428
429 Tabela 8. Analise de varidncia para Estacoes do ano
Aerdbios Aerobios Anaerobios
mesofilos Termofilos mesofilos B cereus
Verao 1,392 a 1,343 a 0,303 b 1,054 a
Primavera 1,472 a 0,566 b 0,514 a 0,153 b
Outono 1,269 a 0,704 b 0,264 b 0,179 b
Pr>F(Model) 0,278 <0,0001 <0,0001 <0,0001
Significant No Yes Yes Yes
430
431
432
Means(mesofilos) - estacao do ano
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433
434 Fig.8. Contagens de Aerdbios meséfilos durante as estacdes do ano
435

436 3.3. Identificaciao do Isolados
437

438 Tabela 9. Identificacao dos isolados por sequenciamento do gene 16S RNAr

439

Etapas do Processo Espécies identificadas

Codigo da amostra/més

Bacillus licheniformis
Bacillus nitratireducens
Matéria-Prima Bacillus cereus

Clostridium cochlearium

Pré-lavagem Lysinibacillus cresolivorans

MPS8(T)-Fevereiro
MP10(M)-Marco
MP5(BC)-Maio
MP5(A)-Janeiro

PL1(M)-Novembro



Tratamento Alcalino Bacillus licheniformis TA4(T)-Fevereiro

Bacillus toyonensis TA4(BC)-Fevereiro
Bacillus nitratireducens TA1(M)-Novembro
Lysinibacillus mangiferihumi TA2(M)-Novembro
Bacillus toyonensis L2(M)-Novembro
Lavagem
Bacillus nitratireducens L5(M)-Janeiro
Extracao Bacillus subtilis E2(M)-Marco
Bacillus cereus C1(BC)-Fevereiro
Centrifugacao Bacillus hisashii C2(A)-Maio
Geobacillus kaustophilus C4(T)-Maio
Bacillus licheniformis C1(M)-Novembro
Brevibacillus agri C1(T)-Setembro
Clostridium cochlearium C2(A)-Janeiro
Bacillus proteolityticus F5(A)-Fevereiro
Bacillus cereus F1(M)-Mar¢o
Filtracao Bacillus hisashii F4(A)-Marco
Bacillus toyonensis F2(M)-Novembro
Bacillus licheniformis UF3(A)-Fevereiro
Ultrafiltracao Lysinibacillus tabacifoli UF2(M)-Margo
Geobacillus icigianus UF3(T)-Maio
Bacillus licheniformis UF3(M)-Setembro
Clostridium sporogenes D5(A)-Fevereiro
Bacillus pacificus D1(BC)-Fevereiro
Deionizacao Bacillus tropicus D3(M)-Maio
Bacillus nitratireducens D2(M)-Setembro
Bacillus badius D4(M)-Novembro

Bacillus aerius D5(A)-Janeiro



Bacillus luti

Bacillus cereus
Evaporacao Bacillus cereus

Bacillus sporothermodurans

Brevibacillus gelatini

Tanque concentrado Clostridium cochlearium

Clostridium sporogenes

Esterilizacao Brevibacillus nitrificans

Bacillus subtilis

Bacilus tropicus
Extrusio Bacillus toyonensis

Bacillus nitratireducens

Lysinibacillus sphaericus
Geobacillus thermoleovorans
Geobacillus kaustophilus
Brevibacillus gelatini
Geobacillus stearothermophilus
Bacillus nitratireducens
Brevibacillus gelatini
Bacillus toyonensis
Bacillus licheniformis

Produto Final

EV1(A)-Fevereiro
EV1(BC)-Mar¢o

EVI(M)-Mar¢o
EVI1(T)-Mar¢o

EVI(M)-Maio

TC5(A)-Margo
TC5(A)-Janeiro

EST5(M)-Setembro
EST4(BC)-Novembro

EX3(BC)-Fevereiro
EX3(A)-Fevereiro

EX4(M)-Setembro

PF5(BC)-Fevereiro
PF1(T)-Marg¢o
PF15(T)-Marco
PF21(M)-Maio

PF5(T)-Maio
PF8(M)-Setembro
PF12(M)-Setembro
PF16(M)-Novembro
PF17(M)-Janeiro

59
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4. Discussao

O grupo de aerdbios meséfilos foram encontrados ao longo de todo processo produtivo
com altas contagens no decorrer dos meses ndo havendo portanto diferenca significativa nas
contagens com as estacdes do ano como mostrado pelas duas andlises estatisticas (PLS-DA e
ANOVA) utilizadas neste estudo. A variagdo observada neste grupo ocorreu por influéncia
das fases do processo, observou-se uma maior reducao decimal da etapa de extrusdo para o
produto final (y=-1,93) no verdo. Apds a etapa de extrusdo a gelatina passa pelo processo de
secagem, onde os secadores alcancam temperaturas de até 80°C por 4h o que contribui para
eliminacdo de possiveis células vegetativas de aer6bios mesofilos. Entretanto, os esporos
produzidos por algumas espécies mesofilicas sdo resistentes e podem sobreviver até o produto
final (Sadiq et al., 2016). Além disso, as esteiras que levam a gelatina até os secadores podem
transferir micro-organismos devido ao contato direto com a gelatina o que pode estar
contribuindo para aumentar a concentragdo no produto final como foi observado para os
meses de outono, onde houve aumento decimal da extrusdo para o produto final (y=1,21).

Durante o processo, observou-se que o maior aumento decimal ocorreu da etapa de
lavagem para a de extracdo (y=1,89), na etapa de lavagem a matéria-prima permanece em
tanques de madeira por cerca de 25-45h, a madeira apresenta superficie que pode abrigar
esporos de micro-organismos e assim transferir para os alimentos (Aviat et al., 2016) (neste
caso, a matéria-prima) que posteriormente passard pela etapa de extracdo, onde diferentes
caldos com diferentes concentragdes de gelatina, serdo obtidos da mesma matéria-prima para
extracdo de todo coldgeno e possivelmente esporos resistentes se concentram nesta fase.

O grupo de aerdbios termofilos por apresentarem esporos com alta resisténcia ao calor
estdo entre os principais grupos de importancia na industria alimenticia (Kakagianni et al.,
2017). Conseguem sobreviver a temperatura de esterilizacdo utilizada no processo de
esterilizacdo da gelatina (140°C), por isso apresentou alta contagem nesta etapa sendo ainda
encontrados no produto final (3,06logUFC/g ). As anélises estatisticas tanto PLS-DA quanto a
ANOVA mostraram que as estacdes do ano influenciam significativamente as contagens de
aerobios termofilos, sendo no verdo (janeiro e fevereiro) encontradas as maiores contagens.
Isto pode estar ocorrendo devido as condi¢des favordveis (Hoffmann, 2001) para o
desenvimento de micro-organismos termofilicos presentes na matéria-prima, aumento da
temperatura durante o transporte da mesma favorecendo o desenvolvindo de esporos e

consequentemente permanéncia durante as outras fases do processo. Pela analise ANOVA, a
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variacdo de termofilos durante as etapas do processo foi significativa. A maior redugdo
decimal ocorreu do tratamento alcalino para lavagem (y= -2,17), no tratamento alcalino as
contagens ainda permaceram altas sendo que uma dréstica redu¢do ocorreu apds a lavagem,
provavelmente devido as mudangas bruscas de pH que caiu de 13 para 1. Entretanto, da
lavagem para extracdo observa-se novamente um aumento decimal, assim como aconteceu
para os aerdbios mesofilos. O maior aumento decimal ocorreu da etapa de extrusdo para o
produto final, observado nos meses de outono, cerca de y= 3,06 logs, o qual pode ser
explicado devido a alta resisténcia dos esporos termofilicos (Sadiq et al., 2016) e pelo fato das
esteiras de secagem possivelmente estarem contaminadas, 0s esporos entdo sobreviveram as
temperaturas utilizadas na secagem da gelatina e permacem no produto final.

O grupo de Bacillus cereus € considerado um dos mais importantes contaminantes em
alimentos pois além de produzirem toxinas (Carlin et al., 2010) produzem diferentes
proteases, incluindo gelatinases que causam a a degradacdo enzimdtica da gelatina afetando
sua viscosidade e, portanto, a qualidade do produto em si e seus derivados (De Clerck and De
Vos, 2002). A andlise estatistica de PLS-DA e a ANOVA mostraram que houve influéncia
das estagdes do ano nas contagens deste grupo, com maiores contagens nos meses de verao.
Bacillus cereus cresce a temperatura 6tima de 37°C e maxima de 55°C (Mcclure,2015),
portanto, as condi¢des de transporte da matéria-prima em altas temperaturas poderiam ter
influenciado a esporulacdo. A ANOVA mostrou que as etapas do processo influenciaram
significativamente as contagens de Bacillus cereus. A maior redu¢do decimal ocorreu nos
meses de outono da etapa de tanque concentrado para a etapa de esterilizagdo (y= -3,07)
mostrando que a esterilizacdo foi eficiente na eliminacdo destes esporos. Entretanto, nos
meses de verdo, apesar de ter ocorrido reducdo da esterilizagdo para extrusdo, pode-se
verificar contagens de 2,06logUFC/g de Bacillus cereus no produto final possivelmente por
contaminagdes nas fases finais (esteiras de secagem). O maior aumento decimal ocorreu da
etapa de filtragdo para ultrafiltracio com y= 3,37 logs. A gelatina atravessa uma série de
filtros de celulose na etapa da ultrafiltracdo e as polpas de celulose utilizadas devem passar
por um critico processo de recuperacdo para eliminar as possibilidades de uma transferéncia
de contaminagd@o entre um processo € outro. O intervalo de utilizacido destas polpas deve ser
avaliado considerando a carga microbiana que é capaz de reter-se e tornar-se um ponto de
recontaminac¢do. A tubulac@o onde ocorre a ultrafiltracdo deve ser monitorada freqiientemente
para identificacdo e eliminacdo de pontos mortos, 0os quais podem vir a ser grande fonte de
contaminagdo por propiciar o crescimento bacteriano e a formagdo de biofilmes (Courts,

1977).
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Os anaerdbios mesofilos foram encontrados devido ao baixo potencial Redox do couro
bovino (Feitosa, 1999) que favorece o crescimento destes micro-organismos. Nas etapas de
pré-lavagem, tratamento alcalino e lavagem ocorre uma diminuicdo na concentracdo
sugerindo que estes foram afetados pela exposicdo a condi¢des extremas de pH (2 e 4) e
temperaturas entre 50 e 90°C. O maior aumento decimal ocorreu da etapa de lavagem para a
de extracdo (y=1,27) nos meses de primavera. A partir da etapa de extracdo até a etapa de
tanque concentrado ocorre um aumento da concentracido destes micro-organismos. Na etapa
de centrifugagdo ocorre a eliminacdo apenas de gorduras e fibras e ndo da carga microbiana
que provavelmente se multiplica devido as condi¢des favordveis destas etapas (baixas
concentracoes de oxigénio). Na etapa de esterilizacdo o vapor de &gua aumenta a
concentracdo de oxigénio do ambiente diminuindo a concentracdo deste grupo nas etapas
seguintes. A maior reducdo decimal foi de y= -1,07 que ocorreu da etapa de tanque
concentrado para esterilizacdo nos meses da primavera, moestrando efici€éncia neste processo,
entretanto, a concentrag@o volta aumentar da extrusdo para o produto final y= 0,05 nos meses
de primavera. A ANOVA mostrou que houve influéncia significativa nas contagens de
anaerdbios mesofilos com as estacdes do ano, o que nao foi observado no PLS-DA. Ja para as
fases do processamento, tanto a andlise d¢ ANOVA quanto de PLS-DA, mostraram que as
contagens sao influenciadas significativamente pelas variacdes que ocorrem no processo.

Dos 53 isolados que foram identificados pelo sequenciamento do gene 16S RNAr
encontramos a presen¢a de integrantes do grupo de Bacillus cereus: Bacillus cereus, Bacillus
nitratireducens, Bacillus luti, Bacillus proteolyticus, Bacillus tropicus;, com excecdo de
Bacillus cereus, os outros foram recentemente classificados como pertecentes ao grupo por
Liu et al.(2017) e Bacillus toyonensis por Jiménez et al.(2013). A presenca de Bacillus cereus
em gelatina pode ser prejudicial pois ¢ um agente causador de infecgdes tanto gastrointestinais
como nado-gastrointestinais. Enterotoxinas, toxina emética (cereulida), hemolisinas e
fosfolipase C, bem como muitos enzimas como beta-lactamases, proteases e colagenases sao
conhecidas como potenciais fatores de viruléncia de Bacillus cereus (Kotiranta et al., 2000).

A presenga de B. licheniformis em gelatina merece atencdo pois algumas cepas sao
produtoras de toxinas e foram associadas a incidentes de intoxicacdo alimentar (Salkinoja-
Salonen et al., 1999); B. licheniformis também deve ser considerado como um potencial
patogeno em pacientes imunocomprometidos (De Clerck and De Vos, 2002; Blue, S.R. et al.,
1995). Como a gelatina ¢ usada em produtos farmacéuticos, este tipo de contaminagdo ¢ de
grande preocupagdo (De Clerck and De Vos, 2002). No presente trabalho cepas de Bacillus

licheniformis foram identificadas desde a matéria-prima até o produto final.
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Geobacillus stearothermophilus foi isolado e identificado de amostra do produto final,
este esporulado nao apresenta atividade de gelatinases como foi demostrado por De Clerck et
al. (2004) que avaliaram a atividade de gelatinases em Bacillus, Geobacillus, Brevibacillus e
quase todas as espécies apresentaram capacidade para degradar a gelatina. A degradagao
enzimatica da gelatina afeta a sua viscosidade e portanto, a qualidade do produto em si e suas
aplicagdes. Além disso, devido a essa degradagdo, nutrientes essenciais podem tornam-se
disponiveis para contaminantes negativos para gelatinase, promovendo seu crescimento
(Clerck et al., 2004).

Bacillus subtilis, Bacillus badius, Brevibacillus agri também foram caracterizados no
trabalho De Clerck and De Vos (2002); espécies de Brevibacillus e Bacillus subtilis foram
associados em poucos casos de doencas transmitidas por alimentos (De Clerck and De Vos,
2002; Pirttijarvi et al., 2000). Brevibacillus gelatini foi caracterizada em amostras de produto
final; esta espécie termofilica foi encontrada primeiramente em fontes termais na Turquia e se
diferenciava das outras do género de Brevibacillus por apresentarem o acido meso-
diaminopimélico na parede celular (Inan et al., 2016).

Bactérias anaerobias estritas do género Clostridium foram caracterizadas em
amostras da matéria-prima e ao longo do processo, entretanto observou-se a auséncia deste
género no produto final. Rodriguez et al. (2013) encontraram em amostras de carcassas de
bovinos e suinos a contaminagdo por Clostridium difficile; o baixo potencial redox da carne,
couro e carcassas pode favorecer o crescimento destes anaerdbios (Feitosa, 1999).
Clostridium sporogenes e Clostridium cochlearium foram encontrados ao longo do processo e
sao importantes agentes causadores de deterioracdo em alimentos como demonstrado por
Lycken and Borch(2006) em queijos processados.

Espécies do genero Lysinibacillus foram encontradas durante o processo € no produto
final; estas eram antigamente classificadas como Bacillus e foram reclassificadas devido a
presenca de peptidioglicanos com lisina e acido aspartico (Ahmed et al., 2007). Lysibacillus
sphaericus sdo conhecidas por serem formadoras de esporos altamente resistentes e por
produzirem toxinas inseticidas (Berry, 2012).

As amostras analisadas mostraram que mesmo no produto final encontramos espécies
relacionadas a producao de toxinas e algumas que causam a deterioragdo do produto através
das gelatinases, a ultizacdo destas amostras para fins tanto farmacé€uticos quanto alimenticios
deve ser muito bem avaliada em rela¢do a concentragdo aceitavel, pois poderia ser prejudicial
a saude pelas toxinas presentes e a industria em relacdo as perdas econdmicas, pela

degradacao da molécula e perda de suas propriedades fisico-quimicas como viscosidade e
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poder de gelificagdio. No Brasil as andlises exigidas para gelatina sdo baseadas nas
especificagdes microbioldgicas solicitadas pelos clientes. Geralmente estas especificagdes sao
baseadas nas legislagdes que contemplam seu produto final, variando muito entre clientes dos
ramos alimenticio e farmacéutico. Portanto, o uso da gelatina como ingrediente funcional ¢
muito amplo e a utilizacdo de lotes contaminados com esporos bacterianos resistentes, tanto
na produg¢do de capsulas, comprimidos e alimentos em geral, causaria um grande impacto para
industria produtora, clientes e consumidores destes produtos, principalmente nos casos de

intoxicagdes nos quais vidas humanas poderiam ser comprometidas.
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DISCUSSAO & CONCLUSAO

Devido a capacidade das bactérias formadoras de esporos resistirem a condig¢des
extremas, incluindo pressao, calor ou frio extremos, seca, inanicdo, biocidas, radiacdes UV,
variacdes de pH e permanecerem inativas por séculos (Moeller et al., 2008; Nicholson and
Law, 1999; Postollec et al., 2012) a contamina¢ao de alimentos com bactérias esporuladas é
consequentemente encontrada em quase todos os tipos de alimentos pois a resisténcia dos
esporos favorece sua sobrevivéncia ao processamento de alimentos e a persisténcia nestes a
longo prazo (Carlin, 2011).

Na cadeia produtiva da gelatina observou-se a presenca dos grupos de aerobios e
anaerobios mesofilos, aerobios termofilos e do grupo Bacillus cereus, em todas as etapas
desde a matéria-prima, sendo as etapas de extracdo, filtragdo, ultrafiltragdo, deionizacdo e
esteiras de secagem consideradas como pontos criticos pois apresentaram aumentos decimais
nas contagens microbianas, sugerindo que hé nestes pontos locais de multiplicacdo de micro-
organimos com provavel formag¢do de biolfilmes. Para eliminar as possibilidades de uma
transferéncia de contaminagdo entre um processo € outro, as polpas de celulose utilizadas na
ultrafiltragdo devem passar por um critico processo de recuperacdao (Courts, 1977), além da
troca das resinas utilizadas na etapa de deionizagdo e a higienizagdo das esteiras de secagem
com sanitizantes adequados. No produto final também foi possivel encontrar micro-organimos
esporulados, porém em concentragdes menores que durante o processo. Através do
sequenciamento do gene 16S RNAr verificou-se a presenga de isolados do grupo de Bacillus
cereus e de Bacillus licheniformis ambos associados a produ¢do de toxinas e produgdo de
gelatinases (Salkinoja-Salonen et al., 1999; Kotiranta et al., 2000) podendo causar danos a
saude de consumidores e perdas econdOmicas a empresa.

No Brasil ndo existe uma legislacdo especifica para o controle destes micro-
organismos esporulados em gelatina, sendo as exigéncias para o produto final diferentes para
a industria farmacéutica e alimenticia. Na RDC 12 de 2 de janeiro de 2001, discorre sobre
auséncia de Coliformes a 45°C em misturas para preparo de sobremesas a base de gelatina e
similares. Com a variada aplicabilidade da gelatina nas industrias alimenticias e farmacéuticas
torna-se essencial o desenvolvimento de trabalhos voltados para a melhoria do controle
microbiolégico durante o processo de produgdo. Para manter as propriedades fisico-quimicas
do produto, o tempo e a temperatura do processo de redugdo bacteriana ndo podem ser
alterados, assim outros pontos para controle microbioldgico precisam ser constantemente

avaliados. A gelatina ¢ um ingrediente utilizado tanto em produtos alimenticios quanto em
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produtos farmacéuticos que visam o melhoramento e o estado de saude das pessoas
(Sagma,2018). Consciente disso, a industria de gelatina deve investir anualmente altos valores
para assegurar ¢ melhorar a qualidade perante as exigéncias dos clientes e das expectativas
elevadas dos consumidores. Desde a escolha da matéria prima, até a gelatina seca e moida, o

controle de qualidade deve estar presente em todas as fases do processo de produgdo.
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