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RESUMO

Microrganismo selvagem isolado de leite pasteurizado, obtido de processo
continuo de pasteurizagdo HTST com 4 h de operagdo foi identificado como
Streptococcus thermophilus, formando a maior densidade celular em caldo M17 a 45°C
em 6h. O nimero de células vidveis desse microrganismo foi avaliado em meios de
cultura PCA, APT, MRS e M17 sendo os meios M17 e MRS os que permitiram melhor
crescimento. Menores contagens do microrganismo foram observadas no meio APT em
relag@o aos meios anteriores, ndo ocorrendo crescimento em meio PCA.

Em leite foram avaliados o tempo de geragdo, destrui¢do térmica a 72°C,
armazenamento da cultura a 10°C e formagdo de estruturas de adesdo. O microrganismo
apresentou um tempo de geragdo de 15,2 minutos a 45°C e um valor D~ de 7,4 minutos.
Na temperatura de 10°C, armazenado por 6 dias, 57,1% das células desse Streptococcus
permanecem viavels; esse microrganismo também forma em 20 h estruturas de adesdo em
superficies de ago inoxidavel, observada através de microscopia eletrdnica de varredura.
A produgdo de acido latico em leite foi avaliada a 35, 40, 45 e 50°C por 8 h, os maiores
teores foram obtidos a 45°C (0,35%) e 40°C (0,34%), menores teores ocorreram
respectivamente a 50 e 35°C.

Em leite a adesdo desse S. thermophilus em superficies de ago inoxidavel foi
estudada em 6 h de contato a 45°C sob agitagdo e uma higienizagdo com etapas de
limpeza com detergentes alcalino e acido, seguidas de sanificagdo foi utilizada para
avaliagdo do comportamento das células aderidas frente a higienizagdo. Esse
microrganismo aderiu as superficies de ago inoxidavel produzindo uma carga de 104
células/cm?. Apds a limpeza alcalina ndo foram detectadas células aderidas, porém, em
seguida a limpeza acida, 6 células/cm? ainda foram detectadas nessa superficie. A
sanificagdo com hipoclorito de s6dio a 100 ppm ap6s a limpeza foi suficiente para reduzir
a niveis ndo detectaveis a carga de S. thermophilus selvagem aderidas as superficies de
aco inoxidavel.



SUMMARY

A wild microorganism, isolated from HTST pasteurized milk processed in a
continuous 4 hour operation, was identified as Streptococcus thermophilus, giving greater
celular growth in M17 broth, incubated for 6 hours at 45°C. The viable cell count was
evaluated in PCA, APT, MRS e M17, the media M17 and MRS being shown to allow for
better growth. Microorganism lower count was observed in APT in relation to M17 and
MRS and no growht occurred in PCA medium.

The generation time, thermal destruction at 72°C, storage of the culture at
10°C and formation of adhesive structures were evaluated in milk. The organism showed
a generation time of 15.2 minutes at 45°C and a D= value of 7.4 minutes. After storage at
10°C for 6 days, 57.1% of Streptococcus cells remained viable, and organism formed
adhesive structures on stainless steel surfaces in 20 hours, these being observed using a
scanning eletronic microscope. The production of lactic acid was determined after 8 hours
incubation at 35, 40, 45 and 50°C, greatest values being obtained at 45°C ( 0.35%) and at
40°C (0.34%), lower values being obtained at 50 and 35°C repectively.

The adhesion of this S. thermophilus onto stainless steel surfaces was
studied after 6 hours of contact at 45°C with agitation. A cleansing process involving
cleaning stages with alkaline and acid detergents followed by sanification was used to
evaluate the resistence of the adhered cells. The microorganism adhered to stainless steel
surfaces producing a cell load of 104 cells/cm?2. After alkaline cleasing, no adhered cells
were detected but after acid cleasing, 6 cells/cm? were still detected on surface. Cleasing
followed by sanification with 100 ppm sodium hypochorite was suffficient to reduce the
load of wild S. thermoplilus on the stainless steel surface to non detectable levels.

xi



1. INTRODUCAO

Streptococcus thermophilus tem sido apontado como causador de problemas
tecnologicos em industrias de pasteurizagio de leite por processo continuo, quando o
tempo de operagdo varia de 6 a 12 h ininterruptas. Periodos prolongados de pasteurizagio
continua permitem que o namero de Streptococcus thermophilus aumente durante a
pasteurizagdo pela adesdo e multiplicagdo desse microrganismo nas placas do
pasteurizador. O fluxo de leite arrasta as células superficiais que se formam nesse
biofilme, elevando gradativamente as contagens do leite pasteurizado obtido nas wltimas
horas de processo, podendo atingir 104 a 106 células/ml apds um tempo de pasteurizagio
de até 12 h.

Leite obtido no final de processos de pasteurizagdo, com elevado niimero de
termodiricos provocado pelo aumento de Streptococcus thermophilus, pode determinar
inadequagdo do produto frente aos padrdes da legislagdo e, na fabricagdo de queijos,
provocar defeitos de sabor e excessivas olhaduras, principalmente em queijos de massa
fechada.

O presente trabalho teve como objetivos a identificagdo taxondmica de um
microrganismo do grupo dos cocos, Gram positivo, termodirico, isolado de leite
pasteurizado, identificado como causador do aumento nas contagens de células viaveis
durante pasteurizag¢do continua de leite em estabelecimento comercial.

Esse microrganismo selvagem foi obtido a partir de amostras de leite
pasteurizado através de tratamento térmico "High Temperature, Short Time (H.T.S.T.)",
com temperatura de pasteurizago na faixa de 72-75°C por 15 segundos, em uma usina de
beneficiamento de leite. O processamento era realizado por um periodo de 6 horas por
dia, ao final do qual se procedia a limpeza. Utilizava-se limpeza tipo "Cleanning in Place
( C.LP. )" com detergente alcalino e acido, ambos na concentragdo de 1 %, seguida de
sanificagdo com hipoclorito de s6dio a 100 ppm.

Na pasteurizag@o notava-se que durante o processo de tratamento térmico do
leite ocorria variagfio das contagens totais de microrganismos de 102 ufc/ml na primeira
hora até valores de 104 ufc/ml nas ultimas horas de processo (cerca de 5 a 6 h). Esse leite,



com variagdo nas contagens de microrganismos, era amostrado na 42 h do processo para
contagem total de microrganismos em "Plate Count Agar”. As placas de contagem total
dessas amostras de leite apresentavam colonias de 0,5mm, com morfologia semelhante,
parecendo indicar microbiota inica. As coldnias isoladas eram catadas e inoculadas em
leite desnatado reconstituido, estéril e incubadas a 35°C o que coagulava o leite em 24 h.
As caracteristicas morfologicas dos microrganismos isolados eram de cocos, Gram
positivos, isolados ou aos pares e em cadeias de 4 a 6 unidades celulares.

Considerando que esse microrganismo, catalase negativa, apresentava o
melhor tempo de crescimento no "litmus milk" em 8 h 3 temperatura de 45°C e a
acidificagdo, coagulagdo e redugfo indicavam um microrganismo com caracteristicas de
bactéria latica termoéfila, o meio M17 foi utilizado para reisolamento e purificagdo da
cultura para os estudos subseqiientes.

No presente trabalho além da identificagdo e crescimento em diferentes
meios de cultura foram também estudadas as suas caracteristicas de crescimento em leite,
comportamento frente ao tratamento térmico € armazenamento sob refrigeragdo, assim
como sua capacidade de adesdio em superficie de ago inoxidavel e sua resisténcia a
limpeza e sanificagfo nessa superficie.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - MICROBIOTA DO LEITE

O leite um alimento completo do ponto de vista nutricional, rico em
proteinas, carboidratos, lipidios e sais minerais constitui-se num excelente substrato
para manutengdo e proliferagdo de microrganismos, possuindo, portanto, uma
microbiota complexa e diversa, proveniente de varias fontes (OLIVEIRA, 1986). A
composi¢do dessa microbiota ¢ influenciada por microrganismos presentes no ubere,
na superficie externa dos animais, no meio ambiente ¢ na sua alimentagdo, além
daquela associada aos equipamentos, utensilios e contaminantes do ar ( MATTILA et
al, 1990 ).

Segundo FOSTER et al (1957) e ROBINSON (1987) diferentes bactérias
tem sido isoladas de leite e as mais comumente encontradas pertencem aos géneros:
Pseudomonas, Brucella, Escherichia, Citrobacter, Salmonella, Shigella, Klebsiella,
Enterobacter, Hafnia, Serratia, Proteus, Yersinia, Acinetobacter, Moraxella,
Micrococcus, Staphylococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Bacillus  Clostridium,
Lactobacillus,  Listeria,  Corynebacterium,  Arthrobacter, = Microbacterium,
Brevibacterium, Propionibacterium, Mycobacterium, além de microrganismos como
Campylobacter, Actynomyces bovis, Nocardia rubropertineta, Coxiella burnetti e
diversos tipos de bolores e leveduras.

Esses diferentes grupos de microrganismos eventualmente presentes no
leite, em sua maioria estdo relacionados com a limpeza e manuseio dos utensilios e
equipamentos; cuidados durante a ordenha; higienizagdo adequada dos animais,
ordenhador e instalagdes; condigdes de saude dos animais e temperatura de manutengdo
do leite (BURTON, 1986). Grupos especificos de microrganismos como Pseudomonas,
Alcaligenes, Flavobacterium, Chromobacterium, Lactobacillus, Micrococcus,
Enterococcus, Bacillus e coliformes normalmente sdo incluidos ao leite através de
procedimentos inadequados de higienizagdo (MATTILA et al, 1990 ).



Em leite cru, a carga bacteriana mais representativa possui baixa
resisténcia térmica, sendo, portanto, eliminada durante o processo de pasteurizagdo. A
carga bacteriana do leite pasteurizado depende essencialmente do niimero de bactérias
termodiricas presentes inicialmente no leite cru, além daquelas provenientes de
contaminantes de limpeza e sanificagdo inadequadas das superficies de contato, sendo
que o numero e variedade dos microrganismos envolvidos dependem da temperatura de
manutengdo utilizada na manipulagdo e estocagem desse leite ( NIEMIERSKI et al,
1982; BURTON, 1986 ).

Estudos realizados por MAHARI & GASHE (1990) indicaram niveis de
98,1% de microrganismos psicotroficos, 1,4% de termodiricos e 0,5 % de termoéfilos
em leite cru fresco. Os valores desses grupos de microrganismos para leite pasteurizado
foram respectivamente da ordem de 53%, 39,5% e 7,5 %. Dentro desses grupos,
microrganismos com morfologia de cocos aparecem em 71,6% dos isolados de leite
cru, 56,5% em leite pasteurizado e 65% em leite pasteurizado em laboratério, sendo
que os Streptococcus contribuem com mais de 45% dos cocos nos diferentes
tratamentos.

2.1.1 - Microbiota termodurica

Os microrganismos termoduricos presentes no leite, que suportam o
tratamento da pasteurizagdo, pertencem geralmente aos géneros Micrococcus,
Microbacterium, Streptococcus, Lactobacillus, Arthrobacter, bactérias corineformes
além das bactérias esporogé€nicas como Bacillus e Clostridium (SPECK, 1984;
RICHARDSON, 1985). Normalmente esses microrganismos s3o introduzidos no leite
* por procedimentos inadequados na limpeza e manuseio do leite durante a sua obtengdo
e tratamento (VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, 1992).

Dos microrganismos encontrados no leite, algumas espécies de
Streptococcus e os Lactobacillus, sdo organismos desejaveis, sendo que as espécies
termoduricas desses géneros suportam 60°C por 20 minutos. Entretanto somente uma
pequena porcentagem dos microrganismos termoduricos envolvidos nesses géneros,
aproximadamente 1%, pode sobreviver ao tratamento térmico de 63°C / 30 min.
(ROBINSON, 1987 ).



Estudos realizados por MACHADO (1975) indicaram que os géneros
Streptococcus e Micrococcus predominam tanto na microbiota do leite cru quanto do
leite pasteurizado, estando o género Streptococcus presente em 100% das amostras
estudadas desses leites. Para BRUM (1977) as espécies termodiricas do género
Streptococcus ocorrem em taxas reduzidas, ndo superior a 10 organismos por mililitro
de leite cru. Ja estudos realizados por MAXCY (1987), em amostras de leite
pasteurizado, indicaram que 4,9% dos microrganismos isolados pertencem ao género
Streptococcus.

As especies termodiricas do género Streptococcus incluem
principalmente Streptococcus thermophilus, Streptococcus faecalis e suas variedades e
o Streptococcus faecium (ROBINSON, 1987).

2.1.2 - Microrganismos termoduricos e a qualidade do leite

Microrganismos termorresistentes podem influenciar diretamente a
qualidade do leite quando estes aparecem em numeros elevados, sendo portanto o
controle de microrganismos termoduricos em leite cru um recurso que pode ser
utilizado para controlar a qualidade do leite pasteurizado (MOTTAR & WAES, 1986).
A capacidade de resisténcia térmica dos microrganismos nfo depende somente de suas
propriedades mas também ¢ influenciada por fatores como: namero inicial de células ,
tipo de alimento e método de tratamento térmico utilizado, sendo a sobrevivéncia de
alguns desses microrganismos apds o tratamento térmico, muitas vezes resultante de
elevados nimeros iniciais de  microrganismos no leite (VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER, 1992).

A vida de prateleira de um leite pasteurizado pode se extender por 3
semanas, estocado a 6°C ou menos, somente se a contagem de bactérias termoduricas
no leite cru for menor que 10000 ufc/ml ( unidade formadora de coldnia por mililitro)
(AUCLAIR, 1986). Essa carga de microrganismos termoduricos em leite, em geral é
pouco controlada conforme indicado em levantamento realizado por STAAL (1986)
sobre a legislagdo desse pardmetro de controle em paises como Australia, Bélgica,
Canada, Dinamarca, Franga, Alemanha, India, Itilia, Suiga e USA para leite
pasteurizado, apontando a Dinamarca como o tnico pais que estabelece padrdes de



controle para microrganismos termodiricos em leite pasteurizado, limitando a carga
desse grupo de microrganismo em até 1000 ufc/ml.

THOMAS et al (1967) levantou as contagens de termodiiricos em leite a
partir de trabalhos publicados no periodo de 1945 a 1966, indicando que as bactérias
termoduricas podem ser utilizadas como indicadoras de limpeza insatisfatoria em
unidades de beneficiamento e processamento de leite ja que niveis maiores que
3x10* ufc/ml foram relacionados a essas condigGes. Para o autor valores menores que
10* ufc/ml desse grupo de microrganismos sfo aceitos para pagamento de leite por
qualidade, como ocorre em algumas regides da Itlia.

Segundo VAN DEN BERG (1986) o controle do nimero de termoduricos
deve ser adotado, em estabelecimentos de pasteurizagdo de leite, quando trocadores de
calor sdo utilizados em periodos prolongados de operagdo, em geral acima de 6 h, com
a finalidade de controlar o nimero dessas bactérias durante o processo.

2.2 - Streptococcus TERMORRESISTENTE EM SISTEMA DE
PASTEURIZACAO.

Embora novas tecnologias tenham melhorado os processos de obtengao e
tratamento do leite e a fabricagdo de queijos, problemas incomuns tém ocorrido como o
crescimento de bactérias em sistemas para pasteurizagdo de leite, tipo "Heat
Temperature Short Time (H.T.S.T.)" (OLSON, 1983).

Considerando que a pasteurizagdo ndo € um processo que elimina todos
os microrganismos do leite, periodos extensos de pasteurizagdo continua podem
provocar um aumento do niimero de bactérias termodiricas no leite pasteurizado obtido
na fase final do processo de pasteurizagdo (DRIESSEN et al, 1984, BOUMAN et al,
1982). Assim sendo o tempo de operagdo de um pasteurizador em usinas de
beneficiamento de leite e queijarias € limitado pelo crescimento de Streptococcus
nesses trocadores de calor (HUP et al, 1979). Esse género de microrganismo, segundo



THOMAS et al (1967), ocorre em leite obtido em fazendas de beneficiamento, na
propor¢do de 1,1% na microbiota termodurica.

BOUMAN et al (1982) estudaram o comportamento de Streptococcus
thermophilus em sistemas de pasteurizagio de leite e demonstraram que essa bactéria
adere nas placas do pasteurizador na se¢do de regeneragio, principalmente do lado do
leite pasteurizado, podendo produzir concentragSes de 106 células/ml apOs um periodo
continuo de 8 h de pasteurizagfo. A adesdo de Streptococcus thermophilus ap6s um
tempo de operagdo de 12 h foi de 104 células/cm? nas placas da se¢do de regeneragio
com temperaturas variando de 30 a 40°C do lado do leite cru, enquanto no lado do leite
pasteurizado, nas placas com temperatura entre 25 e 40°C, as contagens foram de
10¢ células/cm?. Estes resultados foram confirmados por DRIESSEN et al (1984) que
obteve, em sistema pilto de pasteurizagio de leite, uma adesio de Streptococcus
thermophilus nas placas do pasteurizador de 107 células/cm? resultando em contagens
de células viaveis no leite de 106 células/ml. O niimero de bactérias aderidas, segundo
esses autores, depende da concentragdo destas no leite, estando a menor adesio no lado
do leite cru relacionada a compostos inibidores termolabeis presentes nesse leite e
constantemente renovados no sistema. Com a eliminagdo desses compostos pela
pasteurizagdo, as bactérias crescem rapidamente, facilitando a colonizagdo das placas e
conseqiientemente a formagdo de biofilme. Problemas similares , segundo VAN DEN
BERG (1986), podem ocorrer em pontos mortos, uma vez que esse sistema em geral
envolve estruturas complexas incluindo tubos, valvulas e varios equipamentos em
linha.

As ceélulas planctdnicas de biofilmes, formados nessas condigdes, podem
ser arrastadas pelo fluxo continuo de leite e dessa forma provocar altas contagens de
microrganismos no leite pasteurizado, contagens que podem ser inaceitaveis, apos
longos periodos de pasteurizagdo, por contrariar a legislagio quanto ao padrio
microbioldgico. Por outro lado, as caracteristicas termoéfilas das bactérias ndo
influenciam adversamente a manutengfio da qualidade do leite refrigerado ( LEITAO
et al, 1987, BURTON, 1986), porém esse leite, quando utilizado na produgdo de
queijos, pode causar defeitos no sabor, e em certas condigdes provocar excessivas
olhaduras, além de sabor residual sujo e fermentado (HUP & STADHOUDERS, 1979).

HUP & STADHOUDERS (1979) estudando a excessiva formagio de
olhaduras em queijos tipo Gouda, obtido a partir de leite com altas contagens de



estreptococos  termorresistentes, identificado como Streptococcus thermophilus, e
fermento tipo BD ( composto por Streptococcus lactis, S. cremoris, S lactis subsp.
diacetilactis e Leuconostoc ) concluiu que a intensidade do defeito pode ser
influenciada pela formagdo de gas produzido pelas bactérias do proprio fermento a
partir do acido citrico, somada ao gas produzido pelo Streptococcus termorresistente a
partir da uréia do leite. A intensidade do defeito nesses casos pode ser controlada pela
atividade e quantidade dos estreptococos que compoem o fermento, frente as linhagens
selvagens de Streptococcus thermophilus.

2.3 - SISTEMA DE LIMPEZA EM PASTEURIZADOR DE LEITE

Sistemas fechados para pasteurizagdo HTST de leite, normalmente
incluem equipamentos com estruturas complexas com diferentes componentes tais
como tubulagdes, valvulas, vedagdes entre outros, além de equipamentos como
homogenizadores, bombas e trocadores de calor, os quais necessitam de tecnologia
adequada para o procedimento de higienizagdo do sistema (HAYES, 1985).

Essa complexa estrutura, utilizada nos sistemas de pasteurizagdo,
geralmente provoca, durante o processo, a formagio de acimulos de matéria orgénica
em diferentes pontos, em maior ou menor intensidade. O nivel de problema depende do
desenho do equipamento, da operagdo adequada e do tipo de produto envolvido. Os
procedimentos de limpeza e sanificagio utilizados para a remogdo de residuos e
contaminantes desses sistemas de equipamentos sdo em geral automatizados, sendo o
sistema Cleanning in Place o mais empregado. As etapas para esses procedimentos de
limpeza sfo geralmente estabelecidas em fungfo do tipo de produto e porte do
equipamento envolvido (MARRIOTT, 1989; GUTHRIE, 1988).

2.3.1 - Limpeza CIP em sistemas de pasteurizacio
Normalmente a limpeza CIP em sistemas com trocadores de calor para

pasteurizagdo de alimentos envolve varias etapas: 1- pré-enxague com agua para a
remogdo de residuos de alimentos; 2-circulagdo de detergente alcalino e detergente



acido para remog¢do de residuos orginicos e minerais aderidos, os quais, em suspenséo
sdo eliminados através de enxagues subsequentes (HAYES, 1985; ICMSF, 1980). A
eficiéncia dessa limpeza depende do sincronismo de fatores envolvidos tais como:
caracteristica quimica e concentragdo dos agentes de limpeza, efeito mecanico na
execugdo do processo, temperatura e tempo utilizados, além das caracteristicas da 4gua,
associado a sequéncia de etapas que envolvem esse procedimento (DAMEROW,
1993).

A limpeza CIP em sistemas fechados ndo é por si s6 suficiente e efetiva,
sendo necessaria uma limpeza manual periédica para evitar acamulos de sujidades em
pontos criticos ou mesmo a formagdo de biofilmes microbianos. Assim, é importante
que esses equipamentos estejam envolvidos em um programa de limpeza, de modo a
obter ¢ manter o nivel de limpeza necessario para produzir um alimento de boa
qualidade. A avaliagdo das condigdes bacteriologicas dos componentes especificos do
sistema de equipamento de pasteurizagdo pode ser feita através de amostragens
regulares da agua de enxague antes e apos a higienizagdo do equipamento (MOTTAR
& WAES, 1986).

A fungdo dos detergentes num procedimento de limpeza ¢ principalmente
eliminar a matéria orgénica protéica e gordurosa, e mesmo as inorginica como minerais
que estejam aderidas as superficies. Diferentes tipos de detergentes podem ser
utilizados como os sais alcalinos e os alcalis, 4cidos, tensoativos, polifosfatos,
detergentes-sanificantes entre outros. A composigdo desses detergentes varia muito,
consequentemente suas propriedades também, as quais sdo influenciadas por fatores
como: pH, temperatura, tempo e presenga de substincias organicas. A resisténcia dos
microrganismos a esses agentes, geralmente depende da espécie e cepa dos organismos
envolvidos (ROBINSON, 1987; HOBBS & GILBERT, 1986).

2.3.2 - Sanifica¢do em sistemas de pasteurizagio

A sanificagdo em industrias de alimentos pode ser obtida através do calor
ou por agentes quimicos. Os compostos quimicos, os mais utilizados nesses
procedimentos, sdo geralmente classificados de acordo com a sua composi¢io, sendo
0s mais comuns os compostos a base de halogénios, quaternirio de amonio,
sanificantes 4cidos e glutaraldeido. Cada grupo de sanificante difere na sua forma de



aglo sobre os microrganismos e reage de forma diferente segundo o tipo e idade dos
organismos envolvidos, influenciado por pardmetros como composigdo do solvente, pH
e presenga de eletrélitos principalmente (GUTHIER, 1988; ROBINSON, 1987).

Os sanificantes normalmente s3o utilizados imediatamente apos o
procedimento de limpeza para reduzir o nimero de microrganismos patogénicos e
deterioradores dos alimentos processados e facilitar a preparagio do alimento e do

equipamento (MARRIOTT, 1989).

O agente sanificante mais utilizado em industrias lacteas é o cloro, um
halogénio que tem seu mecanismo de agfio através do acido hipocloroso, atuando a
nivel das proteinas da membrana celular, podendo também essa ag8o estar associada a
inibigdo de certas reagdes enzimaticas vitais para os microrganismos. A eficacia do
agente sanificante ¢ afetada pelo pH da solugdo e outros fatores como concentrago,
temperatura, tempo, dureza da 4gua, presenga de matéria orginica, amoniaco ou
compostos de amo6nio quaternario (ROBINSON, 1987).

2.3.3 - Etapas da limpeza em pasteurizadores de leite

No procedimento de limpeza CIP para pasteurizadores de leite, um
detergente alcalino e um detergente a base de acido organico sdo os agentes de limpeza
mais utilizados e recomendados pelos orgdos de inspegdo. A concentragio do
detergente varia na faixa de 0,5 a 1,0% e deve ser utilizado a temperatura de 77-80°C
com circulagdo por 30 a 40 minutos. A sanificagdo, etapa posterior a limpeza,
utilizando hipoclorito de sédio com teor de cloro ativo a 100 ppm é recomendada por
um tempo de 15 a 20 minutos a temperaturas ndo superiores a 20°C. Essa sanificagdo ¢
indicada, normalmente antes do uso do equipamento para processamento de um
alimento, com a finalidade de eliminar possiveis contaminantes remanescentes no
sistema ( BRASIL, 1978).

Quanto ao aspecto pratico o procedimento para limpeza CIP é em geral
recomendado pelo fabricante do equipamento. A orientagdo de limpeza para sistemas
que incluem trocadores de calor, utilizados para pasteurizagdo de leite, envolvem: pré-
enxague com agua morna por 8 minutos; circulagio com detergente alcalino por 20
minutos a uma temperatura de 75°C; enxague intermedidrio com 4gua; circulago de
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detergente acido por 15 minutos a 70°C e um enxague final com agua fria por 8
minutos. A desinfec¢do deve ser efetuada antes de um novo processamento e pode ser
através de um enxague com agua quente por 5 minutos; circulagio com agua a 90°C
por mais que 8 minutos seguido de resfriamento até a temperatura a ser utilizada no
processo (ALFA- LAVAL).

2.4 - FORMACAO DE BIOFILME MICROBIANO

As bactérias possuem a tendéncia a aderir as superficies formando pela
adesdo os biofilmes microbianos (COSTERTON, 1990). Para MARSHALL et al
(1971) a adesdo ocorre em duas fases: a primeira relacionada as forgas de atragdo de
"Van der Waal" e eletrostatica, considerada reversivel onde as bactérias aderidas
fracamente a superficie apresentam movimento brawniano, e a segunda, dependente de
tempo, envolvendo a formagdo de polimeros, os quais formam pontes de ades3o com a
superficie; nessa fase os microrganismos envolvidos nfo mais apresentam movimento
brawniano e s3o mais dificeis de serem removidos.

Essa adesdo de bactérias ocorre por meio de um aglomerado de fibrilas ou
fibras emaranhadas de polissacarideos que se extende da bactéria até a superficie,
formando uma matriz de substincias que circunda as células ou colénias
(COSTERTON, 1978 citado por: EDEN, 1981; ZOTTOLA, 1990). Essa matriz fixa a
bactéria na superficie, canaliza varios nutrientes junto a esses organismos, concentra e
conserva enzimas digestivas liberadas, resultando em crescimento e formagdo de
colénias que se unem para formar os biofilmes pelo aumento do tamanho e namero
dessas microcoldnias aderidas (ANWAR et al, 1992). Esse microecossistema, formado
pela adesdo, exerce um profundo efeito sobre as bactérias envolvidas nesse processo,
que alteram seus processos fisiologicos, suas estruturas superficiais € sua afinidade
com o meio fluido (COSTERTON, 1990).

Essas substincias poliméricas, também chamadas de glicocalix, sdo
produzidas principalmente em fung3o do microecossistema, sendo esse mecanismo de
formagdo de polissacarideos, muitas vezes influenciado pelas dificuldades de
sobrevivéncia encontradas pelas bactérias, as quais aumentam a sintese desses
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polimeros com a finalidade de reter nessa matriz nutrientes necessarios para a
multiplicagdo e formagdo de microcol6nias. Esse estimulo, normalmente ocorre em
condigdes de limitagdo de nutrientes (ANWAR et al, 1992; EDEN, 1981).

2.4.1 - Estrutura de células de um biofilme

A situagdo fisiologica das células de um biofilme é heterogénea e é
determinada pela localizagdo de cada célula individualmente dentro das multiplas
camadas de células que formam um biofilme. As células localizadas na superficie
podem ter facil acesso a nutrientes, incluindo oxigénio e tem menores problemas com a
eliminagdo de metabodlitos de excreg¢do, sdo metabolicamente ativas e com tamanho
normal, tendo propriedades muito similares aquelas das células planctonicas. As
camadas de células envolvidas na matriz de glicocalix tém provavelmente menor
atividade metabélica, porque o acesso a nutrientes essenciais, incluindo oxigénio, é
deficiente, além de problemas de acimulo de metabdlitos de excre¢do ao seu redor. As
células envolvidas no biofilme estdo em estigio de dorméncia e sio provavelmente
menores que as células da superficie por ndo estarem envolvidas em processo de
divisdo. Ja as células planctonicas nfo tem problemas com o acimulo de metabdlitos
porque os produtos de excregdo sdo removidos do meio, entretanto, elas estdo sujeitas a
varios estresses fisicos, quimicos e biologicos, sendo vulneriveis a agentes
antimicrobianos (ANWAR et al, 1992). Em fungfio da sua baixa taxa de crescimento,
essas populagdes sésseis, sdo ditas serem metabolicamente inativas em relagdo as suas
células planctonicas. Essas células sésseis ndo permanecem estaticas, mas exibem uma
adaptavel resposta fenotipica ao meio (HOYLE et al, 1990 citado por WIRTANEN &
SANDHOLM, 1992b).

A adesdo em superficie inerte ocorre primeiro pela deposi¢do de matéria
organica, formando uma camada na qual as bactérias envolvidas no meio se associam
(DUNSMORE & BATES, 1982). A variagio na natureza, quantidade, forma e
distribui¢do das células e de outras substincias envolvidas tais como caracteristicas
hidrofilica e hidrofébica dos polimeros além de material capsular, formando camadas
externas as células, podem afetar a interagfo entre a superficie e a bactéria, facilitando
a adeso (FIRSTENBERG-EDEN, 1981).

12



2.4.2 - Caracteristicas da matriz de adesio

A natureza das fibras de ades3o ndo tem sido claramente determinada e
parece depender da natureza do microrganismo. Essas fibras, substancias poliméricas
extracelulares que formam o glicocalix no processo de adesdo sdo polissacarideos, os
quais podem conter componentes lipidicos e protéicos (FLETCHER, 1980 citado por
HERALD & ZOTTOLA, 1988b). Para FHETCHER & FLOODGATE (1973 citado por
SCHWACH & ZOTTOLA, 1982) as fibras formadas em bactérias Gram negativas de
origem marinha s3o principalmente polissacarideos acidos, sendo esses componentes
acidos também identificados por HERALD & ZOTTOLA (1988c) como o principal
material de adesdo ao redor das células de Pseudomonas fragi, observados através de
microscopia eletronica de transmissdo. Ja em bactérias Gram positivas, polissacarideos
acido e neutro  covalentemente ligados ao peptidioglicano s30 comuns e sdo
considerados como componentes da parede celular (HANDLEY et al, 1988).

Os polissacarideos, que formam esse glicocalix produzido por células em
biofilmes, sdo carregados negativamente e funcionam, muitas vezes, como uma resina
de troca ibnica, ligando moléculas que tentam penetrar nas células dos biofilmes,
criando um microecossistema protegido dos agentes externos (ANWAR et al, 1992).

A nivel molecular, tanto a natureza do constituinte de uma unidade
monomeérica, quanto a estrutura da cadeia e a ocorréncia e distribuigdo das cargas,
influenciam a conformagio dos polimeros e suas interagdes com outras moléculas e as
superficies, influenciando portanto as propriedades de adesdo. O aumento
intramolecular da repulsdo extende a cadeia de polimero, alterando sua interagio com o

solvente circundante, com a superficie solida e com outros componentes (LEWIS et al,
1989).

Segundo ANWAR et al (1992) é extremamente dificil tirar conclusdes
gerais da influéncia da superficie sobre a taxa de crescimento das células de um
biofilme porque os resultados frequentemente dependem da natureza do organismo,
espécie e concentragio do substrato e da natureza da superficie solida.

A composigdo da substincia que envolve um biofilme pode ser

determinada pela composigdo do meio onde este se forme, podendo esse parimetro,
definir a resisténcia das bactérias envolvidas a determinados agentes antimicrobianos.
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Estudos clinicos revelam que a restrigdo da disponibilidade de certos nutrientes
essenciais influenciam a fisiologia de bactérias patdgenicas e podem afetar a
sensibilidade destas a antibiéticos (ANWAR et al, 1992). BROWN (1969 citado por
ANWAR et al, 1992) afirma que o cultivo de Pseudomonas aeroginosa em condigdes
de esgotamento de magnésio resulta em aumento da resisténcia desse organismo a
polimixina B, sugerindo que alteragdes na composig¢io do envoltério das células podem
causar alteragdes na susceptibilidade do microrganismo frente a antibidticos. Para
ANWAR et al (1992) é importante identificar 0 meio estressante que provavelmente
influencie a fisiologia da bactéria "in vivo", de modo que esta possa ser incorporada ao
modelo experimental para definir a interagio da bactéria do biofilme com agentes
antimicrobianos.

Os biofilmes protegidos por uma matriz de polissacarideos geram,
portanto, uma comunidade encapsulada e protegida de células onde as condigdes
estressantes sdo reduzidas drasticamente, dificultando a agdio de agentes
antimicrobianos quimicos, podendo tornar sob certas condi¢des, as técnicas de
desinfec¢fo ineficientes para uso em industrias de alimentos (COSTERTON, 1990;
ZOTTOLA, 1990).

2.4.3 - Parametros que influenciam o mecinismo de adesio

LEWIS et al, (1989) estudaram Acinetobacter, isolado de granja de leite,
quanto a quantidade de polimeros secretado por esse microrganismo na adesio em
superficie de ago inoxidavel, em relagdo aos efeitos da temperatura, pH, forga idnica e
concentragdo de ions calcio e magnésio nas células aderidas, concluindo que a
temperatura € o pH s3o pardmetros importantes no controle da adesdo, sendo os efeitos
da for¢a idnica pequenos e ndo significativos na associagio da bactéria com a
superficie de ago inox. J4 os efeitos dos ions célcio e magnésio foram comprovados no
experimento estarem envolvidos na adeso de Acinetobacter a superficie de ago inox,
J& que uma maior eliminagio da adesio ocorreu em amostras tratadas com
sequestrantes desses minerais.

A adesdo de microrganismos avaliada pela técnica de microscopia

eletronica de varredura foi utilizada por ZOLTAI et al (1981) em diferentes superficies
tendo leite como substrato. Para o autor Staphylococcus aureus, Streptococcus lactis,
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Streptococcus cremoris e Lactobacillus bulgaricus aderem em superficie de vidro e ago
inoxidavel através de pequenas forgas, conforme a primeira fase da adesdo descrita por
MARSHALL (1971). Ja Pseudomonas fragi além da afinidade com a superficie, por
forgas de atragdo, forma material fibroso que se extende da célula a essa superficie,
aumentando essas estruturas de adesdo com o tempo de contato prolongado. Para o
autor, estas estruturas de adesdo, sintetizadas pelo microrganismo em tempos de
contato mais extensos, seriam estruturas tipicas da segunda fase do processo de adesdo
descrito por MARSHALL ( 1971).

Outros fatores como meio de crescimento, temperatura e pH podem
também facilitar a adesfio. Segundo HERALD & ZOTTOLA (1988b), Listeria
monocytogenes isoladas de queijo podem aderir a superficie de ago inox a diferentes
pH e temperaturas dentro de sua faixa 6tima de crescimento, através da formagdo de
fibras de adesdo que ocorrem por combinagio de efeitos da extensdo do tempo de
incubagdo, temperatura e pH. Observagdes realizadas por FLETCHER (1980) e
STANLEY (1983 citados por HERALD & ZOTTOLA, 1988b) indicam que se as
bactérias, envolvidas no processo de adesdo, encontrarem pH e temperatura na faixa
otima para o seu crescimento, estas se envolvem nesse mecanismo de aderéncia mais
facilmente, independente de flagelos e tipo de microrganismos envolvidos.

Para SPEERS & GILMOUR (1985) tanto as células vidveis como as nio
vidveis se envolvem no processo de adesdo como resultado da deposig3o ou adsorsdo
fisico-quimica entre estas e a superficie. As caractéristicas fisicas das células como
forma e tamanho também podem exercer consideraveis influéncias nesse processo, ja
que células com propensdo a se agruparem tem maior facilidade para dispersio na fase
de enxague da limpeza. Da mesma forma as superficies com carga neutra como o ago

inoxidavel e com caracteristicas hidrofilicas favorecem uma maior adesio de
microrganismos (FLETCHER & LOEB, 1979).

2.4.4 - Estrutura flagelar no mecinismo de adesio
A influéncia dos flagelos no processo de adesdo tem sido extensamente
discutida (MEADOWS, 1971; NOTERMANS et al, 1979; FARBER & IDZIAK, 1984,

HERALD & ZOTTOLA, 1988b) havendo uma controvérsia sobre a participagdo deste
componente celular no mecanismo de adesdo, uma vez que a maioria dos experimentos
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estudaram microrganismos com diferengas morfologicas e fisiologicas. Para
McSWEEGAN & WALKER (1986 citado por HERALD & ZOTTOLA, 1988b) o
flagelo na adesdio de microrganismos contribue no transporte ativo dessas células
bacterianas em superficies, podendo favorecer a adesfio, como demonstrado no caso da
Escherichia coli K12, um mutante com e sem flagelo, com uma maior capacidade de
adesdo observada na forma flagelada desse mutante. O flagelo pode facilitar
inicialmente a adesdo de microrganismos, mas o movimento rotatorio desse
componente celular pode também, segundo esse autor, impedir por algum tempo esse
mecanismo de aderéncia. Assim, a importincia do flagelo ndo pode ser julgada quando
se comparam bactérias de linhagens diferentes, uma vez que a habilidade da adesdo
depende também de outros fatores. como a capacidade de produzir muco e a
susceptibilidade da bactéria com a superficie (EDEN, 1981).

2.5 - EFEITO DE AGENTES QUIMICOS SOBRE BIOFILMES

Varios pesquisadores tém estudado os efeitos de agentes de limpeza e
sanificagdo em biofilmes aderidos a diferentes tipos de superficies, demonstrando que a
eficiéncia da remogdo desse microecossistema ¢ influenciada pela idade do biofilme,
condigdes fisiologicas das bactérias envolvidas, além de fatores como meio de
crescimento, temperatura € pH (KRYSINSKI et al, 1992; WIRTANEN &
SANDHOLM, 1992b; LEE & FRANK, 1991; ZOTTOLA, 1990; HERALD &
ZOTTOLA, 1988b; STONE & ZOTTOLA, 1985).

Diferentes agentes quimicos de limpeza tem sido utilizados para remogio
de biofilmes em diferentes superficies, sendo a eficiéncia desses agentes dependente da
natureza dos compostos utilizados, associada ao tipo de superficie e microrganismos
envolvidos, nfo sendo esses agentes de limpeza muito eficientes por si s6. Segundo
KRYSINSKI et al (1992) a limpeza quimica utilizando diferentes tipos de detergentes
entre eles detergente alcalino clorado, detergente alcalino, peréxido alcalino, detergente
anidnico e a limpeza bioldgica por detergente enzimatico sdo eficientes somente na
remogdo de organismos aderidos a superficie de ago inox, o0 mesmo ndo ocorrendo em
superficie de poliester/poliuretano, onde nenhum detergente foi efetivo quando
utilizado sozinho, havendo necessidade do uso de sanificagio para uma remogdo
adequada.
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Ja para WIRTANEN & SANDHOLM (1992a) biofilmes de Pseudomonas
Jfragi, Enterococcus hirae, Listeria monocytogenes e Bacillus subtilis formados em
superficie de ago inoxidavel, tratados com agentes desinfectantes a partir de diferentes
produtos como hidroxido de sodio-acido cloridrico, hipoclorito de sédio, iodéforo e
aménio quaternario  produzem uma maior quantidade de glicocalix apos os

tratamentos, dificultando posteriormente uma completa remogdo dessas bactérias
aderidas.

As concentragdes dos agentes sanificantes tais como hipoclorito de sédio,
iod6foro € aménio quaternario, variam em fungdo da superficie para eliminagdo de
Listeria monocytogenes em biofilmes, sendo que concentragdes menores de
sanificantes sfo necessarias em superficies nfo porosas como ago inoxidavel e vidro do
que em superficies porosas como polipropileno e borracha. A eficiéncia desses
sanificantes, também pode ser afetada pela temperatura, uma vez que ha necessidade de
uma maior concentragdo desses agentes a 4°C que a 20°C para a remogdo desse
microrganismo (MAFU et al, 1990). J4 um efeito contrario, quanto ao tipo de
superficie, foi observado por CZECHONSKI (1990) que estudou o efeito de agentes
sanificantes (hipoclorito, iod6foro, mistura de halogénio como cloro e iodo) em
limpeza CIP sobre biofilmes de Yersinia e Salmonella em superficie de ago inoxidavel,
teflon e borracha. Este autor afirma que esses microrganismos sobrevivem ao
tratamento sanificante em superficie de ago inox melhor que em supetficies de teflon e
borracha, sendo a Salmonella mais resistente ao tratamento que a Yersinia. Dos
sanificantes utilizados, a mistura de halogénios removeu um maior nimero de células
com menor concentragdo de sanificante em menor intervalo de tempo.

KRYSINSKI et al (1992) reportaram que concentragSes de 200 ppm de
cloro ativo e aménio quaternario ou 25 ppm de iodéforo sdo suficientes para eliminar
células planctonicas de Listeria monocytogenes, mas a mesma concentragdo nio foi
suficiente para eliminar essas bactérias aderidas a superficies plasticas e de ago inox,
mesmo quando o tempo de exposigdo aumente de 30 segundos para 10 minutos. Para
0s autores, compostos de amdnio quaternario 4cido, diéxido de cloro e 4cido peracético
sdo os mais efetivos biocidas para organismos aderidos, seguidos das misturas de
halogénios e acidos aniénicos, sendo menos efetivo o cloro, iodéforo € aménio
quaternario neutro, os quais s3o os mais utilizados nas industrias de alimentos.
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A 1dade do biofilme para muitos autores determina a eficiéncia de uma
limpeza e sanificagdo (FRANK & KOFFI, 1990; LEE & FRANK, 1991; WIRTANEN
& SANDHOLM, 1992b; ZOLTAI et al, 1981). Para LEE & FRANK (1991) a adesdo
de Listeria monocytogenes em superficie de ago inoxidavel foi tanto maior quanto mais
velho o biofilme, uma vez que esse microrganismo apresentou 100 vezes mais
resisténcia em biofilmes de 8 dias em relagdo ao de 4 horas, quando exposto a 200 ppm
de hipoclorito de sédio por 30 segundos. Ambas superficies com células aderidas,
expostas a inativagdo térmica, apresentaram maior eficiéncia a temperatura de
72°C/1min. que aquelas tratadas a 65°C/5 min., eliminando tanto o biofilme de 4 horas
quanto o de 8 dias. A associa¢do de sanificagdo com hipoclorito de sodio, variando de
50 a 200 ppm ¢ inativagdo térmica demonstra que um tempo de 30 segundos a 72° C
necessita de somente 50 ppm de cloro por 30 segundos, sendo a temperatura de 65° C
no mesmo tempo menos eficiente, necessitando de 200 ppm de cloro para completa
eliminagdo do biofilme. Estas observagdes concordam com aquelas de WIRTANEN &
SANDHOLM (1992b) de que biofilmes mais velhos produzidos em superficies de ago
inoxidavel podem oferecer resisténcia a agentes desinfectantes a base de cloro.

A relagdo existente entre temperatura e sanificagdo também foi estudada
por FRANK & KOFFI (1990) na adesdo de Listeria monocytogenes em vidro,
concluindo que 70°C/5min. ndo é efetivo na inativagdo dessa bactéria, entretanto uma
sanificagfio por 5 minutos posterior a esse tratamento reduz a populagdo a niveis nio
detectaveis, enquanto que somente o tratamento térmico foi suficiente para a
eliminagdo das suas células planctonicas. Para esses autores a adesdo seguida de
crescimento determina o desenvolvimento de uma resisténcia adicional, indicando que
o crescimento na forma de adesfio tem marcada influéncia na resisténcia térmica de
microrganismos.

A utilizagdo de substratos como leite e carne em estudos de adesdo em
superficie de ago inoxidavel, com Pseudomonas fluorescens, Listeria monocytogenes e
Bacillus subtilis indicaram que essas bactérias sdo mais resistentes quando formam
biofilmes a partir de leite que em caldo de carne, sendo o biofilme formado em ambos
os casos resistentes a sanificagio (WIRTANEN & SANDHOLM, 1992b). Estudos
sobre o efeito do leite e creme de leite na resisténcia das bactérias, em teste de
suspensdo e superficie, indicam que o leite tem um efeito protetor somente em teste de
superficie, enquanto o creme apresenta um efeito protetor moderado em testes de
suspensdo e completa protegdo em teste de superficie (MATTILA et al, 1990).
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2.5.1 - Limpeza CIP para avaliagio de microrganismos aderidos

A complexidade de um sistema de equipamentos para tratamento e
processamento de leite deve ser levada em consideragio quando da escolha dos
métodos de limpeza e sanificagdo a serem utilizados nos estabelecimentos de
tratamento de leite. Segundo ZOTTOLA (1990) a remogéo de microrganismos aderidos
em superficies inertes pode ou ndo ser feita através de métodos comuns de limpeza e
sanificagdo, dependendo da complexidade do sistema.

A eficiéncia do processo de limpeza CIP em sistema de tratamento
térmico de leite foi avaliado por MATTILA et al (1990) utilizando microrganismos
obtidos em diferentes pontos da linha de processamento, isolados apés o procedimento
de limpeza. Esses microrganismos, testados pelos métodos de superficie e suspensao,
indicaram que em teste de suspensdo tanto agentes de limpeza quanto sanificantes
foram eficientes para as espécies de microrganismos testados em teste de suspensdo, ao
contrario dos resultados obtidos no teste de superficie onde tanto os agentes de limpeza
quanto sanificantes ndo foram efetivos para os mesmos microrganismos. A eficiéncia
no procedimento de higienizagio para sistema de leite foi também, avaliada por
STONE & ZOTTOLA (1985) que estudou a limpeza tipo CIP seguida de sanificagdo
em sistema piléto fechado para leite. Suas observagSes, avaliadas através de
microscopia eletronica, indicaram uma remogio inadequada de células de
Pseudomonas fragi aderidas em pequenas placas de ago inoxidavel ap6s tratamento
com detergente alcalino e acido e sanificagdo com hipoclorito de sodio.

A recomendagdo de um tratamento prévio ao processamento seja com
vapor fluente ou agentes quimicos adequados tem sido indicada para sistemas
continuos de pasteurizagdo de leite envolvidos em longos periodos de operagio
(DAMEROW, 1993), porém problemas de adesfio de microrganismos podem ocorrer
nesses sistemas com tempo de operag3o de até 12 h, quando a carga de microrganismos
do leite inclue altas contagens de termodiricos. Esse problema de adesio de
microrganismos em pasteurizador, provocado por altas contagens de termoduricos pode
ser amenizado ou mesmo resolvido quando se utiliza uma interrupgdo da operagdo apés
4 a 6 h de pasteurizagio para um ciclo de limpeza e desinfecgdo do sistema (HUP et al,
1979; BOUMAN et al, 1982; VAN DEN BERG, 1986).
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A eficiéncia do procedimento de limpeza é fundamental no controle de
microrganismos aderidos, uma vez que limpezas inadequadas podem interferir na agéo
de sanificantes, dificultando a eliminagio das bactérias remanescentes aderidas nas
superficies de equipamentos de alimentos, servindo estas como fonte de contaminagéo
em processamentos subsequentes (CZECHOWSKI, 1990; HERALD & ZOTTOLA,
1988b; STONE & ZOTTOLA, 1985). Para KRYSINSKI et al (1992), pesquisas s&o
necessarias a partir de novos produtos quimicos ou diferentes combina¢des dos
produtos ja existentes, para se encontrarem sanificantes mais eficientes na redugfo de
biofilmes formados em equipamentos de industrias de alimentos.

2.6 - Streptococcus thermophilus

2.6.1 - Historico

O Streptococcus thermophilus foi identificado pela primeira vez em
logurte e recebeu o nome de Micrococcus B (1905), Streptococcus lebens (1906),
Streptococcus (1907), Diplostreptococcus (1908). Posteriormente Orla-Jensen (1919)
designaram - no de Streptococcus thermophilus. Outros nomes, como Streptococcus
lacticus thermophilus (1933) e Diplostreptococcus yogurt (1948), provavelmente
referiam-se também a Streptococcus thermophilus (RASIC & KURMANN, 1978).

Mesmo sendo o Streptococcus thermophilus um microrganismo bastante
utilizado na fabricagdo de queijos e outros produtos fermentados, este tem sido pouco
estudado em relagdo aos estreptococos laticos. Segundo HUTKINS & MORRIS (1987)
somente a partir de 1980 uma maior aten¢do tem sido dada ao estudo detalhado das
caracteristicas bioquimicas deste microrganismo.

O género Streptococcus foi classificado, pela primeira vez por
SHERMAN (1937), em 4 grupos distintos: grupo piogénico, viridans, latico e
enterococos. Tal distingdo fo1 baseada em caracteristicas fisiologicas de crescimento
entre elas: crescimento a 10 e 45°C, sensibilidade a 60°C/30 min., crescimento a pH
9,6 € em leite com 0,1% de azul de metileno. Foram incluidos no grupo latico os
Streptococcus lactis e sua subsp. diacetilactis além do Streptococcus cremoris,
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também conhecidos como grupo dos estreptococos laticos. Ja o Streptococcus
thermophilus, mesmo sendo usado para fermentag3o latica, n3o foi incluido neste grupo
por possuir caracteristicas fisiologicas diferentes dos estreptococos laticos, fazendo
parte, juntamente com o Streptococcus salivarius e Streptococcus mitis, do chamado
grupo viridans.

Posteriormente outras classificagdes foram propostas como a de Sharpe
(1976), sendo que, na ultima edigdo do Manual Bergey (SNEATH et al, 1986), o
género Streptococcus inclue os grupos piogénico, oral, enterococos, latico, anaerébio e
outros estreptococos ndo agrupados como o Streptococcus thermophilus, devido as suas
distintas caracteristicas.

Pouco se sabe sobre a ecologia dessa espécie de Streptococcus, ndo sendo
conhecido o seu habitat. Pode ser facilmente isolado de leite, principalmente tratado
termicamente, e de seus utensilios de manuseio, nio sendo encontrado em outras fontes

como vegetais verdes e materiais clinicos, como ocorre com as outras espécies de
Streptococcus (HUTKINS & MORRIS, 1987).

2.6.2 - Caracteristicas do microrganismo

O Streptococcus thermophilus pertence ao grupo dos cocos Gram
positivos. Imdvel, suas células variam de esféricas a ovéides, medindo de 0,7 a 0,9
microns de didmetro, normalmente agrupadas aos pares a longas cadeias. Conforme
descrito no Manual Bergey (SNEATH et al, 1986), o Streptococcus thermophilus pode
apresentar segmentos irregulares e células isoladas em crescimento a 45°C. Essa
espécie de estreptococo assim como os estreptococos laticos sdo microrganismos
altamente adaptado ao leite, seu melhor meio para crescimento.

Este microrganismo fermenta poucos agucares dentre eles sacarose e
lactose. Estes dissacarideos sdo metabolizados em preferéncia aos monossacarideos,
podendo a fermentagdo ser 2 a 4 vezes maior em meio contendo lactose do que quando
a glicose € usada como unica fonte de carbono. Quando o crescimento ocorre a partir
da lactose , a glicose € fermentada a acido latico e a galactose se acumula no meio. Este
microrganismo somente fermenta a galactose quando a lactose é limitante (SNEATH
et al, 1986; DAVIS & LAW, 1984; HUTKINS & MORRIS, 1987; FOX, 1987).
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O acamulo de galactose no meio pode, segundo MARSHALL (1987) e
CERNING et al (1988), ser usado pelo Streptococcus thermophilus para a sintese de
polimeros, os quais, em geral, contem na sua composigdo glicose, galactose e ramnose.
Esses polimeros podem ser produzidos em maior quantidade quando a bactéria cresce a
temperaturas mais baixas. Polimeros contendo galactose sdo comuns em muitas gomas
e linhagens desse microrganismo, com caracteristicas de boa produgdo dessas
substincias, muitas vezes s3o utilizadas como fermento em produtos de leite
fermentado, com a finalidade de estabilizagdo, controle de acidez e também como
espessantes.

O Streptococcus thermophilus ¢ metabolicamente inativo em relagdo a
maioria dos atributos utilizados para sua identificagdo, tendo portanto varias
propriedades diferentes em relagfo aos outros membros do género (SHERMAN, 1937).
Essa espécie de Streptococcus ndo produz amdnia a partir da arginina e nfo cresce em
agar contendo bile a 40%. Cresce em caldo com 2,5% de NaCl mas nio com 4%. Nio
cresce em pH 9,6 ou em leite com 0,1% de azul de metileno. O enriquecimento é
obtido em leite incubado a 45-50°C. A diferenciagédo desta espécie de outras do género,
¢ feita pelo rapido crescimento em "litmus milk" incubado a 45°C e pelo ndo
crescimento em agar bile, o que o separa dos Streptococcus bovis e Streptococcus
equinus (SNEATH et al, 1986).

Ao contrario do que sugere o nome, Streptococcus thermophilus nio é
considerado um microrganismo termdfilo, uma vez que ndo cresce a 55°C, temperatura
normalmente utilizada para contagem de bactérias termofilas. E considerado um
microrganismo termodurico por sobreviver as temperaturas utilizadas na pasteurizago.
Certas linhagens sobrevivem ao tratamento térmico de 80°C/15 min. ou mesmo
85°C/20 a 30 min (RASIC & KURMANN, 1978). Sua temperatura Otima de
crescimento varia entre 40-45°C, tendo crescimento limitado a temperaturas inferiores
a 19°C. Distingue-se dos estreptococos laticos por ter sua temperatura maxima de
crescimento a 52°C, ndo crescendo a 53°C, porém sobrevive a temperatura de 65°C/30
minutos (SNEATH et al, 1986; ROBINSON, 1987).

Essa espécie de Streptococcus pode ser identificada pelo crescimento
rapido a 45°C e auséncia de crescimento a 10°C. A temperatura e valor nutricional do
meio de cultura influenciam a morfologia desta espécie de microrganismo, que por ser
altamente especializado, cresce muito bem em leite a 45°C, formando pequenas

22



cadeias, enquanto a 30°C muitas linhagens aparecem como diplococos, podendo
formar longas cadeias em leite com alta acidez. Em caldo, ha uma maior tendéncia a
formagdo de cadeia, sendo estas mais longas a temperaturas acima de 45°C do que
aquelas que ocorrem a 30°C. Essa morfologia pode ser acentuadamente afetada pela
presenga de antibidticos, quimioterapicos e sanificantes eventualmente presentes no
leite (RASIC & KURMANN, 1978).

Em meio soélido esse microrganismo, normalmente, apresenta células
muito irregulares, dilatadas, pontiagudas e frequentemente como bastonetes. Cocos
anormais podem também ocorrer devido as continuas repicagens em superficie de
meios de cultura. O crescimento em meio solido aparece como pequenas colénias em
forma de pontos. Uma caracteristica geral dessa espécie é sua baixa viabilidade em
meios artificiais, sendo facilmente perdida se repicagens em leite nd3o forem
introduzidas entre as inoculagGes em agar (RASIC & KURMANN, 1978).

O S. thermophilus, como outras bactérias laticas é homofermentativo e
produz 85 a 98% de acido latico da lactose, além de pequenas quantidades de outros
compostos. Em leite produz 0,6-0,8% L (+) acido latico, podendo algumas linhagens
produzir até 1%. As propor¢Ses € composigdo dos subprodutos dependem das
condi¢Ges culturais e propriedades intrinsecas das linhagens. Em meio glicosado, com
pH controlado, o Streptococcus thermophilus produz anaerobicamente acido acético e
formico, CO2, etanol e acetoina além do acido latico. Em leite produz acidos volateis
tais como: foérmico, acético, butirico, isovalérico e caproico, acetoina, pequenas
quantidades de acetaldeido e acetona, etanol e butanona-2, podendo algumas linhagens
produzir diacetil. Embora este microrganismo fermente a lactose rapidamente, um
crescimento lento pode ocorrer pela sua baixa atividade proteolitica em leite (RASIC &
KURMANN, 1978).

Para DAVIS & LAW (1984) o Streptococcus thermophilus produz mais
CO2 do que o Streptococcus lactis e Streptococcus cremoris, quando crescem em leite,
uma vez que este microrganismo ¢ capaz de hidrolisar a uréia presente no leite
produzindo NHs e CO2 Estes compostos, quando em excesso, podem influir no
desenvolvimento de linhagens de Streptococcus normalmente presentes nos fermentos
mesofilos. Tanto o Streptococcus lactis quanto o Streptococcus cremoris necessitam de
CO2 para iniciar 0 seu crescimento ¢ uma atmosfera contendo 10% de diéxido de
carbono permite um bom crescimento e produgdo de acido, enquanto quantidades
excessivas podem inibir esse crescimento. Para um bom crescimento em leite, esses
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estreptococos necessitam de 0,2 a 2,3% de CO2, variando esse teor com a linhagem
envolvida (MARTH, 1962).

Embora existam muitas diferengas fenotipicas e bioquimicas entre
Streptococcus thermophilus e Streptococcus salivarius, uma nova taxonomia tem sido
proposta, baseada em estudos de homologia de acidos nucléicos e similaridade de
cadeias longas de &cidos graxos que ocorrem entre essas duas espécies,
colocando o S. thermophilus como uma sub-espécie do S. salivarius e portanto com
uma nova nomenclatura : Streptococcus salivarius subsp. thermophilus (MARSHALL,
1987).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 - Microrganismo selvagem

O microrganismo selvagem, com morfologia de cocos, Gram positivo,
catalase negativa, com crescimento a 45°C em 8 h, foi obtido de amostras de leite
pasteurizado por processo HTST em indstria.

A cultura foi purificada em 4gar M17 com incubagdo a 45°C em trés
repicagens sucessivas, sendo a cultura pura selecionada inoculada em leite desnatado
reconstituido a 11%, estéril, e a partir de novo repique em leite, com 10% de indculo, foi
armazenada sem crescimento a —20°C. Novas repicagens foram realizadas em intervalos
de 6 meses.

3.1.2 - Microrganismo de referéncia

Foi utilizado como microrganismo de referéncia uma cultura de
Streptococcus thermophilus G, Visbyvac série 1000 do Laboratorium Wiesby de
procedéncia Dinamarquesa.

Esse microrganismo, liofilizado, foi repicado em leite, conforme
anteriormente citado, mantido nas mesmas condig¢des da cultura de linhagem selvagem.
3.1.3 - Meios de cultura e diluentes

Foram utilizados meios de cultura "Plate Count Agar (PCA)", caldo "Man
Rogosa Sharpe (MRS)" e caldo "All Purpose Medium with Tween (APT)", os dois

ultimos acrescidos de 4gar para preparagdo do meio sélido, todos marca Difco, preparados
conforme orientagfio do fabricante. O caldo e dgar M17 foi formulado em laboratério,
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conforme recomendado por TERZAGHI & SANDINE (1975). Todos estes meios foram
esterilizados a 121°C por 15 minutos.

Leite em p6 desnatado ( Molico, Nestlé ) reconstituido a 11%, esterilizado a
121°C por 10 minutos foi utilizado como meio de crescimento, repicagem e manuteng3o.

Para a diluigdo seriada das culturas foi utilizada 4gua peptonada a 0,1%,
conforme recomendado pelo "Standard Methods for the Examination of Dairy Products”
(RICHARDSON, 1985), ou leite desnatado reconstituido a 11%, estéril.

3.1.4 - Equipamentos

Foram utilizados neste estudo equipamentos como: Microscopio modelo
Jenaval - CARL ZEISS; microscopio eletronico de varredura modelo JOLT 300 - CARL
ZEISS; espectrofotdmetro modelo Spectronic 20 - BAUSH & LOMB, pHmetro modelo
DMPH - 2 - DIGIMED; banho maria bacteriologico modelo 102 - FANEM; banho maria
modelo 169 - FABBE;, agitador mecdnico modelo 710 - FISATON; agitador mecanico
modelo 713T - FISATON. Os demais equipamentos usados s3 os comuns em
laboratorios de microbiologia.

3.2 - METODOS

3.2.1 - Caracterizacio do microrganismo selvagem
3.2.1.1.- Identificagdo do microrganismo selvagem

Para identificagdo do microrganismo como Streptococcus thermophilus
foram utilizados os testes de crescimento a 10, 20, 50, 52 e 53°C; crescimento em NaCl
2,3 e 6,5 %, crescimento em caldo a pH 9,6; crescimento em meio bile 40%; crescimento
em leite com azul de metileno a 1% indicados no Manual Bergey (SNEATH et al, 1986),
além de testes para motilidade e fermentagdo de agucares, conforme procedimentos
recomendados por GERHARDT et al (1981).
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Foram realizados também testes complementares de hidrélise da uréia, pH e
temperatura de coagulagfo em leite e crescimento em "litmus milk".

a) Hidrolise da uréia.

Foi utilizado meio de "Christensen’s Urea Agar" formulado em laboratorio,
conforme HARRIGAN & McCANCE (1976), exceto a glicose que foi substituida pela
lactose na mesma concentragdo. O meio inoculado por picada de agulha foi incubado a
37°C/ 7 dias. Tubos do meio sem adigdo de uréia foram inoculados nas mesmas
condigdes, para controle.

b) Avaliagdo do pH e tempo de coagulagio em leite

Foi utilizado leite desnatado reconstituido, estéril, inoculado com 1% do
microrganismo € incubado a 37 e 45°C até a completa coagulagdo. O pH foi monitorado
em pHmetro.

c¢) Crescimento em "litmus milk".

Foi utilizado "litmus milk" (Difco), preparado conforme orientagdio do fabricante.
Os microrganismos inoculados na base de 1% foram incubados a 45°C até a coagulagio
(HARRIGAN & McCANCE, 1976).

Todos os testes foram realizados, em triplicata, com os microrganismos
linhagens referéncia e selvagem, obtidos a partir de 3 repicagens sucessivas em caldo M17
ou leite e incubados a 45°C por 16 h.

3.2.1.2 - Crescimento em meio solido

As culturas dos microrganismos, linhagens referéncia e selvagem, crescidas
em leite a 45°C/16 h, apos diluigdes sucessivas, foram inoculadas em profundidade nos
meios PCA , Agar APT, MRS e M17 com incubagdo a 37°C/ 48 h e 45°C/ 24 h. Foram
observados nimero (ufc/ml) e tamanho ( mm ) das coldnias nos diferentes meios de
crescimento, em pelo menos 3 repetiges do experimento.
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3.2.1.3 - Curva de crescimento

Os microrganismos linhagens referéncia e selvagem obtidos a partir de
cultura de 3 repicagens sucessivas foram inoculados em caldo M17 e incubados em
banho-maria a 45°C. O crescimento foi monitorado por 7 h, em intervalos de 1 h, através
de espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 650nm (KLAENHAMER &
KLEEMAN, 1981). O experimento foi realizado em trés repetigdes.

3.2.1.4 - Tempo de geragio

O procedimento recomendado por HARRIGAN & McCANCE (1976) foi
utilizado a partir de leite desnatado reconstituido estéril como meio de crescimento. As
culturas, linhagem referéncia e selvagem, obtidas a partir de 3 repiques sucessivos, foram
inoculadas no leite numa carga de aproximadamente 104 células/ml e incubadas a 45°C
em banho-maria bacteriolégico. O crescimento foi monitorado durante 5 h, através de
contagens em meio agar M17, em intervalos de 30 minutos a partir do tempo zero. Foram
realizadas trés repetigbes do experimento. Para o calculo do tempo de geragio foi
utilizada a férmula:

G = _tlog2
logb -loga
G  -tempo de geragio

a e b - numero de bactérias para 2 pontos da curva na fase logaritmica
t - intervalodetempoentreaeb

3.2.1.5 - Curva de acidificagio

As culturas das linhagens referéncia e selvagem crescidas em 16h a 45°C
foram inoculadas a 1% em 300 ml de leite em pd desnatado reconstituido, estéril. Apos a
homogeneizagdo foram distribuidos 30 ml do leite inoculado por cada um dos 9 tubos.
Um conjunto de tubos, para cada temperatura, foi incubado em banho maria
bacteriologico a 35, 40, 45 e 50°C por 8 h. A acidifica¢do foi monitorada em intervalos de
1 h pela acidez, titulavel com NaOH a 0,11N e fenolftaleina como indicador e expressa
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em % de acido latico, € o pH em pHmetro. (RICHARDSON, 1985; AUCLAIR, 1980).
Foram feitas trés repeti¢des do experimento.

3.2.1.6. - Armazenamento a 10°C

Frascos contendo 300 ml de leite em p6 desnatado reconstituido, estéril,
inoculados com aproximadamente 1000 células/ml de culturas das linhagens referéncia e
selvagem, obtidas em 16h a 45°C, foram estocados sob refrigerago por 6 dias. O namero
de células viveis foi monitorado através de contagens em placas, em meio agar M17 a
45°C/24 h, em intervalos de 2 dias por 6 dias.

3.2.1.7 - Curva de sobrevivéncia a 72°C.

Foi usado o método de frasco de trés bocas, segundo STUMBO (1973),
calculando-se o valor "D" pela formula:

t=D (loga-logb)

D =tempo de redugdo decimal a uma determinada temperatura;
a =numero inicial de células;
b =numero de células sobreviventes apds tempo t;

t = intervalo de tempo de aquecimento entrea e b

Foram utilizados os seguintes procedimentos intermediarios:

--- a cultura do microrganismo linhagem selvagem, inoculada, em uma série
de tubos, num volume de 10% em leite, foi congelada ¢ assim mantida
até a data do uso;

--- para preparo da cultura para uso, o tubo, apds descongelamento, era incubado
a 45°C até a coagulagdo do leite (+16 h ) e um repique subsegiiente em lei-
te foi realizado para crescimento da cultura em 8 h a 45°C;

--- a cultura, assim preparada, foi utilizada para inoculagio de 400 ml de leite a
72°C + 1 em banho maria, para dar uma concentragio de células de 106/ml;

--- as amostragens foram feitas em intervalos de 10 minutos por um tempo de 30

minutos;
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--- as diluigdes do leite amostrado foram realizadas em leite em po
desnatado reconstituido estéril, conforme observagdes de MAGNUS et al
(1986);

--- a contagem dos microrganismos sobreviventes foi feita pela técnica do
Numero Mais Provavel ( NMP ), utilizando leite como meio de crescimento,
em série de 5 tubos onde pelo menos 4 dilui¢des foram inoculadas para
cada tempo amostrado;

--- foi utilizada a temperatura de 45°C/24 h para crescimento dos microrganismos
remanescentes do tratamento térmico pelo NMP;

--- os resultados foram expressos pela média de trés repeti¢gdes do experimento.

3.2.1.8 - Preparo do ago inoxidével para observagdo em microscopia eletronica de
varredura (MEV )

Placas de "Petri" com 4gar M17 foram inoculadas com o microrganismo
linhagem selvagem por espalhamento na superficie. Pequenos pedagos de ago inoxidavel,
6x6 mm tratados com NaOH a 1%, enxagiiados até a neutralidade e esterilizados em
autoclave a 121°C/15 min., foram sobrepostos as placas de M17 que foram
acondicionadas em jarra, para obtengio de condigdes de microaerofilia, e incubadas a
45°C por 20 h.

Apos a incubagdio, os pedagos de ago inoxidavel foram retirados da
superficie do agar e tratados com solugio 2,5 % de glutaraldeido em tamp3o cacodilato
0,IM (pH 7,2) e vermelho de ruténio a 500 ppm por 2 h a 4°C. Uma lavagem posterior foi
realizada com tampdo cacodilato por 10 minutos, em 3 repetigbes. Em seguida, o material
foi desidratado em dlcool 30, 50, 70, 90 e 100 %, com duas repetigdes de 5 minutos para
cada concentragio, uma segunda etapa de desidratagdo foi realizada a partir de
etanol/butanol (1:1) por 10 minutos em duas repeti¢des e finalmente em butanol puro pelo
mesmo tempo. Para desidratagdo final das células foi utilizada a técnica do ponto critico,
seguida de metalizagio com carbono e ouro (HERALD & ZOTTOLA , 1988b). Os
pedagos de ago inox foram observados e fotografados em microscopio eletronico de
varredura.
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3.2.2 - Modelo experimental para avaliacio da adesio do microrganismo selvagem.

O modelo experimental a seguir foi utilizado para avaliar a carga do
microrganismo aderida e os efeitos da detergéncia alcalina e icida e a sanificagdo sobre o
biofilme formado pelo microrganismo selvagem.

O experimento foi dividido em duas fases:
12) adesdo do microrganismo s placas de ago inoxidavel e o efeito da detergéncia
alcalina e 4cida no biofilme formado em 6 h de tempo de contato;
22) adesdo do microrganismo as placas de ago inoxidavel e o efeito da detergéncia
alcalina ¢ dcida e da sanificagiio no biofilme formado em tempo de contato de 6 h.

3.2.2.1 - Preparo do modelo experimental

Foram preparadas placas de ago inoxidavel 316, medindo 20x100 mm, com
polimento sanitario (acabamento grana 180), todas devidamente numeradas, tendo a area
teste delimitada por ranhura. Essas placas de ago inoxidavel foram tratadas com
detergente alcalino Liquibrite a 1 % , 4 temperatura de 68-71°C/7 min. €, apos enxagiie (1
minuto) tratadas com detergente acido Dilac-U a1 % a temperatura ambiente, por 3 min.,
seguido de novo enxagiie até a neutralidade. O mesmo procedimento foi adotado para
tratamento dos ganchos de fio de ago inox utilizados na fixagdo das placas.

Todo o material de vidro, hastes para agitagdo, ganchos e placas de ago
inoxidavel e agua para enxagiie foram esterilizados a 121°C/20 min., em autoclave.

Nas bordas de um frasco de vidro de 12,5cm de altura x 13cm de didmetro,
as placas de ago inoxidavel foram pendurados por ganchos, de modo que estas cobrissem
toda a parede do frasco, tornando-as fixas nas devidas posi¢des. Foi acrescentado ao
frasco, assim preparado, 1500 ml de leite desnatado reconstituido, estéril, de maneira que
os pedagos de ago inox permanecessem submersos no leite.

O modelo, nessas condigdes, foi colocado em agjtagio de 550 rpm em banho
maria bacteriologico a 45°C (FIGURA 1).
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3.2.2.2 - Método de contato para simulagdo da adesdo em placas de pasteurizador.

O modelo acima descrito foi mantido em condigGes assépticas e, quando a
45°C, foi inoculado com uma carga aproximada de 100 células/ml do microrganismo
selvagem. Esse sistema foi mantido, sob agitagdo, por um periodo de 6 h. As amostragens
foram realizadas nos tempos 0,3 e 6 h.

1- banho maria 45°C

2- leite esténl
3- placas de ago inox
I - e o ,
&____/ 4- agitador mecanico

FIGURA 1: Esquema do modelo experimental utilizado para formagdo de biofilmes do
microrganismo selvagem em placas de ago inoxidavel.

3.2.2.3 - Método de detergéncia e sanificago.

Para o procedimento de limpeza foi utilizado solugdo a 1% de detergente
liquido alcalino forte (Liquibrite) com as seguintes caracteristicas do fabricante: pH ~ 13
em solugdo a 3%, contendo além do alcali ( NaOH a 44%), compostos tensoativos nio
ibnicos, agentes sequestrantes e controladores de espuma; solugdo a 1% de detergente
liquido 4cido (Dilac U) com caracteristicas do fabricante de pH 1,5 a 1,9 em solugdo a
1%, acidez de 41 a 45% em acido fosforico, contendo agentes umectantes, antiespumante,
acidos minerais (HNO,; e H,PO,) e inibidores de corrosdo, ambos da Diversey do Brasil.
O hipoclorito de sédio com concentragdo 12 %, fornecido pela ADR de Campinas foi
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utilizado numa concentragdo de 100 ppm de cloro ativo para a sanificagdo. A 4gua
destilada estéril foi utilizada tanto no preparo das solugdes de limpeza e sanificante
quanto para enxagiie em todas as etapas do experimento.

As placas de ago inoxidavel foram fixadas na borda do bequer através de
ganchos de ago inox, com as devidas solugdes ou 4guas de enxagiie, de maneira
semelhante ao modelo da FIGURA 1, e foram submetidos ao procedimento de limpeza e
sanificagdo imediatamente apds a retirada destas do leite, que foram tratadas conforme a
sequéncia de etapas especificadas na FIGURA 2.

Pré-enxagiie com agua estéril
(1 minuto)

1
Detergente alcalino 1%
(68-71°C/7 min.)

N
Enxagiie com agua estéril
(1 minuto)

2

Detergente acido 1%
(temperatura ambiente/3 min. )

N
Enxagiie com agua estéril
(1 minuto)

\2

Sanificagdo com hipoclorito de sédio 100 ppm
(temperatura ambiente/3 min. )

2

Enxagiie com agua estéril
(1 minuto)

FIGURA 2: Etapas da detergéncia e sanificagio, temperatura e tempo de tratamento para
os diferentes agentes utilizados.
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As solugBes dos detergentes, sanificante e dgua de enxagiie foram utilizadas
num volume de 1800 ml, volume este estabelecido em etapas preliminares para dar um pH
final dessa 4gua de enxagiie na faixa da neutralidade. Tanto as solugdes, quanto as aguas
de enxagiie foram utilizadas sob agitagio de 900 rpm em bequer de 2000 ml com 13 ¢m
de didmetro.

3.2.2.4 - Amostragem para controle da carga do microrganismo.

Foram feitas amostragens nos tempos 0, 3 e 6 h para contagem da carga
microbiana no leite inoculado, do microrganismo aderido nas placas de ago inox e das
aguas utilizadas no enxagiie. Apos a amostragem a sequéncia de etapas da FIGURA 3 foi
adotado para as contagens dos microrganismos aderidos antes e apOs as etapas de
detergéncia; para as contagens dos microrganismos aderidos antes e apos a detergéncia e
sanificagdo foi adotada a sequéncia de etapas indicadas na FIGURA 4.

As amostragens na primeira fase foram realizadas conforme segue,
adotando-se as sequéncias de etapas da FIGURAS 3:

zero hora: 10 ml de leite;
2 placas para contagem do microrganismo aderido;
10 ml da agua de enxagiie das placas;

3 e6horas: 10 ml do leite;
2 placas para contagem do microrganismo aderido;
10 ml da 4gua de enxagiie das placas;
2 placas apos a detergéncia alcalina;
10 ml da 4gua de enxagiie das placas;
2 placas ap6s a detergéncia alcalina e acida;
10 ml da agua de enxagiie das placas

As amostragens na segunda fase foram realizadas conforme segue,
adotando-se as sequéncias de etapas da FIGURAS 4:

zero hora: 10 ml de leite;
2 placas para contagem do microrganismo aderido;
10 ml da 4gua de enxagiie das placas;
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3 e6horas: 10 ml do leite;
2 placas para contagem do microrganismo aderido;
10 ml da 4gua de enx4agiie das placas;
2 placas ap6s a detergéncia alcalina, 4cida e sanificagio;
10 ml das 4gua de enxagiie das placas

Foram realizados controle de pH das aguas de enxagiie, das solugdes de
limpeza alcalina e acida e da solugdo de sanificante. Foi monitorada, também, a
concentragdo de cloro ativo da solugdo sanificante, conforme metodologia indicada por
RICHARDSON (1985).

3.2.2.5 - Método de contagem do microrganismo

Foi utilizada a técnica de plaqueamento em profundidade para contagem de
células vidveis do microrganismo. Para contagem do microrganismo no leite,
diluigdes seriadas de 10 ml da amostra foram realizadas em agua peptonada, essas
diluigGes foram plaqueadas com dgar M17 e incubadas a 45°C/24-48h. A mesma técnica
de plaqueamento foi utilizada para contagem das células remanescentes na agua de
enxagiie.

Para a contagem dos microrganismos aderidos nas placas de ago inoxidavel
foram utilizadas duas zaragatoas de algoddo por pedago de ago inox, com esfregacgo de 20
segundos para cada um e transferidas para 10 ml de 4gua peptonada e dilui¢Ges sucessivas
foram realizadas quando necessario, conforme abaixo especificadas (FRANK & KOFFI,
1990). As diluigSes foram plaqueadas com agar M17 e incubadas a 45°C/24-48 h.

Para as contagens nas placas de ago inox foram feitas as seguintes diluigdes:
para adeséo 1/10 ( as 0 hora ), 1/100 ( na 32 hora) e 1/10000 (na 62 hora); para detergéncia
alcalina, 4cida e sanificagdo 1/5 (32 e 62 hora). As etapas de detergéncia e sanificagdo ndo
foram realizadas nos tempos zero.
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550 rpm

0 h

I iao00i o0 ::> -:I;-

* contagem do leite

2 placas para enxigte
selvagem em P P I

| | leite a 4590C
- e

* contagem das 2 placas para adesio
* contagem da dgua de enxigue

microrganismo linhagem

* contagem do leite

6 placas para enxigiie

* contagem de 2 placas para adesio
* contagem da dgua de enxidgue

4 placas para limpeza alcalina

enxague das 4 placas

* contagem de 2 placas para adesio

* contagem da dgua de enxidgue

2 placas para limpeza &acida

\V/
enxague das 2 placas

* contagem de 2 placas para adesio

* contagem da dgua de enxidgue

FIGURA 3: Sequéncia de etapas utilizadas no experimento e pontos de controle das

contagens do microrganismo ( * ) do leite, da 4gua de enxagiie e daqueles
aderidos as placas de ago inoxidavel antes e apés a detergéncia alcalina e
acida.
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0 h

™~

/ |

*contagem do leite

2 placas para enxague

microrganismo linhagem
selvagem em
leite a 45°C

N
*contagem de 2 placas para adesio
*contagem da dgua de enxague

*contagem do leite

4 placas para enxague

*contagem de 2 placas para adesdo
*contagem da dgua de enxague

2 placas para limpeza alcalina

enxague das 2 placas

2 placas para\k.mpeza acida

enxague das 2 placas

2 placas para sanificagio

v

enxague das 2 placas

N

*contagem de 2 placas para adesio
*contagem da dgua de enxague

FIGURA 4: Sequéncia de etapas utilizadas no experimento e pontos de controle das

contagens do microrganismo ( * ) do leite, da 4gua de enxagiie e daqueles

aderidos as placas de ago inoxidavel antes e apos a detergéncia alcalina, acida
e a sanificagdo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - CARACTERIZACAO DO MICRORGANISMO.

4.1.1 - Identificagdo do microrganismo linhagem selvagem

Os resultados obtidos para o microrganismo estudado podem ser avaliados
na TABELA 1 .Pelos testes indicados no Manual Bergey (SNEATH et al, 1986) e, em
relagdo, a cultura de Streptococcus thermophilus linhagem referéncia utilizada, o
microrganismo selvagem isolado foi identificado como Streptococcus thermophilus,
possuindo as mesmas caracteristicas de crescimento do microrganismo de referéncia.
Particularidades na caracteristica de crescimento ocorreu, para as duas linhagens, nas
temperaturas superiores a 45°C, ou seja 50 e 52°C, nos quais os microrganismos parecem
crescer aderido a parede do tubo, formando também pingentes de crescimento a partir da
superficie do caldo. Diferengas no tempo para a hidrélise da uréia ocorreram entre as duas
linhagens:as alteragdes no meio iniciaram-se, para a linhagem selvagem, em 24 h; essa
mesma alteragéo, para a linhagem referéncia, somente pdde ser observada a partir de 48 h.

Diferengas entre linhagens de uma mesma espécie podem ocorrer: como
aquela de S. thermophilus isolada por HUP & STADHOUDERS (1979) com crescimento
em meio com 3% de NaCl, quando o comum para essa espécie é de 2 % de NaCl. Porém
as caracteristicas de crescimento obtidas neste estudo para o Streptococcus thermophilus
linhagem selvagem estdo dentro daquelas descritas na literatura (VIEIRA, 1981;
SNEATH et al, 1986).
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TABELA 1: Testes de identifica¢fo realizados para o microrganismo selvagem
isolado de leite pasteurizado.

Streptococcus Cultura
Testes thermophilus
referéncia selvagem
morfologia €OCOS pares e COCoSs pares e
cadeias cadeias
Gram + +
catalase _ -
fermentagdo homo homo
motilidade - -
crescimento. 10°C - -
20°C + +
45°C + +
50°C +! +
52°C +1 +1
53°C - -
fermentagio:  lactose +
sacarose + +
maltose - -
crescimento; agar bile 40% — -
caldo NaCl 0% + +
NaCl 2% + +
NaCl 3% - -
NaCl 6,5% - -
caldo pH 9,6 - -
leite azul metileno 0,1 % - -
hidrolise uréia +3 +2
PH apds coagulagdo em leite:  37°C 4,87 4,95
45°C 4,84 5,03
tempo de coagulagdo em leite:  37°C 7h 9h
45°C 5h 5 h 30 min.
crescimento em Litmus Milk ACRp? ACRp

1 = crescimento em pingente ; 2 - inicio aparente em 24 h; 3 .inicio aparente em 48 h;
4- A - acidificagdo, C - coagulagdo, Rp - redugdo parcial
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4.1.2 - Crescimento em meios sélidos

As duas linhagens do microrganismo estudado ( TABELA 2 ) apresentaram
comportamento semelhante nos meios MRS e M17, tanto a 37 quanto a 45°C, embora o
tamanho das col6nias variasse de 2,0 mm para o meio M17 a 0,5 mm em MRS, diferenga
essa bastante significativa no aspecto pratico. Uma diferenga acentuada no nimero de
bactérias ocorreu entre as duas linhagens no meio APT, uma vez que tanto as contagens
obtidas quanto o tamanho das colonias foram diferentes para as linhagens referéncia e
selvagem nas temperaturas de 37 e 45°C.

Os resultados das contagens obtidos para a linhagem referéncia nos meios
APT, MRS e MI17 nio mostraram diferenga significativa, porém foram observadas
variagdes nos tamanhos das coldnias de 1,0 mm em APT, 0,5 mm em MRS e 2,0 mm em
M17, tanto a 37 quanto a 45°C.

TABELA 2 : Numero de Streptococcus thermophilus (ufc/ml ) linhagem de
referéncia e selvagem em diferentes meios sélidos a 37°C/48h e
45°C/24h (média de 3 repetigdes).

referéncia selvagem
meios
solidos 37°C 45°C 37°C 45°C
PCA <10 <10 <10 <10
APT 3,0x108% 1 7x108b <105d 2,2x1044d
MRS 3,0x10%82  32x108a 3,6 x 1080 3,0x108b
M17 3,1x108¢  4,0x108¢ 5,5x108c 3,7x108¢

a - colénias medindo ~ 0,5mm

b - col6nias medindo ~1,0mm

¢ - col6énias medindo ~2,0mm

d - coldnias imperceptiveis a olho nu ( < 0,5 mm ) em 72 h incubagio.

Ja os resultados obtidos para a linhagem selvagem em meio APT indicaram
uma redugdo na contagem do microrganismo de 4 ciclos logaritmicos, fato este nio
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observado nos meios MRS e M17. Também uma diferenga de tamanho das colénias no
meio APT foi observada, havendo necessidade de extensdo do tempo de incubagio ( 48
para 72h ), principalmente a 37°C, para que as coldnias atingissem aproximadamente 0,5
mm em 72h, o que dificultou sua observagio e contagem de forma confidvel a essa
temperatura. J4 na temperatura de 45°C em 48 h as coldnias em meio APT foram mais
facilmente observadas embora uma melhor visualizagdo das colonias ocorresse com a
extensdo do tempo de incubagdo de 24 para 72h.

Néo foram observadas colénias em "Plate Count Agar" para ambas as
linhagens nas temperaturas estudadas, provavelmente pela deficiéncia deste meio quanto
0s requerimentos nutricionais adequados para o desenvolvimento dessa espécie de
microrganismos latico.

O meio APT, extensamente utilizado para contagem e isolamento de
microrganismos laticos (KING & KOGURGER,1970; GERALDINI et al, 1979;
TAMIME & DEETH; 1980, HITCHERNER et al, 1982; FOX, 1987, VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER, 1992), principalmente aqueles com complexas exigéncias
nutricionais (MARTH,1962), tem sua fonte de carbono a partir de 1% de dextrose.
Também o meio MRS, um meio complexo, indicado como um dos melhores meios para
bactérias laticas (GILLILAND, 1985), utiliza a dextrose numa concentragio de 2%. O
meio M17 largamente utilizado, principalmente pelo contetido de fosfato organico (-
glicerofosfato de sodio) na sua formulagdo, também indicado como um bom meio para
crescimento, isolamento e contagem de Streptococcus thermophilus (TERZAGHI &
SANDINE, 1975; BRACQUART, 1981; SINHA, 1991a e b; JORDANO et al, 1992;
ONGGO & FLEET, 1993), contem lactose a 0,5% como fonte de carbono. J4 o meio
"Plate Count Agar”, com 0,1 % de dextrose, tem uma composi¢do pobre ndo s6 em
carbohidratos mas também em outros compostos essenciais para crescimento de bactérias
laticas.

Os resultados obtidos neste trabalho indicaram uma dificuldade de
crescimento das linhagens de S. thermophilus no meio PCA talvez pela deficiéncia deste,
ndo s6 em nutrientes essenciais como também pela baixa concentragdo de glicose do
meio. Ja a diferenga de crescimento em meio APT para linhagem referéncia e selvagem
parece indicar uma particularidade metabélica de uma linhagem em relag¢do a outra, uma
vez que a cultura referéncia é composta por uma linhagem ja selecionada
metabolicamente para ser utilizada como fermento, bastante diferente da cultura selvagem
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sem sele¢do alguma quanto ao seu perfil bioquimico. Os resultados obtidos para o meio
MRS, embora apresentassem contagens equivalentes para as duas linhagens estudadas,
parecem indicar uma acentuada influéncia da glicose como fonte tnica de carbono, uma
vez que pequenas coldnias se formaram nesse meio. Também a concentragdo da glicose
pareceu contribuir para um crescimento maior da linhagem selvagem, uma vez que os
meios PCA, APT e MRS, com concentra¢des crescentes de glicose também apresentaram
contagens crescentes do microrganismo, o mesmo nio ocorrendo para a linhagem
referéncia em relagdo aos meios APT e MRS. O meio M17 pareceu ter uma composigdo
mais adequada para o crescimento de diferentes linhagens de S. thermophilus, ja que tanto
as contagens quanto o tamanho das colénias foram equivalentes para ambas as linhagens,
provavelmente, pela preferéncia deste microrganismo pela fermentagdo da lactose em
relagdo a glicose.

Os meios acima citados, normalmente indicados para contagem, crescimento
e isolamento de bactérias laticas, em geral ndo sdo especificos para este ou aquele género
de microrganismos laticos, podendo variar seu comportamento em fung¢do das linhagens
estudadas e do tipo de alimento envolvido, ja que linhagens com diferentes sensibilidade
podem existir (COX, 1977).

Para TINSON et al (1982a) linhagens de S. thermophilus crescidas em meio
com lactose apresentam uma maior atividade celular da B-galactosidase do que células
desse microrganismo crescidas em meio contendo glicose. A B-galactosidase, enzima
predominantemente envolvida na hidrélise da lactose pelo S. thermophilus, tem sua
atividade marcadamente aumentada apés a adi¢io de lactose no meio de crescimento. Esta
inducdo da atividade da B-galactosidase atinge um nivel 2-4 vezes maior do que aquela
apresentada por células crescidas somente na presenga de glicose, até mesmo quando um
excesso desse agucar € utilizado no meio de crescimento. Este comportamento ¢ diferente
daquele apresentado pelos estreptococos laticos onde a enzima para hidrélise da lactose
ndo € induzida até que toda a glicose do meio tenha sido utilizada.

Assim as particularidades metabolicas de crescimento do Streptococcus
thermophilus em meios contendo glicose como fonte de carbono, tém sido pouco
investigada, uma vez que este continua sendo utilizado por muitos pesquisadores na
tentativa de isolamento desse microrganismo a partir de diferentes substratos, podendo ser
essa a causa da dificuldade de isolamento dessa espécie de Streptococcus, a partir de leite,
nos trabalhos realizados por GARCIA (1984) e ANTUNES (1985).
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4.1.3 - Curva de crescimento

As linhagens de S. thermophilus estudadas apresentaram uma fase de
adaptagdo menor que 1 h ( FIGURA 5 ), atingindo a fase exponencial final apés 3 h de
crescimento produzindo a méaxima densidade celular em 6 h de incubagdo, o que indica
um rapido crescimento dessas linhagens a temperatura de 45°C. Esses nossos resultados
concordam com aqueles obtidos por SINHA (1991a), que estudou 8 linhagens de
S. thermophilus, no mesmo meio de cultura, a 42°C.
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FIGURA 5: Curva de crescimento de Streptococcus thermophilus linhagens
referéncia e selvagem em caldo M17 a 45°C (média de 3 repetigies).
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4.1.4 - Tempo de geracio

Tempos de 16,5 e 15,2 minutos, respectivamente, foram obtidos para as
geragdes das linhagens referéncia e selvagem dos Streptococcus thermophilus estudados
em leite a 45°C, valores esses bastante proximos considerando linhagens de diferentes
procedéncias.

Tempos diferentes dos acima citados foram obtidos por RADKE-
MITCHELL & SANDINE (1986) para linhagens diferentes de Streptococcus
thermophilus em leite, com variagio de 51,7 a 109,3 minutos no tempo de geragio, em
temperatura o6tima de crescimento variando de 35 a 42°C; os menores tempos ndo estdo
necessariamente relacionados as temperaturas mais altas, podendo ocorrer linhagens com
tempo de 51,7 min. com temperatura 6tima de 38°C, ao passo que a 42°C pode ocorrer
tempo de geragdo de 109,3 minutos. TAMIME & DEETH (1980) indicam um tempo
de geragdo de 22 a 28 minutos para Streptococcus thermophilus em leite. Esses
diferentes tempos citados e aqueles obtidos neste trabalho indicam uma grande variagio
de comportamento no crescimento de diferentes linhagens dessa espécie de
microrganismo.

4.1.5 - Curva de acidificacio

A temperatura de 35°C um comportamento distinto ocorreu nas curvas de
acidificagdo para as linhagens referéncia e selvagem ( FIGURA 6 ). A quantidade de 0,35
% de 4cido latico produzida pela linhagem referéncia em 8 h foi 3,18 vezes maior que
aquela produzida pela linhagem selvagem, ou seja 0,11% de acido latico. A linhagem
referéncia, mesmo a 35°C, coagulou o leite em 8 h, fato esse ndo ocorrido com a linhagem
selvagem, uma vez que em 8 h um baixo teor de 4cido foi produzido.

A temperatura de 40°C niveis de 0,42 % e 0,34 % de acido latico foram
produzidos respectivamente pelas linhagens referéncia e selvagem produzindo a linhagem
referéncia 1,26 vezes mais acido do que a linhagem selvagem a essa temperatura,
quantidades de acido suficientes para provocar uma redugdo no tempo de coagulagio
dessas culturas em relagfo a temperatura de 35°C. Tempos de coagulagdo de 6 h, para
linhagem referéncia, € 7 h para a selvagem foram obtidos a 40°C, embora quantidades
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FIGURA 6: Curvas de acidificagdo de Streptococcus thermophilus linhagem
referéncia e selvagem em leite a 35, 40, 45 e 50°C ( média de 3

repetigdes).
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de 4cido estejam abaixo dos valores (0,6 %) normalmente indicados para esta espécie de
Streptococcus; as curvas de acidificagdo obtidas a 40°C foram semelhantes para as duas
linhagens embora o teor de 4cido produzido pela linhagem referéncia fosse superior
aquele produzido pela linhagem selvagem.

A temperatura de 45°C, de forma semelhante ao ocorrido na
temperatura de 40°C, uma maior quantidade de acido foi produzida pelas linhagens,
atingindo niveis de 0,45% a 0,35 % respectivamente para linhagens referéncia e selvagem,
quantidades essas 1,31 vezes o teor de acido produzido por uma linhagem em relagdo a
outra. A curvas de acidificagio a 45°C apresentaram perfil diferente para as duas
linhagens uma vez que para a linhagem selvagem ocorreu uma quebra na curva, a partir da
4 h de fermentagdo diferentemente da linhagem referéncia. Uma redugdo no tempo de
coagulagdo em relagdo a temperatura de 40°C, ocorreu para as linhagens, sendo de 5 h
para a referéncia e de 6 h para a cultura de linhagem selvagem. Pode-se observar também
que, tanto a temperatura de 40, quanto 45°C, a relagdo de produgdo de acido entre
linhagem referéncia e selvagem foi praticamente mantida, sendo de 1,26 para 40°C e 1,31
para a temperatura de 45°C.

A temperatura de 50°C ocorreu uma inversio em relagdo a produgio
de acido. Teor de 0,23 % de acido latico foi obtido para linhagem referéncia, valor esse
inferior aquele produzido pela linhagem selvagem de 0,29 %, indicando que a linhagem
referéncia foi mais influenciada por essa temperatura, uma vez que até entio as
quantidades de acido produzidas pela cultura de linhagem referéncia foram maiores que
aquelas obtidas para a cultura selvagem nas temperaturas de 35, 40 e 45°C. Esse mesmo
comportamento foi observado para os tempos de coagulagdo, sendo de 8 h para a
linhagem referéncia e de 7 h para a linhagem selvagem. As curvas de acidificagdo
apresentaram um perfil bastante proximo para as duas linhagens, diferente daqueles
obtidos nas temperaturas de 35, 40 e 45°C.

As curvas de pH obtidas em leite para as linhagens de Streptococcus
thermophilus nas temperaturas de 35, 40, 45 ¢ 50°C em 8 h, podem ser observadas na
FIGURA 7. Diferenga mais acentuada na evolugdo do pH, foi observada somente para a
linhagem selvagem a 35°C. Nas demais temperaturas, ambas as linhagens apresentaram
comportamento semelhante, principalmente a 50°C.
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FIGURA 7: Curvas de pH de Streptococcus thermophilus linhagem referéncia
e selvagem em leite a 35, 40, 45 e 50°C ( média de 3 repeti¢des ).
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Uma maior uniformidade na produgio de acido latico, tanto para a
cultura da linhagem referéncia quanto para a linhagem selvagem, ocorreu nas
temperaturas de 40 e 45°C em 8 h ( TABELA 3 ). Na temperatura de 35°C uma boa
acidificagdo foi produzida pela linhagem referéncia, que com menor teor de acido em
relagio as temperaturas de 40 e 45°C, coagulou o leite em 8 h de incubagdo. O mesmo
comportamento pode ser observado também a temperatura de 50°C embora, entre as
temperaturas estudadas, o menor teor de acido tenha sido obtido para a linhagem
referéncia a essa temperatura. Esse teor de acido, mesmo baixo, foi suficiente para iniciar
a coagulagdo do leite em 8h. Ja a cultura da linhagem selvagem na temperatura de 35°C
produziu um menor teor de acido em relagio as outras temperaturas estudadas, nio
ocorrendo em 8 h de incubagdo qualquer indicagdo de coagulagdo do leite, diferentemente
da temperatura de 50°C quando o teor de acido produzido, embora menor que os de 40 e
45°C, provocou a coagulagdo do leite no mesmo tempo.

Para a linhagem referéncia nas temperaturas testadas, foram obtidos valores
de pH variando entre 5,08 a 4,50 ( TABELA 3 ) ndo apresentando esta linhagem
diferengas acentuadas de comportamento na evolugdo do pH. Ja, para a linhagem
selvagem, a variagdo do pH foi mais ampla ou seja de 5,73 a 4,72. A 35°C a alteragdo do
PH para essa linhagem foi pequena em 8 h de incubagdo, valores mais alto com menor
diferenga entre eles ocorreram nas temperaturas de 40, 45 e 50°C. Ambas as linhagens
coagularam o leite a pH 4,9 +0,2 nas diferentes temperaturas, exceto a 35°C para a
linhagem selvagem.

TABELA 3: Acidez e pH de Streptococcus thermophilus linhagem referéncia
e selvagem desenvolvida em leite em 8 h a diferentes temperaturas.

referéncia selvagem
temperatura acidez pH acidez pH
O (%acido latico) (%écido 1atico)
35 0,35 4,90 0,11 5,73
40 0,42 4,63 0,34 4,83
45 0,45 4,50 0,35 4,72
50 0,23 5,08 0,29 4,95
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Variagdes de comportamento na curva de acidificagio por pH ocorrem
segundo GIRRAFA et al (1993) para linhagens diferentes de Streptococcus thermophilus
a diferentes temperaturas. Diferentes linhagens desse microrganismo quando crescem em
temperaturas menores que a sua otima de 40-45°C, sdo incapazes de completar o processo
de acidificagdo, enquanto outras sdo altamente produtoras de 4cido em temperaturas na
faixa de 20-45°C.

Para HUTKINS & MORRIS (1987) varios sdo os fatores que influenciam o
crescimento e produgdo de acido pelo S. thermophilus, desde as particularidades da
cultura, até os meios de crescimento em diferentes condigdes. Os baixos teores de acido
latico produzidos pelas linhagens estudadas neste experimento, em relagdo aos valores de
0,6-0,8% indicado por RASIC& KURMANN (1978), podem em parte estar relacionados
a utilizagdo de leite em po esterilizado como substrato de crescimento uma vez que
compostos formados pelo tratamento térmico podem interferir no crescimento. Outro fato
a ser considerado em relagdo ao Streptococcus thermophilus é a capacidade deste
microrganismo hidrolisar a uréia normalmente presente no leite (8,38 mg/ 100ml). A
amonia produzida como resultado dessa hidrolise, pode neutralizar a acidez desenvolvida,
dificultando uma dosagem segura do pH e da acidez titulavel, pelo que esses parametros
ndo podem ser avaliados de maneira correta em cultura em leite (TINSON et al, 1982b;
SPINNLER et al, 1987; HUTKINS & MORRIS, 1987).

Em nosso experimento uma quebra na curva de acidificagio e pH foi
observado para a linhagem selvagem do S. thermophilus estudado na temperatura de 45°C
(FIGURA 6 € 7 ), e mais discretamente para as duas linhagens a 50°C. Assim o efeito da
hidrolise da uréia em leite pelo Streptococcus thermophilus, em relagdo a dosagem de
acidez e pH, deve ser melhor avaliado, uma vez que o inicio da hidrdlise da uréia na
linhagem referéncia ocorreu a partir de 48 h a 37°C, enquanto na linhagem selvagem essa
hidrélise teve inicio em menos que 24 h ( TABELA 1 ), indicando que talvez a produgdo
de urease ocorra de forma mais intensa em temperaturas diferentes para as duas linhagens,
fato este que pode estar relacionado aos resultados de acidificagio obtidos para a
linhagem selvagem em relagdo a linhagem referéncia a diferentes temperaturas.
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4.1.6 - Armazenamento a 10°C

O Streptococcus thermophilus linhagem referéncia e a selvagem mostraram
um comportamento distinto a temperatura de 10°C ( TABELA 4 ), uma vez que ambas as
linhagens estocadas em leite refrigerado a essa temperatura apresentaram diferentes cargas
de células viaveis em 6 dias de armazenamento. A linhagem referéncia, pelos resultados,
indicou ser mais sensivel a temperatura de 10°C, uma vez que houve uma redugio de 86,0
% no namero de suas células viaveis durante a estocagem. Ja a linhagem selvagem, nas
mesmas condi¢les, apresentou uma redu¢io menor do nimero de células viaveis, da
ordem de 42,9%, indicando portanto que a temperatura de 10°C interfere menos na
viabilidade das células da linhagem selvagem em leite do que sobre as células da
linhagem referéncia de S. thermophilus

TABELA 4: Contagens de Streptococcus thermophilus linhagem referéncia e
selvagem em 0, 2, 4 e 6 dias e porcentagens de sobreviventes em leite
a 10°C ( média de 3 repetigdes).

referéncia selvagem
Tempo Células viaveis Células viaveis
(dias) (ufc/ml) (%) (ufc/ml) (%)
0 4,4x103 100 6,6x103 100
2 3,1x103 71,6 5,7x103 86,3
4 9,4x102 21,5 4,3x103 61,7
6 6,1x102 14,0 3,8x103 57,1

4.1.7 - Curva de sobrevivéncia a 72°C

O leite foi o meio utilizado para avaliagdo do S. thermophilus selvagem
frente ao tratamento térmico, ja que o microrganismo foi isolado de linha de pasteurizagdo
com aumento de contagem durante a pasteurizagdo. A fase de crescimento da cultura
indicou um fator importante na destrui¢do térmica, como pudemos observar em muitos
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testes preliminares quando utilizamos culturas repicadas e mantidas em refrigeragdo, onde
discrepancias e variagdes ocorreram nos resultados. Por isso nos optamos pelo
congelamento de cultura de mesma idade, com repicagens em diferentes tubos de leite, a
partir de uma mesma populagdo, para servir de indculo inicial para as repetigdes do
experimento.

Os resultados da destrui¢fo térmica obtidos para o S. thermophilus selvagem
indicaram um valor D72 de 7,4 minutos ( DP-1,2). O desvio da linearidade na curva de
sobrevivéncia térmica ( FIGURA 8 ), é peculiar segundo HANSEN & RIEMANN (1963),
para microrganismos nfo esporulados, com células agrupadas, como no caso os
Streptococcus, que sofrem durante o tratamento térmico o efeito da temperatura em mais
de uma das células da cadeia de microrganismo, provocando esse desvio.
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FIGURA 8: Curva do niimero de S. thermophilus linhagem selvagem sobreviventes
em leite a 72°C.
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4.1.8 - Formacio de estruturas de adesao

A formagdo de estruturas de adesdo pela linhagem selvagem do
Streptococcus thermophilus aderido em placas de ago inoxidavel, com tempo de contato
de 20 h, pode ser observada na FIGURA 9, obtida através de microscopia eletronica de
varredura (MEV). A formagdo de susténcias que se extendem da superficie celular até a
superficie da placa, evidenciam a capacidade deste microrganismo sintetizar, em 20 h, a
substancia necessaria para provocar o efeito da adeso.

Essa técnica de microscopia eletronica de varredura utilizando ruténio
vermelho tem sido usada para localizar esses polissacarideos acidos, componentes
principais na adesdo de microrganismos, através da complexagdo do ruténio vermelho
com grupos carbonil e hidroxil do polimero, resultando em um denso precipitado
facilmente identificado por essa técnica ( HANDLEY et al, 1988).

FIGURA 9: Estruturas de adesio formadas por Streptococcus thermophilus selvagem
em superficie de a¢o inoxidavel ( x10000 - MEV )
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4.2 - EFEITOS DA DETERGENCIA E SANIFICACAO SOBRE BIOFILME
ADERIDO A SUPERFICIE DE ACO INOXIDAVEL.

A linhagem selvagem de Streptococcus thermophilus aderiu as placas de ago
inoxidavel proporcionalmente ao aumento do niimero de células desse microrganismo no
leite. Uma contagem média inicial no leite de 5x10? a 6x102 células/ml, obtida nas duas
fases do experimento ( TABELA Se6) resultou, apés 3 h, numa carga microbiana
de 2x10° células/ml e, em 6 h, em até 8x107 a 1x108 células/ml no leite a 45°C. Nesses
tempos de contato, as concentragdes de células aderidas variaram na 32 h de 16 a 23
células/cm? para 2 a 3x10% células/cm? na 62 h, ndo sendo detectado adesio do
microrganismo no tempo zero ( FIGURAS 10 e 11 ).

Os resultados obtidos neste experimento indicaram que, partindo-se de uma
carga microbiana de aproximadamente 10? células/ml no leite, um aumento de 355 vezes
em 3 h ocorreu na carga do microrganismo nesse substrato, resultando em 23 células/cm?
aderidas na superficie das placas. J4 um aumento de 593 vezes ocorreu num mesmo
tempo, partindo-se de 105 células/ml, aumentando o namero de células aderidas nas placas
em 1279 vezes, consequentemente uma colonizagio muito mais expressiva das placas a
partir de contagem mais elevadas de células. Estas observagdes confirmam aquelas citadas
na literatura (DUNSMORE & BATES, 1982) que a carga de microrganismo aderida é
dependente, além de outros fatores, do numero de microrganismos presente no meio
circundante, em fungéo do tempo de contato.

Esse aumento acentuado de células, obtido no nosso experimento, pode ser
explicado pelas caracteristicas de crescimento do microrganismo que atinge sua fase
exponencial em 1h de crescimento (item 4.1.3 ) e possuindo um tempo de geragdo
de 15,2 minutos ( item 4.1.4 ), rapidamente se reproduz em leite, permitindo que a
colonizagio da superficie ocorresse em tempo relativamente curto. Uma tendéncia de
crescimento mais acentuada da nossa linhagem selvagem foi observada, uma vez que esta
linhagem produziu, em 3h, 11,8 gera¢es de células, enquanto DRIESSEN et al (1984)
obteve em condigdes semelhantes um niimero de 8 geraces para uma linhagem selvagem
de Streptococcus thermophilus.

Os resultados obtidos apds a detergéncia alcalina e 4cida das placas de ago
inox com adesdo de S. thermophilus selvagem, podem ser observados na TABELA 5. A
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carga de microrganismo na superficie das placas ap6s limpeza alcalina foi reduzida para
niveis ndo detectaveis, tanto para um tempo de contato de 3h quanto de 6 h, ocorrendo
portanto uma redugdo acentuada no niimero de células aderidas ( FIGURA 10 ).

TABELA 5: Namero de Streptococcus thermophilus em leite a 45°C, em placas de
ago inoxidavel antes e apos a detergéncia alcalina ( liquibrite, solugdo 1%,
PH 12) e detergéncia acida ( dilac-U, solugdo 1%, pH 1,3 ) com suas aguas
de enxagiie ( média de 5 repetigdes).

médias
Etapas Testadas das Oh 3h 6h
repetigdes
Leite X 6x102 2x105 1x108
(ufc/ml)
DP 1x102 1x105 7x107
Agua de enxague das x nd 7 3x103
placas antes da
detergéncia
(ufc/ml)
DP — 9 3x103
Placas antes da X nd 23 3x10¢4
detergéncia
(ufc/cm?)
DP — 30 2x104
Agua enxague das X — nd nd
placas apos
detergéncia alcalina
(ufc/ml)
Placas apés a X — nd nd
detergéncia alcalina
(ufc/cm?)
Agua enxague das X — nd nd
placas apos
detergéncia acida
(ufc/ml)
Placas apos a X — nd 6
detergéncia acida
(ufc/cm?)
DP — — 11
nd =ndo detectado —=ndo realizado  DP = desvio padrio
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TABELA 6: Numero de Streptococcus thermophilus em leite a 45°C, em placas
de ago inoxidavel antes ¢ apds a detergéncia alcalina (liquibrite, solugdo
1%, pH 12) e detergéncia 4cida (dilac-U, solugdo 1%, pH 1,3) e sanifica-
¢do com hipoclorito de sédio a 100 ppm com suas aguas de enxagiie

( média de 5 repeticdes).
médias
Etapas Testadas das Oh 3h 6h
repetigoes
Leite X 5x102 2x105 8x107
(ufc/ml)
DP 2x102 1x105 2x107
Agua de enxague das X nd 4 3x103
placas antes da
detergéncia
(ufc/ml)
DP — 3 2x103
Placas antes da X nd 16 2x104
detergéncia
(ufc/cm?)
DP — 8 6x103
Agua enxague das X —_ — —
placas apos detergéncia
alcalina
(ufc/ml)
Placas apos a X — — —
detergéncia alcalina
(ufc/cm?)
Agua enxague das X — - —
placas ap6s detergéncia
acida (ufc/ml)
Placas apos a X — — —
detergéncia acida
(ufc/cm?)
Agua enxague das X — nd nd
placas apés a
sanificagdo (ufc/ml)
Placas apos a X — nd nd
detergéncia e
sanificagdo
(ufc/cm?)
nd =ndodetectado —=nHorealizado DP = desvio padrio
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Uma vez que o material envolvido na adesdo ¢ composto de polissacarideos
de origem 4cida, um aumento da dissociagdo de grupos acidos pode ter ocorrido na etapa
alcalina da limpeza, pelo aumento da carga ani6nica total sobre as moléculas do polimero
formado durante a adesdo (HANDLEY et al, 1988). Também, a maioria das superficies de
contato com solugdo aquosa sdo carregadas negativamente, assim um aumento na repulsdo
eletrostatica de tais superficies, pode ter provocado uma maior dispersdo das bactérias do
biofilme. Essa alteragdo de carga no meio circundante pode também ter provocado um
aumento do niumero de cargas nas moléculas dos polimeros extracelulares, determinando
mudangas na sua conformagdo. Para LEWIS et al (1987) com o aumento da repulsdo
intramolecular, a cadeia desse polimero, ao redor da célula, pode se tornar mais estendida,
evitando a aproximagdo desta com a superficie, diminuindo portanto as influéncias de
pequenas forgas e facilitando a soltura das células.

O mesmo, porém, ndo ocorreu nas placas com 6 h de contato apoOs a fase
alcalina e 4cida da limpeza quando ainda, embora em pequenos numeros, foram
detectadas células viaveis do microrganismo remanescentes da ades3o nessas placas de
ago inoxidavel (FIGURA 10). Estes resultados de adesdo foram obtidos em 3 das S
repetigdes realizadas, variando as contagens na fase de adesdo em 6 h antes da limpeza, de
2,6 a 6,2x104 células/cm?2, enquanto nas outras repeti¢des foram detectadas um menor
nimero de células aderidas (ANEXO). Estes resultados podem ter sido influenciados pelo
procedimento de amostragem por zaragatoa utilizado, que, segundo FIRSTENBERG-
EDEN (1981), somente remove as bactérias fracamente aderidas nas superficies. Assim, a
limpeza alcalina pode ter dispersado as estruturas e células envolvidas no biofilme,
liberando parte das células fracamente aderidas, ja que houve uma redugio na contagem
do microrganismo; e provavelmente reteve as células mais fortemente ligadas através de
algum componente entre este e a superficie, removido ou solubilizado pelo detergente
acido.

Para PASSOS & KUAYE (1994) tanto o tratamento alcalino quanto o acido
ndo sdo suficientes para a completa remogio de proteinas e minerais que compoem o
material incrustante em pasteurizador de leite. Portanto estes residuos podem ter uma
influéncia marcante no processo da adesdo de microrganismos. Observagdes realizadas
por FLETCHER & FLOODGATE (1976 citado por STONE & ZOTTOLA, 1985)
também indicam a influéncia do célcio no processo de adesdo, ja que microrganismos
crescidos em auséncia de célcio podem, facilmente ser removidos de superficies.
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FIGURA 10: Streptococcus thermophilus selvagem aderidos as placas de ago inoxidavel
antes e apds a detergéncia alcalina e 4cida.

Os resultados deste trabalho parecem indicar que o detergente 4cido, tendo
uma agio mais efetiva na remogdo de minerais, como o calcio, pode ter contribuido para a
liberagdo das células remanescentes fortemente aderidas & superficie das placas de ago
inoxidavel, que ndo foram detectadas anteriormente na fase de limpeza alcalina,
aparecendo em numero bastante reduzido apés a limpeza 4cida.

Apos a limpeza alcalina e acida uma sanificagdo com hipoclorito de sodio a
100 ppm de cloro ativo foi utilizada ( TABELA 6 ). Os resultados indicaram que, nos
diferentes tempos amostrados, a detergéncia e sanificagio se mostraram suficientes para
reduzir a carga de S. thermophilus selvagem aderidos na superficie de ago inox testada a

niveis ndo detectados.
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FIGURA 11: Streptococcus thermophilus selvagem aderidos as placas de ago
inoxidavel antes e apds a detergéncia e sanificagio.

As fibras de polissacarideos envolvidas no mecanismo de adesdo, pela sua
composi¢do, dificilmente seriam afetadas pelo hipoclorito de sodio, ja que este composto
tem sua agdo principal a nivel de proteinas. O mecanismo de agfo do hipoclorito de sodio
nas células bacterianas ndo ¢ bem conhecido, atuando, supostamente, pelo seu forte poder
oxidante a nivel de parede celular e possivelmente na sintese de enzimas, sendo, portanto,
bastante eficiente contra microrganismos (SCHWACH & ZOTTOLA,1984).

A sequéncia de etapas envolvidas na detergéncia, associada a sanificagdo
com hipoclorito de sédio a 100 ppm, avaliado neste estudo parece ter sido suficiente para
reduzir muito a carga de células do S. thermophilus selvagem nas placas de ago
inoxidavel. Assim a sequéncia de etapas incluidas no processo de higienizagfo, utilizando
detergéncia alcalina e acida seguida de sanificagdo parece ser fundamental na remogdo do
biofilme do microrganismo aderido em superficies ( FIGURA 11 ).
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A limpeza das placas inicialmente pelo pré-enxagiie parece remover, além
da matéria orginica, células superficiais envolvidas no biofilme, facilitando a acdo do
detergente alcalino. Esta detergéncia além de remover a maior parte do material aderido,
poderia provocar uma provavel dispersdo das substancias do biofilme, permitindo a agdo
do detergente 4cido. Quantidades minimas de células remanescentes na superficie das
placas, ja expostas e estressadas pela agdio dos agentes de limpeza, parecem sofrer
facilmente a agfo oxidante do sanificante clorado. A sequéncia completa das etapas
utilizadas no modelo experimental proposto,. mostrou ter boa agio na remogio e
desinfecgdo do Streptococcus thermophilus linhagem selvagem aderidos na superficie de
ago inoxidavel em meio com leite.

Estes resultados concordam com as observagdes realizadas por SCHWACH
& ZOTTOLA (1982) de que um enxagiic em superficie de ago inoxidavel contendo
células bacterianas, antes da sanificagio, ndo é suficiente para a remogio das células
aderidas, havendo necessidade do uso da detergéncia com outros agentes quimicos, antes
dessa etapa. Essa mesma constatagdo foi feita por KRISYNSKI et al (1992), que obteve os
methores resultados para diferentes superficies, quando tratamento com detergente foi
associado a sanificagio.

Também a metodologia e o modelo experimental utilizados em nosso
experimento se mostraram adequados para a avaliagdo da carga de microrganismos em
superficie, provavelmente, pelas repetices do teste nas mesmas condi¢des, de maneira
analoga. Estas condi¢des sdo indicadas por SERRANO (1984) como sendo muitas vezes
mais importantes na avaliagdo dos efeitos da limpeza, em uma superficie, do que o uso de
metodologia eficiente na recuperagio de um maior nimero de microrganismos.

59



5. CONCLUSOES

Tendo em vista as condigdes do nosso trabalho podemos concluir que:

5.1 - Streptococcus thermophilus ocorre em unidades de pasteurizagdo de leite;

5.2 - A cultura selvagem de Streptococcus thermophilus isolada de leite
pasteurizado por processo continuo de pasteurizagdo HTST € produtor de biofilme em
superficie de ago inoxidavel,;

53 - O numero de células em biofilme formado por esse Streptococcus
thermophilus, em superficie de ago inoxidavel, aumenta com o aumento do numero de
células do microrganismo no meio circundante;

5.4 - A limpeza da superficie de ago inoxidavel por detergéncia alcalina remove
mais que 99,9% das células do microrganismo aderida a essa superficie. Pequenos
numeros de células remanescentes sdo também removidos na detergéncia acida o que
demonstra a necessidade das diferentes etapas e diferentes tipos de detergentes na
eficiéncia da limpeza desse tipo de superficie;

5.5 - Melhores resultados na remogdo das células do biofilme formado pelo
Streptococcus thermophilus em superficies de ago inoxidavel consegue-se com a pratica
de detergéncia alcalina seguida de detergéncia 4cida e mais eficientemente quando se
utiliza uma sanificagdo complementar com hipoclorito de sodio.
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7 - ANEXO

Numeros de Streptococcus thermophilus selvagem em leite a 45°C, em placas de
ago inoxidavel antes e apos a detergéncia alcalina ( solugdo 1%, pH12) e 4cida ( solugéo
1%, pH 1,3) com seus respectivos enxagues obtidos nas repetigdes do experimento
indicado na TABELA 5 (nd = nio detectada; — = ndo realizado).

Etapas Testadas  repeti Oh 3h 6h
¢oes
Leite 1 6,8x102 1,2x105 1,2x108
(ufc/ml) 2 5,2x102 1,8x10° 1,0x107
3 6,2x102 9,7x104 1,4x108
4 3,5x102 4,7x10° 2,4x108
5 7,7x102 1,8x103 1,1x108
~ Agua de enxague 1 nd 2,0est 1,3x103
das placas 2 nd 1,0est 2,2x103
(ufc/ml) 3 nd 1,0est 8,0x103
4 nd 2,3x10 3,0x103
5 nd 6,0est 1,3x103
Placas antes da 1 nd 1,3x10 3,4x104
detergéncia 2 nd 4.6 8,8x103
(ufc/cm?) 3 nd 1,3x10 2,6x104
4 nd 7,7x10 6,2x104
5 nd 7,7 1,7x104
Enxagiie apos 1 —~ nd nd
detergéncia 2 - nd nd
alcalina 3 - nd nd
(ufc/ml) 4 - nd nd
5 - nd nd
Placas apos 1 - nd nd
detergéncia 2 - nd nd
alcalina 3 - nd nd
(ufc/ml) 4 - nd nd
5 - nd nd
continua
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continuagao

Etapas Testadas repeti- Oh 3h 6h
¢oes

Agua de enxague 1 - nd nd
apos detergéncia 2 - nd nd
acida 3 - nd nd
(ufc/ml) 4 - nd nd
5 - nd nd

Placas apos 1 - nd 2,8x10
detergéncia acida 2 — nd nd
(ufc/em?) 3 — nd 0,2
4 - nd 2.4
5 - nd nd
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Nimeros de Streptococcus thermophilus selvagem em leite, em placas de ago
inoxidavel antes e apos a detergéncia alcalina ( solugdo 1%, pH12), acida (solugdo 1%,
pH 1,3) e sanificagio com hipoclorito de s6dio 100 ppm com seus respectivos enxagiies
obtidos nas repeti¢des do experimento apresentado na TABELA 6 (nd =néo detectado ;

— = ndo realizado ; ? = dado perdido)

Etapas Testadas repeti- Oh 3h 6h
coes

Leite 1 5,9x102 1,6x105 1,0x108

(ufc/ml) 2 5,1x102 4,2x105 7,1x107

3 .5,5x102 1,7x105 9.6x107

4 7,1x102 1,9x105 7,8x107

5 2,4x102 3,5x104 3,5x107

Agua de enxague 1 nd - 7,5est 1,6x103

das placas 2 nd 5,0est 3,9x103

(ufc/ml) 3 nd 2,0est 7,0x103

4 nd 7,0est 2,9x102

5 nd nd 3,6x103

Placas antes da 1 nd 1,8x10 2,4x104

detergéncia 2 nd 2,8x10 2,0x104

(ufc/cm? ) 3 nd 1,0x10 2,1x104

4 nd 1,9x10 2,3x104

5 nd 41 7.8x103
Agua de enxague 1 - nd nd
das placas ap6s 2 - nd nd
detergéncia e 3 - nd nd

sanificagdo 4 - nd ?

(ufc/ml) 5 - nd nd
Placas apos 1 - nd nd
detergéncia e 2 — nd nd
sanificagio 3 - nd nd
(ufc/cm?) 4 - nd nd
5 - nd nd
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