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RESUMO

Na elaboracao de produtos lacteos, a qualidade do leite cru € um fator de
grande importancia. Alguns micro-organismos psicrotroficos produzem enzimas
lipoliticas e proteoliticas, além de apresentar capacidade formar biofilmes em
superficies de equipamentos e utensilios utilizados no processamento. Dentre
estes micro-organismos, estdo bactérias dos géneros Enterococcus e
Pseudomonas. Neste trabalho, os objetivos principais foram avaliar a presenca de
bactérias do género Enterococcus e Pseudomonas produtoras de enzimas
proteoliticas e lipoliticas, em ambientes de processamento de produtos lacteos, a
possivel formacdo de biofiimes mono e multi-espécies em superficie de acgo
inoxidavel AISI 304 e seu controle por agentes sanitizantes. As coletas de
amostras foram realizadas durante as etapas de processamento de queijo Minas
Frescal. Bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas e mesofilos
aerdbios foram detectadas em amostras de matéria-prima, superficies de contato
e produto final. Também foram coletadas amostras de leite cru de duas outras
industrias, denominadas leite cru 3 e leite cru 4. O armazenamento das amostras
de leite crua 4,7 e 10 T por 2, 4 e 8 dias, perm itiu observar a influéncia do tempo
e temperatura no desenvolvimento bacteriano. O aumento do tempo e temperatura
promoveu a elevacao das contagens de meséfilos aerdbios, Enterococcus spp. e
Pseudomonas spp.. Foram obtidos 315 isolados do género Enterococcus e 310 do
género Pseudomonas. Dentre os isolados identificados pela técnica da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), o género Enterococcus apresentou 35,05% de
E.faecium e 64,95% de E.faecalis, e o género Pseudomonas, 23,87% de
P.aeruginosa e 76,18% de P.fluorescens. A partir da andlise da atividade
proteolitica das bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas, foram
observados resultados positivos em 49,52 e 71,29%, respectivamente. Para
atividade lipolitica, estes percentuais foram de 38,73 e 98,38%, respectivamente.
A avaliacdo da formacédo de biofilmes mono e multi-espécies foi realizada em
cupons de aco inoxidavel AISI 304, com rugosidade média de 0,366um, nos
tempos 0; 1,2; 4; 6,8 e 8 dias e nas temperaturas 7; 13; 27; 41 e 47<C, segundo
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delineamento composto central rotacional. Foram realizados cinco delineamentos,
para avaliacdo da formacao de biofilme por E.faecium, E.faecalis, P.fluorescens,
P.aeruginosa e pela juncdo das espécies. O indculo inicial utilizado foi
aproximadamente 1x10°UFC.cm®. A andlise de varidncia mostrou ajuste
significativo para todos os delineamentos, permitindo a construgdo de modelos
capazes de predizer a adesdo em funcdo do tempo e temperatura. Faixas de
combinacdes de tempo e temperatura que permitiram a formacédo dos biofilmes
foram determinadas. Bactérias do género Enterococcus inibiram 0
desenvolvimento das bactérias do género Pseudomonas. A microscopia eletronica
de varredura permitiu a visualizagdo das topografias, bactérias aderidas e
producdo de exopolissacarideos. A acao dos sanitizantes hipoclorito de sédio a
100mg.L" de Cloro Residual Total (CRT), &cido peracético a 300mg.L" e
digluconato de clorexidina a 400mg.L™", em relacdo aos biofilmes formados foi
avaliada. O acido peracético foi 0 sanitizante mais eficiente, no entanto na maior
parte dos ensaios, 0s micro-organismos nao foram totalmente eliminados,
evidenciando a dificuldade de sanitizagdo das superficies apds a formagéao do
biofilme.
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ABSTRACT

In the preparation of dairy products, the quality of raw milk is a factor of
great importance. Some psychrotrophic produce lipolytic and proteolytic enzymes,
and present the capacity to form biofilms on surfaces of equipament and utensils
used in processing. Among these microorganisms are bacteria of the genera
Pseudomonas and Enterococcus. In this study, the main objectives were to
evaluate the presence of bacteria of the genera Pseudomonas and Enterococcus
which produce lipolytic and proteolytic enzymes in environments where dairy
products are produced, the possible formation of biofilms mono and multi-species
on the surface of stainless steel AlSI 304 and its control by sanitizers. The sample
collection were collected in processing of Minas cheese. Bacteria of the genera
Enterococcus and Pseudomonas, and mesophilic aerobic were detected in
samples of raw materials, contact surfaces and the final product. Samples of raw
milk from two other industries, denominated raw milk 3 and raw milk 4 were also
collected. The storage of raw milk samples at 4, 7 and 10T for 2, 4 and 8 days
allowed to observe the influence of time and temperature on bacterial growth. The
increasing time and temperature promoted an increase in counts of aerobic
mesophiles, Enterococcus spp. and Pseudomonas spp. in all collected samples.
We obtained 315 isolates of the genus Enterococcus and 310 of the genus
Pseudomonas. Among the isolates identified by PCR, the genus Enterococcus
indicated 35.05% of E.faecium and 64.95% of E.faecalis, and Pseudomonas
indicated 23.87% of P.aeruginosa and 76.18% of P.fluorescens. From the analysis
of the proteolytic activity of bacteria of the genera Pseudomonas and Enterococcus
positive results were observed in 49.52 and 71.29%, respectively. To lipolytic
activity these percentages were 38.73 and 98.38%, respectively. The evaluation of
the mono and multi-species biofilm formation was developed in coupons of
stainless steel AISI 304, with roughness average of 0.366um, in times of 0, 1.2, 4,
6.8 and 8 days and in temperatures of 7 , 13, 27, 41 and 47<, according to a
central composite design. Five designs were developed for evaluation of biofilm
formation by E.faecium, E.faecalis, P.fluorescens, P.aeruginosa and by junction of
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all species. The initial inoculum used was approximately 1x10? CFU.cm®. The
analysis of variance indicated the significant adjustment for all designs, allowing
the construction of models capable of predicting the adhesion according to of time
and temperature. The optimum intervals of time and temperature for the formation
of biofilms were determined for each design. Bacteria of the genus Enterococcus
inhibited the growth of bacteria of the genus Pseudomonas. The scanning electron
microscopy allowed the visualization of topographies, the adhered bacteria and the
production of exopolysaccharides. The action of sodium hypochlorite 100mg.L™" of
Total Residual Chlorine (TRC), peracetic acid 300mg.L" and chlorhexidine
gluconate 400mg.L™" in relation to formed biofilms was evaluated. Peracetic acid
was the most effective sanitizing, however in most tests, the microorganisms were
not completely eliminated, which demonstrates the difficulty of sanitization of

surfaces after formation of the biofilm.
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1 INTRODUCAO

A qualidade do leite cru é um fator de grande importancia para o produto
final. A estocagem sob refrigeracdo, desde sua obtencédo, reduz as perdas
econbmicas, principalmente devido a acidificagdo por bactérias mesofilicas. No
entanto, permite a selecdo de bactérias psicrotroficas relacionadas a problemas
tecnoldgicos e econémicos na industria de laticinios.

As bactérias psicrotroficas apresentam capacidade de se desenvolver
mesmo em temperaturas de refrigeracdo, e muitas estirpes produzem enzimas
proteoliticas e lipoliticas termorresistentes que alteram tanto o leite quanto seus
derivados.

As enzimas produzidas durante a multiplicacdo destes micro-organismos,
podem gerar problemas de qualidade como alteracao de sabor e odor, reducéo da
vida de prateleira dos produtos, redugcédo do rendimento industrial na fabricagdo de
queijos e gelificacédo de leite longa vida.

Estas bactérias podem contaminar os produtos lacteos de diversas formas,
tanto pelo contato com fezes de animais, agua contaminada, ar ambiente, pélo de
animal ou equipamentos de ordenha, processamento e armazenamento.

Apresentam capacidade de aderir e formar biofilmes em superficies
utilizadas desde a obtencado da matéria-prima até o produto final. Os mecanismos
de adesao e formacao de biofilmes bacterianos tém sido muito estudados nos
ultimos anos, na tentativa de compreender e controlar os processos, pois além de
aumentar a resisténcia a acao de sanitizantes, podem constituir um constante foco
de contaminacgao dos alimentos.

Bactérias do género Enterococcus e Pseudomonas estao dentre os micro-
organismos psicrotréficos capazes de aderir com possivel formacdo de biofilme
em superficies de equipamentos e utensilios utilizados no processamento de
alimentos.

A utilizacdo de modelos matematicos preditivos é uma importante
ferramenta para avaliagdo e controle da formacao de biofilmes bacterianos na



industria de alimentos, pois podem auxiliar na definicdo dos fatores que interferem
neste processo, evidenciando sua influéncia.

Este trabalho combina a avaliacdo da adesdo e formacao de biofilme por
Enterococcus sp. e Pseudomonas sp., produtoras de enzimas lipoliticas e
proteoliticas, com a utilizagdo de modelos matematicos preditivos para avaliar a
influéncia de variaveis como tempo de contato e temperatura de exposicao, além
de avaliar a eficiéncia da acao de sanitizantes normalmente utilizados na industria

de alimentos, frente ao biofilme formado.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Micro-organismos psicrotréficos: consequéncias na qualidade do leite

O leite é considerado um alimento muito rico por conter praticamente todos
0s nutrientes necessarios os seres humanos. Em consequéncia, propicia também
o crescimento de inimeros micro-organismos que encontram neste uma fonte de
nutrientes necessarios ao seu desenvolvimento (WALSTRA; WOUTERS;
GEURTS, 2006).

De acordo com a Instrucdo Normativa n® 62 do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o leite deve ser refrigerado até 3 horas apés a
ordenha, sendo a temperatura de no maximo 4 € quando em tanque por
expansao direta, ou no maximo 7 € quando em tanque por imersdo. Esta
Instrucdo Normativa determina ainda, que o tempo entre a ordenha e o
recebimento do leite no estabelecimento que ira beneficia-lo deve ser de no
maximo 48 horas, sendo até 24 horas o0 mais recomendado (BRASIL, 2011).

No entanto, as bactérias psicrotroficas sdo capazes de se desenvolver
mesmo sob temperaturas de refrigeracdo, abaixo de 7 <€, embora sua
temperatura 6tima de crescimento seja aquela que caracteriza os mesofilos,
préxima a ambiente (entre 20 e 25 C) (FRANK; YOUSE F, 2004).

Estes micro-organismos sao considerados ubiquitarios e o solo, a poeira, 0
ar, a agua, a vegetacdo e as fezes sao suas fontes principais (WALSTRA;
WOUTERS; GEURTS, 2006). Assim produtos lacteos podem ser contaminados
principalmente por micro-organismos psicrotréficos a partir do suprimento de agua
de qualidade inadequada, falhas nos procedimentos de higienizacao e por mastite
(JAY, 2005).

2.1.1 Presenca em leite e derivados

Embora os micro-organismos psicrotréficos representem menos que 10%
da microbiota total do leite fresco obtido em condicbes higiénico-sanitarias

satisfatérias, podem chegar a 75% sob condigbes inadequadas (NIELSEN, 2002).
3



De acordo com Sgrhaug e Stepaniak (1997), pode-se considerar a
multiplicacdo destes micro-organismos como um dos principais fatores que
influenciam a qualidade da matéria-prima mantida a 7 C ou menos, por periodos
prolongados.

Varios géneros de bactérias psicrotréficas sao relatados como presente em
leite e derivados, dentre eles destacam-se Pseudomonas, Enterobacter,
Flavobacterium, Kleibsiella, Aeromonas, Acinetobacter, Alcaligenes,
Achromobacter (COUSIN, 1982), Bacillus, Clostridium, Microbacterium,
Micrococcus, Corynebacterium (COLLINS, 1981) e Enterococcus (GELSOMINO et
al., 2001; DOMIG; MAYER. KNEIFEL, 2003; FRANZ, et al., 2003).

Diversos fatores influenciam no aumento da contagem de psicrotréficos no
leite. Temperatura de armazenamento e o tempo de estocagem constituem, para
muitos autores, os principais fatores (PINTO; MARTINS, VANETTI, 2006;
WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006; ARCURI et al., 2008; SANVIDO, 2009).

Segundo Cousin (1982), outro importante fator é a variagdo sazonal, pois
ocorre um decréscimo na contagem destes micro-organismos no leite produzido
no verao, quando comparado ao inverno.

Vidal-Martins et. al. (2005), encontraram diferentes contagens de bactérias
psicrotréficas no leite cru coletado em uma mesma industria no Estado de Sao
Paulo, nos meses de janeiro e abril de 2003. As contagens médias foram de 2,0 x
10° e 4,4 x 10" UFC.mL™" nos meses de janeiro e abril, respectivamente. Os
autores relacionaram esta diferenca a influéncia das estagdes do ano, ja que foi
verificado o decréscimo das contagens do verdao para o outono, e as praticas de
producédo e manuseio na propriedade rural.

A contagem inicial destes micro-organismos no leite cru é de grande
importancia na qualidade final de todos os produtos lacteos, pois, mesmo sob
refrigeracdo, podem produzir grandes quantidades de enzimas lipoliticas e
proteoliticas, que rapidamente alteram os produtos (CRAVEN; MACAULEY, 1992).

Nos ultimos anos varios estudos foram realizados para determinagcdo da
contagem de micro-organismos psicrotroficos no leite cru. Alguns destes estudos



relacionaram a contagem de bactérias psicrotréficas com o tempo e temperatura
de armazenamento da matéria-prima.

Pinto, Martins e Vanetti (2006) avaliaram a qualidade do leite cru na regiao
da Zona da Mata Mineira. A contagem média de bactérias psicrotréficas no leite
cru refrigerado nesta regido variou entre 2,0 x 10? e 1,0 x 10’ UFC.mL™" nas
amostras coletadas em tanques individuais, 8,9 x 10? e 3,2 x 10° UFC.mL™ nos
tanques coletivos e entre 5,6 x 10° e 6,4 x 10® UFC.mL™ nos silos industriais.

Sanvido (2009) observou contagens de micro-organismos psicrotréficos no
leite cru, armazenado a 5 C, de 2,6 x 102, 7,7 x 10°e 6,9 x 10’ UFC.mL", a 0, 4
e 7 dias de armazenamento, respectivamente.

Em outro estudo realizado por Ramos (2009) para avaliacdo do efeito da
refrigeracdo sobre o leite de ovelha, a contagem de psicrotréficos no leite cru
aumentou de 5,14 log UFC.mL" logo apds a ordenha, para 6,25 log UFC.mL"
ap6s 3 dias a 4 T e 7,38 log UFC.mL " apés 3 dias a 8 C.

Em pesquisa realizada no agreste de Pernambuco, Silva et al. (2011),
verificaram uma contagem média de bactérias psicrotroficas no leite resfriado
imediatamente ap6s a ordenha, de 3,4 x 10" UFC.mL", e de 7,3 x 10® UFC.mL"
no leite ap6s 24 horas de refrigeracao.

Franciosi et. al. (2011), avaliaram a contagem de psicrotréficos no leite cru
destinado a producao do queijo Grana Trentino, na ltalia, e observaram contagem
média destes micro-organismos de aproximadamente 7,9 x 10° UFC.mL™.

2.1.2 Producao de Enzimas lipoliticas e proteoliticas

De acordo com Cousin (1982), micro-organismos psicrotréficos sao
capazes de exercer atividades bioquimicas mesmo quando submetidos a
temperaturas préximas a 0 C

Segundo FOX (1989), as bactérias psicrotréficas produzem enzimas
proteoliticas quando sua contagem excede 10° UFC.mL™. Pinto, Martins e Vanetti
(2006) afirmam que a fabricagdo de produtos a partir do leite cru contendo
contagens de psicrotréficos superiores a esta, é considerada imprudente.



Adams, Barach e Speck (1975), afirmaram que esta contagem pode ser
ainda menor. Os autores citam que bactérias psicrotroficas podem produzir as
enzimas que causam alteracdo da matéria-prima quando presentes a partir da
contagem de 1 x 10* UFC.mL™".

No entanto, de acordo com Nérnberg, Tondo e Brandelli (2009), ndo existe
uma correlacdo direta entre as contagens de psicrotroéficos e a atividade
proteolitica, ja que possivelmente a composicdo da microflora de bactérias
psicrotroficas presentes no leite cru influencia no desenvolvimento da protedlise.
Os autores afirmam que apenas algumas espécies de micro-organismos
psicrotroficos sdo as responsaveis pela produgéao das enzimas termorresistentes.

Embora estas bactérias ndo sobrevivam a pasteurizagdo, a maioria das
enzimas produzidas sao termorresistentes, resistindo até mesmo ao tratamento de
Ultra Alta Temperatura (UHT) no leite (WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

As enzimas, produzidas durante a multiplicacdo destes micro-organismos,
promovem a degradacao de gorduras e proteinas do leite, geram problemas de
qualidade, alteracdo de sabor e odor, reducao da vida de prateleira dos produtos,
reducdo do rendimento industrial na fabricacdo de queijos e gelificacdo de leite
longa vida (SGRHAUG; STEPANIAK, 1997).

O efeito adverso sobre a qualidade do leite e produtos lacteos oriundos do
crescimento de micro-organismos psicrotréficos no leite cru é apresentado na

Tabela 1, adaptada de Serhaug e Stepaniak (1997).



Tabela 1. Efeitos do crescimento de micro-organismos psicrotréficos antes do

tratamento térmico no leite cru, na qualidade de produtos lacteos

Psicrotroficos no leite cru

Produto 1 Efeitos na qualidade
(log UFC.mL")
5,9 Gelificacao apds 20 semanas
Leite UHT 6970 Gelificacao apds 2 a 10 semanas, odor

estranho, sabor amargo

Redugéo da estabilidade ao calor,
Leite em pé 6,3—-7,0 aumento da formacao de espumas em

leite reconstituido

Sabor inferior, quando comparado ao leite

55
pasteurizado fresco
Leite pasteurizado : i
_ Menor vida de prateleira
Depésito no trocador de placas
6,5-75 Rancidez
. Sabor diferente, predominio de gosto de
Queijo massa dura B
7,5-8,3 rango e sabao
Menor rendimento
Queijo Cottage 50-7,8 Gosto amargo
Manteiga Nao determinado Rapido desenvolvimento de rancidez
Gosto amargo, sabor adocicado,
logurte 76-7.8

dependendo da microflora especifica

Fonte: Adaptado de SORHAUG; STEPANIAK (1997)

Estas enzimas proteoliticas ou lipoliticas podem estar naturalmente
presentes no leite ou serem produzidas por micro-organismos contaminantes
(WALSTRA; WOUTERS; GEURTS, 2006).

Quando proteases extracelulares produzidas pelos micro-organismos
psicrotroficos sdo liberadas no leite, ocorre 0 aumento da atividade proteolitica
resultando na degradacdo de proteinas, com producao de pequenos peptidios, e
consequente surgimento de sabores amargos. A caseina é o principal substrato
que sofre protedlise no leite, devido a sua alta concentracao e susceptibilidade,

enquanto as proteinas do soro sdo mais resistentes (VERDI et. al., 1987).



Enzimas lipoliticas possuem capacidade de hidrolisar os triglicerideos, que
constituem a gordura do leite, em acidos graxos de cadeia curta, incluindo os
acidos butirico, caproico, caprilico e caprico, principais responsaveis pelos odores
desagradaveis e rancificacao do leite e derivados (CHEN; DANIEL; COOLBEAR,
2003). A lipase natural presente no leite € uma enzima termossensivel, e, portanto
€ inativada pela pasteurizacdo. No entanto, as lipases bacterianas sao
termicamente resistentes, podendo causar alteracdes na gordura do leite mesmo
apos o processamento térmico (FOX, 1989).

Em pesquisa realizada na india, os autores Kumaresan, Annalvili e
Sivakumar (2007) demonstraram a influéncia do tempo e temperatura de
estocagem na producdo de enzimas por bactérias psicrotréficas. A partir da
quantificacdo da atividade proteolitica e lipolitica em 52 amostras de leite cru, foi
observado aumento da protedlise e lipdlise durante o armazenamento a 0, 3, 5, 7
e 14 dias para as amostras armazenadas a 4 e 7 C. Durante o armazenamento a
2 € o aumento da protedlise e lipdlise foram considerados significativos apenas
apos 5 dias de armazenamento.

Aylward, O’Leary e Langlois (1980), verificaram que o rendimento de queijo
Cottage diminuiu de 2,5 a 3,0% por dia de estocagem do leite cru a 5 C, ap6s a
contagem de bactérias psicrotréficas atingirem 10® UFC.mL™.

Banks et al. (1988), observaram diminuicdo do rendimento de queijo
Cheddar, somente quando a contagem de bactérias psicrotréficas no leite cru
armazenado por 4 dias a 6 C foi superiora 1 x 107 UFC.mL™.

Em outra pesquisa realizada por Cardoso (2006), o crescimento de
bactérias psicrotréficas no leite cru armazenado a 10 € promoveu o aumento do
nitrogénio total perdido no soro e a reducao do rendimento (L/Kg) de queijo Minas
Frescal em 6,78%.

Alteracdes também sao relatadas em leite UHT, pois a qualidade e vida de
prateleira deste produto estdo diretamente relacionadas a qualidade do leite cru
utilizado para sua fabricacdo. Enzimas proteoliticas e lipoliticas produzidas por
micro-organismos psicrotroficos alteram o leite UHT, causando defeitos sensoriais
como o gosto amargo, produzido pela liberacao de peptidios hidrofébicos, e sabor



de ranco, devido ao aumento dos niveis de &cidos graxos de cadeia curta
(DATTA; DEETH, 2001).

Devido ao fato de sua estocagem ser realizada a temperatura ambiente por
longos periodos de tempo, pode ocorrer o aparecimento do fenémeno de
gelificacdo, por acdao das proteases sobre as proteinas do leite, principalmente a
caseina, e modificacbes nas propriedades sensoriais, principalmente no sabor
(SYGRHAUG; STEPANIAK, 1997).

Neste caso a protedlise esta associada a acdo da plasmina e enzimas
termorresistentes produzidas por micro-organismos psicrotréficos contaminantes.
A plasmina, protease alcalina natural do leite, é altamente termoestavel.
Geralmente a plasmina é a responsavel pela gelificagcdo de um leite obtido a partir
de uma matéria-prima de boa qualidade, e as proteases produzidas por micro-
organismos pela gelificacdo de um leite obtido a partir de uma matéria-prima de
qualidade insatisfatoria, sendo esta ultima a mais comum (DATTA; DEETH, 2001).

Em estudo realizado por Vidal-Martins et al. (2005), com o objetivo de
acompanhar a vida de prateleira de leite UHT, os autores avaliaram possiveis
alteracdes na viscosidade e evolucédo do indice proteolitico durante 120 dias de
armazenamento. A contagem média de psicrotroficos no leite cru variou de 4,0
x10% a 3,8 x 10° UFC.mL™". Os autores observaram aumento do indice proteolitico
e da viscosidade aparente no decorrer do armazenamento, relacionado a
producdo de proteases pelas bactérias psicrotréficas presentes no leite cru. As
alterac6es foram mais evidentes para as amostras com maior contagem inicial de
psicrotroficos.

Topcu, Numanoglu e Saldamli (2006) avaliaram o efeito da qualidade do
leite cru em relacao a protedlise do leite UHT armazenado a 25 € por 180 dias. O
leite UHT produzido a partir de leite cru considerado de baixa qualidade, com
contagem padrao em placas de 2,2 x 10° UFC.mL™", de psicrotréficos de 4,8 x 10°
UFC.mL™, apresentou elevados niveis de protedlise, o que resultou na reducio da
vida de prateleira do produto.

Em outro estudo, Friedrich et al. (2010) verificaram a presenca e
concentracéo de casinomacropeptideo (CMP) no leite UHT. A presenca de CMP



pode indicar fraude por adi¢cdo de soro de queijo no leite, ou deterioracao causada
por acao de enzimas produzidas por psicrotréficos. Os autores verificaram que no
dia em que foi processado a concentracao de CMP no leite UHT foide 15,15 mg L
' no sexto dia esse valor j& havia aumentado para 45,06 mg L™, chegando a
182,06 mg L' apés 49 dias de armazenamento. O aumento da concentracdo de
CMP no leite UHT foi atribuido pelos autores a possivel presenca de enzimas
produzidas por micro-organismos psicrotroficos no leite cru.

Problemas envolvendo leite em p6 também foram relatados na literatura.
Celestino, lyer e Roginski (1997) avaliaram os efeitos do armazenamento
refrigerado do leite cru na qualidade de leite em pé integral. Os autores verificaram
que o armazenamento do leite cru a 4 T por 48 hora s resultou em aumento da
concentracao de acidos graxos livres quando comparado ao produzido com leite
cru fresco. Observaram ainda um aumento de aproximadamente nove vezes da
atividade lipolitica no produto.

Segundo Perko (2011), as industrias e produtores de leite se deparam hoje
com um grande dilema a ser resolvido. Embora a coleta diaria do leite refrigerado
nas propriedades rurais seja totalmente inviavel do ponto de vista econémico, os
efeitos do armazenamento prolongado também podem resultar em grandes
prejuizos e baixa qualidade do produto final, 0 que evidencia a necessidade de

novos estudos no sentido de minimizar tais problemas.

2.2 Caracteristicas do género Enterococcus

Bactérias do género Enterococcus eram classificadas como Streptococcus
do grupo sorolégico D de Lancefield, por possuirem o antigeno relacionado aos
isolados provenientes do trato gastrointestinal. Mas estudos moleculares,
baseados na hibridizacdo e sequenciamento do RNAr 16S, levaram a divisdo
deste grupo, na década de 1980, em Streptococcus, Lactococcus e Enterococcus
(HARTMAN; DEIBEL; SIEVERDING, 2001; GIRAFFA, 2002).

Enterococcus sao micro-organismos ubiquitarios, presentes no solo,

plantas, em diversos alimentos. Fazem parte da microbiota do trato intestinal de
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vertebrados e sdo capazes de sobreviver mesmo sob condi¢cdes extremas de pH,
temperatura e salinidade (GIRAFFA, 2003).

Sao descritos como bactérias produtoras de L-acido lactico,
homofermentativos, cocos, Gram positivos, catalase negativa, anaerébicos
facultativos, e se diferem dos demais cocos homofermentadores por apresentarem
crescimento a 10 e 45 C, a pH 9,6, em presenca de até 6,5% de NaCl e 40% de
sais biliares (GELSOMINO et al.,, 2001; DOMIG; MAYER. KNEIFEL, 2003;
FRANZ, et al., 2003).

Apresentam temperatura 6tima de crescimento a 35 €, embora sejam
capazes de crescer em ampla faixa de temperatura, que vai de 10 a 45 €. Podem
sobreviver durante 30 minutos a 60 T, suportar grandes variagdes no pH e a
maioria das espécies é relativamente resistente ao congelamento (LECLERC;
DEVRIESE; MOSSEL, 1996; FRANZ; HOLZAPFEL; STILES,1999).

Compreendem mais de 20 espécies, sendo que Enterococcus faecium e
Enterococcus faecalis estdo presentes em maior numero, especialmente em
alimentos (GIRAFFA, 2003) e amostras de origem clinica (BRADLEY; FRAISE,
1996).

Estas sdo espécies comensais do trato gastrointestinal, sendo encontradas
em contagens que variam entre 10* e 10® UFC.g" de material digestivo
(BRADLEY; FRAISE, 1996).

Segundo Leclerc, Devriese e Mossel (1996), dentre as espécies de
Enterococcus, E. faecalis € considerada a mais comum em fezes humanas, sendo
encontrada em concentragdes de até 10° — 10’ UFC.g"' de fezes. Os autores
afirmam ainda que no trato intestinal de gado leiteiro a espécie mais comum é E.
faecium.

Além de estarem associadas a deterioracdo de alguns alimentos, como
carnes e derivados, estas bactérias podem causar diversas doengas em humanos.
Por serem patégenos oportunistas, normalmente as doencas por Enterococcus
estao relacionadas a pessoas com sistema imunolégico debilitado (FRANZ et al.,
2003).
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Sao constantemente relatados como causadores de infeccées hospitalares
como bacteremia, endocardites e infeccées de trato urinario, sendo os pacientes
imuno-comprometidos ou em tratamento intensivo os principais afetados. O maior
interesse esta voltado aos Enterococcus vancomicina-resistente (VRE), ja& que
este € um antibiético amplamente ministrado em casos de infec¢gdes multiplas
(MORANDI et al., 2006).

2.2.1 Bactérias do género Enterococcus em produtos lacteos

Frequentemente presentes em leite e derivados, as bactérias do género
Enterococcus podem contamina-lo por diversas maneiras, como por contato
direto com fezes de animais, ou indireto através de &gua contaminada, ar
ambiente, pélo de animal ou equipamentos de ordenha e armazenamento
(GELSOMINO et al., 2001).

Ocorrem naturalmente como “Non Starter Lactic Acid Bactéria” em grande
variedade de queijos produzidos a partir de leite cru ou pasteurizado, devido ao
fato de ser um micro-organismo termodurico capaz de resistir a pasteurizacao,
refrigeracao e ao processo de maturagao (GIRAFFA, 2003).

Assim sua presenca em produtos lacteos pasteurizados normalmente
ocorre devido a resisténcia térmica ou a recontaminagdo apds o tratamento
térmico, o que pode resultar em problemas de deterioracdo no produto (GIRAFFA;
CARMINATI; NEVIANI, 1997).

Perri (2010) observou contagens de bactérias do género Enterococcus que
variaram entre 2,50 e 6,39 logUFC.mL™" no leite cru, de 0,78 e 0,95 log UFC.mL"
no leite imediatamente apds a pasteurizacdo e de 1,69 e 4,41 logUFC.mL™" no leite
pasteurizado apds 24 horas de armazenamento refrigerado a 5 . Neste estudo,
embora a pasteurizagao tenha diminuido a contaminacao do leite por este micro-
organismo, o mesmo nao foi eliminado e se desenvolveu mesmo armazenado sob
refrigeracao.

Tebaldi et al. (2008), identificaram bactérias psicrotroficas isoladas em
diversos tanques de refrigeracdo. Das dezesseis propriedades analisadas, oito

indicaram a presenca de Enterococcus, sendo E. durans, E. faecium e E. faecalis
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as estirpes predominantes. Neste estudo 92% das estirpes avaliadas quanto a
producédo de enzimas proteoliticas apresentaram resultado positivo.

Estas bactérias, relacionadas a varias caracteristicas tecnologicas em
queijos (por exemplo a capacidade acidificante), geralmente apresentam baixa
atividade proteolitica e peptideolitica e capacidade de metabolizar o citrato em
componentes sapidos e aromaticos como acetato, acetaldeido e diacetil,
participando possivelmente do desenvolvimento de sabor e aroma durante a
maturacao (GIRAFFA, 2003).

Foulquié-Moreno et al. (2006), afirmaram que como consequéncia do
metabolismo do citrato, as bactérias do género Enterococcus desempenham um
importante papel no desenvolvimento do flavour de produtos lacteos fermentados
COmo 0S queijos.

Franz et al. (2003) também destacaram sua importancia na producao dos
qgueijos europeus fabricados em paises do Mediterraneo. Segundo os autores, 0
aroma caracteristico destes queijos, produzidos a partir de leite cru ou
pasteurizado, se deve a presenca destas bactérias.

Sarantinopoulos, Kalantzopoulos e Tsakalidou (2001) verificaram a
capacidade de E. faecalis FAIR-E 229, pertencente ao banco de culturas da
Universidade de Ghent, na Bélgica, em metabolizar o citrato, com producao de
diacetil em diferentes substratos. O micro-organismo foi capaz de metabolizar o
citrato em todos os substratos utilizados.

Em outro estudo, Sarantinopoulos et al. (2001) avaliaram a capacidade de
56 isolados de E. faecalis e 57 de E. faecium em metabolizar o citrato presente no
leite. Os autores verificaram que 84% dos isolados de E. faecalis metabolizaram
acima de 84% do citrato em 6 horas a 37 C, enquant o apenas 7% dos isolados
de E. faecium tiveram o mesmo desempenho. Os resultados demonstraram que
esta caracteristica € dependente das espécies do género.

A capacidade de producdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas por
bactérias do género Enterococcus tem sido relatada por diversos pesquisadores
(GIRAFFA, 2002; GIRAFFA, 2003; GARDINI et al. 2001; PERRI, 2010; FRANZ et
al., 2003).
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A producao de enzimas proteoliticas por Enterococcus é descrita por Aradjo
(2008) como fator fundamental para obtengéo da textura e sabor caracteristicos de
queijos maturados.

Gardini et al. (2001) avaliaram a influéncia do pH, temperatura e
concentragdao de NaCl na atividade proteolitica de E. faecalis EF37. Os autores
realizaram um Delineamento Composto Central, com faixas que variaram de 5,4
a 7,0 para o pH, 2 a 6% para a concentracao de NaCl e 16 a 44 T para a
temperatura. A atividade proteolitica foi afetada principalmente pela temperatura
de incubacao e concentracdo de NaCl, enquanto o efeito do pH foi considerado
pequeno dentro da faixa estudada. Neste estudo, a atividade proteolitica maxima
foi observada na faixa de temperatura entre 32 e 38 C e concentragdo de NaCl
de 3,2%.

Segundo Foulquié-Moreno et al. (2006) os lipidios podem contribuir para o
sabor do queijo, de trés formas: por serem uma fonte de acidos graxos de cadeia
curta, que sao convertidos a compostos sapidos e aromaticos; por serem a causa
de oxidacao de acidos graxos, levando a formacao de aldeidos insaturados e
consequente sabor de rango; por serem solventes para compostos sapidos
aromaticos produzidos nao apenas por lipidios. Assim a acdo de enzimas
lipoliticas, como a lipase natural do leite ou as produzidas por micro-organismos
psicrotroficos, podem conferir aos queijos, principalmente os maturados,
propriedades tecnoldgicas desejaveis.

A atividade lipolitica das bactérias deste género €, geralmente,
relativamente baixa e variavel entre as espécies (SARANTINOPOULQOS et al.,
2001). Estes autores observaram que estirpes selecionadas de E. faecalis
apresentaram maior atividade lipolitica, seguido das espécies E. durans e E.
faecium.

Varios estudos realizados nos ultimos anos evidenciam a presenca de
bactérias do género Enterococcus em produtos lacteos, especialmente em queijos
devido as suas alteragdes desejaveis neste produto.

Segundo Giraffa (2003), em queijos tradicionais como Manchego,
Mozzarella, Monte Veronese, Fontina, Caprino, Serra, Venaco e Comte, estas
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bactérias influenciam positivamente no processamento e maturagdo. Nestes
queijos, os niveis destas bactérias na massa podem chegar de 4 a 6 logUFC.g" e
no final do periodo de maturagéo, de 5 a 7 logUFC.g™.

Dolci et al. (2008) identificaram a presenca de E. faecium, E. faecalis e E..
casseliflavus no queijo artesanal Raschera PDO, produzido na regido do Piemonte
na ltalia. Bactérias deste género também foram observadas em queijos artesanais
produzidos na regiao da Serra da Canastra, em Minas Gerais (RESENDE et al.,
2011) e em leite cru, pingo, coalhada e queijo Minas Frescal produzido em
fazendas da regido da Serra do Salitre, em Minas Gerais (LIMA et al., 2009).

Em 1974, Efthymiou et al. encontram contagens de bactérias do género
Enterococcus de 4,66, 7,34, 4,07, 4,93, 6,83, 7,23, 5,86 e 6,36 logUFC.g" em
queijos Gouda, Kefalotyri, Extra Sharp Cheddar, Sharp Cheddar, Fontina, Port
Salut, Mild Cheddar e Blue cheese, respectivamente.

Em outra pesquisa, Gelsomino et al. (2001) observaram contagem média
de 4,2 logUFC.g™" em queijo Cheddar.

Segundo Girrafa (2002), as etapas de processamento de alguns alimentos,
como por exemplo a salga e a defumagéo, dificultam o desenvolvimento de
diversos micro-organismos, € como nestas condicbes as bactérias do género
Enterococcus apresentam resisténcia, podem se multiplicar e se sobressair no
produto final.

Mamede (2008) observou que embora durante a producdo de queijo de
Coalho a salga nao tenha afetado significativamente (p>0,05) o numero de
bactérias do género Enterococcus, este foi favorecido pelo cozimento da massa.
Observou-se também que o numero destas bactérias e a producao de diacetil
aumentaram durante o tempo de armazenamento do produto. O autor sugere que
o0 aumento da producao de diacetil, com consequente sabor e aroma de manteiga,
caracteristicos deste queijo, possivelmente estdo associados a presenca e ao
desenvolvimento de Enterococcus.

Embora a maior parte das pesquisas envolvendo Enterococcus em
produtos lacteos sejam focadas em queijos, a presenca destas bactérias também
tem sido observadas em outros produtos.
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Koluman, Akan e Cakiroglu (2009) avaliaram a presencga de Enterococcus
em diversos alimentos comercializados na cidade de Ankara, na Turquia. Dentre
eles estas bactérias foram encontradas em 25% das amostras de iogurte, 10%
das amostras de sobremesa lactea, 60% das amostras de Cream cheese, 60%
das amostras de queijo Cheddar e em 70% das amostras de queijo branco Turco.

Gomes et al. (2008) avaliaram a presenca de Enterococcus em 120
amostras de alimentos, sendo 30 de queijos, 30 de produtos carneos, 30 de
vegetais, 11 de leite pasteurizado e 19 de leite cru, e encontraram 0 micro-
organismo em todas as classes de alimentos analisadas, o que demonstra a
ampla capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo em diferentes condicées.

Na Europa, bactérias do género Enterococcus sdo amplamente utilizadas
como probidticos, principalmente em produtos lacteos e suplementos alimentares
farmacéuticos, sendo indicadas para o tratamento de doencas como diarréias
associada a antibibticos, sindrome do intestino irritavel, redugdo do colesterol e
regulacao do sistema imune (FRANZ et al., 2011).

No entanto, embora algumas estirpes de Enterococcus sejam importantes
para maturacao de alguns queijos e amplamente utilizadas como probidticas em
alguns paises, e tenham seus beneficios bem estabelecidos, o surgimento de
estirpes resistentes a antibidticos e 0 aumento da associacao destes as doencas
humanas, tém gerado preocupacado quanto a sua utilizacao. Principalmente pela
possibilidade de que genes que codificam fatores de viruléncia sejam transferidos
para outras estirpes probidticas (FRANZ et al., 2003).

2.3 Caracteristicas do género Pseudomonas

Bactérias do género Pseudomonas sao micro-organismos que se
caracterizam por serem Gram-negativos, aerébios, ndo formadores de esporos e
possuir forma de bastonete reto ou ligeiramente curto. Sua motilidade ocorre
através de um ou varios flagelos polares, e raramente sdo imoéveis (CORNELIS,
2008).

Sao micro-organismos ubiquitarios, e, portanto sao largamente distribuidos

na natureza, como solo, agua, superficies de plantas e diversos alimentos
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(RAMOS; FILLOUX, 2004). Apresentam capacidade de crescimento em meio
acido e sao catalase e oxidase positiva (CORNELIS, 2008).

Por serem psicrotroficas, as bactérias deste género apresentam capacidade
de multiplicagdo a temperaturas de refrigeracdo, além de possuirem intensa
atividade metabdlica, com producao de enzimas proteoliticas e lipoliticas (FRANK;
CHRISTEN; BULLERMAN, 2005).

Segundo Serhaug e Stepaniak (1997), o género Pseudomonas inclui
espécies capazes de apresentar um curto tempo de geracdo sob refrigeragao,
entre 0 e 7 C, além de uma temperatura minima de c rescimento de até -10 <.

Em virtude destas caracteristicas, Pseudomonas sao frequentemente
relatadas como deterioradoras de alguns alimentos, como pescados, carnes e
derivados, aves, leite e derivados, mantidos sob em refrigeracdo. Nestes produtos
podem ser responsaveis pelo aparecimento de odores desagradaveis, além de
limosidade superficial (GAVA; SILVA; FRIAS, 2009).

Algumas espécies, produtoras de pigmentos verde fluorescentes, estao
envolvidas na deterioracao de alimentos como as carnes frescas, enquanto outras
espécies sao consideradas como patdbgenos humano oportunistas ou
fitopatogénicas, causando perdas na producédo de vegetais (GAVA; SILVA; FRIAS,
2009).

Considerada como patégeno oportunista por geralmente causar infeccao
apenas em individuos com o sistema imunolégico debilitado, P. aeruginosa é um
dos principais agentes de infeccdo hospitalar. A dificil erradicacdo da infeccao
causada por este micro-organismo, em virtude da sua ampla expressao de fatores
de viruléncia e resisténcia natural ou adquirida a muitos antibidticos e
desinfetantes, tornam esta uma bactéria de grande importancia clinica
(LINCOPAN; TRABULSI, 2008).

Dentre as espécies deterioradoras deste género, destaca-se a P.
fluorescens, capaz de adaptar-se rapidamente a diferentes condicées ambientais
e de produzir enzimas termoestaveis, é responsavel pela perda de aceitabilidade
de diversos alimentos, sendo a causa de diversas alteracdes, principalmente na

aparéncia e aroma de alguns produtos (FORSYTHE, 2002).
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2.3.1 Bactérias do género Pseudomonas em produtos lacteos

Por constituirem parte do grupo de micro-organismos psicrotroficos, as
bactérias do género Pseudomonas sao consideradas como importantes agentes
na deterioracao em leite e derivados (SORHAUG; STEPANIAK, 1997).

Segundo Cousin (1982), Eneroth, Ahrné e Molin (2000), Pinto, Martins e
Vanetti (2006) e Wiedmann et al. (2000), dentre as bactérias psicrotroficas
contaminantes, Pseudomonas constitui o género mais encontrado nos produtos
lacteos refrigerados.

Podem contaminar o leite por diversas formas, como pelo suprimento de
agua de qualidade inadequada e procedimentos de higiene insatisfatorios na fonte
de produgéo ou na indUstria de laticinios (ENEROTH; AHRNE; MOLIN, 2000).

Apesar de representarem apenas 10% da microbiota inicial no leite cru,
possuem reduzido tempo de geracdo a baixas temperaturas, tornando-se
predominantes em produtos armazenados refrigerados (SYRHAUG; STEPANIAK,
1997).

Eneroth, Ahrné e Molin (2000), verificaram que o género Pseudomonas
constituiu 77% dos isolados obtidos em amostras de leite cru, pasteurizado e de
ambientes da industria de laticinios. Em pesquisa realizada por Pinto, Martins e
Vanetti (2006), as bactérias deste género representaram 94,2% do total de micro-
organismos psicrotroficos quantificados em leite cru coletado de silo industrial.
Craven e Macauley (1992) reportaram que 87% das bactérias psicrotréficas
isoladas de leite pasteurizado armazenado a 4 <€ pertenciam ao género
Pseudomonas.

Os resultados obtidos por Sanvido (2009) demonstram a capacidade das
bactérias deste género em se multiplicar rapidamente mesmo a baixas
temperaturas. Na avaliacdo do efeito do armazenamento do leite cru sobre sua
qualidade microbioldgica observou-se contagens de 2,63, 5,90 e 6,64 logUFC.mL"™
de Pseudomonas spp., apdés 0, 4 e 7 dias de armazenamento a 5 T,
respectivamente.

A grande capacidade de deteriorar diversos tipos de alimentos, e

consequentemente gerar enormes prejuizos as industrias, fez com que nos
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ultimos anos, algumas pesquisas fossem desenvolvidas com o objetivo de avaliar
a presenca de bactérias deste género em produtos lacteos e identificar as
espécies predominantes.

Bedeltavana, Haghkhah e Nazer (2010), realizaram contagens e
identificacdo de micro-organismos contaminantes em varias etapas do processo
de pasteurizacdo. Segundo os autores P. fluorescens respondeu por 40, 42 e 60%
do total de micro-organismos contaminantes no caminhao isotérmico de transporte
do leite cru, no silo industrial e na entrada do pasteurizador, respectivamente.

Em outro estudo Franciosi et al. (2011) identificaram 138 isolados de leite
integral, leite desnatado e creme destinados a fabricacdo de queijo Grana
Trentino, em uma industria de laticinios na Itdlia. Os autores encontraram
contagens de 3,9, 5,2 e 2,5 UFC.mL-1 de Pseudomonas spp. no leite integral,
creme e leite desnatado, respectivamente.

Estas bactérias apresentam capacidade de producdo de enzimas
proteoliticas e lipoliticas, secretadas durante o armazenamento do leite cru, € que
permanecem mesmo apos os tratamentos térmicos aplicados, pasteurizagdao ou
UHT, alterando e reduzindo a vida util do produto final (SORHAUG; STEPANIAK,
1997).

Embora a faixa de temperatura 6tima para producao destas enzimas esteja
entre 20 e 30 C, as bactérias deste género sdo cap azes de sintetiza-las mesmo a
baixas temperaturas (McKELLAR, 1982). Os resultados obtidos pelo autor
demonstraram que a producdo de proteases por P. fluorescens a 5 T
correspondeu a 55% do total produzido a 20 .

A producao de proteases termorresistentes também foi observada por
Adams, Barach e Speck (1975). Os autores isolaram bactérias psicrotréficas de
leite cru estocado a 4T por uma semana, e verificaram que todos os isolados do
género Pseudomonas produziram a enzima.

Em outro estudo, Morales, Fernandes-Garcia e Nufes (2005) avaliaram o
efeito da presenca de bactérias do género Pseudomonas no leite cru destinado a

fabricacdo de queijos. Os autores identificaram 122 compostos volateis em queijos

19



inoculados como 5,0 logUFC.g™" de Pseudomonas e armazenados por 12 dias a
10 C, devido a producao de enzimas extracelulares.

Entretanto, a producdo destas enzimas proteoliticas e lipoliticas é
dependente da estirpe de Pseudomonas, e em geral P. fluorescens é a mais
associada a deterioracdo de produtos lacteos, embora outras espécies como P.
aeruginosa, P. fragi e P. putida também sejam frequentemente encontradas
(WIEDMANN et al., 2000). Nesta pesquisa a avaliacdo de 66 isolados de
Pseudomonas provenientes de leite cru e processado, indicou que 58% dos
isolados apresentavam capacidade de produgdo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas. Assim como no estudo anterior, a espécie predominante foi P.
fluorescens.

A partir da caracterizagdo de 55 isolados de P. fluorescens de leite cru, os
autores Wang e Jayarao (2001), observaram que 80, 91 e 58% das estirpes foram
proteoliticas a 7, 22 e 32 TC, respectivamente. No entanto, apenas 7, 44 e 7% dos
isolados apresentaram atividade lipolitica nas mesmas condi¢des de temperatura.

Em estudo realizado por Arcuri et al. (2008), bactérias contaminantes em
leite cru refrigerado das regides da Zona da Mata de Minas Gerais e sudeste do
Rio de Janeiro foram isoladas e identificadas. Dos isolados, Pseudomonas foi o
género predominante, e destes a espécie P. fluorescens foi a mais comum
(37,6%). Além disto, nesta pesquisa foi observado que 60,57% dos isolados
identificados como sendo do género Pseudomonas, apresentaram atividade
lipolitica e proteoliticaa 4, 7,10 e 21 C.

Em manteiga, as bactérias deste género causam a chamada “mancha de
superficie”, ou putrefacdo, caracterizada também pelo forte odor devido a
presenca de alguns &acidos organicos (JAY, 2005). Wang e Frank (1981)
verificaram que 55% dos micro-organismos psicrotroficos presentes em 52
amostras comercias de manteiga pertenciam ao género Pseudomonas.

Kumar et al. (2011) isolaram e caracterizaram micro-organismos
responsaveis pela deterioracdo de diversos tipos de alimentos, dentre eles foram
analisadas amostras de leite, queijo, sorvete, manteiga e creme de leite. Dos
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isolados de produtos lacteos, 44,44, 22,22, 2222 e 11,11% pertenciam aos
géneros Lactobacillus, Pseudomonas, Bacillus e Micrococcus, respectivamente.

A gelificacao do leite UHT também é frequentemente atribuida a presenca
de enzimas produzidas por Pseudomonas no produto. Gaucher et al. (2011)
avaliaram durante 92 dias, a estabilidade de leite UHT produzido a partir de leite
inoculado com P. fluorescens CNRZ 798. Os resultados demonstraram que as
enzimas produzidas pela bactéria, promoveram a hidrélise da caseina presente no

leite, o que desestabilizou o produto durante o armazenamento.

2.4 Adesao e formacao de biofilmes bacterianos na industria de alimentos

Superficies de equipamentos e utensilios utilizadas nas industrias de
alimentos sao frequentemente relatadas como passiveis da formagéo de biofilmes
microbianos, principalmente como consequéncia da grande disponibilidade de
nutrientes aos micro-organismos (BERESFORD; ANDREW; SHAMA, 2001).

A primeira publicagdo com a descrigdo dos biofilmes foi realizada por
Zobell, em 1943, que ao estudar o crescimento de bactérias marinhas em cascos
de navios, principalmente em superficies de vidro, metal e plastico que estavam
submersas, verificou que a presenca de matérias organicas e outras particulas
adsorvidas nessas superficies favoreciam a adesao destas bactérias. Além disso,
0 autor observou que quando maior o tempo de contato, maior era a adesao.

Surgiram entao varias definicbes para o termo biofilme bacteriano. Criado,
Suarez e Ferreiros (1994), afirmaram que os biofilmes sdo constituidos por
bactérias aderidas as superficies, envolvidas por uma camada de particulas de
matéria organica, formando depdsitos aos quais 0s micro-organismos estdo
aderidos por meio de filamentos, de origem polissacaridica ou protéica,
denominados glicocalix.

Definicdo semelhante foi proposta por Costerton et al. (1995). Os autores
definiram os biofilmes como uma comunidade complexa e estruturada de micro-
organismos, que envoltos por uma matriz extracelular de polissacarideos,

encontram-se aderidos entre si e/ou a uma superficie ou interface.
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Segundo Donlan e Costerton (2002), os biofilmes sado comunidades
constituidas por células sésseis, mono ou multiespécies, aderidas a um substrato,
embebidas em uma matriz de polimeros extracelulares, em cuja formacao os
micro-organismos exibem diferenciados fenétipos, metabolismo, fisiologia e
transcricdo genética.

No entanto, Hood e Zotolla (1997) afirmaram que embora a presenca de
exopolissacarideos auxilie na retencao de nutrientes e na protecao da estrutura do
biofilme, a adesdo de bactérias a superficies ndo estd condicionada a sua
presenga. Alguns micro-organismos apresentam capacidade de adesdao e
formagédo de biofilme mesmo em auséncia de exopolissacarideos como
demonstrado por Akutsu (2001). O autor verificou contagens médias de 4,00
UFC.cm® de esporos de Bacillus spothermodurans em superficies de aco
inoxidavel com diferentes formatos (cilindrico, Té e curva de 909.

Em 2007, Schneider propds uma definicao para biofilmes microbianos com
a finalidade de permitir a clara diferenciacdo das células plancténicas, e incluir
todas as formas de vida microbiana com caracteristicas de biofilme. Assim, os
biofilmes foram definidos como “comunidades de micro-organismos, aderidas a
superficies ou suspensas em solugdo, cujas células podem ou nao estar envoltas
por uma matriz de exopolimeros, onde a posi¢ao espacial relativa dos organismos
individuais € fixa durante uma geracao e relativamente fixa também nas geracoes
seguintes”.

De acordo com Ubbink e Zammaretti (2007), a adesdo de micro-
organismos a superficies é um fenbmeno que ocorre naturalmente em meios
aquosos, e é dependente das propriedades superficiais, como tensao superficial e
composicao da superficie, das interfaces dos suportes de adesdo, como ago,
marmore, polimeros, etc., e das membranas dos micro-organismos. Os autores
afirmam que as propriedades microbioldgicas e as caracteristicas do meio
circundante, tais como pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes, séo
determinantes para o processo.

Os biofilmes contém particulas de proteinas, lipidios, fosfolipidios,

carboidratos, sais minerais e vitaminas, entre outros compostos, que formam uma
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estrutura capaz de protegé-los, permitindo que se desenvolvam em cultivo puro ou
em associagdao com outros micro-organismos (MOSTELLER; BISHOP, 1993).

Durante o processo de formacao do biofilme as células que se aderem sao
denominadas de sésseis, enquanto que as que permanecem livres sao
denominadas de planctonicas (ANDRADE; BRIDEGMAN; ZOTOLLA, 1998).

Os dados da literatura divergem para a contagem minima de células
aderidas a partir da qual se considera que houve formacéo de biofilme. De acordo
com Andrade, Bridegman e Zotolla (1998), neste caso, a contagem de células
sésseis presentes por cm?, deve ser de no minimo 10’ UFC. Entretanto Ronner e
Wong (1993), consideram que o numero minimo de células aderidas deve ser de
10° UFC.cm™, enquanto que para Wirtanen, Husmark e Mattila-Sandholm (1996),
esta contagem pode ser ainda menor, 10° UFC.cm™.

Varios mecanismos para explicar a adesao bacteriana em superficies de
contato foram propostos. A teoria, descrita por Marshall, Stout e Mitchell (1971),
afirma que a adesao em superficies soélidas € um processo que acontece em duas
etapas, sendo a primeira delas denominada de reversivel e a segunda de
irreversivel. Na etapa reversivel, os micro-organismos se encontram aderidos a
superficie apenas por forcas de Van der Waals e interacGes eletrostaticas,
facilitando sua remocado. Ja a segunda etapa é considerada irreversivel, uma vez
que o tempo de aderéncia inclui adesao fisica da célula a superficie por material
extracelular de natureza polissacaridica ou protéica produzido pelos micro-
organismos, denominado matriz de glicocalix.

De acordo com Characklis (1990) a adsorcdo reversivel resulta
principalmente de interagdo de forgas de longa distancia e de fraca especificidade,
enquanto adesao irreversivel pode ser considerada como resultante de interagbes
de forgas de curta distdncia mais definitivas e de alta especificidade.

Para Zottola e Sasahara (1994), a adesao ocorre a partir da deposi¢éao dos
micro-organismos em uma superficie de contato, seguido da fixacao, interacédo
com a superficie e inicio do crescimento, quando a massa celular atinge
determinada concentracdo, a ela sao agregados nutrientes, residuos e outros

micro-organismos, formando-se o que se denomina de biofilme bacteriano.
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Watnick e Kolter (2000), afirmam que os micro-organismos se aproximam
da superficie, formando uma associacao provisoria com a propria superficie e
outros micro-organismos. Ocorre a formagdo de microcolénias e produgado de
exopolissacarideos, que passam a estabilizar a associacdo. Apds esta etapa
forma-se uma estrutura tridimensional que consiste no biofilme microbiano.
Quando as condicbes tornam se desfavoraveis, alguns micro-organismos se
desprendem e assim poderdo colonizar outras superficies. A Figura 1 foi
apresentada pelos autores para exemplificar a teoria.

Adesio das células

Microcoldnias

Células planctdnicas

Biofilme formado

Figura 1: Etapas da formacéo de biofilme bacteriano por microscopia eletrénica

Fonte: Watnick; Kolter (2000)
Nota: Adaptado pela autora

Proposta semelhante a esta foi apresentada por Monroe (2007). Esta teoria
define a maturacdo do biofilme como um processo complexo que envolve cinco
estagios para seu total desenvolvimento (FIGURA 2). Os autores sugerem que o
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biofilme sé é formado a partir de células pioneiras capazes de se aderir as
superficies e criar condi¢cbes favoraveis a adesdo das demais células. Assim,
dispositivos capazes de inibir a adesao inicial das células pioneiras, por exemplo,
a alteracdo das caracteristicas fisicas e das propriedades da superficie, como a

hidrofobicidade, podem auxiliar no controle do processo.

Figura 2: Estagios de desenvolvimento de biofilme bacteriano segundo Monroe
Estagio 1: Adeséo inicial. Estagio 2: Adeséo irreversivel. Estagio 3: Maturacdo inicial. Estagio 4:
Maturacao. Estagio 5: Desagregacdo de células. Cada estagio de desenvolvimento no diagrama
esta acompanhado por uma fotomicrografia eletrbnica da formagcdo de um biofilme por
Pseudomonas aeruginosa.

Fonte: Monroe (2007)
Crédito da imagem: D. Davies
Nota: Adaptado pela autora

O estagio de desagregacado de células do biofime é de fundamental
importancia e motivo de preocupacao para as industrias de alimentos. Nesta fase,
além da contaminagdo dos alimentos por micro-organismos alteradores e/ou
patogénicos, outros pontos da superficie poderdo ser contaminados, iniciando-se
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um novo ciclo de formacao do biofilme, e aumentando os pontos de contaminacéo
(NORWOOD; GILMOUR, 1999).

Segundo Forsythe (2002), a liberacdo de grandes particulas de biomassa
no meio, pode promover a contaminagao dos alimentos em altos niveis.

Apo6s a formacdo, os biofilmes microbianos apresentam resisténcia aos
sanitizantes muito superior quando comparados as células plancténicas, uma vez
que suas caracteristicas estruturais e a produgdo de exopolissacarideos
desempenham papéis de protecdo a agentes quimicos e estresses fisicos
(BLASCHEK; WANG; AGLE, 2007).

2.4.1 Fatores que influenciam na adesao e formacao de biofilmes bacterianos

Muitos sdo os fatores que exercem influéncia no processo de adeséao e
formacao de biofilmes bacterianos. Hidrofobicidade, carga da superficie,
temperatura, presenca de substrato, aparatos celulares como pili, fimbrias e
flagelos, estao dentre estes fatores (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

Diferencas existentes entre as superficies utilizadas no processamento de
alimentos e a configuracao dos equipamentos em relagdo a facilidade ou nao de
limpeza e sanitizacdo, também influenciam no processo da adesdo bacteriana.
Segundo Pereira et al. (2000), a morfologia das superficies, como sua
composicao, rugosidade e porosidade, podem ser determinantes para este
processo.

Segundo Bower, McGuire e Daeschel (1996), as superficies utilizadas nas
industrias de alimentos diferem em suas microtopografias, podendo apresentar
fendas ou fissuras em tamanhos suficientes para alojar micro-organismos, € assim
protegé-los dos procedimentos de higienizacdo por serem regides de dificil
acesso.

Bonaventura et al. (2008) avaliaram a capacidade de 44 cepas de Listeria
monocytogenes, isoladas de amostras de alimentos e ambientes da industria, em
formar biofilme em superficies de acgo inoxidavel, vidro e poliestireno nas

temperaturas de 4, 12, 22 e 37 C. Os resultados de monstraram que a superficie
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com maior indice de formacéao de biofilme foi o vidro, seguido do poliestireno e aco
inoxidavel independentemente da temperatura. Para todas as superficies, quanto
maior a temperatura, maior foi a adesao bacteriana. Este estudo avaliou ainda a
influéncia da hidrofobicidade na formacao do biofilme, e verificou que o aumento
da temperatura, resultou em um consideravel aumento na medida de
hidrofobicidade da bactéria.

A hidrofobicidade esta relacionada a componentes hidrofébicos presentes
na membrana externa dos micro-organismos, assim as interacées poderao
influenciar a adesao de micro-organismos, seja em superficies de processamento
ou na prépria superficie do alimento (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

O estudo realizado por Careli et al. (2009) também comprova a influéncia
do tipo de superficie. A adesdo de P. fluorescens em diferentes superficies
utilizadas no processamento de alimentos foi avaliada. Os cupons foram imersos
em caldo nutriente contendo aproximadamente 10° a 10* UFC.mL™". Os resultados
demonstram que apo6s 10 horas de incubacao a 28 C, P. fluorescens foi capaz de
aderir ao aco inoxidavel, como uma contagem média de 5,0 logUFC.cm?, e na
superficie do granito e marmore a 6,1 logUFC.cm®?. Os autores verificaram
também que nestas condicbes de temperatura e concentracao inicial de in6culo, o
numero de células aderidas duplicou em 29,5 minutos em acgo inoxidavel, e em
apenas 9,01 e 11,41 minutos para o granito e marmore, respectivamente.

Em avaliagcdo da adesdo de Salmonella enteritidis em ago inoxidavel
temperaturas de incubagdo que variaram de 5 a 37 C, pH de 45 a 74 e
concentracao de NaCl de 0,5 a 10,5%, Giaouris, Chorianopoulos e Nychas (2005),
observaram maior taxa de adesao para a combinacao de 20 C, pH 7,4 e 0,5% de
NaCl. Os resultados demonstraram que além da temperatura, fatores como pH e
substrato também interferem no processo de formacao de biofilme bacteriano.

Segundo Chaves (2004), o pH afeta as propriedades superficiais dos micro-
organismos e das superficies sélidas, aumentando ou diminuindo a repulsao
eletrostatica entre os mesmos, com consequente interferéncia no processo de

adesao de formacgéao de biofilme.
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A importancia do tempo de contato ficou clara no estudo realizado por
Parizzi et al. (2004). Imediatamente ap6s a imersdo de cupons de acgo inoxidavel
em caldo BHI a 30 T, contendo uma contagem inicial de aproximadamente 10° a
10* UFC.cm™ de Listeria inoccua e Staphylococcus aureus, a adesdo avaliada por
contagem padrdo em placas foi em média de 1,23 e 1,62 log UFC.cm®
respectivamente. Apdés 10 horas de contato a adesao observada foi de 4,0 e 4,5
log UFC.cm™ respectivamente.

O tipo de substrato também desempenha um importante papel neste
processo. Segundo Boari (2009), o leite € um substrato que pode beneficiar o
processo de adesao e formacao de biofilmes, j& que possui uma constituigéo rica
em carboidratos, proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, além da alta atividade
de agua e pH proximo a neutralidade.

A formacao de biofilmes por bactérias psicrotroficas isoladas de leite, foi
fortemente influenciada pelo meio de cultivo em pesquisa realizada por Viana
(2006). Os meios nutricionalmente mais ricos favoreceram o desenvolvimento
bacteriano e consequentemente a formacgao de biofilme.

A producao de substancias extracelulares pelas bactérias, os denominados
exopolissacarideos (EPS), pode ser considerada o fator de maior relevancia para
fixacdo e protecdo dos micro-organismos em superficies, pois afetam a
porosidade, densidade, conteldo de agua, propriedades de absorcdo e
estabilidade mecéanica do biofilme (FLEMMING; NEU; WOZNIAK, 2007).

Estes biopolimeros que envolvem o0s micro-organismos no biofilme,
consistem nao somente de polissacarideos, mas também de quantidades
consideraveis de proteinas, acido nucléico e lipidios (FLEMMING; NEU,;
WOZNIAK, 2007).

Os agregados de células bacterianas envoltos por EPS formam uma matriz
altamente organizada e hidratada, que conferem ao biofilme protecao contra as
variagbes do ambiente e a difusdo de antibacterianos (LINCOPAN; TRABULSI,
2008).

O quorum sensing (QS) é outro fator que recentemente tem sido
considerado de grande importancia para a formagdo de biofilmes microbianos.
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Consiste de um sistema de comunicacdo entre célula-célula, dependente da
densidade populacional. As bactérias, neste sistema, sintetizam compostos
sinalizadores de baixo peso molecular, denominados de autoindutores (Als), que
irdo modular e influenciar a formacado do biofilme, modulando também outras
funcdes como esporulagéo, producdo de bacteriocinas, expressao de fatores de
viruléncia, producédo de proteases e pigmentacao, além de favorecer o acesso a
nutrientes (VIANA, 2006).

A pesquisa realizada por Araujo et al. (2012) evidenciou a capacidade de
sintese de homoserinas lactonas acilada (AHLs), moléculas sinalizadoras, por
Enterobacter sakazakii cultivada em caldo Luria Bertani (LB). Pinto (2005)
observou a producao de AHLs por 47 de um total de 53 bactérias psicrotroficas
proteoliticas isoladas de leite cru refrigerado. A producdo destas moléculas
sinalizadoras por Pseudomonas aeruginosa, Yersinia enterocolitica e Serratia
protesmaculans, também foram detectadas por Dourou et al. (2011), que verificou
também que estas moléculas foram capazes de interferir no crescimento de
Salmonella enteretidis e Salmonella typhimurium.

As espécies envolvidas na formagdo do biofilme influenciam em sua
estrutura final. As condicbes ambientais ou capacidade de producéo de inibidores,
como bacteriocinas, podem favorecer determinadas espécies e reduzir o
desenvolvimento de outras (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008).

Com o objetivo de comprovar essa influencia, Boari et al. (2009) avaliaram
a formagcdo de biofilme em ago inoxidavel por Aeromonas hydrophila e
Staphylococcus aureus. Utilizando o leite como substrato, os pesquisadores
analisaram a formacdo de biofilme por mono e multiespécies, a partir de um
inoculo inicial de aproximadamente 10° UFC.mL™" de cada micro-organismo. Em
monocultivo, S. aureus formou biofilme apds 48 horas a 18 C, e apés 5 dias a7
<C. Em cultivo combinado, S. aureus formou biofilme apenas a 18 C apés 4 dias.
Ja A. hydrophila foi capaz de formar biofilme a 4 C apo6s 4 dias, e a7 e 18 T
apds 2 dias. Segundos os autores o fato da A. hydrophila apresentar um
desempenho reprodutivo superior ao S. aureus, esta consegue se sobressair no

processo de adesao devido a competicéo.
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Resultado semelhante foi observado por Pompermayer e Gaylarde (2000).
Em pesquisa sobre a adesado de S. aureus e Escherichia coli, em condicao de
mono e multicultivo, também concluiram que o melhor desempenho de S. aureus
aconteceu em culturas monoespécies. Segundo os pesquisadores, ha uma
superioridade de micro-organismos Gram-negativos em se aderir e formar
biofilmes devido a seus aparatos celulares, como flagelos, € menor tempo de
geracao, garantindo sua predominancia quando comparados aos Gram-positivos.

De acordo com Marques (2004) estas variacdes podem ocorrer até mesmo
para uma mesma espécie isolada de diferentes amostras. O pesquisador verificou
que diferentes cepas de E. faecalis isoladas de amostras clinicas, apresentaram
comportamento distinto durante a formacao de biofilme em superficie de vidro.
Algumas cepas foram capazes de formar biofilme, enquanto outras apenas de

aderir a superficie.

2.4.2 Formacao de biofilmes por bactérias dos géneros Enterococcus e

Pseudomonas

Uma grande variedade de micro-organismos apresentam capacidade de
adesao e formacao de biofilme em superficies utilizadas no processamento de
alimentos, podendo, consequentemente, levar a decomposicado dos alimentos e/ou
transmissao de doencas (WONG, 1998).

Originarios de diversas fontes primarias de contaminacao dentro da cadeia
alimentar, o envolvimento destes micro-organismos no processo de adesédo e
formacao de biofilme em equipamentos e utensilios utilizados durante o
processamento de alimentos pode ocorrer em varios niveis de intensidade e sua
liberacado podera trazer consequéncias indesejaveis a qualidade do alimento,
podendo altera-lo ou mesmo torna-lo um veiculo de patégenos (ANDRADE;
PINTO; LIMA, 2008).

Assim micro-organismos deteriorantes e patogénicos capazes de aderir a
superficies de processamento podem originar problemas de ordem publica ou

econdmica.
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Entre as espécies bacterianas alteradoras associadas a formacado de
biofilmes, incluem-se Pseudomonas aeruginusa, Pseudomonas fragi, Micrococcus
sp. (CRIADO; SUAREZ; FERREIROS, 1994), Pseudomonas fluorescens
(ENEROTH; AHRNE; MOLIN, 2000; WIEDMANN et al., 2000; WANG; JAYARAO,
2001), Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis (GIRAFFA; CARMINATI;
NEVIANI, 1997; GELSOMINO et al., 2001; GIRAFFA, 2003).

E importante ressaltar que para um mesmo género e uma mesma espécie,
as estirpes alteradoras também podem ser patogénicas, sendo que sua
diferenciacao so6 se torna possivel a partir de estudos a nivel molecular.

Segundo Andrade, Bridgeman e Zottola (1998), as bactérias do género
Enterococcus apresentam capacidade de aderéncia em acgo inoxidavel, e devido a
caracteristicas como capacidade de crescimento a baixas temperaturas e
resisténcia a pasteurizagdo, a presenca destas implica na necessidade da
utilizacdo correta das temperaturas de estocagem do leite e um adequado
programa de limpeza e sanitizacao.

Em estudo realizado por Rosado (2009), a capacidade de formacao de
biofilme por Enterococcus faecium, isolado de queijo de coalho em superficie de
aco inoxidavel, foi avaliada através de um Delineamento Composto Central. Neste
estudo os fatores tempo e temperatura de exposicao influenciaram o processo de
formacao de biofilme, sendo que a faixa 6tima de combinagdes variou de 3 a 7,5
dias e 22 a 43 C. Apbs 4 dias de incubacdo a 25 € (ponto central do
delineamento) a contagem observada foi em média de 5,90 logUFC.cm™.

Gelsomino et al. (2002), avaliaram a fonte de contaminagéo do leite cru
destinado a producéo de queijo Cheddar. A contagem das bactérias deste género
no leite cru apos trés horas da ordenha foi em média de 7,3 x 10° UFC.mL™" e no
queijo de 2,0 x 10° UFC.mL". A pesquisa revelou que as mesmas estirpes de
Enterococcus encontradas no queijo estavam presentes nos equipamentos de
ordenha. Assim os autores sugerem que a contaminacao pode ser atribuida a uma
possivel formagcao de biofilme como consequéncia de falhas nos procedimentos
de higienizagdo, uma vez que a contamina¢dao microbiana permanecia nas fendas,

juncdes, extremidades inoperantes e encaixes.
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Os mesmos autores ja haviam anteriormente isolado bactérias deste
género em uma fazenda de producao de queijo Cheddar na Irlanda. As amostras
contaminadas foram de leite cru, queijo Cheddar, fezes humanas e de vacas, agua
e apbés a higienizacdo do tanque de leite e equipamento de ordenha
(GELSOMONO et al., 2001).

Temelli et al. (2006) também verificaram a presenca de bactérias do género
Enterococcus durante o processamento de queijo. As bactérias foram encontradas
em superficies de faca de corte, bandejas, agitador de leite, prensas, embalagens,
assoalho, paredes e em maos de manipuladores, demonstrando novamente que a
qualidade do produto final € funcdo da taxa de contaminagao dos equipamentos e
utensilios de contato e de uma higienizacao eficiente, e ainda da capacidade de
adesao de Enterococcus em tais superficies.

A maioria das pesquisas que relacionam as bactérias do género
Enterococcus e a formacgao de biofilme estao voltadas para a area clinica, ja que
algumas espécies sao importantes causadoras de infeccoes hospitalares.

Fonseca (2010) comparou a capacidade de adeséao e formacao de biofilme
de varias estirpes de Enterococcus de origens alimentares e clinicas. Neste
estudo, os isolados de origem alimentar apresentaram maior capacidade de
adesao e formacao de biofilme quando comparados aos de origem clinica.

Pesquisa semelhante também foi realizada por Medeiros (2011), no
entanto, neste caso a incidéncia de formacado de biofilme foi de 97% para os
isolados de origem clinica e 95,7% para os de origem alimentar.

Em pesquisa realizada por Al-Ahmad et al. (2010), seis voluntarios, entre
25 e 26 anos, consumiram queijo Brie de Meaux, contendo 4,2x108, 1x10% 1x10°,
1x10° UFC.g"' de E. faecalis, E. faecium, E. avium e E. durans, respectivamente.
Apéds duas horas de consumo do queijo, foi detectado o inicio da adesédo na
cavidade dental por E. faecalis, para os seis voluntarios, por E. faecium em cinco
voluntarios e em apenas um voluntario por E. avium e E. durans. Contagens de
até 10* UFC.cm™ de E.faecalis foram encontradas em cinco voluntarios ap6s cinco
dias de consumo, enquanto E. faecium e E. durans foram detectados em apenas
dois voluntarios, em contagens de 10* e 10® UFC.cm™ respectivamente. Assim, os
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autores estabeleceram que os isolados de Enterococcus permaneceram na
cavidade oral, devido a formacado de biofilmes, apdés a ingestdo do alimento
contaminado, podendo vir a causar infec¢gdes endodonticas.

As bactérias do género Pseudomonas também sao frequentemente
relatadas em processos de formacao de biofilmes em superficies que entram em
contato com os alimentos, gerando grandes perdas econdmicas principalmente
nas industrias de leite e derivados (STONE; ZOTTOLA, 1985).

Nos ultimos anos, varios estudos evidenciaram a presenca de
Pseudomonas em diversas etapas do processamento de produtos lacteos, como o
realizado por Dinsmore et al. (2003) em que foi avaliada a presenca das bactérias
deste género em diferentes etapas da ordenha. Foram observadas a
contaminacao pelas bactérias deste género nos equipamentos de ordenha,
mangueira, em diversas amostras de dgua coletadas em diferentes pontos, como
a utilizada para higienizacao das tetas do animal e das unidades de ordenha.

Dogan e Boor (2003) realizaram coletas em diversos pontos em plantas de
processamento de leite e detectaram a presenca de Pseudomonas em amostras
de leite cru, leite pasteurizado, pisos, ralos, tubos, tanques de armazenamento e
valvulas dos equipamentos. De um total de 338 isolados, 51% foram identificados
como P. fluorescens e 14% como P. putida.

A presenca de Pseudomonas spp. em diferentes etapas da ordenha do leite
também foi avaliada por Fagundes et al. (2006). Mesmo apds uma higienizacao
considerada adequada, foram observadas contagens médias de 2,48 x 10% e 1,97
x 10* UFC.cm®, nas superficies de tetos e equipamentos, respectivamente,
demonstrando a capacidade destas em permanecerem aderidas as superficies.
Neste estudo o género Pseudomonas também foi encontrado em amostras de
agua e nas maos dos funcionarios.

As bactérias deste género apresentam capacidade de producédo de grande
quantidade de exopolissacarideos, que auxiliam e protegem o0s micro-organismos
no processo de adesao e formacao de biofilmes em superficies de processamento
qgue entram em contato com os alimentos (IRIE et al., 2010).
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A capacidade de produzir alginato por P. aeruginosa exemplifica esta
protecdo, pois a presenca de acido urénico acetilado neste composto aumenta a
capacidade de hidratacao, evitando assim que as células desidratem (BAGGE et
al., 2004).

Segundo Lincopan e Trabulsi (2008), a sintese de alginato permite a
formagédo de uma matriz altamente hidrofébica, capaz de auxiliar na adeséo das
bactérias a superficie com consequente formagao de microcolénias rodeadas da
matriz exopolissacaridea, constituindo-se uma comunidade bacteriana bem
organizada.

Através de um sistema modelo estatico de crescimento de P. fluorescens
em leite reconstituido a 12%, Haun (2004), observou contagens acima de 10° UFC
por placa de ago inoxidavel a 30 € por 96 horas, mesmo apos trés ciclos de
lavagem das placas em agua esterilizada.

Rosado et al. (2011) avaliaram a adesdo de P. fluorescens em ago
inoxidavel AISI 304, por microscopia eletrbnica de varredura e contagem padréao
em placas, a contagem média a 25 T por 5 dias foi de 1,3 x 10° e 1,6 x 10°
UFC.cm™ respectivamente, caracterizando a formacdo de biofilme na superficie.
No entanto, quando a temperatura de incubacao foi de 4,5 C, a contagem média
observada foi de 5,1 x 10* UFC.cm™, evidenciando a influéncia da temperatura
neste processo.

Em outra pesquisa, realizada por Caixeta (2008), foi observado a adeséo,
mas nao a formacéao de biofilme, por P. fluorescens e P. aeruginosa em cupons de
aco inoxidavel, imersos em leite desnatado reconstituido inoculado inicialmente
com aproximadamente 10° UFC.mL" de cada estirpe. As contagens médias
destes micro-organismos a 7 C por 10 dias, foram de 2,6 e 3,9 UFC.cm®

respectivamente.

2.4.3 Inativacao de micro-organismos aderidos em superficies utilizadas na

industria de alimentos

Os processos de limpeza e sanitizacdo de superficies de contato com

alimentos tornam-se mais dificeis e menos eficientes em presenca de micro-
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organismos. Segundo Pompermayer e Gaylarde (2000), este pode ser
considerado um problema potencial, principalmente em relacdo aos
procedimentos de higienizacdo de equipamentos que apresentam locais de dificil
acesso aos compostos quimicos, pois facilita o processo de adesao.

Apés a formacao do biofilme, os micro-organismos que se encontram em
seu interior sdo protegidos da remog¢do quando expostos ao escoamento de
liquidos e a alta turbuléncia, além da protecédo a acao de agentes quimicos, como
os utilizados nos procedimentos de higienizagao (CLONTZ, 2008).

Hood e Zottola (1997) afirmaram que o desenvolvimento de células em
biofilme pode promover a expressao de propriedades distintas as observadas para
células planktonicas, como o0 aumento da resisténcia aos sanitizantes.

Outro importante fator de protecao as células aderidas em relagdo a acao
dos sanitizantes e aos estresses de ordem fisica como a agdo mecanica,
irradiacdes e variacbes de temperatura, é a capacidade de producdo de
exopolissacarideos por algumas espécies bacterianas (POULSEN, 1999).

Segundo Meyer (2003), existem trés estratégias para solucionar os
problemas gerados pela formacao dos biofilmes. O primeiro deles consiste na
sanitizagdo antes da sua formacgéo, o segundo na sanitizagdo apés sua formacao
e o terceiro na utilizagdo de materiais que nao favorecam a formacdo dos
mesmos.

No entanto, Clontz (2008) concluiu que como a remocao dos biofilmes é
extremamente dificil, a adocdo de métodos preventivos sempre sera a melhor
opcao. Estes métodos preventivos devem ter inicio desde o projeto da instalacao
da industria e continuarem durante todas as etapas de producao.

Assim a selecédo do sanitizante adequado é de grande importancia, o que
segundo Troller (1993) s6 é possivel a partir do conhecimento dos sanitizantes
disponiveis, bem como das suas funcbes, formas de uso, concentracdes
recomendadas e formas de atuacdo. A utilizacdo incorreta dos sanitizantes, em
concentracdes inadequadas, pode promover a selecao de algumas espécies
bacterianas resistentes (GRAM et al., 2007).
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Os sanitizantes quimicos mais utilizados no controle de micro-organismos
presentes em superficies utilizadas durante o processamento de alimentos séo o
acido peracético, cloraminas organicas, clorexidina, compostos de aménia
quaternaria, diéxido de cloro, hipoclorito de sodio, iodéforos e o perdxido de
hidrogénio (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

2.4.3.1 Acido peracético, hipoclorito de sédio e digluconato de clorexidina

O acido peracético € um sanitizante de amplo espectro de atividade
antimicrobiana e por isso é utilizado em diversas industrias, principalmente as de
processamento de alimentos (ALASRI et al., 1992).

Sua formulacdo é composta por uma mistura estabilizada de acido
peracético, peréxido de hidrogénio e acido acético. Segundo Kitis (2004), embora
o perdxido de hidrogénio possa contribuir para a acdo do sanitizante, o principal
agente antimicrobiano presente na formulacao é o acido peracético, que apresenta
atividade mesmo em baixas concentracdes. Marques et al. (2007) afirmaram que
sua alta eficiéncia pode ser atribuida a sua capacidade de oxidacao do material
celular.

Para Holah et al. (1990) o &cido peracético pode ser relatado, dentre os
sanitizantes, como o mais efetivo contra biofilmes.

Marques et al. (2007) avaliaram a ac¢ao do dicloroisocianurato de sodio,
peréxido de hidrogénio e acido peracético na inativacao de biofilme formado por
Staphylococcus aureus, e verificaram uma maior eficiéncia do acido peracético.

Em outro estudo, realizado por Beltrame et al. (2012), o acido peracético
também foi considerado mais eficiente em relacdo a aos sanitizantes clorexidina,
quaternario de amoénio e &cidos organicos, na redugdo da contagem dos
patdgenos E. coli, Salmonella sp., S. aureus e L. monocytogenes, frequentemente
encontrados na industria de carnes.

Este sanitizante, na concentragdo de 120 mg. L™ também foi considerado
efetivo por Andrade, Bridgeman e Zottola (1998), na redugdo da contagem de
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biofilme de Enterococcus faecium isolado de leite cru, em aco inoxidavel, sendo
esta de aproximadamente 4,8 ciclos log, apds 2 minutos de contato.

O hipoclorito de sbédio € o sanitizante mais utilizado para garantir a
qualidade microbiolégica e aumentar a seguranca e a vida util de alimentos
processados (SREBERNICH, 2007).

Sua utilizacdo em larga escala esta relacionada ao seu amplo espectro de
atividade antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus, além do fato de ser um
produto relativamente barato (EMMANUEL et al., 2004).

Quando em solugdo aquosa, o hipoclorito de sédio origina o acido
hipocloroso em sua forma nao dissociada, sendo este o principal responsavel pela
acao antimicrobiana (TROLLER, 1993). Segundo Estrela et al. (2002), este
sanitizante apresenta capacidade de destruicdo de fosfolipidios e formacao de
cloraminas, interferindo assim no metabolismo celular, além de promover reagcdes
de oxidacdo, que causam a inibicdo enzimatica irreversivel em bactérias e a
degradacao de lipidios e acidos graxos.

Géandara e Oliveira (2000) observaram que os melhores resultados na
remocao de biofilme em aco inoxidavel, formado por Streptococcus thermophilus
isolado de leite pasteurizado, foram obtidos a partir da utilizacdo de hipoclorito de
sbdio apds as etapas de limpeza alcalina e acida.

Mosteller e Bishop (1993), observaram reducdo de 3,16; 3,19 e 2,08
logUFC.cm™ na contagem de Pseudomonas fluorescens, Yersinia enterocolitica e
Listeria monocytogenes, respectivamente, aderidas em superficie de teflon, pela
utilizacdo do hipoclorito de sédio a 200 mg.L™.

Cabeca, Pizzolitto e Pizzolito (2006), avaliaram a acdo de varios
sanitizantes utilizados na industria de alimentos, em relagdo a biofilme de Listeria
monocytogenes em superficie de aco inoxidavel, e observaram que o hipoclorito
de sédio, na concentragdo de 150 mg.L™, foi o mais efetivo, promovendo reducdes
de 5,5 e 6,5 log.UFC™?, apds 28 e 48h, respectivamente.

A Clorexidina é um composto quimico sintético pertencente ao grupo das
bisbiguanidas, muito utilizado como antisséptico em clinica humana e veterinaria,

devido ao seu baixo potencial de toxidade e irritabilidade (GERMANO;
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GERMANO, 2003). Este sanitizante é mais utilizado na forma de digluconato,
devido a sua alta solubilidade em agua (THOMAS, et al., 2000).

O sanitizante digluconato de clorexina é utilizado na industria de alimentos
para reducdo da microbiota de manipuladores e para sanitizacdo de equipamentos
e utensilios, sendo também recomendado para o controle microbiol6gico de
salmoura no processamento de queijos (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

O mecanismo de acao deste sanitizante consiste na rapida absorcao pelas
células bacterianas, resultando no rompimento da membrana celular e
consequente perda de material intracelular como o potassio. Pode causar inibicao
respiratéria e perda de acido nucléico e coagulacao citoplasmatica, em razao da
sua interagao com proteinas citoplasmaticas (THOMAZ et al., 2000).

Segundo Tortora, Funke e Case (2012), este sanitizante possui um amplo
espectro de agao, agindo sobre bactérias gram-positivas, gram-negativas, fungos,
leveduras e alguns virus.

Litz et al. (2007), avaliaram a agao dos antissépticos triclosan, clorexidina e
iodoforo na reducdo da contaminacao por meséfilos aerdbios e Staphylococcus
sp. em maos de manipuladores na industria de carnes. Os resultados
demonstraram que somente a clorexidina, na concentracdo de 2%, foi eficaz em
30 segundos frente aos micro-organismos testados.

No entanto, a maioria das pesquisas envolvendo a acao deste sanitizante
em relagéo a redugéo de biofilmes bacterianos sdo referentes a area odontoldgica.
Segundo Fiorentino (2009), a clorexidina apresenta capacidade de controlar a
formacao de biofilme dental, e reduzir o risco de carie e doenca periodontal,
devido a reducdo da populacdo de Streptococcus mutans presente na cabidade
bucal. Sanabe et al. (2010) observaram que a utilizacao de clorexidina a 1%, foi
capaz de reduzir significativamente as contagens de biofilme formado por
Streptococcus mutans na superficie de molares.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho consistiu em avaliar a presenca de
bactérias do género Enterococcus e Pseudomonas produtoras de enzimas
proteoliticas e lipoliticas, em ambiente de processamento de leite e derivados, a
possivel formacao de biofilmes mono e multi-espécies em superficie de acgo
inoxidavel AISI 304 e acédo de agentes sanitizantes sobre os mesmos.

Como objetivos especificos foram:

Avaliar a presenca e determinar a contagem de bactérias do género
Enterococcus e Pseudomonas em ambiente de processamento de leite e

derivados;

Avaliar a producdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas por bactérias do
género Enterococcus e Pseudomonas isoladas de ambiente de processamento de
leite UHT;

Modelar a formacédo de biofilme por Enterococcus sp., Pseudomonas sp. e
pelo co-cultivo destes micro-organismos, avaliando a influéncia do tempo de

contato e temperatura de exposicdo no processo.

Avaliar a resisténcia dos micro-organismos ap6s a formacao de biofilmes em
cultivos mono e multi-espécies submetidos a acao de sanitizantes frequentemente

utilizados na industria de alimentos;
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Higiene e Legislacao
do Departamento de Tecnologia de Alimentos, localizado na Faculdade de
Engenharia de Alimentos e no Laboratério de Microscopia Eletrénica do
Departamento de Biologia Celular, localizado no Instituto de Biologia, ambos
pertencentes a Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

4.1 Isolamento de bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas em
ambiente de industria de processamento de produtos lacteos

4.1.1 Caracteristicas da industria

A industria de laticinios avaliada nesta pesquisa encontra-se localizada na
regiao central do Estado de Sao Paulo, sendo que toda a producao é realizada a
partir de leite tipo A, o que a caracteriza como “granja leiteira”, ja que a ordenha é
feita na propria fazenda, ndo necessitando do transporte do leite.

Com capacidade para pasteurizar aproximadamente 5000 litros de leite por
dia, a industria também produz diariamente cerca de 1000 litros de iogurte, 100
quilos de queijo tipo minas e 100 quilos de queijo tipo prato.

4.1.2 Coleta das amostras

Durante o periodo de agosto a outubro de 2010, foram realizadas duas
visitas a industria de laticinios. As coletas tiveram inicio no periodo da manha, as
7:00 horas, quando se iniciavam as atividades da industria e término as 13 horas,
apos o processamento do queijo Minas Frescal, conforme descrito no Apéndice A.

Durante as duas visitas foram coletadas oito amostras de leite cru
(aproximadamente 8L no total), seis de leite pasteurizado (aproximadamente 6L
no total), seis de soro de queijo (aproximadamente 6L no total), seis de massa do
queijo (aproximadamente 2,1kg no total), 20 de queijo Minas Frescal
(aproximadamente 8,0Kg no total) e 114 do ambiente de processamento,
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perfazendo um total de 160 amostras. O local de coleta das amostras pode ser
visualizado a partir do croqui da planta de processamento de queijo Minas Frescal
apresentado no Apéndice B.

Além das amostras obtidas na industria avaliada, foram coletadas outras
seis amostras de leite cru (aproximadamente 6L no total) de outras duas industrias
de laticinios, sendo trés amostras de cada industria.

As amostras foram transportadas refrigeradas até o Laboratério de Higiene
e Legislagdo, onde foram acondicionadas a 4 € até o momento da analise. Todas
as analises, com exce¢ao aos queijos destinados a avaliacdo no ultimo dia do

prazo de validade, tiveram inicio em no maximo 30 horas apds a coleta.

4.1.2.1 Ar ambiente

As amostras de ar ambiente foram obtidas em diferentes pontos da
industria de laticinios. Na sala de producao do queijo tipo Minas, as coletas foram
realizadas no inicio, meio e fim da producdo. Além deste, também foram coletadas
amostras do ambiente de ordenha, da sala de recepcao do leite cru, da sala de
pasteurizacdo, da camara fria para armazenamento dos queijos, e da sala de
armazenamento dos utensilios para producao do queijo (refrigerada a 9 ).

O método utilizado foi o de sedimentacado, em que placas de petri (90mm
de didmetro e 15mm de altura) contendo meio de cultura sdo abertas e expostas
ao ambiente de processamento por 15 minutos, conforme descricdo da American
Public Health Association - APHA (EVANCHO et al.,, 2001). Todas as coletas
foram realizadas utilizando-se meio diferencial agar KF Streptococcus (Difco,
Sparks, EUA), acrescido de TCC a 1% (Cloreto de 2, 3, 5 Trifeniltetrazolio), meio
seletivo agar Cetremid (Difco, Sparks, EUA) e agar para contagem padrao (PCA,
Difco, Sparks, EUA), para quantificacdo de bactérias do género Enterococcus,
Pseudomonas e contagem total, respectivamente. A incubagdo das placas foi
realizada a 35+ 1 C por 48 + 1h.

No total foram coletadas 48 amostras de ar ambiente, nas duas visitas,
sendo 16 amostras para cada meio de cultura utilizado.
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4.1.2.2 Leite cru

As coletas foram realizadas na sala de recepcédo de leite cru, em dois
tanques de aco inoxidavel (Tanque de recepcao 1 e Tanque de recepgao 2). De
cada tanque foram coletadas duas amostras por visita. Assim, no total foram
obtidas oito amostras de leite cru Tipo A para analise, sendo quatro por coleta. As
amostras foram denominadas de Leite Cru Tanque 1 e Leite Cru Tanque 2.

Além das amostras de leite da industria avaliada (Leite Cru Tanque 1 e
Leite Cru Tanque 2), foram coletadas amostras de leite cru refrigerado de outras
duas industrias de laticinios. Diferentemente da industria avaliada, os leites
coletados a partir destas duas industrias ndo sao classificados como leite cru
refrigerado Tipo A integral. Estas amostras foram denominadas de Leite Cru 3 e
Leite Cru 4.

Com auxilio de uma concha de acgo inoxidavel esterilizada, amostras de
aproximadamente 1 L de leite cru foram coletadas e transferidas para bolsas
plasticas esterilizadas com tarja de identificagdo (Nasco, Wisconsin, EUA),
seguido de imediato acondicionamento em caixa com isolamento térmico

contendo gelo para transporte até o laboratério.

4.1.2.3 Leite pasteurizado

As coletas do leite pasteurizado foram realizadas na sala de processamento
de queijos. Trés amostras de leite pasteurizado, bombeado em tubulacéo fechada
diretamente do pasteurizador para tanque de queijo, foram obtidas em cada
coleta, perfazendo um total de seis amostras para analise.

Com auxilio de uma concha de acgo inoxidavel esterilizada, amostras de
aproximadamente 1 L de leite pasteurizado foram coletadas e transferidas para
bolsas plasticas esterilizadas com tarja de identificacdo, seguido de imediato
acondicionamento em caixa térmica com gelo para transporte até o laboratério.
Durante as coletas foram realizadas medidas da temperatura do leite no tanque de

queijo.
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4.1.2.4 Massa do Queijo

As coletas foram realizadas na sala de processamento de queijos. Trés
amostras foram obtidas em cada coleta, perfazendo um total de seis amostras
para analise.

Com auxilio de uma concha de aco inoxidavel esterilizada, foram coletadas,
por amostra, aproximadamente 350 g de massa de queijo antes da salga. A
massa foi acondicionada em bolsas plasticas esterilizadas com tarja de
identificagdo, seguido de imediato acondicionamento em caixa témica com gelo

para transporte até o laboratério.

4.1.2.5 Queijos

Foram coletadas em cada visita, 10 pecas do mesmo lote, de
aproximadamente 400g cada, de queijo Minas Frescal, embalado e armazenado
refrigerado, totalizando 20 amostras para anélise.

Estes foram transportados acondicionados em caixa térmica com gelo até o
Laboratério. Cinco queijos foram analisados no mesmo dia de cada coleta, e os
outros cinco no ultimo dia do prazo de validade determinado na embalagem (15
dias). Os queijos analisados apés 15 dias foram armazenados refrigerados a 4 .

4.1.2.6 Soro de queijo

Trés amostras de soro de queijo foram coletadas em cada visita a industria,
totalizando seis amostras.

Com auxilio de wuma concha de aco inoxidavel esterilizada,
aproximadamente 1 L de soro foi coletado, por amostra, e transferido para bolsas
plasticas esterilizadas com tarja de identificagéo, seguido de imediato

acondicionamento em caixa térmica com gelo para transporte até o laboratério.
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4.1.2.7 Amostras de superficies do ambiente de processamento

Noventa e oito amostras das superficies de equipamentos, utensilios e
instalacbes da industria foram analisadas (Apéndice B). As coletas foram
realizadas ap0s os procedimentos rotineiros de higienizacao.

Em decorréncia das caracteristicas das superficies avaliadas, foram
utilizados dois métodos de coleta. No primeiro, “contato direto por esponja”, uma
esponja esterilizada de celulose (Nasco, Wisconsin, USA) pré-umidecida em 20
mL de &gua peptonada a 0,1% contendo 0,5% de neutralizante tiossulfato de
sédio, foi friccionada, com auxilio de luvas plasticas esterilizadas, na superficie
alvo, exercendo-se uma pressao de arraste, de acordo com a recomendacao da
APHA (EVANCHO et al., 2001). O segundo método, “técnica de swab”, consistiu
na pressao e movimentos da esquerda para a direita e depois de baixo para cima,
girando o swab continuamente para que toda a area do algodao entrasse em
contato com a superficie a ser avaliada. Os swabs foram, entdo, imersos em tubos
plasticos esterilizados contendo 10 mL de agua peptonada a 0,1% e 0,5% de
neutralizante tiossulfato de so6dio de acordo com o APHA (EVANCHO et al., 2001).

As areas foram delimitadas utilizando-se moldes descartaveis esterilizados
de 50 ou 100cm? em funcéo da configuragdo dos equipamentos e utensilios.

As amostras foram acondicionadas em caixa térmica com gelo para

transporte até o Laboratério de Higiene e Legislacao.

» Mesa de aco inoxidavel
Foram coletadas amostras da superficie da mesa em ago inoxidavel
(FIGURA 8) localizada na sala de processamento de queijos. Foi utilizado o
método de contato direto por esponja com area de 100 cm? Nestas duas visitas,
foram coletadas um total de quatro amostras desta superficie.

» Estante
Para a coleta de amostras da estante de polipropileno (FIGURA 9)

localizada na camara fria, foi utilizado o método de contato direto por esponja com
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area de 100 cm? Nestas das duas visitas, foram coletadas um total de duas
amostras desta superficie.

» Seladora a vacuo
Para coleta de amostras da superficie da Seladora a vacuo (FIGURA 10),
localizada dentro da sala de processamento de queijos, foi utilizado o método de
contato direto por esponja com darea de 50 cm? Nestas duas visitas foram
coletadas um total de duas amostras desta superficie.

* Equipamento de ordenha
Utilizando-se a técnica do swab, foram coletadas amostras da superficie do
bocal da teteira do equipamento de ordenha (FIGURA 11). Esta técnica permitiu
atingir toda a area do bocal. Nestas duas visitas foram coletadas um total de duas
amostras desta superficie.

* Macaneta
Foram coletadas amostras da superficie das macanetas (FIGURA 12)
localizadas na sala de processamento de queijos, camara fria e sala de
armazenamento dos utensilios para producédo do queijo (refrigerada a 9 ). Foi
utilizado o método de contato direto por esponja, sendo amostrada toda a area da
magcaneta. Nestas duas visitas foram coletadas um total de seis amostras destas
superficies, sendo duas de cada ambiente.

* Mangueira
Utilizando-se 0 método de contato direto por esponja, foram coletadas
amostras da superficie interna da mangueira (FIGURA 13) conectada ao
equipamento de bombeamento de leite. Neste caso a area amostrada foi de 93,5
cm?, determinada pelo diametro da mangueira e distancia alcancada. Ao final das
duas visitas foram coletadas duas amostras desta superficie.
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* Maos de manipuladores
Foram coletadas amostras das maos de dois manipuladores envolvidos no
processamento dos queijos, sendo um do sexo masculino e um do sexo feminino.
As coletas foram realizadas utilizando-se a técnica do swab. Nas duas visitas, as
amostras foram coletadas dos mesmos manipuladores, perfazendo um total de
quatro amostras.

* Pisos e paredes

Amostras de pisos (FIGURA 14) e paredes (FIGURA 15) foram coletadas
em diferentes locais da industria de laticinios: no ambiente de ordenha, sala de
recepcao do leite cru, sala de pasteurizagédo, sala de processamento de queijos,
camara fria para armazenamento dos queijos e sala de armazenamento dos
utensilios para producao do queijo (refrigerada a 9 C). Foi utilizado o método de
contato direto por esponja com area de 100 cm? por amostra. Nas duas visitas,
foram coletadas um total de 24 amostras de cada tipo de superficie, totalizando 48

amostras.

* Ralo
Foram coletadas amostras das superficies internas e externas (grades) dos
ralos (FIGURA 16) pertencentes a sala de processamento de queijos e sala de
armazenamento dos utensilios para producédo do queijo (refrigerada a 9 C). Para
isso foi utilizado o método de contato direto por esponja com area de 100 cm?.
Nas duas visitas foram coletadas um total de quatro amostras de cada superficie,
totalizando oito amostras.

* Rodo
Para coleta de amostras da superficie do rodo (FIGURA 17), localizado na
sala de armazenamento dos utensilios para produgdo do queijo (refrigerada a 9
), e utilizado para limpeza da sala de processame nto de queijos, foi utilizado o
método de contato direto por esponja com area de 50 cm?. Nas duas visitas foram
coletadas um total de duas amostras desta superficie.
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* Tanque de processamento de queijo

Amostras da superficie do tanque de processamento dos queijos (FIGURA
18) foram coletadas em dois diferentes pontos, na superficie interna do tanque e
no dreno de saida do soro. O método utilizado para os dois pontos foi o de
contato direto por esponja. A area amostrada na superficie interna do tanque foi
de 100 cm? e na superficie do dreno de saida do soro de 93,5 cm?, determinada
pelo didmetro do orificio e distancia alcancada. Nas duas visitas a industria foram
coletadas um total de quatro amostras deste tanque de processamento.

» Tanque de recepcao do leite cru
Foram coletadas amostras das superficies internas dos dois tanques de
recepcao do leite cru (FIGURA 19), localizados na sala de recepcéao do leite cru. O
método utilizado foi o de contato direto por esponja com area de 100 cm?. Nas
duas visitas foram coletadas um total de quatro amostras de cada tanque,

totalizando oito amostras.
» Utensilios utilizados no processamento do queijo tipo Minas

o Foérmas para queijo tipo minas
Toda a éarea interna de uma férma de polietieno (FIGURA 20), com
capacidade para 0,5kg, utilizada no processamento de queijo Minas foi amostrada.
Para isto, foi utilizado o método de contato direto por esponja, sendo coletadas um

total de duas amostras nas duas visitas a industria.

o Lira para corte da massa de queijo
Utilizando-se o método de contato direto por esponja, foram coletadas
amostras da superficie de duas liras (horizontal e vertical) (FIGURA 21),
fabricadas em aco inoxidavel, utilizadas para cortar a massa dos queijos. A area
amostrada foi de 100 cm?. Nas duas visitas a indUstria foram coletadas um total de

duas amostras de cada lira, perfazendo quatro amostras.
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0 Mexedor de leite

Utilizando-se 0 método de contato direto por esponja, foram coletadas
amostras da superficie do mexedor de leite (FIGURA 22), fabricado em aco
inoxidavel. Foi amostrada toda a area do disco do mexedor e nas duas visitas
foram coletadas um total de duas amostras desta superficie.

o Termoémetro
Para coleta de amostras da superficie do termémetro (FIGURA 23) utilizado
durante o processamento do queijo foi utilizado o método de contato direto por
esponja, que permitiu amostrar toda a area do termémetro. Nas duas visitas a
industria, o mesmo termdmetro foi utilizado, sendo, portanto coletadas um total de
duas amostras desta superficie.

4.2 Analise das amostras coletadas

4.2.1 Contagem de bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas

Para contagem das bactérias do género Enterococcus foi utilizado meio
diferencial agar KF Streptococcus, acrescido de TCC a 1% (Cloreto de 2, 3, 5
Trifeniltetrazolio). Foi realizado o plagqueamento por profundidade, seguido de
incubacédo a 45 = 1T por 48 horas para inibir possiveis micro-organismos
acompanhantes (HARTMAN; DEIBEL; SIEVERDING, 2001).

A contagem de colbnias foi realizada considerando-se as caracteristicas
morfolégicas esperadas e confirmadas pelos testes: presenca de colbnias
vermelhas pela reducao de TTC a formazan, rodeadas por halo amarelo devido a
formacao de acido detectado pelo indicador bromocresol parpura. As colbnias
foram comparadas as obtidas pelo plaqueamento nas mesmas condi¢des das
culturas de Enterococcus faecium ATCC 6569 e Enterococcus faecalis ATCC
7080.
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Para contagem das bactérias do género Pseudomonas foi utilizado meio
seletivo 4gar Cetremid. Apds o plagueamento por profundidade, as placas foram
incubadas a 28 + 1 C por 48 horas (BROWN; LOWBURY, 1965).

A contagem de colbnias foi realizada considerando-se as caracteristicas de
formagéo de pigmentagéo fluorescente. As colbnias foram comparadas as obtidas
pelo plagueamento nas mesmas condigdes da cultura de Pseudomonas
fluorescens ATCC 13525.

4.2.2 Preparo e plaqueamento das amostras

» Leite cru, leite pasteurizado e soro de queijo
Apbés a homogeneizagcdo das amostras coletadas, foram realizadas
sucessivas diluicoes em tubos contendo 9 mL de agua peptonada a 0,1%, seguido
de plagueamento por profundidade para contagem de mesdéfilos aerdbios em agar
padrdao para contagens (PCA) e em meios de cultura especificos, conforme
descrito no item 4.2.1, para contagem das bactérias do género Enterococcus e
Pseudomonas. Para a contagem total as placas foram incubadas a 35 C/48horas.

» Massa do queijo e queijos

O preparo das amostras de massa do queijo e dos queijos foi realizado de
acordo com o Standard Methods for the Examination of Dairy Products (MIDURA;
BRYANT, 2001).

Vinte e cinco gramas de cada amostra foram pesados, diluidos em 225 mL
de solucao esterilizada de agua peptonada a 0,1%, acondicionados em bolsas
plasticas esterilizadas com tarja de identificacdo, e homogeneizados em
homogeneizador tipo “Stomacher” (Lab-Blender 400, Seward Medical, Londres,
Inglaterra). Sucessivas diluicdes decimais foram preparadas em solugdo de agua
peptonada 0,1% e plaqueadas para contagem de mesofilos aerdbios em PCA e
em meios de cultura especificos, conforme descrito no item 4.2.1, para contagem
das bactérias do género Enterococcus e Pseudomonas. As placas destinadas a

contagem total foram incubadas a 35 /48 horas.
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* Amostras de superficies do ambiente de processamento

As esponjas acondicionadas nas bolsas plasticas esterilizadas e
umidecidas com 20 mL da solugéo esterilizada composta por agua peptonada a
0,1% e neutralizante tiossulfato de soédio a 0,5%, foram homogeneizadas em
homogeneizador tipo “Stomacher” por dois minutos. Os “swabs” acondicionados
em tubos plasticos esterilizados contendo 10 mL da solugao esterilizada composta
por agua peptonada a 0,1% e neutralizante tiossulfato de sédio a 0,5%, foram
homegeneizados no vértex (Fanem Modelo 251, velocidade 10) por um minuto.

Nos dois métodos, sucessivas diluicbes foram realizadas em tubos
contendo 9 mL de agua peptonada a 0,1% seguido de plaqueamento em PCA
para contagem de mesdéfilos aerébios e em meios de cultura especificos, conforme
descrito no item 4.2.1, para contagem das bactérias do género Enterococcus e
Pseudomonas. Para a contagem total as placas foram incubadas a 35 C/48horas.

4.2.3 Isolamento, confirmacao e identificacao de bactérias do género

Enterococcus

Apobs o plaqueamento em meio de cultura especifico, conforme descrito no
item 4.2.1, col6nias tipicas de cada placa foram selecionadas aleatoriamente e
transferidas para Brain Heart Infusion (BHI, Difco, Sparks, EUA), incubadas a 35
€ por 24 horas, e posteriormente submetidas aos te stes de confirmagéao:
coloracao de Gram, catalase, capacidade de crescimento em agar Bile Esculina,
em BHI contendo NaCl 6,5%, em BHI com pH 9,6 e em BHI incubado a 10 €
(HARTMAN; DEIBEL; SIEVERDING, 2001).

Apbés a confirmacdo as culturas foram ativadas por duas vezes
consecutivas em caldo BHI a 35 £ 1 C por 24 horas, e mantidas a -80 € neste
mesmo meio em microtubos (Eppendorf) de 1,5mL contendo 10% de glicerol.

A identificagdo em espécie das colbnias selecionadas e confirmadas foi
realizada através da técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para as

espécies de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis.
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4.2.3.1 Identificacao das espécies de Enterococcus pela técnica da PCR

» Extracao do DNA

Para extracdo do DNA, microtubos (Eppendorf) contendo 600 pL da cultura
ativada em caldo BHI (35T por 24 horas), foram sub metidos a centrifugacao a
13.000 xg por 10 minutos (centrifuga Eppendorf 5415D). O sobrenadante foi
descartado e os pellets foram ressuspendidos em 95 pL de tampéao PCR 1X (10
mM de tris-HCI, 50 mM de KCI) (Invitrogen Life Technologies, EUA). Em seguida,
aos microtubos, foram adicionados 4 pL de lisozima (50 mg/mL) (Sigma-Aldrich,
Alemanha) com manutencao a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esta
etapa, foi adicionado 1 pyL de proteinase K (20 mg/mL) (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, EUA) seguido de incubacdo em banho de 4gua a 60 °C
por 60 minutos, e tratamento final a 95 °C por 8 minutos (FURRER et al., 1991). O
DNA de cada isolado foi armazenado a -20 C até a avaliagao pela técnica da
PCR.

* Reacao em cadeia da polimerase — PCR

Para identificacdo das espécies E. faecium e E. faecalis, os primers foram
sintetizados de acordo com Dutka-Malen, Evers e Courvalin (1995), conforme
descrito na Tabela 2. O volume total utilizado para cada reacédo foi de 25 pL,
contendo: 1,0 uL do DNA extraido, 0,2 uM de cada primer, 1X de tampao PCR (10
mM de tris-HCI, 50 mM de KCI), 2,0 mM de MgCl: (Invitogen Life Technologies,
Carlsbad, EUA), 0,2 mM de cada dNTP (Invitogen Life Technologies, EUA), e 1 U
de Tag DNA polimerase (Invitogen Life Technologies, Carlsbad, EUA). A
amplificacdo do DNA, realizada em termociclador (Epperndorf 5345), seguindo as
seguintes etapas: etapa inicial a 94 € por 2 minut os, 30 ciclos de desnaturagao a
94 € por 1 minuto, anelamento a 54 € por 1 minuto , extensdao a 72 € por 1
minuto, e etapa final a 72 € por 10 minutos (DUTKA-MALEN; EVERS;
COURVALIN, 1995). As cepas Enterococcus faecalis ATCC 7080 e Enterococcus
faecium ATCC 6569 foram utilizadas como controle positivo para a reagéo.

51



Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado por 20 minutos em Sybr Safe (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, EUA). Cada gel foi adicionado de marcador de peso molecular

(Fermentas Life Sciences, Vilnius, Lituania) para referéncia.

Tabela 2. Descricdo dos primers utilizados para identificacdo das espécies E.

faecalis e E. faecium

o Gene _ Sequencia dos primers Produto
Espécie . Primer
amplificado (5°-3) (pb)
E. faecalis dAlE taecaiis Fk1 ATCAAGTACAGTTAGTCT 941
Fk2 ACGATTCAAAGCTAACTG
E. faecium AAIe taecium Fae1 GCAAGGCTTCTTAGAGA 550
Fae2 CATCGTGTAAGCTAACTTC

Fonte: Dutka-Malen, Evers e Courvalin (1995)

4.2.4 Isolamento, confirmacao e identificacao de bactérias do género

Pseudomonas

Apoés o plaqueamento em meio de cultura especifico, conforme descrito no
item 4.2.1, col6nias tipicas de cada placa foram selecionadas aleatoriamente e
transferidas para Caldo BHI, incubadas a 28 £ 1 T por 24 horas, e posteriormente
submetidas aos testes: coloracdo de Gram, catalase e oxidase. O teste de oxidase
foi realizado utilizando-se tiras para teste de oxidase (Laborclin, Pinhais, Brasil).

Apbés a confirmacdo as culturas foram ativadas por duas vezes
consecutivas em caldo BHI a 28 £ 1 C por 24 horas, e mantidas a -80 € neste
mesmo meio em microtubos (Eppendorf) de 1,5mL contendo 10% de glicerol.

A identificagdo em espécie das colbnias selecionadas e confirmadas foi
realizada através da técnica da PCR para as espécies Pseudomonas fluorescens

e Pseudomonas aeruginosa.
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4.2.4.1 Identificacao das espécies de Pseudomonas pela técnica da PCR

» Extracao do DNA

Para extragcdo do DNA, microtubos (Eppendorf) contendo 600 uL da cultura
ativada em caldo BHI (35T por 24 horas), foram sub metidos a centrifugacao a
13.000 xg por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e os pellets
ressuspendidos em 95 uL de tampao PCR 1X (10 mM de tris-HCI, 50 mM de KCI).
Em seguida, aos microtubos, foram adicionados 4 pL de lisozima (50 mg/mL) com
manutencdo a temperatura ambiente por 15 minutos. Apds esta etapa, foi
adicionado 1 pL de proteinase K (20 mg/mL) seguido de incubacdo em banho de
agua a 60 <€ por 60 minutos, e tratamento final a 95 T por 8 minutos (FURRER
et al., 1991). O DNA de cada isolado foi armazenado a -20 T até a avaliagao pela
técnica da PCR.

* Reacao em cadeia da polimerase — PCR

Para identificacdo das espécies P.fluorescens e P. aeruginosa, 0s primers
foram sintetizados de acordo com, Scarpellini, Franzetti e Galli (2004), e Spilker et
al. (2004), respectivamente, conforme descrito na Tabela 3. O volume total
utilizado para cada reacao foi de 25 pL, sendo: 2,5 uL do DNA extraido, 0,2 uM de
cada primer, 1X de tampao PCR (10X), 2,0 mM de MgCl,, 0,2 mM de cada dNTP e
1 U de Taq DNA polimerase.

A amplificacdo do DNA, seguiu as seguintes etapas para P.fluorescens:
etapa inicial a 94 T por 5 minutos, 30 ciclos de desnaturacdo a 94 < por 1
minuto, anelamento a 55 T por 1 minuto, extensdo a 72 € por 2 minutos, e etapa
final a 72 € por 2 minutos (SCARPELLINI; FRANZETTI; GALLI, 2004). Para P.
aeruginosa as etapas foram: etapa inicial a 95 T por 2 minutos, 25 ciclos de
desnaturacao a 94 T por 20 segundos, anelamento a 58 T por 20 segundos,
extensao a 72 € por 40 segundos, e etapa final a 72 € por 1 minuto (SPILKER et
al., 2004). As cepas de Pseudomonas fluorescens ATCC 13525 e Pseudomonas

aeruginosa ATCC 14502 foram utilizadas como controle positivo para a reagao.
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Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5%, corado por 20 minutos em Sybr Safe. Cada gel foi adicionado de marcador

de peso molecular (Fermentas Life Sciences, Vilnius, Lituania) para referéncia.

Tabela 3. Descricdo dos primers utilizados para identificacdo das espécies
P. fluorescens e P. aeruginosa

Espécie Amplificacao Primer Sequencia dos primers (5°-3’)  Produto
(pb)
P. RNAr 16S 16SF TGCATTCAAAACTGACTG 850
fluorescens 16SR AATCACACCGTGGTAACCG
P. RNAr 16S PA-SS-F GGGGGATCTTCGGACCTCA 956
aeruginosa PA-SS-R TCCTTAGAGTGCCCACCCG

Fonte: ' SCARPELLINI; FRANZETTI; GALLI (2004); ° SPILKER et al. (2004).

4.3 Influéncia do tempo e temperatura de armazenamento no
desenvolvimento de mesoéfilos aerobios e bactérias do género Enterococcus

e Pseudomonas no leite cru

A avaliacdo do efeito do tempo e temperatura de armazenamento no
desenvolvimento de mesofilos aerdbios e bactérias do género Enterococcus e
Pseudomonas no leite cru foi realizada a partir da analise de quatro amostras:
Leite Cru Tanque 1, Leite Cru Tanque 2, Leite Cru 3 e Leite Cru 4.

Cada uma das quatro diferentes amostras de leite coletadas, foi dividida
assepticamente em por¢cdes e estas foram acondicionadas em tubos esterilizados
com capacidade para aproximadamente 20 mL. Os tubos foram armazenados em
trés diferentes temperaturas: 4, 7 e 10 C.

As amostras foram analisadas quanto a contagem de mesdéfilos aerdbios, a
partir do plaqueamento por profundidade em PCA, seguido de incubacao a
35C/48h, e quanto a contagem de Enterococcus spp. € Pseudomonas spp.,
conforme metodologia descrita no item 4.2.1. As andlises foram realizadas
imediatamente apo6s a obtencao (tempo zero)das amostras e apés 2, 4 e 8 dias de

armazenamento.Todas as analises foram realizadas em trés repeticdes.
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4.4 Avaliacao da capacidade proteolitica das bactérias isoladas

As bactérias identificadas (itens 4.2.3 e 4.2.4) foram avaliadas quanto a
producdo de enzimas proteoliticas de acordo com metodologia recomendada por
Hartman, Deibel e Sieverding (2001).

As culturas pertencentes ao género Enterococcus e Pseudomonas,
reativadas em caldo BHI (35 € por 24 horas e 28 € por 24 horas,
respectivamente), foram estriadas em placas contendo agar para contagem
padrao (PCA) acrescido de 1% de leite desnatado reconstituido, e incubadas a e
incubadas a 28 <C por 72 horas e 28 T por 72 horas , respectivamente.

A confirmacéo do resultado positivo foi obtida pela formacao de um halo
transllcido ao redor das coldnias apds a adicao de 0,2 mL de &acido acético a 10%
por 1 minuto. A cepa de Bacillus cereus NCTC 1143 foi utilizada como controle
positivo.

4.5 Avaliacao da capacidade lipolitica das bactérias isoladas

As bactérias identificadas (itens 4.2.3 e 4..2.4) foram avaliadas quanto a
producdo de enzimas lipoliticas de acordo com metodologia recomendada por
Frank e Yousef (2004).

As culturas pertencentes ao género Enterococcus e Pseudomonas,
reativadas em caldo BHI (35 € por 24 horas e 28 € por 24 horas,
respectivamente), foram estriadas em superficie de Agar Spirit Blue (Difco,
Sparks, EUA) acrescido de reagente lipase (Difco, Sparks, EUA), seguido de
incubacdo a 32 £ 1 € por 48 £ 3 horas.

A formacado de um halo de cor clara e/ou uma intensa cor azul ao redor da
colénia caracterizou a producao de enzimas lipoliticas. A cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 6539 foi utilizada como controle positivo.
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4.6 Avaliacao da formacao de biofilmes
4.6.1 Preparo de cupons de aco inoxidavel

Para avaliar a formacao de biofilme bacteriano foram adquiridas chapas de
aco inoxidavel AlSI 304 (American Iron and Steel Institute), acabamento numero 4,
nas dimensdes de 1,0 m x 1,2 m x 0,1 cm (Agomedi Agos Ltda, Barueri, Brasil). A
chapa foi transportada recoberta por plastico bolha, de forma a evitar danos ao
material. Esta superficie foi selecionada por ser amplamente utilizada na
construcdo de equipamentos, bancadas e utensilios das industrias de alimentos
em geral.

A chapa foi cortada em cupons de 1 cm x 1 cm x 0,1 cm e perfurada em um
dos vértices (1 mm de didmetro), em cortador e perfurador especial para permitir a
uniformidade do material. Estes procedimentos foram realizados pelo Centro de
Tecnologia da Unicamp.

A determinacéao da rugosidade do material também foi realizada pelo Centro
de Tecnologia da Unicamp, Laboratério de Metrologia, utilizando-se rugosimetro
(modelo S8P, Perthen, Mahr, Alemanha). O resultado para a analise de
rugosidade, obtido a partir de uma média de nove medicées a temperatura de
20 + 1 C, foi de 0,366pum (ROSADO, 2009).

Para manter os cupons suspensos e imersos no leite durante os ensaios
de avaliacdo da formacao dos biofilmes bacterianos, foram utilizados fios de
poliamida (Nylon®), de 0,2 mm de diametro. Os fios foram cortados em diferentes
tamanhos para manter os cupons imersos e dispostos, alternadamente, em
diferentes profundidades (MACHADO, 2006).

Antes de cada ensaio os cupons foram submetidos aos procedimentos de
higienizacao, adaptados de Parizzi (2004), conforme descrito a seguir:

- Limpeza com auxilio de esponja de poliuretano, agua destilada e
detergente neutro liquido;

- Enxague com 4gua destilada;

- Passagem do fio de poliamida pelo orificio do cupom:;
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- Imers@o em Aalcool etilico 70% (v/v) por 1 hora a temperatura ambiente,
visando a remoc¢ao da gordura;

- Enxague com &gua destilada;

- Secagem ao ar;

- Fixagéo do fio poliamida com fita adesiva, na parte externa de frasco
(100 mL) para reagente em vidro borosilicato com tampa rosqueada (Schott,

Indaiatuba, Brasil), para suspensdo dos cupons no frasco, conforme apresentado
na Figura 24;

- Esterilizagdo em autoclave a 121 € por 15 minuto s.

Figura 24. Frasco contendo os cupons de ago inoxidavel AISI 304 #4, suspensos
por fios de poliamida.

4.6.2 Determinacao da formacao do biofilme bacteriano

Para avaliagdo da formacdo de biofilme bacteriano por bactérias dos
géneros Enterococcus e Pseudomonas, foi realizado um delineamento composto
central rotacional (DCCR) para dois fatores (tempo de contato e temperatura de
exposicao) de acordo com a metodologia proposta por Rodrigues e lemma (2005).
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Foram realizadas trés repeticbes de cada ensaio, nas temperaturas de 7;
13; 27; 41 e 47 € e nos tempos de contato de 0; 1,2; 4; 6,8; e 8 dias. As
temperaturas tiveram variagcdo de de + 1 C, e os tempos de + 1 hora, com
excecao ao tempo zero que corresponde ao ensaio realizado imediatamente
apds a imersao dos cupons no frasco contendo o leite e a suspensao bacteriana.
Foram quantificadas as unidades formadoras de colénias por cm? (UFC.cm™).

A Tabela 4 apresenta a relagao entre temperatura e tempo de contado para
os ensaios. As respostas (UFC.cm®) foram ajustadas por regressao utilizando o
modelo polinomial quadratico (log UFC.cm™= bg + b1T + bz T? + bat + bat? + bsTxt),
em que bp até bs sdo os coeficientes do modelo, T é temperatura e t € o tempo de

contato.

Tabela 4. Delineamento composto central rotacional para relacao entre as

variaveis temperatura de exposicao e tempo de contato

Ensaios Variavel 1 Variavel 2 Temperatura Tempo
() (dias)
1 -1 -1 13 1,2
2 -1 +1 13 6,8
3 +1 -1 41 1,2
4 +1 +1 41 6,8
5 -1,41 0 7 4
6 +1,41 0 47 4
7 0 -1,41 27 0
8 0 +1,41 27 8
9 0 0 27 4
10 0 0 27 4
11 0 0 27 4

Variavel 1 : Temperatura de exposicao
Variavel 2: Tempo de contato

-1: Nivel inferior

0: Ponto central

+1: Nivel superior

-1,41 e +1,41: Pontos axiais
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A menor temperatura utilizada foi 7 C, devido ao fato das bactérias
avaliadas serem classificadas como psicrotréficas, e portanto, capazes de
crescer a temperaturas de refrigeracdo. A temperatura central deve ser aquela
que pela literatura, certamente havera o crescimento do micro-organismo e a
maior temperatura foi estabelecida de acordo a faixa de crescimento dos
mesmos. Em relacdo aos tempos de contato, o tempo zero foi determinado como
um controle, variando até oito dias por se tratar da avaliacao da formagédo de um
biofilme.

A partir do delineamento apresentado na Tabela 4 foram realizados cinco
experimentos para avaliagdo da formacao de biolfimes bacterianos na superficie
de aco inoxidavel. O primeiro para avaliagao da formacao de biofilme apenas por
Enterococcus faecium (experimento 1), o segundo por Enterococcus faecalis
(experimento 2), o terceiro por Pseudomonas fluorescens (experimento 3), o
quarto por Pseudomonas aeruginosa (experimento 4) e o quinto experimento
para avaliacdo da formagdo de biofilme multi-espécie (experimento 5), pela
juncao de todas as espécies avaliadas nos experimentos anteriores.

As suspensoes bacterianas utilizadas nas analises descritas acima, foram
selecionadas a partir do local ao qual foram isoladas (item 4.1) e dos resultados
positivos para os itens 4.4 e 4.5, referentes a caracterizacdo da producao de
enzimas proteoliticas e lipoliticas. Assim as suspensfes utilizadas nos
experimentos 1, 2, 3 e 4 foram compostas por cinco isolados cada, e a utilizada no
experimento 5 por 20 isolados, ja que foi obtida pela juncdo de todos os isolados
utilizados nos experimentos anteriores. A origem de cada cepa € apresentada na
Tabela 5.
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Tabela 5. Origem das cepas das bactérias do género Enterococcus

Pseudomonas utilizadas na avaliagdo da formagéao de biofilme bacteriano

Experimento Codificagao

Espécie bacteriana

Origem

E42 E. faecium Macaneta da cdmara fria
E84 E. faecium Leite cru tanque pequeno
E106 E. faecium Piso da sala de queijos
1 E113 E. faecium Magcaneta da sala de queijos
E120 E. faecium Piso da sala de ordena
E2 E. faecalis Leite cru tanque grande
E15 E. faecalis Queijo
E40 E. faecalis Termbmetro
2 E110 E. faecalis Maganeta da sala de queijos
E94 E. faecalis Equipamento de ordenha
P7 P. fluorescens Leite cru tanque pequeno
P11 P. fluorescens Queijo
P27 P. fluorescens Macaneta da camara fria
3 P117 P. fluorescens Piso da sala de queijos
P82 P. fluorescens Equipamento de ordenha
P6 P. aeruginosa Leite cru tanque pequeno
P81 P. aeruginosa Equipamento de ordenha
P91 P. aeruginosa Piso da sala de pasteurizagao
4 P98 P. aeruginosa Ralo da sala de queijos
P115 P. aeruginosa Piso da sala de queijos

Para avaliacdo da formacao dos biofiimes em cada experimento, apoés a
esterilizacdo e preparo dos cupons teste, conforme descrito no item 4.6.1, os
frascos foram adicionados de 100 mL de leite UHT (Jussara, Franca, Brasil)

inoculado com a suspensao dos micro-organismos avaliados (TABELA 5).

O leite UHT foi previamente avaliado quanto a contagem de aerdbios, em
PCA com incubacdo a 30 + 1 € por 72 + 3 horas (LAIRD, et al., 2004). Para

avaliacao da presenca de esporos o leite foi submetido a 80 £ 1 € por 12

minutos, seguido de plaqueamento em PCA e incubacao a 32 £ 1 T por 48 horas,

de acordo com a metodologia proposta por Frank e Yousef (2004).

O in6culo inicial adicionado ao leite UHT, foi determinado a partir da

contagem obtida na analise do leite cru para cada micro-organismo (item 4.2).
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Para padronizacdao do inéculo inicial, cada cepa utilizada foi ativada
individualmente em caldo BHI, e foram realizadas contagens apds 24 e 48 horas.
As cepas pertencentes ao género Pseudomonas foram incubadas as 28T e as
pertencentes ao género Enterococcus a 35C. As contagens foram realizadas pelo
plagueamento por profundidade em PCA, seguido de incubacdo a 35C/48h. A
partir destas contagens foram determinadas as diluicbes a serem realizadas para
inoculacgao do leite UHT em cada experimento.

Em todos os ensaios, imediatamente apds a inoculacdo da cultura a ser
avaliada, foi realizada a contagem do leite UHT, como forma de controle. O
plagueamento foi realizado em PCA com incubacgédo a 35 + 1 C por 48 + 1 hora.

A cada 48 horas de contato os cupons incubados foram imersos em um
novo leite inoculado com a mesma contagem utilizada inicialmente, para manter a
populacdo no meio. A contagem deste leite descartado foi realizada com o objetivo
de comparacao da populacao presente no leite apds 48 horas de incubacéo e a
aderida aos cupons de aco inoxidavel. Para o leite descartado de acordo com o0s
experimentos 1 e 2, 3 e 4 a contagem foi realizada utilizando-se como meio de
cultura o PCA, pois estes eram compostos por isolados do mesmo genéro. No
experimento 5 foram realizadas a contagem total em PCA, a contagem de
Enterococcus sp. em agar KF Streptococcus e de Pseudomonas sp. em agar
Cetremid. Para todos os experimentos a incubacao das placas foi realizada a 35 +
1 C por 48 + 1h.

4.6.2.1 Determinacao do numero de células aderidas

A avaliacao da adeséo e formacéao de biofilme foi realizada pela técnica de
contagem padrdao em placas (CPP) para todos os experimentos. Depois de
incubados nos tempos e temperaturas determinados, dois cupons foram retirados
do leite, para que cada repeticdo fosse realizada em duplicata, e imersos
individualmente em tubos contendo 10 mL de solugcédo peptonada esterilizada a
0,1% por um minuto, sem agitacéo, visando a remocao de células plancténicas.
Em seguida, cada cupom foi imerso em 5 mL da mesma solugéo e submetidos a
vértex (Fanem Modelo 251, velocidade 10) por dois minutos para remocao das
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células sésseis e realizacao das diluicdes para plaqueamento por profundidade
(ANDRADE; AJAO; ZOTTOLA, 1998). O mesmo procedimento foi realizado sem
a adicao do inéculo no meio, como forma de controle.

A avaliagdo das células aderidas nos experimentos 1 e 2, 3 e 4 foi realizada
utilizando-se como meio de cultura o PCA, pois estes eram compostos por
isolados do mesmo genéro. No experimento 5 foram realizadas a contagem total
em PCA, a contagem de Enterococcus sp. em agar KF Streptococcus e de
Pseudomonas sp. em agar Cetremid. Para todos os experimentos a incubacao

das placas foi realizada a 35 + 1 T por 48 + 1h.
4.6.2.2 Analise estatistica dos resultados

A andlise dos resultados foi avaliada utilizando-se o modelo polinomial
quadrético (log UFC.cm™= by + byT + by T2 + bat + bat® + bsTxt) , em que by até bs
séo os coeficientes do modelo e T € temperatura e t € o tempo (RODRIGUES,
IEMMA, 2005).

4.6.2.3 Verificacao experimental do modelo encontrado

Para verificacdo dos modelos encontrados nos cinco experimentos (item
4.6.2), foram conduzidos ensaios experimentais em trés repeticbes, em
condigbes ndo avaliadas anteriormente, como forma de testar a eficiéncia do
modelo.

Para isso foram realizados os mesmos procedimentos de preparo e
incubagédo dos cupons teste (item 4.6.2), em diferentes tempos e temperaturas
utilizados anteriormente no DCCR, conforme apresentado na Tabela 6.
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Tabela 6. Experimentos para validagdo dos modelos propostos na avaliagdo da
formacao de biofilmes por E. faecium, E. faecalis, P. fluorescens, P. aeruginosa e

pela juncao destas espécies

Experimento Isolados Tempo (dias) Temperatura (°C)
22
2
1 E. faecium 47
3 25
22
2
2 E. faecalis 47
3 25
22
2
3 P. fluorescens 47
3 25
22
2
4 P. aeruginosa 47
3 25
E. faecium + ’ 22
5 E. faecalis + 47

P. fluorescens +
) 3 25
P. aeruginosa

A determinagdo do numero de células aderidas foi realizada de acordo
com o item 4.6.2.1.

4.7 Microscopia eletrénica de varredura

Para avaliagdo visual da formacdo de biofilme bacteriano nos cinco
delineamentos, foi realizada a microscopia eletrdnica de varredura, visando
verificar a formacao do biofilme bacteriano e a topografia da superficie. Foram
escolhidas as combinacdes de tempo e temperatura de 27 € e 37 € por 48
horas, para todos os experimentos.

Os cupons-teste de cada experimento foram incubados de acordo com a
metodologia descrita no item 4.6.2. Apés a formacao do biofilme, foram imersos

em tampao fosfato 0,1M para rinsagem do meio de cultura e remocao das células
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planctdnicas. A fixacao foi realizada utilizando-se glutaraldeido 2% em solugéo de
tampao fostato 0,1M, com imersdo dos cupons por 3 horas. Para desidratacao
utilizou-se alcool etilico PA em ordem crescente das concentracdes de 30, 50, 70,
80, 95%, por 10 minutos de contato em cada, e 100% em trés repeticdes por 10
minutos cada, para retirada completa da dgua. Os cupons foram transferidos para
cestas permeaveis e submetidos a secagem em Secador de Ponto Critico
(“Critical Point Dryer”, CPD 030, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein) com
utilizacdo de gas carbdnico para retirada completa do alcool utilizado na etapa de
desidratacdo. ApOs esta etapa, os cupons foram metalizados em Metalizador
(SCD 050 Sputter Coater, Balzers Union, Balzers, Liechtenstein), com fina
camada de ouro por 180 segundos, com a finalidade de torna-los bons
condutores elétricos, de forma a melhorar sua visualizagao.

A avaliacao visual dos cupons foi realizada em Microscépio Eletrénico de
Varredura (JEOL JSM - 5800 LV), utilizando-se varios aumentos que variaram de
800 a 8000 vezes.

Para verificacdo da topografia da superficie, o procedimento de preparo
das amostras teve inicio na etapa de metalizagao.

A microscopia eletronica de varredura também foi utilizada na avaliagdo da
metodologia utilizada nesta pesquisa para remocao das células sésseis dos
cupons de aco inoxidavel. Ap6s a formacado do biofilme bacteriano, como
descrito acima, os cupons foram imersos individualmente em tubos contendo 10
mL de solucao peptonada esterilizada 0,1% por um minuto, sem agitacao,
visando a remocao de células plancténicas. Em seguida, cada cupom foi imerso
em 5 mL da mesma solugdo e submetidos a vortex por dois minutos para
remocao das células sésseis. Apos esta etapa, os cupons foram submetidos a
procedimentos idénticos aos realizados para avaliacao microscopica da formacgao
do biofilme bacteriano.
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4.8 Avaliacao da eficiéncia de diferentes sanitizantes em relagcao ao biofilme

formado

Para avaliar a eficiéncia de sanitizantes em relagao aos biofilmes formados
nos cinco experimentos, foram utilizadas as solugées de hipoclorito de sodio a 100
mg.L™" de Cloro Residual Total (CRT), pH=9,4 (Super Candida, Indlstria Anhembi
S.A., Osasco, Brasil), acido peracético a 300 mg.L™", pH=2,8 (Divosan Forte,
Jonhson Diversey, Sintra, Portugal) e digluconato de clorexidina a 400 mg.L™,
pH=6,4 (Neobiodine, Neobrax Ltda, Barretos, Brasil).

A solucéo clorada foi preparada e analisada de acordo com a metodologia
da American Public Health Association — APHA (2005), e a de acido peracético e
digluconato de clorexidina de acordo com as indica¢des dos fabricantes.

Foram realizadas trés repeticées para cada tratamento, sendo que em cada
repeticdo o erlenmeyer recebeu 2 cupons para analise e 2 para controle. O cupom
controle refere-se aquele que nao recebeu o sanitizante, e sua contagem foi
utiizada para calcular o numero de reducdées decimais promovido pelos
sanitizantes.

A formacdo do biofilme foi conduzida de acordo com a metodologia
descrita no item 4.6.2, e a combinacgao entre a temperatura e tempo de exposi¢ao
determinada de acordo com os experimentos realizados.

Apés a incubagédo, os cupons foram enxaguados em agua peptonada 0,1%
para remocao das células planctoénicas e imersos em 10 mL de cada solugéo
sanitizante por 10 minutos a temperatura ambiente, em torno de 25 C. Apés esta
etapa os cupons foram transferidos para 10 mL de solucédo neutralizante por 10

minutos, para inativagao da ag¢ao do sanitizante.

As solugbes neutralizantes utilizadas foram o Tiosulfato de sédio a 1%
para hipoclorito de sédio e &cido peracético, e Twen 80 a 0,5% para o
digluconato de clorexidina.

Os cupons retirados da solucao neutralizante, foram imersos em 5 mL de

solucao peptonada 0,1% e submetidos a vortex por dois minutos para remogao
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das células sésseis e preparacao das diluicbes para o plaqueamento por
profundidade.

Para os cupons controle, foram realizados os mesmos procedimentos
descritos, exceto as etapas de utilizagdo dos sanitizantes e neutralizantes.

A avaliacdo das células aderidas nos experimentos 1 e 2, 3 e 4 foi realizada
utilizando-se como meio de cultura o PCA, pois estes eram compostos por
isolados do mesmo género. No experimento 5 foram realizadas a contagem total
em PCA, a contagem de Enterococcus sp. em agar KF Streptococcus e de
Pseudomonas sp. em agar Cetremid. Para todos os experimentos a incubacao

das placas foi realizada a 35 + 1 T por 48 + 1h.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao microbiolégica do ambiente de processamento de queijo Minas
Frescal

5.1.1 Bactérias do género Enterococcus
5.1.1.1 Matéria-Prima

A Tabela 7 apresenta os resultados obtidos para contagem de bactérias do
género Enterococcus na matéria-prima, ap6s as duas coletas realizadas na

indUstria de laticinios.

Tabela 7. Contagem de bactérias do género Enterococcus na matéria-prima

destinada a producéao de queijo Minas Frescal

Matéria-prima Enterococcus
12 coleta 22 coleta
Leite cru tanque 1' 2,32 4,61
Leite cru tanque 2" 2,49 1,57
Leite pasteurizado' <1* <1*
T logUFC.mL” *estimado

A contagem média de Enterococcus spp. no leite cru coletado nos tanques
1 e 2 foi de 2,74 logUFC.mL". Esta pode ser considerada uma contagem
relativamente baixa quando comparada a alguns trabalhos realizados no Brasil e
reportados na literatura. Souto (2006), Fernandes (2010) e Tebaldi et al. (2008)
observam contagens de bactérias deste género no leite cru que variaram de 1,41
a 7,36, 4,55 a 6,27 e 3,60 a 7,14 logUFC.mL", respectivamente. Assim como
nesta pesquisa, nos trabalhos realizados por Souto (2006) e Fernandes (2010), o
leite foi coletado em cidades do Estado de Sao Paulo, enquanto no trabalho de
Tebaldi et al. (2008) a coleta foi realizada no Estado de minas Gerais.

Ja em pesquisa realizada na Irlanda, por Gelsomino et al. (2001), esta
contagem foi de 2,00 logUFC.mL", possivelmente devido a caracteristicas

especificas do leite de diferentes regides.
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A ocorréncia de Enterococcus spp. em produtos lacteos, € um indicativo de
praticas higiénicas inadequadas (MANNU et al., 2003), sendo a contaminacgéo
atribuida a falhas que tém inicio durante a ordenha.

O fato das coletas terem sido realizadas em uma industria de laticinios
caracterizada como “granja leiteira”, possivelmente contribuiu para uma menor
contaminacao, uma vez que o leite é refrigerado e bombeado diretamente para os
tanques de recepcao imediatamente apds a ordenha mecénica.

As contagens de Enterococcus observadas no leite pasteurizado foram
<1 logUFC.mL™, o que indica que a pasteurizago foi capaz de reduzir a contagem
deste micro-organismo consideravelmente, ja que estavam presentes no leite cru.
Temelli et al. (2006) observaram uma reducao das bactérias deste género de 6,2
logUFC.mL™ no leite cru, para < 2 logUFC.mL™ no leite pasteurizado. Resultado
semelhante foi descrito por Perri (2010), que relatou uma reducao de até 6 ciclos
logaritmicos na contagem de Enterococcus spp. em decorréncia da pasteurizacao
do leite.

No entanto, na maioria das vezes a pasteurizacdo apenas reduz, mas nao
elimina estas bactérias do leite e produtos lacteos (GIRAFFA; CARMINATI,
NEVIANI, 1997; GIRAFFA, 2002; FOULQUIE-MORENO et al., 2006),
principalmente quando a contagem inicial é elevada.

Como a pasteurizagdo também elimina a maioria dos micro-organismos
competidores, o ambiente torna-se favoravel ao desenvolvimento das bactérias
resistentes como o Enterococcus spp. (GIRAFFA, 2002).

Com uma menor contagem de Enterococcus spp., comparado aos demais
estudos relatados, a pasteurizacao teve resultados satisfatorios, ja que apds este
procedimento as contagens observadas foram <1,0 logUFC.mL™.

5.1.1.2 Ambiente de processamento

A analise das 80 amostras de ar ambiente e superficies das instalacoes,
equipamentos e utensilios utilizados ao longo do processamento de queijo, desde
a ordenha até a obtengéo do produto final, demonstrou uma grande variagdo entre
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0 grau de contaminacdo por Enterococcus spp. nos diferentes pontos de
amostragem e entre as duas coletas.

As contagens, apresentadas na Tabela 8, demonstram que embora em
86,25% das amostras analisadas nao tenha sido possivel a contagem e
isolamento de Enterococcus spp, sua presenca foi verificada em superficies de
contato com o produto final, na sala de processamento de queijos.
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Tabela 8. Contagem de bactérias do género Enterococcus no ambiente de
processamento de queijo Minas Frescal

Bactérias do género Enterococcus

Pontos de Coleta 12 coleta 2% coleta
Ar ambiente' <1* <1*
Sala de Ordenha Equipamento de ordenha® 4,89 5,41
Parede® <1* <1*
Piso® <1* <1*
Ar ambiente' 1 <1*
Sala de Recepcao Parede® <1 <1
Piso® <1* <1*
Tanque de leite cru 1° <1* <1*
Tanque de leite cru 2° <1* <1*
Ar ambiente' <1* <1*
Sala de Parede® <1* <1*
Pasteurizacéo Piso® <1* <1*
Ar ambiente' <1* <1*
Estante® <1* <1*
Maganeta® 2,07 2,20
Camara Fria Parede® <1* <1*
Piso® <1* <1*
Ar ambiente' <1* <1*
Sala de Férmas para queijo tipo <1 <1*
armazenamento minas

dos utensilios Lira® <1* <1*
para producdo do Maganeta® 3,53 3,81
queijo (refrigerada Mexedor de leite® <1* <1*
a9 ) Parede® <1* <1*
Piso® <1 <1*
Rodo® <1* <1*
Ar ambiente — inicio da <1 <1

fabricagao do queijo’
Ar ambiente — meio da <1 <1

fabricagao do queijo’
Ar ambiente — fim da <1 <1

fabricagao do queijo’
Dreno de saida do soro® <1 <1
Sala de Queijos Seladora & vacuo® < 1" <1*
Mangueira® <1* <1*
Mo de Manipulador 1* <1* <1*
Mo de Manipulador 2* <1* <1*
Mesa de ago inoxidavel® <1* <1*
Parede® <1* <1*
Piso ° <1* 2,50
Ralo (parte externa)® <1* <1*
Ralo (parte interna) ® 2,99 4,97
Tanque de processamento <1 <1

de queijo3
Termdmetro® 1,74 <1*
! logUFC.placa™ % logUFC.unidade™ % logUFC.cm™® *logUFC.mao™ *estimado
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A maior contagem observada foi na superficie do equipamento de ordenha,
em média de 5,15 logUFC.cm™. Apesar de sua localizagao estar fora do ambiente
de producdo do queijo Minas Frescal, seu controle higiénico-sanitario & de
extrema importancia, uma vez que as bactérias deste género podem resistir ao
tratamento térmico, ou mesmo produzir enzimas lipoliticas e proteoliticas no leite
cru, alterando assim a qualidade do produto final.

As maganetas presentes na entrada da cadmara fria e na entrada da sala de
armazenamento dos utensilios (refrigerada a 9 C), constituem uma importante
fonte de contaminacéo do produto, uma vez que ficam voltadas para o interior da
sala de processamento de queijos. Como os utensilios e insumos para fabricacao
dos queijos ficam armazenados nestes locais, o0 manipulador entra
constantemente em contato com as superficies das macanetas durante o
processamento do queijo.

Embora ndo tenha sido observada a presenca de Enterococcus spp. has
maos dos manipuladores, estes utilizam-se de luvas, que sao trocadas
constantemente. Assim, a contaminacao das luvas pode ser repassada ao produto
final.

Na primeira coleta, também foi verificado a presenca das bactérias deste
género no termdémetro, utilizado na determinagdo da temperatura de adicao do
coalho. Embora a contagem de 1,74 logUFC.unidade™ possa ser considerada
baixa, a utilizacdo deste instrumento se da apds a pasteurizacdo do leite e em
condicbes de temperatura que permitem o rapido desenvolvimento do micro-
organismo.

Em pesquisa para avaliacdo da presenca de Enterococcus spp. em
ambiente de processamento de ricota, Fernandes (2010) encontrou resultados
positivos para as superficies do tanque de processamento de ricota, parede,
bancadas, férma, tela de retengéo, vassoura e ralo de esgotamento de soro.

A presenca de Enterococcus spp foi detectada no ar ambiente da sala de
ordenha e de recepcéo (1 UFC.placa™). No entanto, o mesmo néo ocorreu durante

o processamento do queijo Minas Frescal, na sala de processamento.
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5.1.1.3 Produto final

Das 20 amostras de queijo avaliadas quanto a presenca de Enterococcus
spp., em apenas quatro (20%) foram obtidas contagens deste micro-organismo
(TABELA 9). Entre as amostras com resultados positivos, trés pertenciam ao
grupo analisado no dia da coleta e uma apdés 15 dias de armazenamento

refrigerado a 4<C.

Tabela 9. Contagem de bactérias do género Enterococcus na massa, Soro e no

queijo Minas Frescal

Produtos Enterococcus
12 coleta 22 coleta
Massa do queijo” <1” <1*
1 4,46 <1*
Queijo - dia da coleta® 2 4,62 <1
3 <1 <1*
4 <1 <1*
5 3,30 <1*
Queijo - 15 dias de 6 <1* <1*
armazenamento a 4 C 2 7 <1 <1*
8 4,56 <1*
9 <1 <1*
10 <1 <1*
Soro de queijo’ <1* <1*
TlogUFC.mL" %logUFC.g" *estimado

As contagens nestes produtos variaram de < 1 logUFC.g™" estimado a 4,62
logUFC.g™". Esta variagdo se deve possivelmente a uma contaminacdo pds-
processamento, ja que em cada coleta, todas as amostras pertenciam ao mesmo
lote.

Assim as unidades amostrais que apresentaram Enterococcus spp.,
provavelmente, foram contaminadas de forma individualizada ap6s o
processamento, o que se justifica pelo fato de que a maioria dos queijos é muito
manipulado.

De acordo com Giraffa (2002), geralmente a presenca de bactérias deste
género em queijos pasteurizados, se deve ndo s6 a resisténcia térmica, mas

também a recontaminacao apds o tratamento térmico.
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A auséncia de contaminacdo por esta bactéria, na massa e no soro do
queijo, reforca a teoria da ocorréncia de uma contaminacao pos-processamento.

A presenca de Enterococcus spp. em queijos tém sido relatada
constantemente, o que evidencia a necessidade de maior controle de forma a
evitar a contaminacao.

A partir dos resultados aqui encontrados, nota-se uma menor contaminacao
quando comparados a alguns trabalhos reportados na literatura.

Em 2004, Temelli et al. encontraram contagens de bactérias do género
Enterococcus em queijo branco Turco de 4,4 logUFC.g'. Fernandes (2010)
observou contagens que variaram de 3,53 a 7,07 logUFC.g™" em ricota. Em 2009,
Lima e colaboradores verificaram uma média de 7,30 logUFC.g™" em queijo Minas
Frescal produzido na Serra do Salitre.

5.1.2 Bactérias do género Pseudomonas
5.1.2.1 Matéria-Prima

A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos para contagem de bactérias
do género Pseudomonas na matéria-prima, apdés as duas coletas realizadas na

indUstria de laticinios.

Tabela 10. Contagem de bactérias do género Pseudomonas na matéria-prima

destinada a producéao de queijo Minas Frescal

Matéria-prima Pseudomonas
12 coleta 22 coleta
Leite cru tanque 17 <1* 1,51
Leite cru tanque 2 <1 <1*
Leite pasteurizado1 <1* <1*
" logUFC.mL" *estimado

A presenca de Pseudomonas spp. no leite cru, foi observada apenas no
tanque 1, na segunda coleta, sendo esta de 1,51 logUFC.mL™". Estes resultados
demonstram que o0s procedimentos de higienizacdo realizados pela industria
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avaliada, foram efetivos no controle da contaminacao do leite cru por bactérias
deste género.

No entanto, estudos demonstraram que a falta de controle higiénico-
sanitario na cadeia produtiva do leite, pode afetar sua qualidade. Assim, o
desenvolvimento de bactérias do género Pseudomonas tem sido constantemente
associado a qualidade insatisfatéria do leite e produtos lacteos.

Fagundes et al. (2006) observaram contagem de 3,85 logUFC.mL™" no leite
cru recém ordenhado. Resultado semelhante foi encontrado por Pinto, Martins e
Vanetti (2006), que verificaram uma contagem média de 3,94 logUFC.mL™" no
tanque de leite cru individual. No entanto neste ultimo estudo os resultados para o
tanque coletivo e silo industrial foram maiores, sendo de 4,47 e 5,84 logUFC.mL™,
respectivamente. Silva et al. (2010b) obtiveram uma contagem média de 6,42
logUFC.mL™, no leite cru coletado em empresas localizadas no Estado de Goias.
Mallet et al. (2011) observaram contagens de 2,67 e 2,77 logUFC.mL", nos
periodos de inverno e primavera, respectivamente.

Assim como no caso da contaminacao por Enterococcus spp., as bactérias
do género Pseudomonas multiplicam-se rapidamente em condigcdes adversas de
temperatura, e o fato do leite ser resfriado e bombeado diretamente aos tanques
de recepcao apds a ordenha, contribui significativamente para a diminuicao desta
contagem bacteriana.

Nao foi observado o crescimento de Pseudomonas spp. no leite

pasteurizado coletado no tanque de fabricacao do queijo.

5.1.2.2 Ambiente de processamento

A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos para contagem de bactérias
do género Pseudomonas no ambiente de processamento de queijo Minas Frescal.

Das 80 amostras coletadas de ar ambiente e superficies das instalacoes,
equipamentos e utensilios utilizados ao longo do processamento de queijo, desde
a ordenha até a obtencdo do produto final, em apenas 8,75% foi possivel a
contagem e isolamento de Pseudomonas spp., no entanto sua presenca foi
verificada em superficies localizadas dentro da sala de processamento dos
queijos.
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Tabela 11. Contagem de bactérias do género Pseudomonas no ambiente de
processamento de queijo Minas Frescal

Bactérias do género Pseudomonas

Pontos de Coleta 12 coleta 22 coleta

Ar ambiente' <1* <1*
Sala de Ordenha Equipamento de ordenha’ <1* 3,17
Parede® <1* <1*
Piso® <1* <1*
Ar ambiente' <1* <1*
Parede® <1* <1*
Piso® <1 <1*
Sala de Recepgéao Tanque de leite cru 1° <1* <1
Tanque de leite cru 2° <1* <1*
Ar ambiente' <1* <1*
Sala de Parede® <1* 1,91
Pasteurizagéo Piso® <1* <1*
Ar ambiente’ <1* <1*
Camara Fria Estante® <1* <1*
Maganeta® 2,69 <1*
Parede’ <10* <1*
Piso® <10* <1*
Ar ambiente' <1* <1*
Sala de Férmas para queijo tipo minas® <1* <1*
armazenamento dos Lira® <1* <1*
utensilios para Maganeta® <1* <1*
producao do queijo Mexedor de leite” <1* <1*
(refrigerada a 9 C) Parede® <1* <1*
Piso’ <1* 2,84
Rodo® <1* <1*
Ar ambiente — inicio da <1 <1*

fabricagao do queijo’
Ar ambiente — meio da <1 <1

fabricagao do queijo’
Ar ambiente — fim da <1* <1

Sala de Queijos fabricagao do queijo’
Dreno de saida do soro® <1 <1
Seladora & vacuo® <1* <1*
Mangueira® <1* <1*
Mao de Manipulador 1* <1* <1*
Mao de Manipulador 2* <1* <1*
Mesa de ago inoxidavel® <1* <1*
Parede® <1* <1*
Piso ® <1* 1,64
Ralo (parte externa)® <1* <1*
Ralo (parte interna) ® 1,71 2,77
Tanque de processamento de <1 <1

queijo3

Termdmetro® <1* <1*

1 logUFC.placa™ % logUFC.unidade™ % logUFC.cm™ * logUFC.mao™ *estimado
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O equipamento de ordenha, na segunda coleta, foi responsavel pela maior
contagem encontrada, sendo esta de 3,17 logUFC.mL". Na parede da sala de
pasteurizacdo e no piso da sala de armazenamento dos utensilios para produgéao
do queijo, também foi possivel a detec¢do de Pseudomonas spp., com contagens
de 1,91 e 2,84 logUFC.mL", respectivamente.

Dentro da sala de processamento de queijos, foi observada a presenca das
bactérias deste género nas superficies do piso, parte interna do ralo e macaneta
da camara fria. Destas superficies, a macaneta pode ser considerada como a que
apresenta maior risco potencial de contaminacado do produto final, uma vez que
existe a necessidade dos manipuladores entrarem em contato direto com a
mesma durante o processamento.

Mas, ao contrario da contaminagdo por Enterococcus spp., néo foi
detectada a presenca de Pseudomonas spp. em nenhuma superficie de contato
direto com o queijo Minas Frescal.

Os procedimentos de higienizacdo adotados pela indastria avaliada,
resultaram em um controle efetivo quanto a presenca de Pseudomonas spp. nas
superficies utilizadas durante o processamento do queijo Minas Frescal. Este
controle é de extrema importancia, considerando-se bactérias deste género
possuem capacidade de se aderir rapidamente as superficies de contato com

alimentos, e consequentemente formar biofilmes.
5.1.2.3 Produto final

Das 20 amostras de queijo avaliadas quanto a presenca de Pseudomonas
spp., em apenas uma (5%) foi verificado a presenga deste micro-organismo

(TABELA 12). A contagem nesta amostra analisada no mesmo dia da primeira
coleta, foi de 2,86 logUFC.g™".
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Tabela 12. Contagem de bactérias do género Pseudomonas na massa, Soro € no

queijo Minas Frescal

Produtos Pseudomonas
12 coleta 22 coleta
Massa do queijo” <1* <1*
1 <1* <1*
Queijo - dia da 2 2,85 <1*
coleta® 3 <1* <1*
4 <1* <1*
5 <1* <1*
Queijo — 6 <1* < 1"
15 dias de 7 <1* <1*
armazenamento a 4 C? 8 <1* <1*
9 <1* <1*
10 < 1% <1*
Soro de queijo’ <1 <1
TlogUFC.mL" %logUFC.g" *estimado

Nao foi detectada a presenca deste micro-organismo na massa € no soro
do queijo, obtidos durante a fabricacao, indicando que a Unica amostra em que foi
observado a presenca de Pseudomonas spp., provavelmente, sofreu uma
contaminacao pds-processamento.

Embora nesta pesquisa a contaminacao por Pseudomonas spp. no produto
final possa ser considerada pequena, as bactérias deste género sao
frequentemente associadas a deterioracdo de produtos lacteos, principalmente os
queijos.

Um exemplo é a pesquisa realizada por Dias (2009), que encontrou uma
contagem média de 4,58 logUFC.g"' de Pseudomonas spp. em queijo Minas

Frescal.

5.1.3 Contagem de meséfilos aerdbios
5.1.3.1 Matéria-Prima

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos para contagem de mesofilos
aerébios presentes na matéria-prima, apos as duas coletas realizadas na industria

de laticinios.
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Tabela 13. Contagem de mesdfilos aerdbios na matéria-prima destinada a
producéo de queijo Minas Frescal

Matéria-prima/ Contagem de Mesoéfilos Aerdbios
Produtos 12 coleta 22 coleta
Leite cru tanque 1" 5,04 4,69
Leite cru tanque 2" 511 4,68
Leite pasteurizado' <1* 234
" logUFC.mL *estimado

A contagem média destes micro-organismos no leite cru, na primeira e
segunda coleta (tanques 1 e 2) foi de 5,04 e 4,69 logUFC.mL™". Como as analises
foram realizadas a partir de leite cru Tipo A, estes valores estdo acima do
permitido pela Instrucdo Normativa n® 62, de 29 de dezembro de 2011, que
estabelece contagem maxima de 1 x 10* UFC.mL™" (BRASIL, 2011).

Resultado semelhante foi encontrado por Silva et al. (2010a), que em
avaliacao da qualidade do leite cru de uma granja leiteira localizada no Rio Grande
do Sul, encontraram contagens médias de 4,14 logUFC.mL" no leite cru
refrigerado.

Em outra pesquisa, Fagan et al. (2008), verificaram contagens médias em
granjas leiteiras que variaram de 3,80, 3,45, 3,82 e 3,53 logUFC.mL" nos
periodos de verdo, outono, inverno e primavera, respectivamente. Neste caso,
todas as contagens estavam dentro do limite estabelecido pela legislagao.

A Normativa n°® 62, de 29 de dezembro de 2011, estabelece que apenas
duas de cinco amostras analisadas de leite pasteurizado Tipo A, podem
apresentar contagens entre 5,0 x 10° e 1,0 x 10® UFC.mL" (BRASIL, 2011).
Embora na primeira coleta ndo tenha sido detectado a presenga de micro-
organismos mesoéfilos e aerdbios no leite pasteurizado, foi observado contagem
destes de 2,34 logUFC.mL™ na segunda coleta.

5.1.3.2 Ambiente de processamento

A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos para contagem de total de
mesofilos aerébios no ambiente de processamento de queijo Minas Frescal.

78



Tabela 14. Contagem de mesdfilos aerdbios no ambiente de processamento de
queijo Minas Frescal

Contagem de Mesoéfilos Aerdbios

Pontos de Coleta 12 coleta 22 coleta
Ar ambiente’ >2,39** >2,39**
Sala de Ordenha Equipamento de ordenha® 6,48 7,36
Parede® 3,76 3,85
Piso® 4,14 2,07
Ar ambiente’ 0,30 1,17
Sala de Recepgao Parede® 2,27 1,07
Piso® 2,66 2,00
Tanque de leite cru 1° 3,68 1,07
Tanque de leite cru 2° 2,07 2,81
Ar ambiente’ 0,30 12
Sala de Parede® <1* <1*
Pasteurizacéo Piso® 217 2,77
Ar ambiente’ <1* 2
Camara Fria Estante® 2,07 2,30
Maganeta® 3,07 3,32
Parede® <1* 1,67
Piso® 2,17 1,72
Ar ambiente’ 2 5
Férmas para queijo tipo < 1" 1,54
minas
Sala de Lira® <1* <1*
armazenamento Mag;aneta2 6,71 4,44
dosdutepsgios para Mexedor de leite® <1* 1,62
producéo do queijo 3 « *
(refrigerada a 9 C) sz:gse ;;1 ;;3
Rodo® 2,69 <1*
Ar ambiente — inicio da 0,90 0,77
fabricacdo do queijo’
Ar ambiente — meio da 0,47 0,69
fabricacdo do queijo’
Ar ambiente — fim da 1,00 0,30
fabricacdo do (gueijo1
. Bancada 1,20 <1*
Sala de Queijos Dreno de saida do soro® <1 <1*
Seladora a vacuo® <1* <1*
Mangueira® 1,95 1,69
Mao de Manipulador 1* 1,47 <1*
Mao de Manipulador 2* 1,30 <1*
Parede® <1* <1*
Piso ° 2,50 3,17
Ralo (parte externa)® 1,64 2,30
Ralo (parte interna) ® 4,64 6,90
Tanque de processamento <1 <1
de queijo3
Termometro® 2,79 1,77
" logUFC.placa™ % logUFC.unidade™ °logUFC.cm™ *logUFC.mao" *estimado

**Contagem superior a 250 UFC/placa (2,39 log.UFC.placa”) obtida pela técnica de
sedimentagéo simples
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Embora o nimero de amostras ambientais contaminadas por Enterococus
spp. € Pseudomonas spp. tenha sido considerado relativamente baixo (5.1.1.2 e
5.1.2.2), das 80 amostras analisadas a partir da contagem total em placas, nao foi
observada a presenca de micro-organismos em apenas 22 amostras (27,5%).

A maior contagem observada foi na superficie do equipamento de ordenha,
em média de 6,92 logUFC.cm®. Na sala de ordenha, ainda foi observada a
presenca de meséfilos aerébios no ar ambiente, parede e piso.

Na area de recepcao, também foi detectada a presenca destes micro-
organismos no ar ambiente, parede, piso e nos tanques de leite cru.

Neste ambiente, a contaminacdo dos tanques de leite cru pode ser
considerada como a mais relevante, uma vez que as coletas foram realizadas
apos os procedimentos de higienizacao e estas sao superficies de contato direto
com a matéria-prima. As contagens nestas superficies variaram de 1,07 a 3,68
logUFC.cm™, o que pode caracterizar um processo de adesdo bacteriana.

Na sala de pasteurizacao foi observada a contaminacdo no ar ambiente e
piso, enquanto na camara fria foi observada no ar ambiente, estante, maganeta,
parede e piso.

Assim como na camara fria, a macaneta localizada porta de acesso a sala
de armazenamento dos utensilios para producao dos queijos, também apresentou
contagem de mesdéfilos aerébios. Como estas foram superficies com resultado
positivo para Enterococcus spp. € Pseudomonas spp., sua higienizacdo pode ser
considerada como insatisfatoria.

Além da maganeta, houve desenvolvimento bacteriano nas amostras
referentes a ar ambiente, férmas para queijo, mexedor de leite, piso e rodo da sala
de armazenamento dos utensilios utilizados na producao dos queijos. No entanto,
para as superficies de contato direto com o queijo, férmas e mexedor de leite,
foram observadas contagens apenas na segunda coleta, sendo estas de 1,54 e
1,62 IogUFC.cm'2 respectivamente.

Ao avaliar o ar ambiente da sala de processamento de queijos (inicio, meio
e fim da produgéao), verificou-se a presenga de meséfilos aerdbios. As contagens
variaram de 0,30 a 1,00 logUFC.placa™.

80



Dentre as superficies localizadas nesta sala, de contato direto com o
produto ndo foram observadas contagens no tanque de processamento e dreno de
saida do soro. No entanto, as maos dos manipuladores (primeira coleta) e o

termémetro apresentaram contagens microbianas.

5.1.3.3 Produto final

Em todas as 20 amostras de queijo analisadas, foi detectada a presenca de
micro-organismos mesofilos aerdbios. A média das contagens nos queijos
analisados no dia e apés 15 dias a coleta foram de 4,43 e 5,95 logUFC.g™,
respectivamente (TABELA 15).

Tabela 15. Contagem de mesodfilos aerdbios na massa, soro e no queijo Minas

Frescal
Matéria-prima/ Contagem de Mesofilos Aerdbios
Produtos 12 coleta 22 coleta
Massa do queijo” 2,36 2,55
1 5,75 3,90
Queijo - dia da e 200 2,28
colota? 3 4,85 4,51
4 4,90 5,38
5 3,76 3,32
6 7,69 5,11
Queijo — 7 6,07 5,04
15 dias de 8 6,39 5,30
armazenamento a 4 C 2 9 6,83 5,43
10 6,61 4,98
Soro de queijo’ 2,07 1,69
TlogUFC.mL” %logUFC.g" *estimado

Lisita (2005) observou contagens médias de 6,76 e 10,10 logUFC.g"' de
mesofilos aerdbios na massa e queijo Minas Frescal em duas coletas realizadas
em uma industria localizada no Estado de S&do Paulo. Adreatta (2006) observou
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contagens de 4,15 e 6,12 logUFC.g" pés 2 e 16 dias de armazenamento
refrigerado do queijo Minas Frescal, respectivamente.

A massa e o soro do queijo apresentaram contagens médias de 2,46 e 1,88
logUFC.g™", o que possivelmente propiciou o desenvolvimento bacteriano apés a
fabricacdo do queijo, principalmente durante o periodo de enformagem e

acondicionamento em embalagem, devido a temperatura ambiente.

5.2 Influéncia do tempo e temperatura de armazenamento no
desenvolvimento de mesoéfilos aerobios e bactérias do género Enterococcus

e Pseudomonas no leite cru

5.2.1 Bactérias do género Enterococcus

A Tabela 16 apresenta a contagem de bactérias do género Enterococcus
nas amostras de leite cru armazenadas sob diferentes condicbes de tempo e

temperatura.

Tabela 16. Contagem de bactérias do género Enterococcus (logUFC.mL™") em

leite cru armazenado sob diferentes condi¢cdes de tempo e temperatura

Tempo (dias)

Amostra Temperatura ()
0 2 4 8
Leite C 2,45°"  230°° 2,80>° 4,07%°
eite Cru
T ] 2,454 2,64%° 2,91°8 4,20%°
anque
q 10 2,45°A 3,63°" 5,23*# 5,69%"
Leite 2,03°" 254" 2,73°% 4,36%°
eite Cru
T 0 7 2,03%* 2,694 2,90%°*® 4,41%°
angue
q 10 2,03%* 3,474 5,27%A 5,494
4 2,56 " 3,50°" 3,56°" 58127
Leite Cru 3 7 2,56 %" 3,564 3,60°" 6,25%"
10 2,56 %A 3,62°4 3,69°* 7,00**
4 2,84°"  341%°F 3,44%" 4,212°
Leite Cru 4 7 2,84 %" 4,22°A 4,47 5,09%°
10 2,844 4,48°" 4,59°* 5,67*"

Médias seguidas de letras mindsculas sobrescritas iguais para uma mesma temperatura, néo diferem entre si
(p>0,05) pelo teste Tukey.

Médias seguidas de letras mailusculas sobrescritas iguais para 0 mesmo tempo de armazenamento, em cada
amostra, nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey.
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Nao houve diferenca significativa (p>0,05) entre as contagens iniciais das
amostras de Leite Cru Tanque 1, Leite Cru Tanque 2, Leite Cru 3 e Leite Cru 4.
Embora, apenas as amostras de Leite Cru Tanques 1 e 2 sejam classificadas
como leite cru Tipo A, as analises para contagem inicial foram realizadas no
mesmo dia da ordenha para todas as amostras, imediatamente apds transporte
refrigerado da industria até o laboratério, o que justifica o fato das contagens néo
diferirem estatisticamente.

Os resultados, que também podem ser observados na Figura 25,

evidenciaram a influéncia do tempo e temperatura no desenvolvimento bacteriano
no leite cru.

Leite Cru Tanque 1 Leite Cru Tanque 2

8 -
6 - 6 -
E E
S S
Q4 Q4
3 3
()] ()]
s} s}
2 - 2 -
0 - 0 -
4°C 7°C 10 °C 4°C 7°C 10 °C
Temperatura de armazenamento Temperatura de armazenamento
Leite Cru 3 8 Leite Cru4
6 - 6 -
E E
S S
24 24
3 3
()] ()]
el el
2 - 2 -
0 0 -
4°C 7°C 10 °C 4°C 7°C 10 °C

Temperatura de armazenamento Temperatura de armazenamento

M2 dias WA4dias ™8 dias

Figura 25. Contagem de bactérias do género Enterococcus (logUFC.mL™") em leite
cru armazenado sob diferentes condi¢des de tempo e temperatura
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As analises realizadas para o leite cru coletado no tanque 1, demonstraram
que a 4 e 7T so6 foi observado aumento significativo nas contagens apos 8 dias
de armazenamento. No entanto, para a temperatura de 10C este aumento foi
observado ap6s 2 dias. Ao avaliar o efeito da temperatura no desenvolvimento
bacteriano, percebe-se que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre as
temperaturas de 4 e 7 C, independentemente do tempo de armazenamento,
porém a 10 T nos tempos 2, 4 e 8 dias, as contagens de Enterococcus spp.
foram significativamente mais elevadas.

Comportamento semelhante foi observado para a amostra coletada no
tanque de leite cru tanque 2. Independentemente da temperatura, houve aumento
significativo nas contagens avaliadas ao longo do tempo de armazenamento.
Embora apés 2 dias de armazenamento as contagens tenha sido estatisticamente
iguais nas diferentes temperaturas, observa-se que para as analises realizadas
apods 4 e 8 dias, estas contagens foram superiores na temperatura de 10 T,
quando em comparacao a4 e 7 C.

Apoés 2 dias de armazenamento do leite cru 3, houve aumento significativo
das contagens de Enterococcus spp., independentemente da temperatura. No
entanto, para esta amostra, ndo foram observadas diferencas no crescimento
bacteriano, em fungcado do aumento da temperatura.

A partir da analise do leite cru 4, observa-se que em todas as temperaturas
avaliadas, o tempo de armazenamento influenciou no aumento das contagens, e
para as andlises realizadas a 2, 4 e 8 dias de armazenamento, o aumento da
temperatura resultou na elevagao do desenvolvimento bacteriano.

Dentre as amostras, o leite cru 3 foi 0 que obteve maior crescimento médio
entre o segundo e oitavo dia de armazenamento, sendo este de 2,79 logUFC.mL™.
Na sequencia as amostras de leite cru tanque 2, leite cru tanque 1 e leite cru 4
obtiveram aumento das contagens médias, para o mesmo intervalo, de 1,85, 1,79
e 0,95 logUFC.mL™, respectivamente. Estes resultados demonstram que embora
as contagens sejam referentes a bactérias do mesmo género, nao existe um unico

parametro que determine a taxa de crescimento, 0 que possivelmente é
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dependente das diferentes cepas de bactérias presentes em diferentes amostras
de leite (HARYANI et al., 2003).

5.2.2 Bactérias do género Pseudomonas

A Tabela 17 apresenta a contagem de bactérias do género Pseudomonas
nas amostras de leite cru armazenadas sob diferentes condigcdes de tempo e

temperatura.

Tabela 17. Contagem de bactérias do género Pseudomonas (logUFC.mL™") em

leite cru armazenado sob diferentes condi¢des de tempo e temperatura

Tempo (dias)

Amostra Temperatura ()
0 2 4 8
4 0,75%" 2,47°° 3,07°F 5,17%F
Leite Cru Tanque 1 7 0,75°* 2,80°" 3,30>° 5,50%4%
10 0,75%* 4,14°4 5,00>" 5,93*"
<1,00°°"  1,38>° 2,07%°F 2,80%°
Leite Cru Tanque 2 7 <1,00**  1,90°® 2,118 4,07%°
10 <1,00**  3,90°" 4,87%°A 4,934
<1,00°°"  <1,00*°" 1,86>°¢ 4,20*°
Leite Cru 3 7 <1,00°°*  <1,00**" 2,51 4,93*"
10 <1,00¢**  1,30°" 2,44°% 5,15%"
1,86°" 3,25°" 4,81%° 5,89%"
Leite Cru 4 7 1,86°" 4,34°" 4,86°° 6,17*"
10 1,86%" 4,54°4 5,41°A 6,74*"
*estimado

Médias seguidas de letras minlsculas sobrescritas iguais para uma mesma temperatura, nao diferem entre si
(p>0,05) pelo teste Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas sobrescritas iguais para o0 mesmo tempo de armazenamento, em cada
amostra, ndo diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey.

Nas quatro amostras avaliadas, o aumento do tempo de armazenamento,
independentemente da temperatura de incubacdo, resultou em um aumento
significativo da contagem de bactérias do género Pseudomonas, como
esquematizado na Figura 26.

85



Leite Cru Tanque 1 g Leite Cru Tanque 2

0 L2 0 Lo
4°C 7°C 4°C 7°C 10 °C

10 °C

[=2]
[=2]
L

logUFC.cm-2
oy
logUFC.cm-2
oy

A%
L

Temperatura de armazenamento Temperatura de armazenamento
Leite Cru 3 8 Leite Cru 4
6 - 6 -
E E
=] =]
24 24
o)} o)}
()] ()]
© ©
2 4 2 4
4°C 7°C 10 °C 4°C 7°C 10 °C
Temperatura de armazenamento Temperatura de armazenamento

W Z dias W4 dias 8 dias

Figura 26. Contagem de bactérias do género Pseudomonas (logUFC.mL™") em

leite cru armazenado sob diferentes condi¢des de tempo e temperatura

As andlises dos resultados obtidos para as amostras de Leite Cru
coletadas nos tanque 1 e 2, demonstram que apbés 2, 4 e 8 dias de
armazenamento, o aumento da temperatura de 4 para 10 €, resultou em um
aumento significativo das contagens médias.

As amostras de Leite Cru Tanque 1 e Leite Cru 3 tiveram como principal
caracteristica a baixa contagem inicial, sendo que para o Leite Cru C, mesmo
apés 2 dias de armazenamento a 4 e 7 T as contage ns foram estimadas, em
virtude das limitacdes da técnica de contagem em placas, em que o numero de
colénias deve estar entre 25 e 250 (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

No entanto, das quatro amostras, esta foi a que apresentou a maior
crescimento médio entre 0 segundo e oitavo dia de armazenamento, sendo este

de 4,32 logUFC.mL™". Estes resultados confirmam a importancia do controle do
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tempo e temperatura de armazenamento, uma vez ocorreu 0 rapido
desenvolvimento das poucas células bacterianas presentes no leite.

As maiores contagens de Pseudomonas spp. foram observadas a partir da
analise do leite cru 4, em todos os tempos e temperaturas avaliados. Apés 2 e 4
dias de armazenamento, foi verificado aumento significativo entre as temperaturas
de 4 e 10 C, embora ap6s 8 dias as contagens tenham sido estatisticamente
iguais.

As temperaturas de 4., 7 e 10 C, também foram esco lhidas por Santos et
al. (2010), para avaliar o desenvolvimento de Pseudomonas spp. em leite
desnatado reconstituido (LDR). Os autores ndo observaram diferenca significativa
nas contagens apés 1, 2, 3, 4 e 5 dias de armazenamento em funcdo da
temperatura, mas, mas foi verificado aumento do desenvolvimento bacteriano em
funcdo do tempo.

Silva et al. (2010c), verificaram um elevado nivel de bactérias do género
Pseudomonas no leite cru recém-ordenhado (5,70 logUFC.mL™"), e uma diferenca
significativa apds 48 horas de armazenamento a 7 C (6,14 logUFC.mL™).

Em outro estudo realizado por Haryani et al. (2003), foi observado que o
tempo para que a contagem de bactérias psicrotroficas em leite cru atingissem
7 logUFC.mL™, foi de 10 dias a2 C, 9 diasa 4T, 7 diasa7 T e 4 diasa 10 C.

5.2.3 Mesofilos Aerobios

A Tabela 18 apresenta a contagem de bactérias do género Pseudomonas
nas amostras de leite cru armazenadas sob diferentes condicbes de tempo e
temperatura.
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Tabela 18. Contagem de Mesdfilos Aerdbios (logUFC.mL") em leite cru

armazenado sob diferentes condi¢des de tempo e temperatura

Tempo (dias)

Amostra Temperatura ()
0 2 4 8

4,86°° 4,77°° 6,00°" 7,39%"

Leite Cru Tanque 1 7 4,86°" 4,96°° 6,07°" 7,47%4
10 4,86%° 6,47°" 7,64°% 8,74*"

4,69%° 4,69%° 6,39°" 8,00*"

Leite Cru Tanque 2 7 4,69°° 4,71°8 6,44°" 8,07*"
10 4,69%° 6,41°4 7,07°4 8,67*"

4 2,65%° 3,65°"  3,69°" 7,41%°
Leite Cru 3 7 2,65%¢ 3,74°* 4,04°% 746" °

10 2,65%¢ 3,94>4 4,32°4 8,66™"

4 5,11%% 6,47°° 7,69%" 7,79%"

Leite Cru 4 7 5,11%4 7,50°* 7,83  846*"

10 5,11%4 7,62°% 797" 855"

Médias seguidas de letras mindsculas sobrescritas iguais para uma mesma temperatura, néo diferem entre si
(p>0,05) pelo teste Tukey.

Médias seguidas de letras maiusculas sobrescritas iguais para 0 mesmo tempo de armazenamento, em cada
amostra, nao diferem entre si (p>0,05) pelo teste Tukey.

A Tabela 18 permite observar que as amostras de Leite Cru 4 foram as que
apresentaram contagens médias iniciais significativamente superiores as demais,
5,11 logUFC. mL"'. As menores contagens iniciais foram observadas para as
amostras de Leite Cru Tanque 1 e Leite Cru Tanque 2, provenientes da industria
avaliada.

Em todas as amostras avaliadas, o0 aumento do tempo de armazenamento,
independentemente da temperatura de incubacdo, resultou em um aumento
significativo da contagem de mesoéfilos aerdbios, como também pode ser
observado na Figura 27.
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Figura 27. Contagem de Mesoéfilos Aerébios (logUFC.mL") em leite cru

armazenado sob diferentes condi¢des de tempo e temperatura

Apoés 2 dias de armazenamento, 0 aumento do crescimento de mesofilos
aerdbios nas amostras de Leite Cru Tanque 1, Leite Cru Tanque 2 e Leite Cru 4,
foi estatisticamente significativo, quando comparadas as temperaturas de 4 e
10C. Neste caso, o Leite Cru 3 foi uma excecado, pois ndo foi observada a
diferenga significativa entre o crescimento nas trés temperaturas.

O Leite Cru 3 também ndo apresentou diferenga significativa no
desenvolvimento bacteriano em funcdo da temperatura, apdés 4 dias de
armazenamento. O mesmo ocorreu para as amostras de Leite Cru 4 e Leite Cru
Tanque 2.

Para a analise realizada ap6s 8 dias de armazenamento, apenas a amostra
de Leite Cru 3, apresentou aumento significativo em funcdo do aumento da
temperatura de 4 para 10 C.
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O Leite Cru 3, foi também o que apresentou maior crescimento médio apds
8 dias de armazenamento, sendo este de 5,19 logUFC.mL™, 0 que se deve ao fato
deste também ter apresentado as menores contagens iniciais.

Resultados semelhantes foram observados por Fonseca (2006)
acompanhou a evolucdo da populacdo de mesdéfilos aerdbios em leite cru de
cabra, e verificou aumento das contagens de 4,3, 5,3 e 6,4 logUFC.mL™", ap6s 0, 3
e 6 dias de armazenamento a 4 <C, respectivamente. Estes resultados foram
significativamente superiores quando o armazenamento foi realizado a 10 <,
sendo estes de 5,2, 7,8 e 8,8 logUFC.mL™, apés 0, 3 e 6 dias, respectivamente.

O armazenamento refrigerado do leite cru é de extrema importancia para
garantia da qualidade final de produtos lacteos como os queijos. No entanto,
observa-se pelos resultados obtidos, que apenas a temperatura nao é suficiente
para controlar todo o processo de desenvolvimento microbiano, uma vez que
podera ocorrer o desenvolvimento de micro-organismos psicrotroficos.

Assim, além da adocdo de praticas higiénico-sanitarias adequadas e
manutencao da temperatura, o tempo de estocagem também deve ser avaliado.

5.3 Caracterizacao das espécies de bactérias do género Enterococcus

Os resultados referentes a confirmacdo, por testes bioquimicos, de
bactérias do género Enterococcus e identificacdo através da técnica da PCR das
espécies isoladas, sao apresentados na Tabela 19. Os resultados das andlises
realizadas para cada isolado podem ser Vvisualizados na Tabela 43
(APENDICE C).

Das 315 cepas isoladas a partir da industria de processamento do queijo
Minas Frescal, e também das amostras de Leite Cru 3 e Leite Cru 4, 32 (10,15%)
nao foram confirmadas como bactérias do género Enterococcus pelos testes
bioquimicos. Portanto, estas cepas nao foram submetidas a técnica da PCR para
identificagéo ao nivel de espécies.
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Tabela 19. Numero de isolados identificados de bactérias do género Enterococcus

presentes nas amostras do ambiente de processamento, matéria-prima e produtos

lacteos
Amostras
Identificacao Leite cru Queijo Minas  Amostras  Total
Leite Cru3 Leite Cru 4
industria Frescal ambientais
E. faecium 27 48 12 0 8 95
E. faecalis 85 21 34 12 23 175
Outras espécies
. 1 0 3 0 9 13
do género
N&o pertencente
A 6 2 1 2 21 32
ao género
Total 119 71 50 14 61 315

Dentre os selecionados, apenas 13 (4,1%) nao puderam ser identificados a
partir dos primers utilizados. Estes foram apresentados na Tabela 19 como
pertencentes a outras espécies do género.

Foi possivel a identificacao de 270 (85,71%) dos 315 isolados. Destes, 95
(35,05%) foram positivos a partir da técnica da PCR para E. faecium e 175
(64,81%) para E. faecalis.

Resultados semelhantes foram encontrados por Chingwaru, Mpuchane e
Gashe (2003) ao isolarem 1.467 estirpes de bactérias deste género em amostras
de leite, carne bovina, e carne de frango. Das estirpes, 46,1% foram identificadas
como E. faecalis e 29% como E. faecium.

No entanto, estes dados diferem de grande parte dos apresentados na
literatura, pois a espécie E. faecium é na maioria das vez a dominante em
ambiente de processamento e amostras de alimentos.

Devriese et al. (1995), isolaram 161 estirpes de Enterococcus spp., de
amostras de queijo, peixe, crustaceos e carne. A identificacdo das espécies
revelou que 58,38% eram de E. faecium, e 26,08% de E. faecalis.

Hayes et al. (2003) identificaram 1.357 espécies do género Enterococcus
isoladas de 981 amostras de carne crua (frango, suina, bovina e de peru)
coletadas em pontos de comercializacdo. A espécie E. faecium foi a
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predominante, correspondendo a 61% do total de isolados. Na sequéncia, E.
faecalis e E. hirae, corresponderam a 29 e 5,7%, respectivamente.

Em estudo realizado no Brasil, Gomes et al. (2008), verificaram a presenca
de Enterococcus spp. em 83,3% dos queijos e 60% das amostras de produtos
carneos analisadas. De um total de 229 isolados, 139 (46,5%) foram identificados
com E. faecium e 80 (26,8%) de E. faecalis. Os autores detectaram ainda maior
prevaléncia de genes de viruléncia nos isolados de E. faecalis, quando
comparados aos de E. faecium.

A partir da analise de 150 isolados de queijo coalho, Fujimoto (2011),
verificaram que 90% correspondiam a E. faecium, 2,7% a E. faecalis e 7,3% a
outras espécies do género. Neste estudo, todos os isolados de E. faecalis foram
relacionados a pelo menos um determinante de viruléncia avaliado.

A maior incidéncia de fatores de viruléncia em isolados de E. faecalis,
quando em comparacao a E. faecium, tém sido observada em varios outros
trabalhos envolvendo produtos alimenticios. Franz et al. (2001) observaram que
apenas 10,4% de isolados de E. faecium tiveram resultados positivos para fatores
determinantes de viruléncia, enquanto para E. faecalis este valor foi de 78,7%.
Proteinas de superficie e substancias de agregacao foram encontrados por Mannu
et al. (2003) em E. faecalis, mas nao em E. faecium isolados de queijos. Cariolato,
Andrighetto e Lombardi (2008) também verificaram que em 81 isolados obtidos a
partir de amostras de produtos lacteos e amostras clinicas de seres humanos,
houve maior predominancia de determinantes de fatores de viruléncia em E.
faecalis em comparacao a E. faecium.

Em avaliagdo de 126 amostras de queijos franceses, Jamet et al. (2012)
observaram que bactérias do género Enterococcus estavam presentes em 44 e
92% dos queijos elaborados a partir de leite pasteurizado e cru, respectivamente.
Os pesquisadores isolaram um total de 337 estirpes de bactérias deste género
que apresentaram resisténcia a antibioticos. Destas, 81% foram identificadas
como E. faecalis, 13% como E. faecium e apenas 6% como E. durans.

Dos 315 isolados, 194 tiveram como origem a industria de laticinios
avaliada, 71 sao provenientes das amostras de Leite Cru 3 e 50 de Leite Cru 4.
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Nas amostras de Leite Cru coletadas na industria e no Leite Cru 4
prevaleceram a espécie E. faecalis, correspondendo a 71,42 e 68%,
respectivamente. Apenas nas amostras de Leite Cru 3, a espécie dominante foi o
E. faecium que correspondeu a 67,60%.

A partir da avaliacdo das amostras de queijo e ambiente de processamento
coletadas na industria, observa-se que E. faecalis correspondeu a 85,71% dos
isolados provenientes dos queijos e a 37,70% dos isolados de amostras
ambientais.

Os dados apresentados demonstram que embora a industria avaliada
estabeleca um rigido controle dos processos de higienizagdo empregados, a nao
eliminacdo das bactérias deste género, promoveram uma possivel selecado ao
nivel de espécies, predominando E. faecalis.

As contagens de Enterococcus spp. ha matéria-prima, produtos e ambiente
de processamento da industria avaliada foram consideradas baixas quando
comparadas aos dados reportados na literatura, no entanto a prevaléncia de
E. faecalis nestas amostras pode ser considerada como um motivo de
preocupacao, uma vez que genes de viruléncia sdo frequentemente identificados

nesta espécie.
5.4 Caracterizacao das espécies de bactérias do género Pseudomonas

Os resultados referentes a confirmacdo, por testes bioquimicos, das
bactérias do género Pseudomonas e da identificacdo ao nivel de espécies através
da técnica da PCR, sao apresentados na Tabela 20. Os resultados das analises
realizadas para cada isolado podem ser Vvisualizados na Tabela 44
(APENDICE D).
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Tabela 20. Numero de isolados identificados de bactérias do género
Pseudomonas presentes nas amostras do ambiente de processamento, matéria-

prima e produtos lacteos

Amostras
Identificacao Leite cru Queijo Minas  Amostras  Total
Leite Cru3 Leite Cru 4
industria Frescal ambientais
P.fluorescens 48 25 13 7 25 118
P. aeruginosa 12 11 4 0 10 37
Outras espécies
58 32 33 3 22 148
do género
N&o pertencente
A 5 2 0 0 0 7
ao género
Total 123 70 50 10 57 310

A partir das amostras coletadas na industria de laticinios e das amostras de
Leite Cru 3 e Leite Cru 4, foram isolados um total de 310 estirpes. Destas, apenas
7 (2,25%) nao atenderam as caracteristicas esperadas nos testes de Gram,
oxidase e catalase, e por isso nao foram submetidas a técnica da PCR para
identificag&o ao nivel de espécies.

Cento e quarenta e oito isolados nao foram identificados pelos primers
utilizados nesta pesquisa, 0 que corresponde a 47,74% das 310 estirpes. Estes
isolados foram apresentados na Tabela 19 como pertencentes a outras espécies
do género.

Este elevado percentual de estirpes nao identificadas pode ser explicado
pela presengca de outras espécies do género nao avaliadas neste trabalho, ou
ainda pela grande diversidade genética das bactérias do género Pseudomonas,
mesmo considerando-se uma unica espécie.

Dogan e Boor (2003) realizaram a ribotipagem para avaliar 81 isolados de
leite cru e pasteurizado, pertencentes ao género Pseudomonas. Os autores
observaram a presenca de 42 ribotipos diferentes.

Utilizando a técnica de DNA polimérfico amplificado ao acaso (RAPD),
Martins et al. (2006), também afirmaram que isolados de P. fluorescens
provenientes de leite cru refrigerado podem apresentar grande distancia genética.
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Foi possivel a identificacdo ao nivel de espécies de 155 (50%) do total de
310 isolados. Destes, apenas 37 (23,87%) pertenciam a espécie P. aeruginosa e
118 (76,18%) foram identificados como P. fluorescens.

A predominancia de P. fluorescens em relagcdo as demais espécies do
género, em amostras de leite e derivados também foi observada por outros
pesquisadores.

Juffs (1973) observou que de 167 estirpes de bactérias do género
Pseudomonas, isoladas de leite cru e pasteurizado, 121 (72,45%) foram
identificadas como P. fuorescens e apenas 16 (9,58%) como P. aeruginosa. Em
outra pesquisa, Dogan e Boor (2003) isolaram e identificaram 338 estirpes de
Pseudomonas spp. provenientes de diversos pontos do processamento de
produtos lacteos, e verificaram que 51% eram de P. fluorescens.

Em estudos realizados no Brasil, Arcuri et al. (2008) identificaram 161
isolados de bactérias do género Pseudomonas provenientes de leite cru
refrigerado. Destes 94 (58,38%) pertenciam a espécie P. fluorescens. Pinto (2004)
verificou que 39,5% das bactérias Gram negativas isoladas de leite cru refrigerado
granelizado, eram P. fluorescens. Resultados semelhantes também foram
observados por Silva (2005), de 250 isolados Gram negativos de leite cru
refrigerado, 37,6% foram identificados como P. fluorescens.

Das 310 estirpes isoladas, 190 foram oriundas das amostras coletas na
industria de laticinios avaliada, 70 sao provenientes das amostras de Leite Cru 3 e
50 das amostras de Leite Cru 4.

Independentemente do local de origem dos isolados, P. fluorescens foi a
espécie dominante. Sua presenca detectada em 69,44 e 76,47% dos isolados
identificados e originarios das amostras de Leite Cru 3 e Leite Cru 4,
respectivamente. Este percentual foi ainda maior para os isolados provenientes
das amostras coletadas na industria, representando 78,43%.

Dentre as amostras da industria de laticinios que foram identificadas como
P. aeruginosa, 54,54% foram isoladas de leite cru e 45,45% de superficies

utilizadas ao longo da cadeia produtiva. No entanto, foi observada a presenga
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desta espécie nas amostras de queijo Minas Frescal ou em superficies de contato
direto com o este produto.

5.5 Avaliacao da capacidade lipolitica e proteolitica de bactérias do género

Enterococcus e Pseudomonas

Das 315 estirpes de bactérias do género Enterococcus isoladas durante as
etapas de processamento de queijo Minas Frescal e a partir das amostras de Leite
Cru 3 e de Leite Cru 4, 156 (49,52%) apresentaram resultados positivos para a
atividade proteolitica, de acordo com o apresentado na Tabela 21. Os resultados
das analises realizadas para cada isolado podem ser visualizados na Tabela 45
(APENDICE E).

Tabela 21. Comparacao entre o numero de isolados que apresentaram resultados
positivos para atividade proteolitica e nimero total de isolados identificados de
bactérias do género Enterococcus, presentes nas amostras do ambiente de

processamento, matéria-prima e produtos lacteos *

Amostras
Identificagcéo Leite cru . ) Queijo Minas  Amostras Total
o Leite Cru 3 Leite Cru 4 . .
inddstria Frescal ambientais
E. faecium 12(27) 41(48) 1(12) 0(0) 5(8) 59(95)
E. faecalis 47(85) 3(21) 20(34) 3(12) 8(23) 81(175)
QOutras espécies
A 1(1) 0(0) 1(3) 0(0) 5(9) 7(13)
do género
Nao pertencente
A 4(6) 0(2) 0(1) 1(2) 4(21) 9(32)
ao género
Total 64(119) 44(71) 22(50) 4(14) 22(61) 156(315)

*Numeros entre parénteses referem-se ao total de isolados identificados

Os isolados provenientes das amostras de Leite Cru 3, foram os que
apresentaram maior percentual de estirpes proteoliticas (61,97%), seguido pelos
obtidos a partir das coletas de leite cru realizadas na industria de laticinios
(46,39%) e das amostras de Leite Cru 4 (44%).
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Considerando-se apenas as estirpes isoladas do queijo Minas Frescal,
28,57% apresentaram resultado positivo, mas nao foi observada a atividade
proteolitica nos Enterococcus spp. isolados do termdmetro, Unica superficie de
contato direto com o produto final a apresentar bactérias do género.

O numero de estirpes produtoras de enzimas lipoliticas foi menor, quando
comparado as proteoliticas. Dos 315 isolados, 122 (38,73%) apresentaram

resultados positivos para atividade lipolitica (TABELA 22).

Tabela 22. Comparacao entre o numero de isolados que apresentaram resultados
positivos para atividade lipolitica e numero total de isolados identificados de
bactérias do género Enterococcus, presentes nas amostras do ambiente de

processamento, matéria-prima e produtos lacteos *

Amostras
Identificagcéo Leite cru . . Queijo Minas  Amostras Total
Leite Cru3 Leite Cru 4 . )
industria Frescal ambientais
E. faecium 13(27) 14(48) 2(12) 0(0) 3(8) 32(95)
E. faecalis 50(85) 5(21) 8(34) 5(12) 7(23) 75(175)
Outras espécies
. 1(1) 0(0) 1(3) 0(0) 2(9) 4(13)
do género
N&o pertencente
A 5(6) 0(2) 0(1) 1(2) 5(21) 11(32)
ao género
Total 69(119) 19(71) 11(50) 6(14) 17(61) 122(315)

*Numeros entre parénteses referem-se ao total de isolados identificados

A andlise em funcao da origem as amostras demonstrou que 57,98, 26,76 e
22% das estirpes isoladas do leite cru coletado na industria de laticinios, e das
amostras de Leite Cru 3 e Leite Cru 4, respectivamente, apresentaram atividade
lipolitica. Resultados positivos foram observados para 42,85% das estirpes
isoladas do queijo Minas Frescal.

Outras pesquisas também observaram que embora as bactérias do
género Enterococcus sejam produtoras de enzimas lipoliticas, a producédo de
enzimas proteoliticas geralmente é mais expressiva. Em estudo realizado por

Tebaldi et al. (2008), observou-se que de 25 isolados de Enterococcus spp.
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isolados de tanques de refrigeragcdo de leite cru, 92% eram produtores de
enzimas proteoliticas e 52% de enzimas lipoliticas.

Suzzi et al. (2002) avaliaram a producdo de enzimas proteoliticas e
lipoliticas por Enterococcus spp. isolados de queijo artesanal italiano. Neste
estudo, nenhum dos isolados apresentaram atividade lipolitica, mas a atividade
proteolitica foi classificada pelos autores como relevante.

As tabelas 21 e 22 permitem observar uma expressiva diferenca entre 0s
percentuais de bactérias do género Enterococcus produtoras de enzimas
proteoliticas e lipoliticas nas diferentes amostras de leite cru. Segundo Nérnberg,
Tondo e Brandelli (2009), a producdo destas enzimas € dependente da
composicao da microflora das bactérias presentes no leite cru, sendo que apenas
algumas espécies sao responsaveis pela producao destas enzimas. Haryani et al.,
(2003) afirmaram que mesmo para bactérias de um unico género, diferentes cepas
estarao presentes em diferentes amostras de leite.

Assim esta variacdo na producdo de enzimas deve-se possivelmente a
origem das amostras, que apresentaram diversidade genética para cepas
pertencentes a uma mesma espécie, ou mesmo a diferenca entre os percentuais
observados para as espécies E. faecium e E. faecalis, em cada amostra.

O percentual de estirpes de E. faecalis produtoras de enzimas
proteoliticas e lipoliticas foi muito proximo, 46,28 e 42,85%, respectivamente. A
maior diferenca foi observada para E. faecium , 62,10% produziram enzimas
proteoliticas e apenas 33,68% produziram enzimas lipoliticas.

As bactérias do género Pseudomonas apresentaram maior percentual para
producdo de enzimas proteoliticas quando comparadas as do género
Enterococcus. Do total de 310 estirpes isoladas, 221 (71,29%) produziram halo
translicido ao redor da colbnia, o que caracteriza a protedlise conforme
apresentado na Tabela 23. Os resultados das andlises realizadas para cada
isolado podem ser visualizados na Tabela 46 (APENDICE F).
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Tabela 23. Comparacao entre o numero de isolados que apresentaram resultados
positivos para atividade proteolitica e niumero total de isolados identificados de
bactérias do género Pseudomonas, presentes nas amostras do ambiente de

processamento, matéria-prima e produtos lacteos *

Amostras
Identificag&o Leite cru . . Queijo Minas  Amostras Total
] ] Leite Cru3 Leite Cru 4 ] .
industria Frescal ambientais
P.fluorescens 42(48) 22(25) 12(13) 0(7) 23(25) 99(118)
P. aeruginosa 10(12) 7(11) 3(4) 0(0) 9(10) 29(37)
Outras espécies
. 30(58) 13(32) 29(33) 0(3) 17(22) 89(148)
do género
N&o pertencente
) 2(5) 2(2) 0(0) 0(0) 0(0) 4(7)
ao género
Total 84(123) 44(70) 44(50) 0(10) 49(57) 221(310)

*Numeros entre parénteses referem-se ao total de isolados identificados

De acordo com Law (1979), as bactérias do género Pseudomonas sao as
que melhor representam o grupo de psicrotroficos proteoliticos, principalmente a
espécie P. fluorescens. Adams, Barach e Speck (1975) afirmaram que a maioria
das espécies deste género, sao proteoliticas.

As amostras de Leite Cru 4, foram as que deram origem a isolados com
maior percentual de estirpes proteoliticas, 88%. Para os isolados obtidos a partir
das amostras de leite cru coletadas na industria e de Leite Cru 3, estes
percentuais foram de 68,29 e 62,85%, respectivamente.

Os isolados de Pseudomonas spp. originados das amostras de queijo
Minas Frescal, ndo apresentaram resultados positivos para produg¢do de enzimas
proteoliticas, o que pode ser considerado como um fator positivo, uma vez que a
presenca destas enzimas estao entre as principais causas de deterioracado destes
produtos.

No entanto, ao contrario das bactérias do género Enterococcus, os isolados
de Pseudomonas spp. apresentaram elevado percentual de estirpes produtoras de
enzimas lipoliticas. Das 310 estirpes isoladas, resultados positivos para atividade
lipolitica foram observados em 305 (98,38%) (TABELA 24).
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Tabela 24. Comparacao entre o numero de isolados que apresentaram resultados
positivos para atividade lipolitica e numero total de isolados identificados de
bactérias do género Pseudomonas, presentes nas amostras do ambiente de

processamento, matéria-prima e produtos lacteos *

Amostras
Identificagcéo Leite cru . ) Queijo Minas  Amostras Total
. . Leite Cru3 Leite Cru 4 ] .
industria Frescal ambientais
P.fluorescens 48(48) 25(25) 11(13) 7(7) 25(25) 116(118)
P. aeruginosa 12(12) 11(11) 4(4) 0(0) 10(10) 37(37)
Outras espécies
. 58(58) 32(32) 30(33) 3(3) 22(22) 145(148)
do género
Nao pertencente
. 5(5) 2(2) 0(0) 0(0) 0(0) 7(7)
ao género
Total 123(123) 70(70) 45(50) 10(10) 57(57) 305(310)

*Numeros entre parénteses referem-se ao total de isolados identificados

Todos os isolados a partir das amostras de leite cru coletadas na industria
avaliada e de Leite Cru 3, foram positivos para avaliacdo da atividade lipolitica,
enquanto para as andlises realizadas a partir das amostras de Leite Cru 4, este
percentual foi de 90%. Dos isolados originados das amostras de queijos e
ambiente de processamento, em 100% das estirpes foi observado resultado
positivo.

A partir da comparagdo entre as espécies identificadas em todas as
amostras analisadas, observa-se que 83,89 e 78,37% dos isolados de P.
fluorescens e P. aeruginosa, apresentaram atividade proteolitica, e 98,30 e 100%
apresentaram atividade lipolitica, respectivamente.

A producao de enzimas proteoliticas e lipoliticas por Pseudomonas spp.
também foi observada por Silva (2005). De 108 isolados a partir de amostras de
leite cru, 66,57% apresentaram atividade proteolitica e lipolitica nas temperaturas
de4,7,10e 21 C.

Em outra pesquisa realizada por Dogan e Boor (2003), 51 e 67% dos
isolados de leite cru e produtos lacteos identificados como pertencentes ao género
Pseudomonas, apresentaram resultados positivos para atividade proteolitica e
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lipolitica, respectivamente. Dentre as espécies avaliadas, os autores observaram
que as estirpes de P. fluorescens foram as que apresentaram maior atividade

enzimatica.
5.6 Avaliacao da formacao de biofilme

A partir dos resultados obtidos para contagem de bactérias do género
Enterococcus e Pseudomonas no leite cru (itens 5.1.1.1 e 5.1.2.1), a avaliagdo da
formagéo de biofilme foi realizada inoculando-se no leite UHT contagens médias
de 2 logUFC.mL™" de cada género, de acordo com cada experimento.

Embora os resultados para contagens de Pseudomonas spp. no leite cru
coletado na industria avaliada tenham sido menores do que a contagem do in6culo
inicial utilizado para avaliacdo da formacgao dos biofilmes, sabe-se que esta € uma
caracteristica especifica desta industria, e elevadas contaminacbes por bactérias
deste género sao frequentemente relatadas.

5.6.1 Formacao de biofilme por Enterococcus faecium e Enterococcus

faecalis em superficie de aco inoxidavel

O efeito da temperatura em relagdo ao crescimento de E. faecium e E.
faecalis no leite utilizado para a formacao do biofilme apds dois dias de incubacao
nas diferentes temperaturas, é apresentado na Tabela 25. A contagem inicial do
leite, em todos os ensaios independentemente da temperatura, foi em média 2

logUFC.mL™", conforme descrito no item 4.6.2.
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Tabela 25. Contagem de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis no leite

UHT apés dois dias de incubacao

log UFC.mL™ + DP**

Temperatura () E. faecium E. faecalis
7 3,25+ 0,15 3,52 £ 0,27
13 8,12 £ 0,06 8,06 + 0,08
27 9,20 +£ 0,43 8,75 £ 0,21
41 8,37 £ 0,24 8,72+ 0,17
47 8,37 £0,13 8,28 + 0,25

*Média de trés repeticoes ** Desvio padrao

As maiores contagens, independentemente da espécie, foram observadas a
27T, sendo estas de 9,20 e 8,75 logUFC.mL ™, para E. faecium e E. faecalis,
respectivamente.

As menores contagens foram observadas a 7 C, 3,25 e 3,52 logUFC.mL™,
para E. faecium e E. faecalis, respectivamente. Considerando-se que o leite foi
previamente inoculado com aproximadamente 2 logUFC.mL™", as bactérias deste
género foram capazes de se desenvolver a esta temperatura. Segundo Hartman,
Deibel e Sieverning (2001), a temperatura 6tima de crescimento para as bactérias
do género Enterococcus € 35T, embora possam se desenvolver sob
temperaturas de refrigeracao.

As contagens apresentadas na Tabela 25 sdo de grande importancia para
avaliacao da formacgéao de biofilme, uma vez que esta formacgao é dependente dos
niveis de contaminagdo no meio, ou seja, quanto maior a populacao de E. faecium
ou E. faecalis no leite, possivelmente maior sera a adesao destas bactérias ao ago
inoxidavel.

Os resultados da adesdo e formacdo de biofilme por isolados de
Enterococcus faecium (Experimento 1) e Enterococcus faecalis (Experimento 2),
na superficie de aco inoxidavel, em funcédo do tempo de contato e temperatura de
incubacgao sao apresentados na Tabela 26.
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Tabela 26. Formacédo de biofilme por Enterococcus faecium e Enterococcus
faecalis em superficie de aco inoxidavel, em funcdo do tempo de contato e

temperatura de incubacao

log UFC.cm™ £ DP*

Temperatura () Tempo (dias) E. faecium E. faecalis
7 4 1,08 + 0,07 1,24 +0,25
13 1,2 1,58 + 0,06 2,72+0,13

6,8 4,61+0,17 5,91 £ 0,26

27 0 0,26 £ 0,24 0,49 £ 0,43
4 6,90 £ 0,14 7,08 £ 0,19

4 6,69 + 0,03 7,19+ 0,19

4 6,89 £ 0,14 7,81 +£0,13

8 6,13 £ 0,63 6,96 + 0,26

41 1,2 5,89 + 0,09 5,89 £ 0,12
6,8 6,70 £ 0,12 7,22 £0,33

47 4 6,15+ 0,28 4,53 + 0,99

*Média de trés repeticbes **Desvio padrdo

A andlise dos resultados permite observar que o aumento do tempo de
contato de 1,2 para 6,8 dias nas temperaturas de 13 e 41 € resultou em aumento
das contagens médias de 3,03 e 0,81 ciclos log para E. faecium e de 3,19 e 1,33
pra E. faecalis, respectivamente.

Considerando-se como biofilme contagens acima de 5 logUFC.cm®
(RONNER; WONG, 1993), a uma mesma temperatura (13 °C), contagens que
inicialmente caracterizavam o processo de adesao, passaram a ser classificadas
como biofilme bacteriano, ap6s a variagdo de 1,2 para 6,8 dias de incubacgéao, o
que demonstra a influéncia do fator tempo de contato neste processo. No entanto,
observa-se que a 27 € houve um decréscimo na contagem de E. faecium e
E. faecalis, a partir das andlises realizadas ap6s 4 e 8 dias (TABELA 26). Com o
tempo, podem-se desprender do biofilme grandes fragmentos, o que diminui sua
contagem até que esta se restabeleca, promovendo a contaminacdo dos
alimentos em altos niveis (FORSYTHE, 2005).

Os resultados apresentados na Tabela 26, também permitem observar a
influéncia da temperatura no processo de adesdo e formacdo de biofilme por
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bactérias deste género. Ao comparar estes resultados com os apresentados na
Tabela 25, observa-se que a maioria das temperaturas que permitiram maiores
contagens meédias de E. faecium e E. faecalis no leite, ap6s dois dias de
incubagdo, também apresentaram maiores taxas de adesdo e formacdo de
biofilme no ago inoxidavel.

A variagéo de 7 para 27 €T a 4 dias, resultou em au mento médio de 5,74 e
6,12 ciclos log para E. faecium e E. faecalis, respectivamente. A partir da
comparacgdo realizada entre contagens observadas nas temperaturas de 27 e
47T apos 4 dias de armazenamento, verifica-se um d ecréscimo de 0,67 ciclos log
para E. faecium , e 2,83 ciclos log para E. faecalis.

Os isolados identificados como E. faecalis, apresentaram contagens médias
superiores quando comparados a E. faecium. Esta diferenca pode estar
relacionada a presenga de alguns genes de viruléncia, caracteristicos das
espécies deste género, que podem auxiliar no processo de adesao.

Dentre estes genes, destacam-se as adesinas, como as substancias de
agregacao (AS), a proteina de superficie de Enterococcus (Esp) e a adesina de
colageno (Ace) (TEIXEIRA; MERQUIOR; TRABULSI, 2008).

Segundo Teixeira, Merquior e Trabulsi (2008), a AS corresponde a uma
proteina de superficie capaz de promover a formagao de agregados celulares, a
proteina Esp, proteina associada a superficie de enterococos, apresenta algumas
caracteristicas bioquimicas e funcionais que facilitam a formagéao de biofilmes em
superficies abioticas, e a proteina Ace promove a interacdo com o colageno,
promovendo a adesao a matriz extracelular do hospedeiro.

Estes genes estdo presentes mais frequentemente na espécie E. faecalis,
quando em comparacao a E. faecium. Dupre et al. (2003), observaram que 60,
33,3 e 60% dos isolados clinicos de E. faecalis foram positivos para a presenca
dos genes de viruléncia Ace, AS e Esp, respectivamente. Para os isolados de E.
faecium foram observados resultados positivos (71,9%) apenas para a proteina
Esp. Fujimoto (2011) verificou a presenga dos genes de viruléncia Ace e Esp em
25 e 100% dos isolados a partir de queijo coalho identificados com E. faecalis e
em apenas 9,3 e 16,3% de E. faecium, respectivamente. Nesta pesquisa o autor
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observou maior percentual de E. faecalis relacionados a determinantes
genotipicos de viruléncia que os isolados de E.faecium. Gomes et al. (2008)
encontraram a presencga do gene Ace em 2,15% dos isolados de E. faecium, e em
todos os isolados de E. faecalis isolados de varios tipos de alimentos.

No entanto, a formagao de biofilme por E.faecalis foi menor a 47 C, o que
indica que os isolados de E. faecium apresentaram maior capacidade de adesao a
temperaturas superiores. De acordo com Hartman, Deibel e Sieverding (2001), E.

faecium € marcadamente tolerante a altas temperaturas.

5.6.1.1 Modelagem da adesao e formacao de biofilme por Enterococcus

faecium e Enterococcus faecalis

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se a de 5%
(p<0,05), no entanto, devido a grande variabilidade inerente a pesquisas
envolvendo micro-organismos, foram considerados significativos os parametros
(TABELA 27) com p-valores menores que 10% (p<0,1), conforme recomendacéo
descrita por Rodrigues e lemma (2005).

Tabela 27. Coeficientes de regressdao para a formagdo de biofilme por

Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, avaliada em logUFC.cm™

Enterococcus faecium Enterococcus faecalis
Fatores Coeficientes de p-valor Coeficientes de p-valor
regressao regressao

Média 6,82147 0,000120 7,35146 0,000346
Temperatura 1,69864 0,007229 1,19592 0,070893
Temperatura® -1,28326 0,039551 -1,70483 0,039127
Tempo 1,51911 0,011327 1,71043 0,019847
Tempo® -1,49452 0,023429 -1,30893 0,089989
Temperatura x Tempo 0,55500 0,358462 -0,57000 0,475001

Assim, ndo foi significativo apenas o termo associado a interacao

(Temperatura x Tempo), para as duas espécies avaliadas, tendo sido incorporado
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aos residuos para o calculo da Analise de Variancia (ANOVA), apresentada nas

Tabelas 28 e 29 para E. faecium e E. faecalis, respectivamente.

Tabela 28. Andlise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofilme de por

Enterococcus faecium em ago inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio  Fcal p-valor
Regresséao 58,33 4 14,58 12,04 0,0049
Residuos 7,26 6 1,21
Total 65,59 10 6,59
% variacdo explicada (R®) = 88,93 Ftabye.0,05=4,53

A andlise de variancia, para o experimento 1, indicou que o modelo foi
significativo (p<0,05) (TABELA 28), o Fcalculado encontrado foi 2,65 vezes maior
que o Ftabelado e o coeficiente de determinacéo (R?) foi igual a 0,88 validando o
modelo encontrado e demonstrando que este se ajusta bem aos dados

experimentais.

Tabela 29. Andlise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofilme de por
Enterococcus faecalis em ago inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio  Fcal p-valor
Regresséao 56,95 4 14,23 7,00 0,019
Residuos 12,20 6 2,03
Total 69,15 10 6,91
% variacdo explicada (R%) = 82,35 Ftabs.e.0,05=4,53

O modelo também foi significativo (p<0,05) para o experimento 2 (TABELA
29). O Fcalculado encontrado foi 1,54 vezes maior que o Ftabelado e o coeficiente
de determinacao (R?) foi igual a 0,82.

Com estes resultados foram elaborados os modelos matematicos com as
variaveis codificadas que descrevem o processo de formagao de biofilme por E.
faecium (EQUACAO 1) e E. faecalis (EQUACAO 2) em funcdo do tempo de

contato e da temperatura de incubagéao.
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Equacao 1*:
logUFC.cm™ = 6,82147 + 1,69864T - 1,28326T% + 1,51911t - 1,49452?

Equacao 2*:
logUFC.cm™ = 7,35146 + 1,19592T - 1,70483T? + 1,71043t - 1,30893t>

t: tempo; T: temperatura

*Equagdes validas para os intervalos de tempo entre 0 e 6,8 dias e temperatura de 7 € 47C

A partir das equacodes 1 e 2 é possivel encontrar os valores previstos para o
comportamento da adesao de formacao de biofilme por E. faecium e E. faecalis
em aco inoxidavel, em diferentes condicbes de tempos e temperaturas
encontradas nas industrias de alimentos.

A andlise das superficies resposta e curvas de contorno geradas pelo
modelo (FIGURA 28) permitem verificar a existéncia de uma regido 6tima para
formacao do biofilme bacteriano.

Os isolados de E. faecium apresentaram uma faixa 6tima para formacao do
biofilme, em combinagdes que variaram aproximadamente de 3,5 a 7,2 dias e 25,5
a 47 . Para E. faecalis, esta faixa variou de 3,5 dias a 8 dias de armazenamento
ede21a43 T.

Considerando-se que para ser denominado biofilme, o numero minimo de
células aderidas deve ser de aproximadamente 10° UFC.cm® (RONNER; WONG,
1993), sendo este o parametro mais utilizado pelos pesquisadores, estas faixas
6timas podem ser estendidas.

Assim, pode-se considerar que E. faecium foi capaz de formar biofilme em
combinacdées de tempo e temperatura que variaram de 1 a 8 dias de
armazenamento, e de 12 a 47 C, e E. faecalis de 1 a 8 dias de armazenamento e
de 10 a 43C.
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Figura 28. Superficies resposta e curvas de contorno em fungdo do tempo de

contato e temperatura de exposicao para formacao de biofilme em aco inoxidavel.
a) Enterococcus faecium e b) Enterococcus faecalis

Os resultados evidenciam que E. faecalis apresentou capacidade de
formacao de biofilme a menores temperaturas quando comparado a E. faecium.
As temperaturas minimas de formacao de biofilme para estas espécies foram de
10 e 12 €, respectivamente. Este fato pode ser considerado de grande

importancia, considerando-se que uma pequena extrapolacdo na temperatura de
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armazenamento do leite refrigerado pode resultar na formacdo de biofilme por

bactérias desta espécie, frequentemente associadas a fatores de viruléncia.

5.6.2 Formacao de biofilme por Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas

aeruginosa em superficie de aco inoxidavel

A Tabela 30 apresenta o efeito da temperatura no desenvolvimento de P.
fluorescens e P. aeruginosa, no leite UHT utilizado durante os ensaios para
formagédo do biofilme. A contagem inicial do leite, em todos o0s ensaios
independentemente da temperatura, foi em média 2 logUFC.mL", conforme
descrito no item 4.6.2.

Tabela 30. Contagem de Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa
no leite UHT ap6s dois dias de incubagéo

log UFC.mL™ + DP**

Temperatura () P. fluorescens P. aeruginosa
7 4,54 + 0,01 3,65 + 0,06
13 8,43 £ 0,61 8,07 + 0,06
27 8,70 £ 0,15 8,17 £ 0,05
41 8,52+ 0,10 8,90 + 0,01
47 8,35 + 0,01 8,47 + 0,15
*Média de trés repeticdes ** Desvio padrao

As menores contagens foram observadas a 7 C, 4,54 e 3,64 logUFC.mL",
para P. fluorescens e P. aeruginosa, respectivamente, o que pode ser explicado
pelo distanciamento da temperatura 6tima para o desenvolvimento das bactérias
deste género. No entanto, como a contagem inicial destas bactérias no leite era de
aproximadamente 2 logUFC.mL", de P.fluorescens e P. aeruginosa aumentou
em média de 2,54 e 1,65 logUFC.mL" a 7, demonstrando a capacidade do
rapido desenvolvimento das bactérias deste género, mesmo em temperaturas de

refrigeragao.
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As contagens referentes ao processo de adesao e formacao de biofilme por
isolados de Pseudomonas fluorescens (Experimento 3) e Pseudomonas
aeruginosa (Experimento 4), sdo apresentadas na Tabela 31.

Tabela 31. Formacéao de biofilme por Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas
aeruginosa em superficie de aco inoxidavel, em funcdo do tempo de contato e
temperatura de incubacao

Temperatura (T)

Tempo (dias)

log UFC.cm™ £ DP*

P.fluorescens

P.aeruginosa

4 1,31 +£0,12 1,05+ 0,24

13 1,2 2,41 +0,13 2,44 +0,28
6.8 4,85+ 0,27 6,56 + 0,48

27 0 0,65 + 0,33 0,40 +£0,17
4 6,95 + 0,04 7,57 £0,03

4 7,00 £ 0,10 7,58 £0.03

4 7,05+0,10 7,61 +0,11

8 6,94 + 0,22 7,63 + 0,41

41 1,2 5,68 + 0,12 6,49 = 0,08
6.8 6,78 £ 1,16 6,85+ 0,14

47 4 4,67 £1,15 6,58 + 0,03

*Média de trés repeticdes ** Desvio padrao

Em relagdo ao tempo de contato, observa-se que a variacéo de 1,2 para 6,8
dias de armazenamento, nas temperaturas de 13 e 41°C promoveu um aumento
médio de 2,44 e 1,1 ciclos log para P. fluorescens e de 4,12 e 0,36 ciclos log para
P. aeruginosa, respectivamente. No entanto, a partir da comparagdo dos
resultados a 27<C, entre os tempos 4 e 8 dias de ar mazenamento, observa-se que
as contagens permaneceram praticamente estaveis, possivelmente pelo
desprendimento de fragmentos do biofilme no meio.

A importancia da temperatura no controle do processo de adesdo e
formacao de biofiime bacteriano também pode ser observada a partir dos
resultados apresentados na Tabela 31. As menores taxas de adesdao ao aco
inoxidavel foram observadas a 7<C, menor temperatur a avaliada. Observa-se que
a temperatura de 7C também foi a que resultou em menores contagens de
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P. fluorescens e P. aeruginosa no leite UHT (TABELA 30), sendo estas de 4,54 e
3,65 logUFC.cm™, o que evidencia a importancia da contaminac&o inicial do leite
no controle da adesao em superficies de contato.

A variacao da temperatura de 7 para 27<T resultou € m aumento do nimero
de células aderidas de P. fluorescens e P. aeruginosa, em média de 5,69 e 6,53
ciclos log, respectivamente. O mesmo comportamento foi verificado em fungao da
variagdo da temperatura de 13 para 41C, pois observa-se aumentos das
contagens médias de 3,27 e 4,05 ciclos log apés 1,2 dias e de 1,93 e 0,29 ciclos
log apds 6,8 dias para P. fluorescens e P. aeruginosa, respectivamente.

Quando a comparacéo foi realizada entre as temperaturas de 27 e 47C a 4
dias, houve um decréscimo médio de 2,33 ciclos log para P. fluorescens e de 0,98
ciclos log para P. aeruginosa, possivelmente em virtude do distanciamento da sua
temperatura 6tima de crescimento, aproximadamente 37<.

Os isolados de P. aeruginosa apresentaram contagens médias em
logUFC.cm™? superiores as observadas para P. fluorescens. A formacdo de
biofilme é uma caracteristica das bactérias deste género, principalmente pela
grande producao de exopolissacarideos, mas existem outros fatores que auxiliam
na capacidade de adesao por P. aeruginosa.

Segundo Lincopan e Trabulsi (2008), P. aeruginosa produz fimbria tipo 1V,
principal adesina associada a viruléncia, e responsavel por aproximadamente 90%
da capacidade de adesao. Além disso, a grande producao de alginato, substancia
capaz de formar um gel ao redor da célula bacteriana formando uma matriz

hidrofébica, intensifica a formacao do biofilme e confere estabilidade ao mesmo.

5.6.2.1 Modelagem da adesao e formacao de biofilme por Pseudomonas

fluorescens e Pseudomonas aeruginosa
Através dos resultados obtidos foi possivel determinar os coeficientes de

regressdo que estdo apresentados na Tabela 32. Foram considerados

significativos os paradmetros com p-valores menores que 10% (p<0,1), embora as
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analises estatisticas tenham sido realizadas utilizando-se a de 5% (p<0,05)
conforme descrito por Rodrigues e lemma (2005).

Tabela 32. Coeficientes de regressdao para a formagdo de biofilme por
Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa, avaliada em logUFC.cm™

Pseudomonas fluorescens Pseudomonas aeruginosa
Fatores Coeficientes de p-valor Coeficientes de p-valor
regressao regressao

Média 6,99343 0,000246 7,58107 0,000234
Temperatura 1,20085 0,048627 1,74235 0,017118
Temperatura® -1,43144 0,048785 -1,53961 0,048334
Tempo 1,73232 0,013412 1,50774 0,028864
Tempo® -1,13216 0,095742 -1,59745 0,042980
Temperatura x Tempo -0,60250 0,399069 -0,50000 0,507665

Apenas o termo associado a interacdo, temperatura x tempo, nao foi
considerado como significativo, e para o calculo ANOVA, este foi incorporado aos
residuos. As analises sdo apresentadas nas Tabelas 33 e 34, correspondentes a

P. fluorescens e P. aeruginosa, respectivamente.

Tabela 33. Andlise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofilme de por

Pseudomonas fluorescens em ago inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio  Fcal p-valor
Regresséao 50,04 4 12,51 7,53 0,016
Residuos 10,00 6 1,66
Total 60,04 10 6,00
% variagdo explicada (R°) = 83,34 Ftabg.e.0,05=4,53

Analisando-se a Tabela 33, é possivel verificar que o que o modelo foi
significativo (p<0,05), o Fcalculado foi 1,66 vezes maior que o Ftabelado e a
porcentagem de variacdo explicada, de 83,34%. Estes resultados indicam uma

boa concordancia entre os valores experimentais e previstos pelo modelo.
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Tabela 34. Andlise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofilme de por

Pseudomonas aeruginosa em ago inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio  Fcal p-valor
Regressao 63,70 4 15,92 8,84 0,010
Residuos 10,83 6 1,80
Total 74,53 10 7,45
% variagao explicada (R‘) = 85,46 Ftab,.6.0,05=4,53

O modelo apresentado a partir dos resultados obtidos para o experimento 4
(TABELA 34), foi significativo (p<0,05). O Fcalculado encontrado foi 1,95 vezes
maior que o Ftabelado e o coeficiente de determinacdo (R?) foi igual a 0,85,
demonstrando que o modelo se ajusta bem aos dados experimentais.

Os modelos com as variaveis codificadas que representam a formacéao de
biofilme por P. fluorescens e por P. aeruginosa, expressa em logUFC.cm™, em
funcdo do tempo de contato e temperatura de incubacdo, estd demonstrado nas

Equacdes 3 e 4, respectivamente.

Equacao 3*:

logUFC.cm™ = 6,99343 + 1,20085T — 1,43144T? + 1,73232t - 1,13216t
Equacao 4*:

logUFC.cm™ = 7,58107 + 1,74235T - 1,53961T? + 1,50774t - 1,59745¢>

t: tempo; T: temperatura
*Equagdes validas para os intervalos de tempo entre 0 e 6,8 dias e temperatura de 7 € 47C

A partir destes modelos, é possivel a verificacdo dos valores previstos para
a formacéao de biofilme por P.fluorescens e P. aeruginosa em ano inoxidavel, em
diferentes condi¢des de tempo de temperatura, desde que estejam dentro da faixa
estudada.

As superficies resposta e curvas de contorno sdo apresentadas na Figura
29. Observa-se a existéncia de uma regido 6tima para formacao do biofilme
bacteriano que varia de 21,6 a 44 T e 3,5 a 8 dias para P. fluorescens e de 21,3 a

47 C e 2,7 a 8 dias para P. aeruginosa.
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Figura 29. Superficies resposta e curvas de contorno em fungdo do tempo de

contato e temperatura de exposicao para formacao de biofilme em aco inoxidavel.
a) Pseudomonas fluorescens e b) Pseudomonas aeruginosa

Embora o modelo apresente como faixa étima resultados de contagens

acima de 7 logUFC.cm™, pode-se observar que a formagao de biofilme foi possivel
em uma faixa mais ampla.

Considera-se, portanto que P. fluorescens foi capaz de formar biofilme em
combinagdes que variaram de 9,8 a 47C e 0,9 a 8 dias. A faixa observada para
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formacao de biofilme por P. aeruginosa foi de 11 a 47C e de 0,7 a 8 dias de
armazenamento.

A partir da comparacao entre as espécies, observa-se que P. fluorescens
apresentou capacidade de iniciar a formacao de biofiime a 9,8C, temperatura
inferior a observada para P. aeruginosa que foi de 11C. No entanto, as duas
espécies apresentaram capacidade de formacdo de biofilme na temperatura
maxima avaliada pelo modelo, 47<C, como pode ser ob servada pela disposicdo

das curvas de contorno apresentadas na Figura 29.

5.6.3 Formacao de biofilme pela interacao entre E. faecium, E. faecalis, P.

fluorescens e P. aeruginosa em superficie de aco inoxidavel

A presenca de bactérias do género Enterococcus e Pseudomonas em
industrias de processamento de produtos lacteos tem sido frequentemente
relatada. Os resultados apresentados no item 5.1 demonstram que estas bactérias
estavam presentes nas mesmas amostras obtidas a partir das coletas de matéria-
prima, produtos e em superficies de contato presentes no ambiente de
processamento alimento. Assim o estudo da interacdo destes micro-organismos
torna-se importante para avaliagdo da formacdo de biofiime em industria de
laticinios.

O efeito da interagdo em relacdo ao desenvolvimento destes micro-
organismos no leite cru utilizado nos ensaios para avaliacdo da formacao de
biofilme & apresentado na Tabela 35. A contagem inicial do leite, em todos os
ensaios independentemente da temperatura, foi em média 2 logUFC.mL™,

conforme descrito no item 4.6.2.
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Tabela 35. Contagem da interagao entre E. faecium, E. faecalis, P. fluorescens e

P. aeruginosa no leite UHT ap6s dois dias de incubacao
log UFC.mL™ + DP**

Temperatura (T) E. faecium + P. fluorescens + P. Contagem total
E. faecalis aeruginosa
7 3,69+0,12 1,97 £ 0,04 4,10 £ 0,05
13 8,28 £ 0,24 4,94 + 0,49 8,27 £ 0,23
27 8,88 £ 0,02 7,38 £ 0,11 8,93 £ 0,33
41 8,71+0,15 5,86 + 0,01 8,73 £ 0,04
47 8,50 + 0,11 5,04 + 0,05 8,54 + 0,08

*Média de trés repeticdes ** Desvio padréo

Os resultados apresentados na Tabela 35 demonstram que a 7<C, a
contagem de bactérias do género Enterococcus aumentou em aproximadamente
1,69 logUFC.cm™? ap6s dois dias de armazenamento, em relagdo ao inéculo
inicial. No entanto a contagem de bactérias do género Pseudomonas se manteve
estavel em relacao ao in6culo adicionado.

Observa-se também que todas as contagens referentes a P. fluorescens e
P. aeruginosa no experimento 5, foram inferiores as obtidas a partir dos
experimento 3 e 4, que analisaram as espécies de forma isolada (TABELA 31), o
que pode ser explicado por uma possivel inibicao das bactérias deste género pela
presenca dos isolados E. faecium e E. faecalis.

As contagens, expressas em logUFC.cm?, referentes a formagdo de
biofilme a partir da jungédo dos isolados identificados como E. faecium, E. faecalis,
P. fluorescens e P. aeruginosa (Experimento 5), em funcdo do tempo e

temperatura, sdo apresentadas na Tabela 36.
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Tabela 36. Formacéo de biofilme pela interacéo entre E. faecium, E. faecalis, P.
fluorescens e P. aeruginosa em superficie de aco inoxidavel, em funcao do tempo

de contato e temperatura de incubacao

log UFC.cm™ £ DP**

Temperatura Tempo E.faecium + P.fluorescens + Contagem total

() (dias) E.faecalis P.aeruginosa

7 4 0,72+0,21 0,59+0,26 0,98+0,03

13 1,2 0,80+0,17 0,36+0,10 0,98+0,07

6,8 6,47+0,06 2,60+0,04 6,81+0,06

27 0 0,36+0,10 0,36+0,10 0,67+0,06

4 6,40£0,03 4,89+0,05 6,89+0,08

4 6,70+0,38 4,85+0,12 6,61+0,11

4 6,70£0,23 4,92+0,12 6,80+0,16

8 6,68+0,42 4,61+0,11 6,80+0,10

41 1,2 5,46+0,23 4,94+0,05 4,62+0,89

6,8 7,67+0,27 4,90+0,02 7,57+0,39

47 4 6,70+0,05 4,42+0,37 6,77+0,43

*Média de trés repeticdes ** Desvio padrédo

Assim como para as analises realizadas para os experimentos 1, 2, 3 e 4,
observa-se o tempo de contato e a temperatura de incubacao tiveram grande
influéncia nas contagens, independentemente da avaliagdo realizada por meios
seletivos ou pela contagem total.

A variacao do tempo de contato de 1,2 para 6,8 dias a 13 T resultou em
aumento de 5,67, 2,24 e 5,83 ciclos log para as espécies bacterianas dos géneros
Enterococcus, Pseudomonas e pela contagem total, respectivamente. A 41 <,
nas mesmas condicbes de tempo, este aumento foi menor, de 2,21, 2,95 para
Enterococcus sp. e contagem total, respectivamente, observando-se um pequeno
decréscimo de 0,04 ciclos log para Pseudomonas sp..

Também foi observado um pequeno decréscimo na contagem a 27 €, em
consequéncia do aumento do tempo de 4 para 8 dias, sendo este em média de
0,08 e 0,27 ciclos log para Enterococcus sp e Pseudomonas sp, respectivamente,

e um pequeno aumento de 0,04 ciclos log para contagem total.
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A partir da analise em fungcdo da temperatura, observa-se uma grande
diferenga apos 4 dias de incubagéo a 7 e 27 C. A v ariagdo média foi de 5,88, 4,29
e 5,78 para Enterococcus sp., Pseudomonas sp. e contagem total,
respectivamente. Observa-se também que em todos 0s casos as contagens
mantiveram-se praticamente estaveis a partir da variagdo de 27 para 47 T pelo
tempo de 4 dias de armazenamento.

A comparacao entre os dois géneros permite observar que E. faecium e E.
faecalis se sobressairam em relacdo a P. fluorescens e P. aeruginosa. Nota-se
que as contagens obtidas para P. fluorescens (experimento 3) e P. aeruginosa
(experimento 4), apresentadas na Tabela 31, foram muito superiores as obtidas
pelo experimento 5. A 27 <€ por 4 dias, ponto central do delineamento,
P.fluorescens apresentou contagens médias de 7 logUFC.cm® e P. aeruginosa de
7,58 logUFC.cm™. No entanto, pelo experimento 5 a contagem de bactérias do
género Pseudomonas foi de 4,88 logUFC.cm™.

A variacdo observada para o género Enterococcus em funcdo dos
experimentos foi pouco expressiva. A 27 T por 4 dias, as contagens médias
foram de 6,82, 7,36 logUFC.cm™® para E. faecium e E. faecalis (TABELA 26),
respectivamente, e de 6,6 logUFC.cm™ para o experimento 5 (TABELA 36).

Pode-se afirmar, portanto, que os isolados pertencentes ao género
Enterococcus inibiram o desenvolvimento dos isolados pertencentes ao género
Pseudomonas. A 27 C esta reducao das contagens foram em média de 2,41
logUFC.cm™, ou seja, houve uma redugdo em mais de 99% das contagens
realizadas para os delineamentos 3 e 4, nos quais as espécies foram avaliadas de
forma isolada, em relagéo ao delineamento 5, pela juncéo dos géneros.

Uma das caracteristicas associadas a bactérias do género Enterococcus é
a capacidade de producao de bacteriocinas capazes de inibir o desenvolvimento
de alguns micro-organismos. Segundo Ferreira (2005), as bacteriocinas
produzidas por Enterococcus spp. sdo denominadas enterocinas, compostos de
natureza protéica que apresentam atividade antimicrobiana contra bactérias
patogénicas e deteriorantes presentes nos alimentos. O autor observou que
isolados de E. faecium, E. faecalis e E. mundltii, inibiram o desenvolvimento de
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espécies do género Listeria, Lactobacillus plantarum e Salmonella Enteritidis.
Nota-se que neste experimento as bacteriocinas foram capazes de atuar contra
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Grande parte das pesquisas desenvolvidas com o objetivo de avaliar a
producédo de bacteriocinas por Enterococcus spp., estao relacionadas ao género
Listeria, j& que estas sdo bactérias patogénicas de grande importancia para a area
de alimentos. Siragusa (1992) observou a capacidade de inibicdo de bactérias do
género Listeria, incluindo Listeria monocytogenes, por bacteriocinas produzidas
por E. hirae. Carvalho (2007) estudou a atividade de enterocinas sintetizadas por
Enterococcus spp. isolados durante o processamento de queijo coalho,
observando uma atividade anti-listeria. Gonzales et al. (2007) avaliaram a
producdo de bacteriocinas por bactérias isoladas durante o processamento de
queijo espanhol Genestoso, e observaram que estirpes identificadas como E.
faecalis inibiram o desenvolvimento de Clostridium tyrobutyricum e Listeria
monocytogenes.

Além da Listeria monocytogenes, Cintas et al. (1997), observou a inibicdo
de Staphylococcus aureus, Clostridium perfringes e Clostridium botulinum por
enterocina produzina por E. faecium. A atividade inibitéria ao desenvolvimento de
P. aeruginosa pela presenca de enterocinas produzidas por E. gallinarum isolado
do trato intestinal de avestruz, foi observada por Jennes, Dicks e Verwoerd (2000).
Além da P. aeruginosa, os pesquisadores também verificaram atividade em
relacdo ao desenvolvimento de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus sake,
Listeria innocua, Propionibacterium acidipropionici, Propionibacterium sp.,
Clostridium perfringens, Salmonella typhimurium, Escherichia coli e até mesmo de
E. faecalis.

Considerando-se a grande variedade de espécies bacterianas passiveis
terem seu desenvolvimento inibido por agdo das enterocinas produzidas por
bactérias do género Enterococcus, esta possivelmente pode ser a causa da
reducao das contagens observadas para o género Pseudomonas.
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5.6.3.1 Modelagem da formacao de biofilme pela interacao entre E. faecium,
E. faecalis, P. fluorescens e P. aeruginosa

Os coeficientes de regressao obtidos a partir das analises dos resultados do
experimento 5 estdo apresentados na Tabela 37. Foram considerados
significativos os parametros com p-valores menores que 10% (p<0,1), embora as
analises estatisticas tenham sido realizadas utilizando-se a de 5% (p<0,05),
conforme descrito por Rodrigues e lemma (2005).

Tabela 37. Coeficientes de regressao para a formacgao de biofilme pela interacao

entre E.faecium, E.faecalis, P.fluorescens e P.aeruginosa, avaliada em
logUFC.cm™

E. faecium + P. fluorescens + P.
_ Contagem total
E. faecalis aeruginosa
Fatores
Coeficientes Coeficientes Coeficientes
. p-valor ~ p-valor ~ p-valor
de regressao de regressao de regressao
Média 6,59404 0,000116 4,88381 0,000123 6,76188 0,000071
Temperatura 1,79181 0,004877 1,53962 0,002703 1,57517 0,006042
Temperatura® -1,07270 0,060940 -1,01563 0,028632 -1,14835 0,038555
Tempo 2,10516 0,002428 1,02712 0,014399 2,18441 0,001454
Tempo® -1,16827 0,046893 -1,02569 0,027665 -1,21877 0,031573
Temperatura x
-0,86500 0,161618 -0,57000 0,208493 -0,72000 0,199738

Tempo

Apenas o termo associado a interacdo (Temperatura x Tempo), nao foi

significativo, independentemente da anélise, e, portanto, este foi incorporado aos
residuos para o célculo da ANOVA, conforme apresentado nas Tabelas 38, 39 e
40, para contagem das espécies dos géneros Enterococcus, Pseudomonas e
contagem total, respectivamente.
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Tabela 38. Analise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofilme de por

Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis em ago inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio Fcal p-valor
Regressao 71,89 4 17,97 12,65 0,004
Residuos 8,54 6 1,42
Total 80,43 10 8,04
% variacdo explicada (R®) = 89,37 Ftab,.6.0,05=4,53

Tabela 39. Analise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofiime de por

Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa em aco inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio Fcal p-valor
Regressao 36,36 4 9,09 12,36 0,004
Residuos 4,41 6 0,73
Total 40,77 10 4,07
% variacdo explicada (R®) = 89,16 Ftabs.e.0,05=4,53

Tabela 40. Analise de varidancia (ANOVA) para formacdo de biofilme por E.

faecium, E. faecalis, P. fluorescens e P. aeruginosa em ago inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio Fcal p-valor
Regressao 70,02 4 17,50 15,48 0,002
Residuos 6,82 6 1,13
Total 76,84 10 7,68

% variagao explicada (R°) = 91,11  Ftaby0,05=4,53

Todos os modelos apresentados a partir dos resultados obtidos para o
experimento 5 (TABELAS 38, 39 e 40), foram significativos (p<0,05). Os
Fcalculados encontrados foram 2,79, 2,72 e 3,41 vezes maior que o Ftabelado e
as porcentagens de variagdes explicadas de 89,37, 89,16 e 91,11% para as
contagens das espécies dos géneros Enterococcus, Pseudomonas e contagem
total, respectivamente. Os resultados demonstram uma boa concordancia entre os

valores experimentais e previstos pelos modelos.
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As Equagbes 5, 6 e 7 apresentam os modelos com as varidveis codificadas,
que representam a formacéo de biofilme, de acordo com o experimento 5, para
contagens de Enterococcus, Pseudomonas e total, respectivamente.

A partir destes modelos, é possivel a verificacdo dos valores previstos para
a formacado de biofilme, pelas espécies avaliadas pertencentes aos géneros
Enterococcus, Pseudomonas e pela contagem total destes em ano inoxidavel, em

diferentes condi¢des de tempo de temperatura.

Equacao 5*:
logUFC.cm™ = 6,59404 + 1,79181T — 1,07270T? + 2,10516t - 1,16827t?

Equacao 6*:

logUFC.cm™ = 4,88381 + 1,53962T — 1,01563T? + 1,02712t - 1,02569t>
Equacao 7*:

logUFC.cm® = 6,76188 + 1,57517T - 1,14835T? + 2,18441 t - 1,21877

t: tempo; T: temperatura

*Equagdes vdlidas para os intervalos de tempo entre 0 e 6,8 dias e temperatura de 7 € 47C

A Figura 30 apresenta as superficies resposta e as curvas de contorno para

0s modelos encontrados.
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Figura 30. Superficies resposta e curvas de contorno em funcdo do tempo de
contato e temperatura de exposicao para formagao de biofilme em aco inoxidavel.
a) E.faecium e E.faecalis, b) P.fluorescens e P.aeruginosa e c) Contagem total
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Com a interagéo a regiao 6tima para formacgao de biofilme por E. faecium e
E. faecalis variou de 23,7 a 47 € e 3,6 a 8 dias, sendo a for macao de biofilme foi
observada a partir de 10,2 a 47 €C e 1,4 a 8 dias. Os resultados foram
semelhantes aos encontrados para a avaliacido das espécies de forma isolada,
delineamentos 1 e 2, indicando que a interacdo nao influenciou na formagéao de
biofilme por bactérias deste género.

P. fluorescens e P. aeruginosa apresentaram uma faixa 6tima que variou de
26,5 a 47 € por 3,1 a 7,7 dias, com formacao de bi ofilme a partir de 19,6 a 47 C
por 1,8 a 8 dias. A partir da comparacéao entre os resultados obtidos em funcéo do
experimento 5 e dos experimentos 3 e 4, observa-se para formacao de biofilme
pela interacdo, foi necessario uma temperatura inicial em média 9,2 T superior a
necessaria para as espécies de forma isolada. O tempo de contato inicial também
foi em média 1 dia superior para a formacgéo de biofilme pela interagéo.

Observa-se também que tanto o tempo, quanto a temperatura para o inicio
da formacao de biofilme foram superiores para o género Pseudomonas, quando
comparados ao género Enterococcus.

Assim, pode-se afirmar que os isolados de P. fluorescens e P. aeruginosa
foram influenciados pela presenca dos isolados de E. faecium e E. faecalis.

Os resultados evidenciam a importancia do controle do tempo e da
temperatura em todas as etapas do processamento de produtos lacteos, de forma
a garantir que as condicdes higiénico-sanitarias estejam adequadas.

5.6.4 Verificacao experimental dos modelos encontrados

Para verificacdo dos modelos encontrados foram conduzidos ensaios
experimentais em condigbes que ndo haviam sido avaliadas no delineamento
composto central, com o objetivo de testar o desempenho de cada modelo
encontrado, verificando se este descreve bem os resultados reais. Os resultados
podem ser visualizados na Tabela 41.

124



Tabela 41. Comparacdo entre os resultados experimentais e previstos pelos
modelos, de acordo com os experimentos 1, 2, 3, 4 e 5, para formacao de biofilme
em aco inoxidavel a 25 T por 3 dias de armazenamen to

Experimento Isolados Experimental Predito Desvio Desvio
log UFC.cm™ + DP** log UFC.cm™ relativo (%)
1 E. faecium 6,04 + 0,34 5,81 0,23 3,80
2 E. faecalis 6,01 +0,36 6,36 -0,35 -5,82
3 P. fluorescens 6,01 £ 0,36 6,02 -0,01 -0,16
4 P. aeruginosa 6,39 £ 0,34 6,55 -0,16 -2,50
E. faecium + 5,36 £+ 0,47 5,41 -0,05 -0,93
E. faecalis
P. fluorescens + 3,61 +£0,98 4,14 -0,53 -14,68
5 P. aeruginosa
E. faecium + 5,64 £ 0,05 5,57 0,07 1,24
E. faecalis +

P. fluorescens +

P. aeruginosa

*Média de trés repetigbes **Desvio padrdo

Com excecdo aos resultados observados para o experimento 1 e para a
contagem total no experimento 5, todos os outros ensaios apresentaram valores
preditos superiores aos encontrados experimentalmente. Assim, pode-se afirmar
que a 25 T por 3 dias, as maioria das predi¢cdes te nderam ao lado seguro do
modelo, pois caso 0s modelos ajustados sejam utilizados para auxiliar na
determinacao de procedimentos de higienizacdo, estes serdo superestimados, o
que resultard em maior controle do processo.

Segundo Pefa (2005) estes modelos de predicdo podem ser de grande
importancia na tomada de decisées em relacdo aos procedimentos de limpeza e
sanitizacdo de equipamentos e utensilios utilizados nas industrias de alimentos,

pois proporcionam uma melhor elucidacdo do processo de adeséo e formagéo de
biofilme bacteriano.
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5.7 Microscopia eletronica de varredura

A Figura 31 apresenta fotomicrografias, obtidas por microscopia eletrdnica
de varredura (MEV), da superficie dos cupons de ago inoxidavel AISI 304,
acabamento numero 4, utilizados nos ensaios de formacgao de biofilme.

i

Figura 31. Fotomicrografia de ago inoxidavel AISI 304, acabamento numero 4,

nao submetido ao processo de adesao, observada por microscopia eletrénica de
varredura nos aumentos de: a) 600 x, b) 800 x

E possivel a visualizacdo de pequenas irregularidades distribuidas na
superficie dos cupons de acgo inoxidavel (FIGURA 31). Estas imperfeicdes podem
dificultar os procedimentos de higienizagdo adotados nas industrias de alimentos,
principalmente por favorecerem a aglomeragdo de residuos alimentares e
consequentemente a adesao bacteriana.

As Figuras 32, 33, 34, 35 e 36 apresentam fotomicrografias, obtidas por
microscopia eletrénica de varredura, das superficies de ago inoxidavel AISI 304,
acabamento numero 4, apds terem sido submetidos ao processo de adesao e
formacao de biofilme, de acordo com cada experimento.
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Figura 32. Fotomicrografias de acgo inoxidavel AISI 304 observadas por MEV,
submetidas ao processo de adesao por isolados de Enterococcus faecium apés 48
horas. a) aumento de 600x (a 27 ), b) aumento de 1500x (a 27 ), ¢) aumento
de 600x (a 37 C), d) aumento de 1500x (a 37 )

A partir da Figura 32, pode-se observar que, devido a formagado de uma
densa matriz composta por bactérias, exopolissacarideos e constituintes do leite,
nao foi possivel a contagem e visualizacao das células aderidas.

A formacdo deste complexo, caracteristica da formacdo dos biofilmes
bacterianos, também dificultou a diferenciagdo em relacdo as contagens
observadas a 27 e 37 C. Assim as Figuras 33, 34, 35 e 36 apresentam apenas
duas fotomicrografias, sendo uma a 27 €C e uma a 37 <.
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Figura 33. Fotomicrografias de acgo inoxidavel AISI 304 observadas por MEV,

submetidas ao processo de adesao por isolados de Enterococcus faecalis apds 48
horas. a) aumento de 1000x (a 27 ), b) aumento de 3000x (a 37 C)

o i T L A e T e R Rt DT £ AN i :
Figura 34. Fotomicrografias de aco inoxidavel AISI 304 observadas por MEV,
submetidas ao processo de adesdo por isolados de Pseudomonas fluorescens

apoés 48 horas. a) aumento de 600x (a 27 C), b) aum ento de 1500x (a 37 C)
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Figura 35. Fotomicrografias de acgo inoxidavel AISI 304 observadas por MEV,
submetidas ao processo de adesdo por isolados de Pseudomonas aeruginosa
apos 48 horas. a) aumento de 600x (a 27 T), b) aum ento de 1500x (a 37 C)
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Figura 36. Fotomicrografias de aco inoxidavel AISI 304 observadas por MEV,
submetidas ao processo de adesdo pela interacdo entre Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis, Pseudomonas fluorescens e Pseudomonas aeruginosa

apos 48 horas. a) aumento de 600x (a 27 T), b) aum ento de 1500x (a 37 C)

Pode-se observar que nos biofilmes formados a partir dos isolados de P.
fluorescens e P. aeruginsa (FIGURAS 34 e 35), houve a formacdo de uma matriz
mais densa, quando comparado aos formados apenas por isolados de E. faecium
e E. faecalis (FIGURAS 32 e 33). Dentre as principais caracteristicas do género
Pseudomonas, estad a capacidade de produgdo de grande quantidade de
exopolissacarideos, com consequente formagao desta complexa matriz.
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Observa-se também que, as fotomicrografias dos cupons submetidos a
formacao de biofilme pela interagcdo entre os géneros (FIGURA 36), sdo muito
parecidas as obtidas por isolados de E. faecium (FIGURA 32) e E. faecalis
(FIGURA 33), ndo tendo sido verificado a mesma matriz densa como as obtidas
pelo género Pseudomonas (FIGURAS 34 e 35). Estes resultados se devem ao
fato de que, com a interagdo entres os isolados, houve uma inibicdo do
desenvolvimento das bactérias do género Pseudomonas, como discutido no item
5.6.4.

5.8 Avaliacao da eficiéncia de diferentes sanitizantes em relagcao ao biofilme
formado

Para avaliacdo da eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio a 100
mg.L™, acido peracético a 300 mg.L™ e digluconato de clorexidina a 400 mg.L™", a
formacao de biofilmes por isolados de E. faecium, E. faecalis, P. fluorescens, P.
aeruginosa e pela interacdo destes, em superficie de aco inoxidavel, foi realizada
a 25 T por 3 dias de armazenamento.

As contagens médias referentes aos cupons controle, que ndo foram
tratados com os sanitizantes, e os resultados obtidos para contagens das células
recuperadas, apds os cupons com 0s biofilmes formados terem sido submetidos a
acao dos sanitizantes, sdo apresentados na Tabela 42.
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Tabela 42. Reducdo da populacdo nos biofilmes formados por E. faecium,
E. faecalis, P. fluorescens, P. aeruginosa e pela juncao das espécies, apos 10
minutos de contato com o0s sanitizantes acido peracético, hipoclorito de sédio e
digluconato de clorexidina

. Acido Hipoclorito Digluconato de
i Populacao o . .
Ensaios Isolados inicial peracético de sédio clorexidina
inicial* . " "
300 mg.L" 100 mg.L" 400 mg.L"
1 E. faecium 6,04 + 0,34 1,577 +0,17  2,74°*+047  1,68°®+0,08
2 E. faecalis 6,01+£036  3,18"*8C+087 140°%¢+0,33 1,72°®+0,01
3 P. fluorescens 6,01+0,36  228°8%P+024 102°C+027  0,67°°+0,43
4 P. aeruginosa 6,39 + 0,34 1,84°°P+0,70 1,82°2°+026 1,12°%+0,66
E. faecium +
G , 5,36 + 0,47 3,84°*+0,12 211°*®+001  1,13°8+0,95
E. faecalis

P. fluorescens +
6*** , 361+0,98  3,10*"*C+016 299**+024  3,05*"+0,15
P. aeruginosa

E. faecium +
7> E. faecalis +
5,64+ 0,05 3,30°*8+053 1,18°°+0,35 1,92° + 0,85
P. fluorescens +

P. aeruginosa

*Contagem em logUFC.cm™ + Desvio padrédo, apés a formagcao dos biofilmes a 25T por 3 dias
**Numero de reducdes decimais em logUFC.cm™ + Desvio padrao

*** Os ensaios 5, 6 e 7 correspondem as contagens realizadas para avaliacdo do biofilme multi-
espécie

Médias seguidas de letras mindsculas iguais sobrescritas para uma mesma linha, nao diferem
entre si (p>0,05) pelo teste Tukey.

Médias seguidas de letras mailsculas iguais sobrescritas para uma mesma coluna, nao diferem
entre si (p>0,05) pelo teste Tukey.

Os resultados apresentados na Tabela 42 permitem observar que houve a
reducdo na contagem dos biofilmes formados por E. faecium, E. faecalis, P.
fluorescens, P. aeruginosa e pela jungcédo destes micro-organismos, mas estes néao
foram eliminados, embora o0s sanitizantes tenham sido utilizados nas
concentracdes recomendadas pelos fabricantes e frequentemente utilizadas nas
industrias de alimentos.

Observa-se que para a avaliagao da acado dos sanitizantes em relagcao ao
biofilme formado pela juncdo das espécies E. faecium, E. faecalis, P. fluorescens e

P. aeruginosa, a contagem das bactérias do género Pseudomonas foi em média
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de 3,61 logUFC.cm™, o que caracteriza apenas o processo de adesdo e ndo a
formacao de biofilme. Neste caso, os valores observados para as reducgdes
médias promovidas pela acdo dos sanitizantes hipoclorito de sédio, acido
peracético e digluconato de clorexidina, foram préximas as contagens iniciais, o
que demosntra que as bactérias do género Pseudomonas aderidas foram
eliminadas na quase totalidade.

Segundo Jessen e Lammert (2003), a remogao de micro-organismos de
superficies de contato torna-se muito mais complicada apdés a formacdo do
biofilme, e geralmente este procedimento s6 sera possivel pela adocao de varias
acoes combinadas. Dificilmente a utilizagdo de um Unico sanitizante sera capaz de
remové-lo completamente.

Assim o0s micro-organismos sobreviventes poderdao se desenvolver
rapidamente, principalmente se houver a presenca de residuos, contaminando os
alimentos processados.

O &cido peracético foi estatisticamente mais eficiente (p<0,05) na reducéao
decimal dos biofilmes formados por E. faecalis, P. fluorescens e nas contagens
total de bactérias do género Enterococcus no biofilme multi-espécies.

O hipoclorito de so6dio promoveu maior redugcao no numero de células
aderidas (p<0,05) apenas para a avaliacao do biofilme formado por isolados de
E. faecium. Resultados semelhantes foram obtidos por Oviedo (1996) que
observou maior eficiéncia dos sanitizantes hipoclorito de sédio (100 mg.L") e
quaternario de aménio (1%) na reducao de biofilme formado por E. faecium, em
comparacao ao acido peracético (300 mg.L™") e clorexidina (solugdo 1:1000).

E possivel observar pela Tabela 42, que ndo houve diferenca significativa
(p>0,05) no numero de reducbdes decimais promovido pela acdo do &cido
peracético em relacao aos biofilmes formados apenas por E. faecalis e 0s ensaios
5, 6 e 7 referentes a juncdo das espécies. As menores taxas de reducao
promovidas pela acdo deste sanitizante foram observadas para os biofilems
formados por E. faecium, P. fluorescens e P. aeruginosa.

Para o hipoclorito de sédio, as maiores redugdes foram observadas nos
biofilmes formados por E. faecium, e pelas contagens de bactérias do género
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Pseudomonas e bactérias do género Enterococcus no biofilme multi-espécies. As
menores reducdes foram verificadas para os biofilmes formados por P. fluorescens
e pela contagem total do biofilme multi-espécie.

O digluconato de clorexidina foi estatisticamente mais eficiente em relagao
aos demais sanitizantes, com maior redugcédo decimal nas contagens das bactérias
do género Pseudomonas referente a formacao de biofilme multi-espécies. No
entanto, a menor taxa de reducao foi observada para o biofilme composto apenas
por isolados de P. fluorescens.

Dentre os sanitizantes utilizados nesta pesquisa, de forma geral, os
melhores resultados para reducdo das contagens dos biofilmes formados, nos
diferentes ensaios, foram observados a partir da utilizagao do acido peracético.

Segundo Rossoni e Gaylarde (2000), este sanitizante é considerado um dos
mais efetivos no combate a biofilmes bacterianos e sua alta eficiéncia tem sido
atribuida a grande capacidade de oxidacao do material celular.

A partir da comparacéo entre o acido peracético (300 mg.L™") e o hipoclorito
de sodio (100 mg.L™"), Mello (1997) observou reducgdes de 6,4 e 5,5 ciclos log de
Enterococcus faecium aderido em cupons de prova de ago inoxidavel em curva
apds 10 minutos de contato, respectivamente. O tempo necessario para reducéao
de 5 ciclos log deste micro-organismo foi de aproximadamente 9 minutos na
utilizagdo do acido peracético e 10 minutos para o hipoclorito de sédio.

Lindsay e Von Holy (1999), compararam a redugdo de P. fluoresecens
aderida a superficies de aco inoxidavel e poliuretano, pela acdo de acido
peracético e digluconato de clorexidina. Os autores observaram que
independentemente da superficie, o acido peracético apresentou melhores
resultados, com reducao de aproximadamente 3 ciclos log.

Alguns estudos destacam a eficiéncia do acido peracético, em comparacao
a outros sanitizantes, na reducdo de biofilmes formados por micro-organismos
causadores de doengas transmitidas via alimentos. A acao de hipoclorito de sodio
a 100 mg.L™" e 4cido peracético nas concentracdes de 100, 200 e 400 mg.L™" na
reducdo na contagem de biofilmes formados por Escherichia coli O157:H7,
Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes, em superficies de aco
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inoxidavel e PVC, foi observada por Park et al. (2012). O acido peracético foi
considerado o sanitizante mais eficiente, sendo os melhores resultados
observados nas concentragées de 200 e 400 mg.L™".

Meira et al. (2012), avaliaram a capacidade dos sanitizantes acido
peracético a 30 mg.L™" e hipoclorito de sédio a 250 mg.L™, na remogao de biofilme
de Staphylococcus aureus, isolado de servico de alimentacdo, em superficies de
aco inoxidavel e polipropileno. Os autores observaram reducdes que variaram de
2,0a3,3e1,5a2,1logUFC.cm™ devido a acdo do acido peracético e hipoclorito
de sédio, respectivamente.

No entanto, de acordo com Hood e Zottola (1997) a comparagédo entre
resultados de estudos de eficiéncia de sanitizantes é complicada devido a grande
variedade nas condicoes para a aderéncia e desenvolvimento do biofilme,
podendo interferir na acao do agente sanitizante.

Além disso, fatores inerentes a genética dos micro-organismos envolvidos,
como as variagdes entre géneros e dentro de uma mesma espécie, bem como
variagdes nas caracteristicas das superficies de contato, tempo e temperatura de
exposicao, entre outros, podem interferir na acdo dos sanitizantes. Assim um
mesmo sanitizante pode ser mais ou menos efetivo em relagdo a outro, de acordo
com a situacao de exposicao.

Em estudo realizado por Rossoni e Gaylarde (2000), o hipoclorito de sédio
em concentragdes de 100 e 200 mg.L™ foi mais efetivo na reducéo de biofilmes de
E. coli, P. fluorescens e S. aureus aco inoxidavel, quando comparado ao acido
peracético nas concentragcdes de 250 e 1000 mg.L". Guerreiro-Tanomaru et al.
(2011) observaram que os sanitizantes hipoclorito de sédio a 2,5% e clorexidina a
2% foram mais efetivos na reducdo de E. faecalis causadores de infeccdes
odontolégicas, quando comparado ao acido peracético a 1%.

Estas diferengas evidenciam a necessidade da utilizacdo de sanitizantes
adequados a cada processo, e da importdncia da adocdo de ferramentas
preventivas, como as Boas Praticas de Fabricacdo, Procedimentos Padrao de
Higiene Operacional e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, ja que

uma vez formado o biofilme, sua remocao torna-se muito mais complicada.
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6 CONCLUSOES

X/

X Bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas estdao comumente
presentes na matéria-prima e no ambiente de processamento de queijo Minas
Frescal.

<> Tanto o aumento do tempo, quanto da temperatura promoveram a elevacao
das contagens de mesdéfilos aerdbios, Enterococcus spp. € Pseudomonas spp., de

forma significativa (p<0,05).

X/

<> Dentre os isolados de bactérias do género Enterococcus, E. faecalis foi a
espécie predominante nas amostras de leite cru, queijo e ambiente de
processamento, coletadas na industria avaliada, e nas amostras de Leite Cru 4.
Para os isolados de bactérias do género Pseudomonas, P. fluoresens foi a

espécie predominantes em todas as amostras.

X/

<> Bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas isoladas a partir das
coletas realizadas na industria de laticinios e das amostras de leite cru 3 e 4,
foram capazes de produzir enzimas proteoliticas e lipoliticas, frequentemente
associadas a deterioracao de produtos lacteos. Dos isolados pertencentes ao
género Enterococcus, 49,52 e 38,75% apresentaram resultados positivos para
producdo de enzimas proteoliticas e lipoliticas, respectivamente. Para o género
Pseudomonas estes percentuais foram de 71,29 e 98,38%, respectivamente.

X Foi possivel a adesao e formacéao de biofilmes por E. faecium, E. faecalis,
P. fluorescens, P. aeruginosa e pela interacao destas espécies, em aco inoxidavel

AISI 304, acabamento numero 4 e rugosidade de 0,366 pum.

X As bactérias do género Enterococcus apresentam capacidade de inibicao
das bactérias do género Pseudomonas, durante a formacgao de biofilmes pela

interagdo entre as espécies.

X/

X Os fatores temperatura e tempo de contato tiveram influéncia significativa
no processo de adesédo e formacdo de biofiimes mono e multi-espécies pelas
bactérias dos géneros Enterococcus e Pseudomonas.
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<> Embora os sanitizantes hipoclorito de sédio 100 mg.L" CRT, acido
peracético 300 mg.L" APA e digluconato de clorexidina 400 mg.L™' DC tenham
sido utilizados nas concentracdoes recomendadas pelos fabricantes e
frequentemente utilizadas nas industrias de alimentos, em praticamente todos os
tratamentos, houve apenas a redug¢édo da contagem bacteriana dos biofilmes, mas

nao a eliminacao destes.
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APENDICE A

Fluxograma de producéo do queijo Minas Frescal na industria avaliada

Ordenha do leite Figura 3

v

Bombeamento do leite cru para os tanques de recepgéo Figura 4

v

Filtracao

v

Pasteurizacao (75 C/15seq)
v

Bombeamento do leite pasteurizado refrigerado para o

tanque de processamento de queijos Figura 5

¥

Aquecimento a 35 C

v

Adicao de Cloreto de célcio e Coalho

x

Repouso por 30 minutos a 35 C

v

Corte da massa Figura 6

L2

Mexedura por 30 minutos

v

Salga na massa

v

Dessoragem e enformagem

v

Viragens

v

Acondicionamento em embalagem

v

Armazenamento Figura 7

v

Comercializagao
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Figura 3.0rdenha do leite tipo A destinado a produgao do queijo Minas Frescal
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Figura 4. Tanques de recepgao do leite cru, localizados na sala de recepc¢ao

2010/08/16

Figura 5. Recebimento do leite pasteurizado refrigerado no tanque de

processamento de queijo Minas Frescal
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Figura 6. Verificacao do ponto de corte (a) e corte (b) da massa do queijo durante
o processamento do queijo Minas Frescal
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Figura 7. Armazenamento dos queijos Minas Frescal embalados em camara fria
as5T
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APENDICE B

% Croqui da planta da processamento de queijo Minas Frescal da industria avaliada
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. Tanque 1 de recepgdo de leite cru
. Tanque 2 de recepgdo de leite cru
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. Tanque de produto
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+ Fotos de algumas das amostras de superficies do ambiente de processamento
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Figura 9. Estante em polipropileno localizada na camara fria de armazenamento
do queijo Minas Frescal
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Figura 10. Seladora a vacuo para acondicionamento dos queijos Minas Frescal
em embalagens de polietileno, localizada na sala de processamento de queijo

Figura 11. Equipamento utilizado na ordenha mecéanica para obtencdo do leite
destinado ao processamento de queijo Minas Frescal
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Figura 12. Maganetas localizadas na camara fria (a) e sala de armazenamento
dos utensilios para produgéo do queijo (refrigerada a 9 T (b)

Figura 13. Mangueira conectada ao equipamento de bombeamento de leite,
localizada na sala de processamento de queijos
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Figura 14. Pisos localizados nas salas de recepgéo (a), pasteurizagao (b), queijos
(c), armazenamento dos utensilios para producdo do queijo (refrigerada a 9 )
(d), camara fria (e) e sala de ordenha (f)

171



e f:"-':”’r i;' I’ \

ke

B |

! LY -'
‘i
4 r

Y | N :
.. INEY
Figura 15. Paredes localizadas nas salas de recepcao (a), pasteurizagdo (b),
queijos (c), armazenamento dos utensilios para producao do queijo (refrigerada a

9 <€) (d), camara fria (e) e sala de ordenha (f)
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Figura 16. Ralos localizados nas salas de processamento de queijos (a) e
armazenamento dos utensilios para produgao do queijo (refrigerada a 9 T)(b)

Figura 17. Rodo localizado nas sala de armazenamento dos utensilios para
producéo do queijo (refrigerada a 9 C)
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Figura 18. Tanque de processamento do queijo Minas Frescal (a), localizado na
sala de processamento de queijos, com destaque para o dreno de saida do

soro (b)
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Figura 19. Tanques de recepg¢ao do leite cru, localizados na sala de recepgao do
leite cru. Tanque 1 (a) e Tanque 2 (b)

175



Figura 20. F6rmas em polietileno, com capacidade para 0,5kg, utilizadas no
processamento de queijo Minas Frescal

Figura 21. Lira em aco inoxidavel utilizada no processamento de queijo Minas
Frescal
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Figura 22. Mexedor em aco inoxidavel utilizado no processamento de queijo
Minas Frescal

Figura 23. TermOmetro digital utilizado no processamento de queijo Minas Frescal
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Apéndice C

Tabela 43. Resultados dos testes bioguimicos e da técnica da PCR para confirmacéo e identificacao das bactérias

do género Enterococcus isoladas de matéria-prima, produtos e ambiente de processamento de produtos lacteos

Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCF,{ PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis
6,5% 9,6 Esculina do género

E1 Leite cru - tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E2 Leite cru - tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E3 Leite cru - tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E4 Leite cru - tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E5 Leite cru - tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E6 Leite cru - tanque 1 (1° dia) + - + + + + + +
E7 Leite cru - tanque 1 (1° dia) + - + + + + + +
E8 Leite cru - tanque 1 (1° dia) + - + + + + + +
E9 Leite cru tanque 1 (1° dia) + - + + + + + +
E10 Leite cru - tanque 1 (1° dia) + - + + + + + +
E11 Queijo 1 (1° dia) + - + + + + + +
E12 Queijo 1 (1° dia) + - + + + + + +
E13 Queijo 1 (1° dia) + - + + + + + +
E14 Queijo 1 (1° dia) + - - + + + -

E15 Queijo 1 (12 dia) + - + + + + + +
E16 Queijo 2 (1° dia) + - + + + + + +
E17 Queijo 2 (1° dia) + - + + + + + +
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Continuacéo ...

Testes Bioquimicos PCR PCR QOutras
Isolados Origem NaCla pH ) E.faecalis  espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium
6,5% 9,6 Esculina do género

E18 Queijo 2 (12 dia) + - - + + + -

E19 Queijo 2 (1° dia) + - + + + + + +
E20 Queijo 2 (1° dia) + - + + + + + +
E21 Queijo 5 (1° dia) + - + + + + + +
E22 Queijo 5 (1° dia) + - + + + + + +
E23 Queijo 5 (1° dia) + - + + + + + +
E24 Queijo 5 (1° dia) + - + + + + + +
E25 Queijo 5 (1° dia) + - + + + + + +
E26 Ralo — interior sala de queijos + - - + + + +

E27 Ralo — interior sala de queijos + - + + + + + +
E28 Ralo — interior sala de queijos + - - - - + -

E29 Ralo — interior sala de queijos + - - + + + -

E30 Ralo — interior sala de queijos + - - + + + -

E31 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E32 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E33 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E34 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E35 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E36 Termbmetro — sala de queijos + - + + + + -

E37 Termdmetro — sala de queijos + - + + + + -

E38 Termdmetro — sala de queijos + - + + + + + +
E39 Termdmetro — sala de queijos + - + + + + + +
E40 Termdmetro — sala de queijos + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCR PCR espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis
6,5% 9,6 Esculina do género
E41 Macaneta — camara fria + - + + + + + +
E42 Macaneta — camara fria + - + + + + + +
E43 Macaneta — camara fria + - + + + + + +
E44 Macaneta — camara fria + - + + + + -
E45 Macaneta — camara fria + - + + + + + +
E46 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E47 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E48 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E49 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E50 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E51 Leite cru tanque 1 — ap6s 2 dias a 7C + - + + + + + +
E52 Leite cru tanque 1 — apos 2 dias a 7C + - + + + + + +
E53 Leite cru tanque 1 — apos 2 dias a 7C + - + + + + + +
E54 Leite cru tanque 1 — apos 2 dias a 7C + - + + + + + +
E55 Leite cru tanque 1 — apos 2 dias a 7C + - + + + + + +
E56 Leite cru tanque 2 —ap6s 2 diasa 7 C + - + + + + + +
E57 Leite cru tanque 2 —ap6s 2 diasa 7 C + - + + + + + +
E58 Leite cru tanque 2 —ap6s 2 diasa 7 C + - + + + + + +
E59 Leite cru tanque 2 —ap6s 2 diasa 7 C + - + + + + + +
E6O0 Leite cru tanque 2 —ap6s 2 diasa 7 C + - + + + + + +
E61 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E62 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E63 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis
6,5% 9,6 Esculina do género
E64 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E65 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E66 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E67 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E68 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E69 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E70 Leite Cru 3(1°dia) + - + + + + + +
E71 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E72 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E73 Soro de queijo- leite 3 + - - + + + +
E74 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E75 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E76 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E77 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E78 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E79 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E80 Soro de queijo- leite 3 + - + + + + + +
E81 Ar recepcao + - + + + + + +
E82 Ar ordenha + - + + + + + +
E83 Leite cru tanque 1 (1° dia + - + + + + + +
E84 Leite cru tanque 1 (1° dia + - + + + + + +
E85 Leite cru tanque 1 (1° dia + - + + + + + +
E86 Leite cru tanque 1 (12 dia + - + + + + + +




Continuacao ...

Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH Bile PCF? PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género
E87 Leite cru tanque 1 (1° dia) + - + + + + + +
E88 Leite cru tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E89 Leite cru tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E90 Leite cru tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E91 Leite cru tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E92 Leite cru tanque 2 (1° dia) + - + + + + + +
E93 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E94 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E95 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E96 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E97 Equipamento de ordenha + - + + + + + +
E98 Macaneta — camara fria + - + + + + -
E99 Macaneta — camara fria + - + + + + -
E100 Macaneta — camara fria + - + + + + + +
E101 Macaneta — camara fria + - + + - + +
E102 Macaneta — camara fria + - + + + + + +
E103 Parede- sala ordenha + - - - + + +
E104 Piso — sala de queijos + - + + + + + +
E105 Piso — sala de queijos + - + + + + + +
E106 Piso — sala de queijos + - + + + + + +
E107 Piso — sala de queijos + - - + - + +
E108 Piso — sala de queijos + - - + + + +
E109 Maganeta — sala de queijos + - + + - + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género
E110 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E111 Maganeta — sala de queijos + - + + + + + +
E112 Maganeta — sala de queijos + - + + + + -
E113 Magcaneta — sala de queijos + - + + + + + +
E114 Ralo — sala de queijos + - + + + + + +
E115 Ralo — sala de queijos + - - - - + +
E116 Ralo — sala de queijos + - - + - + +
E117 Ralo — sala de queijos + - - + - + -
E118 Ralo — sala de queijos + - - - - + +
E119 Piso — sala de ordenha + - + + + + + +
E120 Piso — sala de ordenha + - + + + + + +
E121 Piso — sala de queijos + - + + + + + +
E122 Piso — sala de queijos + - - - + -
E123 Piso — sala de queijos + - + + + + + +
E124 Piso — sala de queijos + - - - + + +
E125 Piso — sala de queijos + - + + + + + +
E126 Leite cru tanque 1 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +
E127 Leite cru tanque 1 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +
E128 Leite cru tanque 1 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +
E129 Leite cru tanque 1 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +
E130 Leite cru tanque 1 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +
E131 Leite cru tanque 1 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
E132 Leite cru tanque 1 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género

E133 Leite cru tanque1 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E134 Leite cru tanque 1 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E135 Leite cru tanque 1 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E136 Leite cru tanque 1 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E137 Leite cru tanque 1 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E138 Leite cru tanque 1 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E139 Leite cru tanque 1 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E140 Leite cru tanque 1 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E141 Leite cru tanque 2 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E142 Leite cru tanque 2 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E143 Leite cru tanque 2 (2° dia a 4°C) + - + + + + -

E144 Leite cru tanque 2 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E145 Leite cru tanque 2 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E146 Leite cru tanque 2 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E147 Leite cru tanque 2 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E148 Leite cru tanque 2 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E149 Leite cru tanque 2 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E150 Leite cru tanque 2 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +

E151 Leite cru tanque 2 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E152 Leite cru tanque 2 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E153 Leite cru tanque 2 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E154 Leite cru tanque 2 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +

E155 Leite cru tanque 2 (2° dia a 10°C) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género

E156 Leite cru tanque 1 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +

E157 Leite cru tanque 1 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +

E158 Leite cru tanque 1 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +

E159 Leite cru tanque 1 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +

E160 Leite cru tanque 1 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +

E161 Leite cru tanque 1 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +

E162 Leite cru tanque 1 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +

E163 Leite cru tanque 1 (4° dia a 7°C) + + + + + + +

E164 Leite cru tanque 1 (42 dia a 7°C) + + + + + + +

E165 Leite cru tanque 1 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +

E166 Leite cru tanque 1 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +

E167 Leite cru tanque 1 (4° dia a 10°C) + - + + + + + +

E168 Leite cru tanque 1 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +

E169 Leite cru tanque 1 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +

E170 Leite cru tanque 2 (42 dia a 4°C) + - + + + + + +

E171 Leite cru tanque 2 (42 dia a 4°C) + - + + + + + +

E172 Leite cru tanque 2 (42 dia a 4°C) + - + + + + + +

E173 Leite cru tanque 2 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +

E174 Leite cru tanque 2 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +

E175 Leite cru tanque 2 (42 dia a 7°C) + - + + + + + +

E176 Leite cru tanque 2 (42 dia a 7°C) + - + + + + + +

E177 Leite cru tanque 2 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +

E178 Leite cru tanque 2 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH Bile PCF? PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género

E179 Leite cru tanque 2 (4° dia a 7°C) + - - + + + +

E180 Leite cru tanque 2 (42 dia a 10C) + - + + + + + +

E181 Leite cru tanque 2 (42 dia a 10C) + - + + + + + +

E182 Leite cru tanque 2 (42 dia a 10C) + - + + + + + +

E183 Leite cru tanque 2 (4° dia a 10C) + - + + + + + +

E184 Leite cru tanque 2 (42 dia a 10C) + - + + + + + +

E185 Leite cru tanque 1 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E186 Leite cru tanque 1 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E187 Leite cru tanque 1 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E188 Leite cru tanque 1 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E189 Leite cru tanque 1 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E190 Leite cru tanque 1 (82 dia a 7<) + - + + + + + +

E191 Leite cru tanque 1 (82 dia a 7<) + - + + + + + +

E192 Leite cru tanque 1 (82 dia a 7<) + - + + + + + +

E193 Leite cru tanque 1 (82 dia a 7<) + - + + + + + +

E194 Leite cru tanque 1 (82 dia a 7TC) + + + + - + +

E195 Leite cru tanque 1 (82 dia a 10C) + - + + + + + +

E196 Leite cru tanque 1 (82 dia a 10C) + - + + + + + +

E197 Leite cru tanque 1 (82 dia a 10C) + - + + + + + +

E198 Leite cru tanque 1 (82 dia a 10C) + - + + + + + +

E199 Leite cru tanque 1 (82 dia a 10C) + - + + + + + +

E200 Leite cru tanque 2 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E201 Leite cru tanque 2 (8° dia a 4C) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género

E202 Leite cru tanque 2 (82 dia a 4T) + - + + + + + +

E203 Leite cru tanque 2 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E204 Leite cru tanque 2 (8° dia a 4C) + - + + + + + +

E205 Leite cru tanque 2 (8° dia a 7C) + - + + + + + +

E206 Leite cru tanque 2 (8° dia a 7C) + - + + + + + +

E207 Leite cru tanque 2 (8° dia a 7C) + - + + + + + +

E208 Leite cru tanque 2 (82 dia a 7C) + - + + + + + +

E209 Leite cru tanque 2 (8° dia a 7C) + - + + + + + +

E210 Leite cru tanque 2 (8° dia a 10C) + - + + + + + +

E211 Leite cru tanque 2 (8° dia a 10C) + - + + + + + +

E212 Leite cru tanque 2 (8° dia a 10C) + - + + + + + +

E213 Leite cru tanque 2 (8° dia a 10C) + - - + + + +

E214 Leite cru tanque 2 (8° dia a 10C) + - + + + + + +

E215 Leite Cru 3 (12 dia) + - + + + + + +

E216 Leite Cru 3 (1° dia) + - + + + + + +

E217 Leite Cru 3 (1° dla) + - + + + + + +

E218 Leite Cru 3 (1° dia) + - + + + + + +

E219 Leite Cru 3 (1° dia) + - + + + + + +

E220 Leite Cru 3 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E221 Leite Cru 3 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E222 Leite Cru 3 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E223 Leite Cru 3 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

E224 Leite Cru 3 (2° dia a 4°C) + - + + + + + +

187



Continuacao ...

Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género

E225 Leite Cru 3 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
E226 Leite Cru 3 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
E227 Leite Cru 3 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
E228 Leite Cru 3 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
E229 Leite Cru 3 (2° dia a 7°C) + - + + + + + +
E230 Leite Cru 3 (2° dia a 7°C) + - - + + + +

E231 Leite Cru 3 (2° diaa 10°C + - + + + + + +
E232 Leite Cru 3 (2% diaa 10°C + - + + + + + +
E233 Leite Cru 3 (2° diaa 10°C + - + + + + + +
E234 Leite Cru 3 (2° diaa 10°C + - + + + + + +
E235 Leite Cru 3 (2° diaa 10°C + - + + + + + +
E236 Leite Cru 3 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +
E237 Leite Cru 3 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +
E238 Leite Cru 3 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +
E239 Leite Cru 3 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +
E240 Leite Cru 3 (4° dia a 4°C) + - + + + + + +
E241 Leite Cru 3 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +
E242 Leite Cru 3 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +
E243 Leite Cru 3 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +
E244 Leite Cru 3 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +
E245 Leite Cru 3 (4° dia a 7°C) + - + + + + + +
E246 Leite Cru 3 (4° dia a 10°C) + - + + + + + +
E247 Leite Cru 3 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género
E248 Leite Cru 3 (4° dia a 10°C) + - + + + + + +
E249 Leite Cru 3 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +
E250 Leite Cru 3 (42 dia a 10°C) + - + + + + + +
E251 Leite Cru 3 (82 dia a 4°C) + - + + + + + +
E252 Leite Cru 3 (82 dia a 4°C) + - + + + + + +
E253 Leite Cru 3 (82 dia a 4°C) + - + + + + + +
E254 Leite Cru 3 (82 dia a 4°C) + - + + + + + +
E255 Leite Cru 3 (82 dia a 4°C) + - + + + + + +
E256 Leite Cru 3 (82 dia a 7°C) + - + + + + + +
E257 Leite Cru 3 (82 dia a 7°C) + - + + + + + +
E258 Leite Cru 3 (82 dia a 7°C) + - + + + + + +
E259 Leite Cru 3 (8° dia a 7°C) + - + + + + + +
E260 Leite Cru 3 (8° dia a 7°C) + - + + + + + +
E261 Leite Cru 3 (82 dia a 10°C + - + + + + + +
E262 Leite Cru 3 (82 dia a 10°C + - + + + + + +
E263 Leite Cru 3 (82 dia a 10°C + - + + + + + +
E264 Leite Cru 3 (82 dia a 10°C + - + + + + + +
E265 Leite Cru 3 (82 dia a 10°C + - + + + + + +
E266 Leite Cru 4(1° dia) + - + + + + + +
E267 Leite Cru 4(1¢ dia) + - + + + + + +
E268 Leite Cru 4(1° dia) + - + + + + + +
E269 Leite Cru 4(1° dia) + - + + + + + +
E270 Leite Cru 4(1° dia) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos QOutras
Isolados Origem NaCla pH PCB PCR ) espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium E.faecalis .
6,5% 9,6 Esculina do género
E271 Leite Cru 4(2° dia a 4C) + - + + + + + +
E272 Leite Cru 4(2° dia a 4C) + - + + + + + +
E273 Leite Cru 4(2° dia a 4C) + - + + + + + +
E274 Leite Cru 4(2° dia a 4C) + - + + + + + +
E275 Leite Cru 4(2° dia a 4C) + - + + + + + +
E276 Leite Cru 4(2° dia a 7C) + - + + + + + +
E277 Leite Cru 4(2° dia a 7C) + - + + + + + +
E278 Leite Cru 4(2° dia a 7C) + - + + + + + +
E279 Leite Cru 4(2° dia a 7C) + - + + + + + +
E280 Leite Cru 4(2° dia a 7C) + - + + + + + +
E281 Leite Cru 4(2° diaa 10C + - + + + + + +
E282 Leite Cru 4(2° dia a 10C + - + + + + + +
E283 Leite Cru 4(2° dia a 10C + - + + + + + +
E284 Leite Cru 4(2° dia a 10C + - + + + + + +
E285 Leite Cru 4(2° dia a 10C + - + + + + + +
E286 Leite Cru 4(4° dia a 4T) + - + + + + + +
E287 Leite Cru 4(4° dia a 4C) + - + + + + + +
E288 Leite Cru 4(4° dia a 4C) + - + + + + + +
E289 Leite Cru 4(4° dia a 4C) + - + + + + + +
E290 Leite Cru 4(4° dia a 4C) + - + + + + + +
E291 Leite Cru 4(4° dia a 7C) + - + + + + + +
E292 Leite Cru 4(4° dia a 7C) + - + + + + + +
E293 Leite Cru 4(4° dia a 7C) + - + + + + + +
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Testes Bioquimicos PCR PCR QOutras
Isolados Origem NaCla pH E.faecalis  espécies
Gram  Catalase 10C 45T E.faecium
6,5% 9,6 Esculina do género
E294 Leite Cru 4(4° dia a 7C) + - + + + + + +
E295 Leite Cru 4(4° dia a 7C) + - + + + + + +
E296 Leite Cru 4(4° dia a 10C) + - - + - + ¥
E297 Leite Cru 4(4° dia a 10C) + - + + + + + +
E298 Leite Cru 4(4° dia a 10C) + - + + + + + +
E299 Leite Cru 4(4° dia a 10C) + - + + + + + +
E300 Leite Cru 4(4° dia a 10C) + - + + + + + +
E301 Leite Cru 4(8° dia a 4C) + - + + + + + +
E302 Leite Cru 4(8° dia a 4C) + - + + + + + +
E303 Leite Cru 4(8° dia a 4C) + - + + + + + +
E304 Leite Cru 4(8° dia a 4C) + - + + + + + +
E305 Leite Cru 4(8° dia a 4T) + - + + + + + +
E306 Leite Cru 4(8° dia a 7C) + - + + + + + +
E307 Leite Cru 4(8° dia a 7C) + - + + + + + +
E308 Leite Cru 4(8° dia a 7C) + - + + + + + +
E309 Leite Cru 4(8° dia a 7C) + - + + + + + +
E310 Leite Cru 4(8° dia a 7C) + - + + + + + +
E311 Leite Cru 4(8° dia a 10C) + - + + + + + +
E312 Leite Cru 4(8° dia a 10C) + - + + + + + +
E313 Leite Cru 4(8° dia a 10C) + - + + + + + +
E314 Leite Cru 4(8° dia a 10C) + - + + + + + +
E315 Leite Cru 4(8° dia a 10C) + - + + + + + +
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Apéndice D

Tabela 44. Resultados dos testes bioquimicos e da técnica da PCR para confirmacéao e identificacao das bactérias

do género Pseudomonas isoladas de matéria-prima, produtos e ambiente de processamento de produtos lacteos

Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género
P1 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P2 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P3 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P4 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - - +
P5 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - - +
P6 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P7 Leite cru tanque 1-12 coleta - + + +
P8 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P9 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P10 Leite cru - tanque 1 (1°dia) - + + +
P11 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P12 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P13 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P14 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P15 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P16 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P17 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P18 Queijo 2 (1°dia) - + + +

192



Continuacao ...

Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género

P19 Queijo 2 (1°dia) - + + +

P20 Queijo 2 (1°dia) - + + +
P21 Equipamento de ordenha - + + +

P22 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P23 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P24 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P25 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P26 Ralo — interior sala de queijos - + + +

P27 Macaneta - Camara Fria - + + +

P28 Macaneta - Camara Fria - + + +

P29 Macaneta - Camara Fria - + + +

P30 Macaneta - Camara Fria - + + +
P31 Macaneta - Camara Fria - + + +

P32 Leite cru tanque 2 - apo6s 2 dias a 4C - + + +

P33 Leite cru tanque 2 - apo6s 2 dias a 4C - + + +

P34 Leite cru tanque 2 - apo6s 2 dias a 4C - + + +

P35 Leite cru tanque 2 - apo6s 2 dias a 4C - + + +

P36 Leite cru tanque 2 - apo6s 2 dias a 4C - + + +

P37 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +

P38 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +
P39 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +
P40 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +
P41 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +
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Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género

P42 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +

P43 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +
P44 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +

P45 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +
P46 Leite Cru 3 (1°dia) - + + +

P47 Soro de queijo - leite 3 - + + +
P48 Soro de queijo - leite 3 - + + +

P49 Soro de queijo - leite 3 - + + +
P50 Soro de queijo - leite 3 - + + +
P51 Soro de queijo - leite 3 - + + +

P52 Soro de queijo - leite 3 - + + +

P53 Soro de queijo - leite 3 - + + +

P54 Soro de queijo - leite 3 - + + +

P55 Soro de queijo - leite 3 - + + +
P56 Soro de queijo - leite 3 - + + +

P57 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +

P58 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +

P59 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +

P60 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
P61 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
P62 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
P63 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
P64 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
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Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género
P65 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
P66 Leite cru tanque 1 (1dia) - + + +
P67 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P68 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P69 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P70 Leite cru tanque 2 (1°dia) - - -
P71 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P72 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P73 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P74 Leite cru tanque 2 (1°dia) - + + +
P75 Equipamento de ordenha - + + +
P76 Equipamento de ordenha - + + +
P77 Equipamento de ordenha - + + +
P78 Equipamento de ordenha - + + +
P79 Equipamento de ordenha - + + +
P80 Equipamento de ordenha - + + +
P81 Equipamento de ordenha - + + +
P82 Equipamento de ordenha - + + +
P83 Equipamento de ordenha - + + +
P84 Equipamento de ordenha - + + +
P85 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
P86 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
P87 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
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Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género

P88 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
P89 Piso - sala de pasteurizagao - + + +

P90 Piso - sala de pasteurizagao - + + +

P91 Piso - sala de pasteurizagao - + + +

P92 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
P93 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
P94 Piso - sala de pasteurizagao - + + +
P95 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P96 Ralo — interior sala de queijos - + + +

P97 Ralo — interior sala de queijos - + + +
PO8 Ralo — interior sala de queijos - + + +

P99 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P100 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P101 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P102 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P103 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P104 Ralo — interior sala de queijos - + + +
P105 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +
P106 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +

P107 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +

P108 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +

P109 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +

P110 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +
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Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género
P111 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +
P112 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +
P113 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +
P114 Piso - sala de armazenamento de utensilios - + + +
P115 Piso - sala de queijos - - + +
P116 Piso - sala de queijos - + + +
P117 Piso - sala de queijos - + + +
P118 Piso - sala de queijos - + + +
P119 Piso - sala de queijos - + + +
P120 Piso - sala de queijos - + + +
P121 Leite cru tanque 1 (2°dia a 4 C) - - +
P122 Leite cru tanque 1 (2°dia a 4 C) - + + +
P123 Leite cru tanque 1 (2°dia a 4 C) - + + +
P124 Leite cru tanque 1 (2°dia a 4 C) - + + +
P125 Leite cru tanque 1 (2°dia a 4 C) - + + +
P126 Leite cru tanque 1 (2°dia a 7 C) - + + +
P127 Leite cru tanque 1 (2°dia a 7 C) - - +
P128 Leite cru tanque 1 (2°dia a 7 C) - + + +
P129 Leite cru tanque 1 (2°dia a 7 C) - + + +
P130 Leite cru tanque 1 (2°dia a 7 C) - + + +
P131 Leite cru tanque 1 (2°diaa 10 C) - + + +
P132 Leite cru tanque 1 (2°diaa 10 C) - + + +
P133 Leite cru tanque 1 (2°diaa 10 C) - + + +
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Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género

P134 Leite cru tanque 1 (2°diaa 10 C) - + + +
P135 Leite cru tanque 1 (2°diaa 10 C) - + + +

P136 Leite cru tanque 2 (2°dia a 4 C) - + + +

P137 Leite cru tanque 2 (2°dia a 4 C) - - - +
P138 Leite cru tanque 2 (2°dia a 4 C) - - - +
P139 Leite cru tanque 2 (2°dia a 4 C) - - - +
P140 Leite cru tanque 2 (2°dia a 4 C) - - - +
P141 Leite cru tanque 2 (2°dia a 7 C) - + + +

P142 Leite cru tanque 2 (2°dia a 7 C) - + + +

P143 Leite cru tanque 2 (2°dia a 7 C) - + + +

P144 Leite cru tanque 2 (2°dia a 7 C) - + + +

P145 Leite cru tanque 2 (2°dia a 7 C) - + + +

P146 Leite cru tanque 2 (2°dia a 10 ) - + + +

P147 Leite cru tanque 2 (2°dia a 10 ) - + + +

P148 Leite cru tanque 2 (2°dia a 10 ) - + + +

P149 Leite cru tanque 2 (2°dia a 10 ) - + + +

P150 Leite cru tanque 2 (2°dia a 10 ) - + + +

P151 Leite cru tanque 1 (4°dia a 4 C) - + + +

P152 Leite cru tanque 1 (4°dia a 4 C) - + + +
P153 Leite cru tanque 1 (4°dia a 4 C) - + + +

P154 Leite cru tanque 1 (4°dia a 4 C) - + + +
P155 Leite cru tanque 1 (4°dia a 4 C) - + + +
P156 Leite cru tanque 1 (4°dia a 7 C) - + + +

198



Continuagao ...

Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras
Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género

P157 Leite cru tanque 1 (4°dia a 7 C) - + + +

P158 Leite cru tanque 1 (4°dia a 7 C) - + + +

P159 Leite cru tanque 1 (4°dia a 7 C) - + + +

P160 Leite cru tanque 1 (4°dia a 7 C) - + + +

P161 Leite cru tanque 1 (4°diaa 10 C) - + + +

P162 Leite cru tanque 1 (4°diaa 10 C) - + + +
P163 Leite cru tanque 1 (4°diaa 10 C) - + + +

P164 Leite cru tanque 1 (4°diaa 10 C) - + + +
P165 Leite cru tanque 1 (4°diaa 10 C) - + + +
P166 Leite cru tanque 2 (4°dia a 4 C) - + + +
P167 Leite cru tanque 2 (4°dia a 4 C) - + + +

P168 Leite cru tanque 2 (4°dia a 4 C) - + + +
P169 Leite cru tanque 2 (4°dia a 4 C) - + + +
P170 Leite cru tanque 2 (4°dia a 4 C) - + + +
P171 Leite cru tanque 2 (4°dia a 7 C) - + + +
P172 Leite cru tanque 2 (4°dia a 7 C) - + + +
P173 Leite cru tanque 2 (4°dia a 7 C) - + + +

P174 Leite cru tanque 2 (4°dia a 7 C) - + + +

P175 Leite cru tanque 2 (4°dia a 7 C) - + + +

P176 Leite cru tanque 2 (4°diaa 10 ) - + + +

P177 Leite cru tanque 2 (4°diaa 10 C) - + + +

P178 Leite cru tanque 2 (4°diaa 10 C) - + + +

P179 Leite cru tanque 2 (4°diaa 10 C) - + + +
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Isolados Origem Testes Bioquimicos PCR PCR Outras

Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género
P180 Leite cru tanque 2 (4°diaa 10 C) - + + +
P181 Leite cru tanque 1 (8°dia a 4 C) - + + +
P182 Leite cru tanque 1 (8°dia a 4 C) - + + +
P183 Leite cru tanque 1 (8°dia a 4 C) - + + +
P184 Leite cru tanque 1 (8°dia a 4 C) - + + +
P185 Leite cru tanque 1 (8°dia a 4 C) - + + +
P186 Leite cru tanque 1 (8°dia a 7 C) - + + +
P187 Leite cru tanque 1 (8°dia a 7 C) - + + +
P188 Leite cru tanque 1 (8°dia a 7 C) - + + +
P189 Leite cru tanque 1 (8°dia a 7 C) - + + +
P190 Leite cru tanque 1 (8°dia a 7 C) - + + +
P191 Leite cru tanque 1 (8°diaa 10 ) - + + +
P192 Leite cru tanque 1 (8°diaa 10 ) - + + +
P193 Leite cru tanque 1 (8°diaa 10 ) - + + +
P194 Leite cru tanque 1 (8°diaa 10 ) - + + +
P195 Leite cru tanque 1 (8°diaa 10 ) - + + +
P196 Leite cru tanque 2 (8°dia a 4 C) - + + +
P197 Leite cru tanque 2 (8°dia a 4 C) - + + +
P198 Leite cru tanque 2 (8°dia a 4 C) - + + +
P199 Leite cru tanque 2 (8°dia a 4 ) - + + +
P200 Leite cru tanque 2 (8°dia a 4 C) - + + +
P201 Leite cru tanque 2 (8°dia a 7 C) - + + +
P202 Leite cru tanque 2 (8°dia a 7 C) - + + +
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Gram Oxidase Catalase P.fluorescens P. aeruginosa  espécies
do género
P203 Leite cru tanque 2 (8°dia a 7 C) - + + +
P204 Leite cru tanque 2 (8°dia a 7 C) - + + +
P205 Leite cru tanque 2 (8°dia a 7 C) - + + +
P206 Leite cru tanque 2 (8°dia a 10 C) - + + +
P207 Leite cru tanque 2 (8°dia a 10 C) - + + +
P208 Leite cru tanque 2 (8°dia a 10 C) - + + +
P209 Leite cru tanque 2 (8°dia a 10 C) - + + +
P210 Leite cru tanque 2 (8°dia a 10 C) - + + +
P211 Leite Cru 3 - (1°dia) - - +
P212 Leite Cru 3 - (1°dia) - - +
P213 Leite Cru 3 - (1°dia) - + + +
P214 Leite Cru 3 - (1°dia) - + + +
P215 Leite Cru 3 - (1°dia) - + + +
P216 Leite Cru 3 (2°dia a 4C) - + + +
P217 Leite Cru 3 (2°dia a 4C) - + + +
P218 Leite Cru 3 (2°dia a 4C) - + + +
P219 Leite Cru 3 (2°dia a 4C) - + + +
P220 Leite Cru 3 (2°dia a 4C) - + + +
P221 Leite Cru 3 (2°diaa 7 ) - + + +
pP222 Leite Cru 3 (2°diaa 7 C) - + + +
P223 Leite Cru 3 (2°diaa 7 C) - + + +
P224 Leite Cru 3 (2°diaa 7 C) - + + +
P225 Leite Cru 3 (2°diaa 7 C) - + + +
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P226 Leite Cru 3 (2°diaa 10 C) - + + +
P227 Leite Cru 3 (2°diaa 10 C) - + + +
P228 Leite Cru 3 (2°diaa 10 C) - + + +
P229 Leite Cru 3 (2°diaa 10 C) - + + +
P230 Leite Cru 3 (2°diaa 10 C) - + + +

P231 Leite Cru 3 (4°diaa 4 <) - + + +

P232 Leite Cru 3 (4°diaa 4 <) - + + +

P233 Leite Cru 3 (4°diaa 4 <€) - + + +

P234 Leite Cru 3 (4°diaa 4 <€) - + + +

P235 Leite Cru 3 (4°diaa 4 <€) - + + +

P236 Leite Cru 3 (4°diaa 7 C) - + + +

pP237 Leite Cru 3 (4°diaa 7 C) - + + +

P238 Leite Cru 3 (4°diaa 7 C) - + + +

P239 Leite Cru 3 (4°diaa 7 C) - + + +

P240 Leite Cru 3 (4°diaa 7 C) - + + +

P241 Leite Cru 3 (4°diaa 10 C) - + + +

P242 Leite Cru 3 (4°diaa 10 C) - + + +
P243 Leite Cru 3 (4°diaa 10 C) - + + +
P244 Leite Cru 3 (4°diaa 10 C) - + + +

P245 Leite Cru 3 (4°diaa 10 C) - + + +

P246 Leite Cru 3 (8°diaa 4 ) - + + +

P247 Leite Cru 3 (8°diaa 4 ) - + + +

P248 Leite Cru 3 (8°diaa 4 ) - + + +
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P249 Leite Cru 3 (8°diaa 4 ) - + + +
P250 Leite Cru 3 (8°diaa 4 ) - + + +
P251 Leite Cru 3 (8°diaa 7 ) - + + +
P252 Leite Cru 3 (8°diaa 7 ) - + + +

P253 Leite Cru 3 (8°diaa 7 ) - + + +
P254 Leite Cru 3 (8°diaa 7 C) - + + +

P255 Leite Cru 3 (8°diaa 7 C) - + + +

P256 Leite Cru 3 (8°diaa 10 T) - + + +

P257 Leite Cru 3 (8°diaa 10 T) - + + +
P258 Leite Cru 3 (8°diaa 10 T) - + + +
P259 Leite Cru 3 (8°diaa 10 C) - + + +
P260 Leite Cru 3 (8°diaa 10 C) - + + +

P261 Leite Cru 4- (dia da coleta) - + + +

P262 Leite Cru 4- (dia da coleta) - + + +

P263 Leite Cru 4- (dia da coleta) - + + +

P264 Leite Cru 4- (dia da coleta) - + + +

P265 Leite Cru 4- (dia da coleta) - + + +
P266 Leite Cru 4 (2°diaa 4 ) - + + +
P267 Leite Cru 4 (2°diaa 4 ) - + + +

P268 Leite Cru 4 (2°diaa 4 ) - + + +
P269 Leite Cru 4 (2°diaa 4 <) - + + +

P270 Leite Cru 4 (2°diaa 4 <) - + + +
P271 Leite Cru 4 (2°diaa 7 ) - + + +
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P272 Leite Cru 4 (2°diaa 7 ) - + + +
P273 Leite Cru 4 (2°diaa 7 C) - + + +
P274 Leite Cru 4 (2°diaa 7 C) - + + +

P275 Leite Cru 4 (2°diaa 7 C) - + + +
P276 Leite Cru 4 (2°diaa 10 C) - + + +
pP277 Leite Cru 4 (2°diaa 10 C) - + + +

P278 Leite Cru 4 (2°diaa 10 C) - + + +
P279 Leite Cru 4 (2°diaa 10 C) - + + +
P280 Leite Cru 4 (2°diaa 10 C) - + + +
P281 Leite Cru 4 (4°diaa 4 ) - + + +
P282 Leite Cru 4 (4°diaa 4 <) - + + +
P283 Leite Cru 4 (4°diaa 4 <) - + + +

P284 Leite Cru 4 (4°diaa 4 <) - + + +
P285 Leite Cru 4 (4°diaa 4 <) - + + +
P286 Leite Cru 4 (4°diaa 7 C) - + + +
P287 Leite Cru 4 (4°diaa 7 <€) - + + +

P288 Leite Cru 4 (4°diaa 7 C) - + + +
P289 Leite Cru 4 (4°diaa 7 <€) - + + +

P290 Leite Cru 4 (4°diaa 7 C) - + + +
P291 Leite Cru 4 (4°diaa 10 C) - + + +
pP292 Leite Cru 4 (4°diaa 10 C) - + + +

P293 Leite Cru 4 (4°diaa 10 C) - + + +

P294 Leite Cru 4 (4°diaa 10 C) - + + +
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P295 Leite Cru 4 (4°diaa 10 C) + + +
P296 Leite Cru 4 (8°diaa 4 <) + + +
P297 Leite Cru 4 (8°diaa 4 ) + + +
P298 Leite Cru 4 (8°diaa 4 ) + + +
P299 Leite Cru 4 (8°diaa 4 <) + + +
P300 Leite Cru 4 (8°diaa 4 ) + + +
P301 Leite Cru 4 (8°diaa 7 ) + + +
P302 Leite Cru 4 (8°diaa 7 ) + + +
P303 Leite Cru 4 (8°diaa 7 ) + + +
P304 Leite Cru 4 (8°diaa 7 ) + + +
P305 Leite Cru 4 (8°diaa 7 C) + + +
P306 Leite Cru 4 (8°diaa 10 C) + + +
P307 Leite Cru 4 (8°diaa 10 C) + + +
P308 Leite Cru 4 (8°diaa 10 C) + + +
P309 Leite Cru 4 (8°diaa 10 C) + + +
P310 Leite Cru 4 (8°diaa 10 C) + + +
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Apéndice E

Tabela 45. Resultados referentes a avaliacdo da capacidade de producédo de
enzimas proteoliticas e lipoliticas pelas bactérias do género Enterococcus isoladas

de matéria-prima, produtos e ambiente de processamento de produtos lacteos

Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E1 E. faecalis - +
E2 E. faecalis - +
E3 E. faecalis + +
E4 E. faecalis - -
E5 E. faecalis - -
E6 E. faecalis - -
E7 E. faecalis + +
E8 E. faecalis - +
E9 E. faecalis - -
E10 E. faecalis - -
E11 E. faecalis + +
E12 E. faecalis - +
E13 E. faecalis - +
E14 Nao pertencente ao género + +
E15 E. faecalis - -
E16 E. faecalis - -
E17 E. faecalis + +
E18 Nao pertencente ao género - -
E19 E. faecalis - -
E20 E. faecalis - -
E21 E. faecalis - -
E22 E. faecalis - -
E23 E. faecalis - -
E24 E. faecalis - -
E25 E. faecalis + +
E26 Nao pertencente ao género - +
E27 E. faecalis + +
E28 Nao pertencente ao género - -
E29 Nao pertencente ao género - -
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E30 Nao pertencente ao género - -
E31 E. faecalis - -
E32 E. faecalis - -
E33 E. faecalis - -
E34 E. faecalis - -
E35 E. faecalis - -
E36 Nao pertencente ao género - -
E37 Nao pertencente ao género - -
E38 E. faecalis - -
E39 E. faecalis - -
E40 E. faecalis - -
E41 Outra espécie do género - -
E42 E.faecium - -
E43 E. faecalis - -
E44 Nao pertencente ao género - -
E45 E. faecalis - -
E46 Outra espécie do género + -
E47 E. faecalis - -
E48 Outra espécie do género - -
E49 Outra espécie do género - -
E50 E. faecalis - -
E51 E. faecalis + -
E52 E. faecalis - -
E53 E. faecalis + -
E54 E. faecalis - -
E55 E. faecalis + -
E56 E. faecalis + -
E57 E. faecalis + -
E58 E. faecalis - -
E59 E. faecalis - -
E60 E. faecalis + -
E61 E. faecalis - -
E62 E. faecalis - -
E63 E.faecium - -
E64 E. faecalis - -
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E65 E. faecalis - -
E66 E. faecalis - -
E67 E. faecalis - -
E68 E. faecalis - -
E69 E. faecalis - -
E70 E. faecalis - -
E71 E.faecium - -
E72 E. faecalis - -
E73 Nao pertencente ao género - -
E74 E. faecalis - -
E75 E. faecalis - -
E76 E. faecalis - -
E77 E. faecalis - +
E78 E. faecalis - +
E79 E. faecalis - +
E80 E. faecalis + +
E81 E.faecium + +
E82 Outra espécie do género + +
E83 Outra espécie do género + +
E84 E.faecium + +
E85 E. faecalis + +
E86 E. faecalis + +
E87 E. faecalis + +
E88 E. faecalis + +
E89 E. faecalis + +
E90 E. faecalis - +
E91 E. faecalis + +
E92 E. faecalis - +
E93 E. faecalis + +
E94 E. faecalis - -
E95 E. faecalis - -
E96 E. faecalis - -
E97 E. faecalis + -
E98 Nao pertencente ao género - -
E99 Nao pertencente ao género - +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E100 E. faecalis + +
E101 Nao pertencente ao género - +
E102 E. faecalis - +
E103 Nao pertencente ao género - -
E104 E. faecalis + -
E105 Outra espécie do género + -
E106 E.faecium + -
E107 Nao pertencente ao género + -
E108 Nao pertencente ao género + +
E109 Nao pertencente ao género + -
E110 E. faecalis + +
E111 Outra espécie do género + +
E112 E. faecalis + +
E113 E.faecium + -
E114 Outra espécie do género + -
E115 Nao pertencente ao género - -
E116 Nao pertencente ao género - +
E117 Nao pertencente ao género - -
E118 Nao pertencente ao género - -
E119 E. faecalis + +
E120 E.faecium - +
E121 E.faecium - -
E122 Nao pertencente ao género - -
E123 E.faecium + +
E124 Nao pertencente ao género + -
E125 E.faecium + -
E126 E. faecalis + -
E127 E. faecalis + -
E128 E.faecium - -
E129 E. faecalis + +
E130 E. faecalis + +
E131 E. faecalis - +
E132 E. faecalis - +
E133 E. faecalis + +
E134 E. faecalis - +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E135 E. faecalis - +
E136 E. faecalis - +
E137 E. faecalis + +
E138 E.faecium - +
E139 E. faecalis - -
E140 E. faecalis + +
E141 E.faecium - -
E142 E. faecalis - -
E143 Nao pertencente ao género + -
E144 E. faecalis + -
E145 E.faecium + -
E146 E.faecium - -
E147 E. faecalis - -
E148 E.faecium - -
E149 E.faecium - -
E150 E. faecalis - -
E151 E.faecium - -
E152 E. faecalis - +
E153 E.faecium - -
E154 E. faecalis - -
E155 E. faecalis - +
E156 E.faecium + +
E157 E.faecium + +
E158 E.faecium - +
E159 E.faecium + +
E160 E.faecium + +
E161 E.faecium + -
E162 E.faecium - -
E163 Nao pertencente ao género + +
E164 Nao pertencente ao género - +
E165 E. faecalis + +
E166 E. faecalis + +
E167 E.faecium + +
E168 E. faecalis + -
E169 E. faecalis + -
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E170 E. faecalis - +
E171 E. faecalis - -
E172 E. faecalis - -
E173 E.faecium - +
E174 E. faecalis + +
E175 E. faecalis - +
E176 E. faecalis + +
E177 E.faecium - +
E178 E.faecium - +
E179 Nao pertencente ao género - +
E180 E. faecalis - +
E181 E. faecalis - +
E182 E.faecium - +
E183 E. faecalis - +
E184 E. faecalis + +
E185 E. faecalis + +
E186 E. faecalis - +
E187 E. faecalis + +
E188 E. faecalis + +
E189 E. faecalis + +
E190 E. faecalis + +
E191 E. faecalis + +
E192 E. faecalis + -
E193 E.faecium + -
E194 Nao pertencente ao género + +
E195 E. faecalis + +
E196 E.faecium + +
E197 E.faecium + +
E198 E. faecalis + +
E199 E. faecalis + +
E200 E.faecium + -
E201 E. faecalis - -
E202 E. faecalis + -
E203 E. faecalis + -
E204 E. faecalis - -
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E205 E.faecium - -
E206 E. faecalis + -
E207 E. faecalis - +
E208 E. faecalis - -
E209 E. faecalis + +
E210 E. faecalis + -
E211 E. faecalis + -
E212 E. faecalis + +
E213 Nao pertencente ao género + +
E214 E. faecalis + +
E215 E. faecalis + +
E216 E.faecium + -
E217 E.faecium + -
E218 E.faecium + -
E219 E.faecium + -
E220 E.faecium + -
E221 E.faecium + -
E222 E.faecium + -
E223 E.faecium + -
E224 E.faecium + -
E225 E.faecium + -
E226 E.faecium + -
E227 E.faecium + -
E228 E.faecium + -
E229 E.faecium - -
E230 Nao pertencente ao género - -
E231 E.faecium + +
E232 E.faecium + -
E233 E.faecium + -
E234 E.faecium + -
E235 E.faecium + -
E236 E.faecium + +
E237 E.faecium + +
E238 E.faecium + -
E239 E.faecium + +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E240 E.faecium + +
E241 E.faecium - -
E242 E.faecium + +
E243 E.faecium + +
E244 E.faecium + -
E245 E.faecium + -
E246 E.faecium + -
E247 E.faecium + -
E248 E.faecium + -
E249 E.faecium + -
E250 E.faecium + -
E251 E.faecium + -
E252 E.faecium + +
E253 E.faecium + +
E254 E.faecium + +
E255 E.faecium + +
E256 E.faecium - +
E257 E. faecalis - -
E258 E.faecium + -
E259 E.faecium - +
E260 E.faecium - -
E261 E. faecalis - -
E262 E.faecium + -
E263 E.faecium + -
E264 E.faecium + +
E265 E. faecalis + -
E266 E. faecalis + -
E267 E.faecium + +
E268 E. faecalis + -
E269 E. faecalis - -
E270 E. faecalis - -
E271 E.faecium - -
E272 E.faecium - -
E273 E.faecium - -
E274 E.faecium - -
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
E275 E.faecium - -
E276 E. faecalis - -
E277 E. faecalis - -
E278 E. faecalis - -
E279 E.faecium - -
E280 E.faecium - -
E281 E. faecalis - -
E282 E. faecalis - -
E283 E. faecalis - -
E284 E. faecalis + -
E285 E.faecium - -
E286 E.faecium - -
E287 Outra espécie do género - -
E288 E. faecalis - -
E289 Outra espécie do género + -
E290 E. faecalis + +
E291 E. faecalis - -
E292 E. faecalis - +
E293 E.faecium - +
E294 E. faecalis - -
E295 E. faecalis - -
E296 Nao pertencente ao género - -
E297 E.faecium - -
E298 Outra espécie do género - +
E299 E. faecalis - +
E300 E. faecalis + -
E301 E. faecalis + +
E302 E. faecalis + -
E303 E. faecalis + -
E304 E. faecalis + -
E305 E. faecalis + -
E306 E. faecalis + -
E307 E. faecalis + -
E308 E. faecalis + +
E309 E. faecalis + +
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E310 E. faecalis +
E311 E. faecalis +
E312 E. faecalis -
E313 E. faecalis -
E314 E. faecalis -
E315 E. faecalis -
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Apéndice F

Tabela 46. Resultados referentes a avaliacdo da capacidade de producédo de
enzimas proteoliticas e lipoliticas pelas bactérias do género Pseudomonas

isoladas de matéria-prima, produtos e ambiente de processamento de produtos

lacteos
Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P1 P.fluorescens - +
P2 P.fluorescens - +
P3 Outra espécie do género + +
P4 Nao pertencente ao género + +
P5 Nao pertencente ao género + +
P6 P. aeruginosa + +
P7 Outra espécie do género + +
P8 P.fluorescens + +
P9 P.fluorescens + +
P10 P.fluorescens + +
P11 P.fluorescens - +
P12 P.fluorescens - +
P13 P.fluorescens - +
P14 P.fluorescens - +
P15 P.fluorescens - +
P16 P.fluorescens - +
P17 P.fluorescens - +
P18 Outra espécie do género - +
P19 P.fluorescens - +
P20 Outra espécie do género - +
P21 P.fluorescens + +
P22 Outra espécie do género + +
P23 Outra espécie do género - +
P24 Outra espécie do género - +
P25 Outra espécie do género - +
P26 P.fluorescens - +
P27 P.fluorescens + +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P28 P.fluorescens + +
P29 P.fluorescens + +
P30 Outra espécie do género + +
P31 P.fluorescens + +
P32 P.fluorescens + +
P33 P.fluorescens + +
P34 P. aeruginosa + +
P35 P. aeruginosa + +
P36 P. aeruginosa + +
P37 P.fluorescens + +
P38 Outra espécie do género + +
P39 Outra espécie do género + +
P40 Outra espécie do género + +
P41 Outra espécie do género + +
P42 P.fluorescens + +
P43 Outra espécie do género + +
P44 P.fluorescens + +
P45 Outra espécie do género + +
P46 P.fluorescens + +
P47 Outra espécie do género + +
P48 P.fluorescens + +
P49 Outra espécie do género + +
P50 Outra espécie do género + +
P51 P.fluorescens + +
P52 P.fluorescens + +
P53 P.fluorescens + +
P54 P.fluorescens + +
P55 Outra espécie do género - +
P56 P.fluorescens + +
P57 P.fluorescens - +
P58 P. aeruginosa + +
P59 P.fluorescens + +
P60 Outra espécie do género - +
P61 Outra espécie do género - +
P62 Outra espécie do género - +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P63 Outra espécie do género - +
P64 Outra espécie do género - +
P65 Outra espécie do género - +
P66 Outra espécie do género - +
P67 P. aeruginosa + +
P68 P. aeruginosa + +
P69 P.fluorescens + +
P70 P.fluorescens + +
P71 Outra espécie do género + +
P72 P.fluorescens + +
P73 P.fluorescens + +
P74 P.fluorescens + +
P75 P.fluorescens + +
P76 P.fluorescens + +
P77 P.fluorescens + +
P78 P.fluorescens + +
P79 P.fluorescens + +
P80 P.fluorescens + +
P81 P. aeruginosa + +
P82 P.fluorescens + +
P83 P.fluorescens + +
P84 P.fluorescens + +
P85 Outra espécie do género + +
P86 Outra espécie do género + +
P87 Outra espécie do género + +
P88 Outra espécie do género + +
P89 P. aeruginosa + +
P90 P. aeruginosa + +
P91 P. aeruginosa + +
P92 Outra espécie do género + +
P93 Outra espécie do género + +
P94 Outra espécie do género + +
P95 Outra espécie do género + +
P96 P. aeruginosa + +
P97 Outra espécie do género + +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P98 P. aeruginosa + +
P99 Outra espécie do género + +
P100 Outra espécie do género - +
P101 Outra espécie do género + +
P102 Outra espécie do género + +
P103 Outra espécie do género + +
P104 Outra espécie do género - +
P105 Outra espécie do género + +
P106 P.fluorescens + +
P107 P.fluorescens + +
P108 P.fluorescens + +
P109 P.fluorescens + +
P110 P.fluorescens - +
P111 Outra espécie do género + +
P112 P.fluorescens + +
P113 P.fluorescens + +
P114 P.fluorescens + +
P115 P. aeruginosa + +
P116 P.fluorescens + +
P117 P.fluorescens + +
P118 P. aeruginosa + +
P119 P. aeruginosa + +
P120 P. aeruginosa - +
P121 Nao pertencente ao género - +
P122 Outra espécie do género + +
P123 P.fluorescens + +
P124 P.fluorescens + +
P125 P.fluorescens + +
P126 Outra espécie do género - +
P127 Nao pertencente ao género - +
P128 Outra espécie do género + +
P129 Outra espécie do género - +
P130 P.fluorescens + +
P131 P.fluorescens + +
P132 Outra espécie do género - +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P133 P.fluorescens + +
P134 Outra espécie do género - +
P135 P. aeruginosa - +
P136 P. aeruginosa - +
P137 Outra espécie do género - +
P138 Outra espécie do género + +
P139 Outra espécie do género + +
P140 Outra espécie do género + +
P141 P.fluorescens + +
P142 P.fluorescens + +
P143 P.fluorescens + +
P144 P.fluorescens + +
P145 P.fluorescens + +
P146 P.fluorescens + +
P147 P.fluorescens + +
P148 P.fluorescens + +
P149 P.fluorescens + +
P150 P.fluorescens - +
P151 P.fluorescens + +
P152 Outra espécie do género + +
P153 P.fluorescens + +
P154 Outra espécie do género + +
P155 Outra espécie do género - +
P156 P.fluorescens - +
P157 P.fluorescens + +
P158 P.fluorescens + +
P159 P.fluorescens + +
P160 P.fluorescens + +
P161 P.fluorescens - +
P162 Outra espécie do género - +
P163 P.fluorescens + +
P164 Outra espécie do género + +
P165 Outra espécie do género + +
P166 Outra espécie do género + +
P167 P. aeruginosa + +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P168 Outra espécie do género + +
P169 Outra espécie do género + +
P170 Outra espécie do género + +
P171 Outra espécie do género - +
P172 Outra espécie do género + +
P173 P. aeruginosa + +
P174 P.fluorescens + +
P175 P. aeruginosa + +
P176 P.fluorescens + +
P177 P.fluorescens + +
P178 P.fluorescens + +
P179 P.fluorescens + +
P180 Outra espécie do género - +
P181 Outra espécie do género + +
P182 Outra espécie do género + +
P183 Outra espécie do género + +
P184 Outra espécie do género - +
P185 Outra espécie do género - +
P186 Outra espécie do género - +
P187 Outra espécie do género - +
P188 Outra espécie do género - +
P189 Outra espécie do género - +
P190 Outra espécie do género - +
P191 Outra espécie do género - +
P192 Outra espécie do género - +
P193 Outra espécie do género - +
P194 Outra espécie do género + +
P195 Outra espécie do género - +
P196 Outra espécie do género + +
P197 Outra espécie do género + +
P198 Outra espécie do género + +
P199 Outra espécie do género + +
P200 Outra espécie do género + +
P201 Outra espécie do género - +
P202 P.fluorescens + +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P203 P.fluorescens + +
P204 P.fluorescens + +
P205 P.fluorescens + +
P206 Outra espécie do género - +
P207 Outra espécie do género + +
P208 Outra espécie do género + +
P209 Outra espécie do género + +
P210 Outra espécie do género + +
P211 Nao pertencente ao género + +
P212 Nao pertencente ao género + +
P213 Outra espécie do género - +
P214 Outra espécie do género - +
P215 P. aeruginosa + +
P216 Outra espécie do género + +
P217 P.fluorescens + +
P218 Outra espécie do género + +
P219 P.fluorescens + +
P220 P.fluorescens + +
P221 Outra espécie do género - +
p222 P.fluorescens - +
P223 Outra espécie do género - +
pP224 Outra espécie do género - +
P225 Outra espécie do género + +
P226 Outra espécie do género - +
p227 Outra espécie do género - +
P228 Outra espécie do género - +
P229 Outra espécie do género - +
P230 P. aeruginosa - +
P231 P. aeruginosa + +
P232 P. aeruginosa + +
P233 P. aeruginosa + +
P234 P. aeruginosa + +
P235 P.fluorescens - +
P236 P.fluorescens + +
P237 P.fluorescens + +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P238 P.fluorescens + +
P239 P.fluorescens + +
P240 P.fluorescens + +
P241 P.fluorescens + +
P242 Outra espécie do género + +
P243 Outra espécie do género - +
P244 P. aeruginosa + +
P245 P. aeruginosa + +
P246 P. aeruginosa - +
P247 P. aeruginosa - +
P248 Outra espécie do género - +
P249 Outra espécie do género - +
P250 Outra espécie do género - +
P251 Outra espécie do género - +
pP252 P. aeruginosa - +
P253 Outra espécie do género - +
P254 P.fluorescens + +
P255 P.fluorescens + +
P256 P.fluorescens + +
P257 Outra espécie do género - +
P258 Outra espécie do género - +
P259 Outra espécie do género - +
P260 P.fluorescens - +
P261 P. aeruginosa + +
P262 P. aeruginosa + +
P263 P. aeruginosa - +
P264 P. aeruginosa + +
P265 Outra espécie do género - +
P266 Outra espécie do género + +
P267 P.fluorescens + +
P268 Outra espécie do género + +
P269 P.fluorescens + +
P270 Outra espécie do género + -
P271 Outra espécie do género + +
p272 Outra espécie do género - +
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Isolados Identificacao Protedlise Lipolise
P273 Outra espécie do género + +
P274 P.fluorescens + +
P275 Outra espécie do género - +
P276 Outra espécie do género - +
pP277 P.fluorescens + +
P278 Outra espécie do género + +
P279 Outra espécie do género - +
P280 Outra espécie do género + +
P281 Outra espécie do género + +
P282 Outra espécie do género + -
P283 P.fluorescens + -
P284 Outra espécie do género + +
P285 Outra espécie do género + -
P286 Outra espécie do género + +
P287 P.fluorescens + +
P288 Outra espécie do género + +
P289 P.fluorescens + +
P290 Outra espécie do género + +
P291 Outra espécie do género + +
P292 P.fluorescens + +
P293 P.fluorescens + +
P294 Outra espécie do género + +
P295 Outra espécie do género + +
P296 P.fluorescens + +
P297 P.fluorescens + -
P298 P.fluorescens + +
P299 Outra espécie do género + +
P300 P.fluorescens + +
P301 Outra espécie do género + +
P302 Outra espécie do género + +
P303 Outra espécie do género + +
P304 Outra espécie do género + +
P305 Outra espécie do género + +
P306 Outra espécie do género + +
P307 Outra espécie do género + +
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Isolados Identificacao Proteolise Lipolise
P308 Outra espécie do género + +
P309 Outra espécie do género + +
P310 Outra espécie do género + +
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