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"E melhor tentar e falhar,

que preocupar-se e ver a vida passar;

¢ melhor tentar, ainda que em vdo,

que sentar-se fazendo nada até o final.
Eu prefiro na chuva caminhar,

que em dias tristes em casa me esconder.
Prefiro ser feliz, embora louco,

que em conformidade viver ..."

Martin Luther King
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RESUMO

Dentre os microrganismos que apresentam capacidade de aderir e formar
biofilmes em superficies de processamento de alimentos, como equipamentos e
utensilios, estdo as bactérias do género Enterococcus, presentes em alimentos
como leite e derivados. Sua presenca em queijos tem sido muito estudada por sua
capacidade de conferir caracteristicas tecnolégicas desejaveis ao produto. Este
trabalho objetivou avaliar as caracteristicas tecnolégicas de Enterococcus faecium
946Ec, isolado de queijo de coalho, a possivel formacao de biofilme em superficie
de aco inoxidavel e seu controle por agentes sanitizantes. A cultura de E. faecium
946Ec foi caracterizada tecnologicamente, apresentando lenta producéo de acido,
baixa atividade proteolitica e producdo de diacetil; a curva de crescimento no
caldo MRS apresentou contagem de 1,48 x 10° UFC.mL" apés 24 horas. A
avaliagdo da formacao de biofilme foi realizada em cupons de aco inoxidavel AISI
304, com rugosidade média de 0,366 um, nos tempos de 0, 1,2, 4, 6,8 e 8 dias e
temperaturas de 4,5, 10,5, 25, 39,5 e 45,5 C, segu ndo delineamento composto
central rotacional. O inéculo inicial utilizado foi de aproximadamente 1x10*
UFC.cm™. A andlise de variancia mostrou ajuste significativo (p<0,05) do modelo,
permitindo a construcdo de um modelo matematico capaz de predizer a adesao
em funcao do tempo e temperatura. A faixa étima para a formacao do biofilme foi
observada nas combinacdes de 3 a 7,5 dias e 22 a 43 C. A microscopia
eletrénica de varredura (MEV) permitiu a visualizagdo das topografias, das
bactérias aderidas e produgcado e exopolissacarideos. A contagem média a 25 C
por 4 dias foi de 4,08 x 10° UFC.cm® pela MEV, bem préxima a obtida por
contagem padrdo em placas de 8,93 x 10° UFC.cm®. A agdo de hipoclorito de
sodio 100 mg.L™ Cloro Residual Total (CRT) e acido peracético 300 mg.L™" Acido
Peracético (APA) sobre os biofilmes de E. faecium formados na superficie de 60
cupons de aco inoxidavel, por 10 minutos, foram avaliados e os microrganismos
foram detectados em 60 e 57 cupons, com reducbes decimais de 3,00 e 4,02
ciclos log UFC.cm™ respectivamente. Embora o 4cido peracético tenha sido o mais
eficiente, o microrganismo nao foi eliminado nos tratamentos, o que demonstra a

dificuldade de sanitizacao das superficies apds a formacao do biofilme.
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ABSTRACT

Among the microorganisms that exhibit ability to adhere and form biofilms on
surfaces of food processing, such as equipment and utensils, are the bacteria of
the genus Enterococcus, present as contaminants in foods such as milk and dairy
products. Its presence in cheese has been widely studied for its capacity to provide
the technological characteristics desirable product. The objective of this work was
to evaluate the technological characteristics of Enterococcus faecium 946Ec,
isolated from the artesanal Coalho cheeses, the possible formation of biofilms in
surface of stainless steel and its control by sanitizers. The culture was
characterized technologically, as a low acid producer, with low proteolytic activity
and a diacetyl producer. The curve of growth of Enterococcus faecium 946Ec in
MRS broth presented counts of 1,48x10° CFU.mL™" after 24 hours. The evaluation
of the biofilm formation was realized in coupons from stainless steel AISI 304, with
roughness average of 0,366 um, in times of 0, 1.2, 4, 6,8 and 8 days and in
temperatures of 4,5; 10,5; 25; 39,5 and 45,5 C, ac cording to a central composite
design. The analysis of variance indicated the significant (p<0,05) adjust of the
model, allowing the construction of a mathematical model capable of predicting the
adhesion in function of time and temperature. The optimum interval for the
formation of biofilms was observed in combinations of 3 to 7,5 days and 22 to 43
<. The scanning electron microscopy allowed the vi sualization of the topography,
the biofilm formation and exopolysaccharides production. The average counting at
25 T for 4 days was 4,08 x 10 ° CFU.cm™ using the SEM method, compared with
results of the standard plate count of 8,93 x 10° CFU.cm™?. The action of sodium
hypochlorite sanitizers 100 mg.L™" Total Residual Chlorine (TRC) and peracetic
acid 300 mg.L" Peracetic Acid (PAA), during 10 minutes, was evaluated in 60
coupons with biofilm formation. The microorganism was detected in 57 and 60
coupons submitted to peracetic acid and sodium hypochlorite respectively, with
decimal reductions of 3,00 and 4,02 cycles log CFU.cm™ respectively. Although
peracetic acid has been the most efficient, the microorganism has not been
eliminated in the treatments, which demonstrates the difficulty of sanitization of the

surfaces after the biofilm formation.
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1 INTRODUCAO

Apesar do avanco tecnolégico dos ultimos anos, um grande problema para
as industrias de processamento de alimentos consiste no controle do estado
higiénico-sanitario das superficies de equipamentos e utensilios, que podem se
tornar fontes potenciais de contaminacdao por microrganismos. Os alimentos
contaminados podem sofrer o processo de deterioracdo ou mesmo se tornarem
veiculos de doengas causadas por microrganismos patogénicos.

Uma grande diversidade de microrganismos apresentam capacidade de
aderir e formar biofilme. Os mecanismos de adesdo e formacdo de biofilmes
bacterianos tém sido 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 foco de contaminagéo dos alimentos.

Varios materiais sdo utilizados na construcdo de equipamentos e suas
superficies devem apresentar facilidade de higienizacdo e propriedades
anticorrosivas e antiaderentes, como forma de minimizar a formacéo de biofilmes.
Nas industrias de alimentos o material mais utilizado é o ago inoxidavel.

A metodologia para quantificacdo dos microrganismos aderidos é outro
ponto a ser considerado; atualmente, varios métodos microscépicos tém sido
utilizados para avaliar o processo de adesdo e formacdo de biofilmes, sendo
recomendados para visualizagao bacteriana e da microtopogragia das superficies,
como a microscopia eletrénica de varredura.

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 descricao dos fatores que interferem
neste processo, evidenciando sua influéncia.

Bactérias do género Enterococcus estao dentre os microrganismos capazes
de se aderir com possivel formacéao de biofilme em superficies de equipamentos e
utensilios de ago inoxidavel, constituindo assim uma fonte potencial de

contaminacao dos alimentos.



Enterococcus sao frequentemente encontrados em leite e derivados,
principalmente em queijos, devido a caracteristicas como resisténcia a
pasteurizacao, por serem termoduricos, e a refrigeracao, por serem psicrotréficos.
Varias caracteristicas tecnolégicas, como a producdo de compostos sapidos e
aromaticos, tém sido relacionadas a estes microrganismos, sendo possivelmente
0s responsaveis pelo desenvolvimento de sabor e aroma caracteristicos em
alguns queijos.

Estas bactérias podem contaminar os alimentos de diversas formas, tanto
pelo contato direto com fezes de animais, como por contato indireto através de
agua contaminada, ar ambiente, pélo de animal ou equipamentos de ordenha e
armazenamento.

Apesar de serem relatados como causadores de infeccdes em humanos na
area médica, ndo ha nenhuma confirmacdo quanto a enfermidades transmitidas
por esse microrganismo via alimento, havendo possivelmente grandes diferencas
entre as espécies presentes em hospitais e nos alimentos.

Esta é uma pesquisa que combina a avaliagdo da adesao e formacao de
biofilme bacteriano, com a utilizagdo de um modelo matematico preditivo para
avaliar a influéncia de varidveis como tempo de contato e temperatura de
exposi¢cao neste processo, além de avaliar a eficiéncia da agdo de sanitizantes
normalmente utilizados na industria de alimentos e nas concentracdes
recomendadas pelos fabricantes, frente ao biofilme formado. O Enterococcus
faecium, embora esteja presente nos alimentos em decorréncia de uma
contaminacdo, possivelmente €& responsavel por promover caracteristicas

tecnolégicas desejaveis, como no caso dos queijos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Bactérias do género Enterococcus

Bactérias do género Enterococcus sao microrganismos ubiquitarios,
presentes no solo, plantas, em diversos alimentos, e fazem parte da microbiota do
trato intestinal de vertebrados. Sdo descritos como bactérias produtoras de L-
acido lactico, homofermentativos, cocos, Gram positivos, catalase negativa,
anaerdbicos 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). Compreendem mais de 20 espécies, sendo
que Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis estdo presentes em maior
namero, especialmente em alimentos (GIRAFFA, 2003).

A presenga de Enterococcus em alimentos tem sido alvo de inumeros
estudos, segundo Frans et al. (2003), esta é uma importante bactéria em produtos
fermentados como derivados lacteos e carneos, sendo muito utilizada também
como probidticos.

As etapas de processamento de alguns alimentos, como por exemplo, a
salga e a defumacdo expdéem os microrganismos a condi¢cdes adversas de
temperatura e salinidade, e como nestas condigcdes as bactérias do género
Enterococcus apresentam resisténcia, podem se multiplicar e até promover a
deterioracdao do produto (GIRAFFA, 2002). Enquanto alguns estudos mostram a
relacdo entre a presenca desta bactéria e a deterioragdo de alguns produtos
alimentares, outros defendem o seu papel de promover caracteristicas sensoriais
desejaveis em queijos e produtos fermentados (FOLQUIE-MORENO et al., 2006).

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 o

microrganismo em todas as classes de alimentos analisadas, demonstrando a



ampla capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo em diferentes tipos de
alimentos.

Freqlientemente presentes em leite, as bactérias do género Enterococcus
podem contamina-lo de diversas maneiras, por contato direto com fezes de
animais, ou por contato indireto através de agua 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 tanto a partir de leite cru como pasteurizado,
devido ao fato de ser um microrganismo termodurico capaz de resistir a
pasteurizacao, refrigeracao e ao processo de maturagao (GIRAFFA, 2003).

Suzzi et al. (2000), encontraram varias estirpes de Enterococcus em queijo
artesanal italiano, nos quais Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium
apresentaram maior porcentagem de desenvolvimento ao longo dos 60 dias de
maturacdo. Em outra pesquisa Morandi et al. (2005) analisaram a presenca destes
microrganismos em diversos queijos italianos, encontrando altas contagens,
especialmente nos queijos elaborados a partir de leite cru.

Em pesquisa realizada por Carvalho et al. (2005), para identificacao de
bactérias acido lacticas presentes em queijo tipo coalho artesanal, Enterococcus
foi a estirpe bacteriana predominante com 60,3% do total de bactérias
encontradas, sugerindo que durante o processamento deste queijo, estas
poderiam ser selecionadas pela resisténcia a elevadas temperaturas, como na
etapa de cozimento.

Varios estudos indicam que a presenca de Enterococcus em queijos tem
carater positivo influenciando tanto no processamento quanto na maturacao de
queijos tradicionais como Manchego, Mozzarella, Monte Veronese, Fontina,
Caprino, Serra, Venaco e Comté. Nestes queijos, estas bactérias representam a
maior porcentagem na microflora inicial e, em alguns casos, é o microrganismo
predominante no final do periodo de maturacdo. Os niveis destas bactérias na
massa podem chegar de 10* a 10° UFC.g™" e no final do periodo de maturacéo,



de10® a 10’ UFC.g". E. faecium, E. faecalis e E. durans sdo as espécies mais
relatadas (GIRAFFA, 2003).

Assim, a presenca de Enterococcus em queijos tem sido relacionada a
varias caracteristicas tecnoldgicas como 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).

No entanto, Folquié-Moreno et al. (2006), afirmaram que dentre as bactérias
lacticas, as pertencentes ao género Enterococcus sdo as que causam maior
controvérsia. A avaliacdo das implicacbes deste microrganismo em relagdao a
seguranca de alimentos € de grande importancia, ja que atualmente é considerado
um patégeno humano oportunista emergente, sendo constantemente relatado
como causador de infec¢cdes hospitalares como bacteremia, endocardites e
infeccdes de trato urinario, sendo os pacientes imuno-comprometidos ou em
tratamento intensivo os principais afetados (MORANDI et al., 2006).

O maior interesse esta voltado aos Enterococcus vancomicina-resistente
(VRE), devido a este antibi6tico ser amplamente ministrado em casos de infecgbes
multiplas (MORANDI et al., 2006). No entanto segundo Frans, Holzapfel e Stiles
(1999), a patogenicidade neste caso nao pode ser explicada apenas pelo perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, sendo necessério levar em consideragdo também

outros fatores de viruléncia.
2.2 Adesao e formacao de biofilmes bacterianos na industria de alimentos

Na natureza e nos alimentos, os microrganismos aderem as superficies e
crescem como uma comunidade (ZOTTOLA; SASAHARA, 1994).

As superficies de equipamentos e utensilios que entram em contato com os
alimentos durante o processamento, ndo devem contamina-los ou aumentar a
incidéncia de microrganismos alteradores ou patogénicos (ANDRADE; MACEDO,
1996).



A contaminacado destas superficies por microrganismos tem gerado uma
crescente preocupacao para as industrias. Quando em condi¢des favoraveis as
bactérias podem aderir e se reproduzir, e se nao forem removidas de forma
eficiente, estas podem promover a formacao dos biofilmes bacterianos (BOWER,;
McGUIRE; DAESCHEL, 1996).

Os biofilmes podem colonizar todos os ambientes passiveis de habitacao
por microrganismos, € podem ser considerados dentre as estruturas biolégicas
mais antigas da terra (SCHNEIDER, 2007), ja tendo sido encontrados fésseis em
rochas de cerca de 3,5 bilhdes de anos (WESTALL, 2003).

Em 1943, Zobell fez a primeira descrigdo de biofilmes, ao estudar a
preferéncia de bactérias marinhas em crescer em superficies e verificou que a
presenca de matérias organicas e outras particulas favoreciam o processo de
adesdo. Em 1995, Costernon et al., definiu biofilmes como uma comunidade
complexa e estruturada de microrganismos, que envoltos por uma matriz
extracelular de polissacarideos, encontram-se aderidos entre si e/ou a uma
superficie ou interface.

Recentemente Schneider (2007), propdés uma definicdo para biofilmes
microbianos que além de permitir sua clara diferenciacao das células plancténicas,
inclui todas as formas de vida microbiana com caracteristicas de biofilme.
Segundo o autor “biofilmes sdo comunidades de microrganismos, aderidas a
superficies ou suspensas em solugdo, cujas células podem ou nao estar envoltas
por uma matriz de exopolimeros, onde a posi¢cao espacial relativa dos organismos
individuais € fixa durante uma geracao e relativamente fixa também nas geracoes
seqguintes”.

Segundo Andrade, Bridgeman e Zottola (1998), durante o processo de
adesao as células que se aderem sdo denominadas de sésseis, enquanto que as
que permanecem livres sdo denominadas de plancténicas. Ronner e Wong (1993)
consideram que para ser denominado biofilme, o ndmero minimo de células

aderidas deve ser de 10° UFC.cm™.



Nos ultimos anos grandes esforgos tém sido dedicados para promover a
identificagdo de fatores relacionados a formagédo de biofilmes bacterianos
(LATASA et al., 2006).

Varios mecanismos para adesao bacteriana em superficies tém sido
propostos. Segundo Marshall et al. (1971), o processo de adesao e formacgéao de
biofilme bacteriano pode ser dividido em duas etapas (FIGURA 1). A primeira é
dita reversivel, pois nesta etapa o microrganismo ainda esta fracamente aderido a
superficie por meio de forgas de van der Waals e interagbes eletrostéaticas, o que
torna facil a remocao das células bacterianas. A segunda etapa é dita irreversivel,
ja que o tempo de aderéncia inclui adesao fisica da célula a superficie por material
extracelular de natureza polissacaridica ou protéica produzido pelo microrganismo,
denominado matriz de glicocalix. O glicocalix é produzido ap6s o processo de
adeséo superficial, e vai fornecer condicbes de aderéncia ao peptideoglicano das
bactérias Gram positivas e da membrana externa das Gram negativas, auxiliando

no processo de formagéo do biofilme.
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Figura 1. Mecanismo tedrico da formagéo de biofilme bacteriano
Fonte: The Microbial World (2006)
Nota: Adaptado pela autora

Outro mecanismo € proposto por Zottola e Sasahara (1994), a adesao

ocorre a partir da deposicao dos microrganismos em uma superficie de contato,



seguido da fixacao, interacdo com a superficie e inicio do crescimento, quando a
massa celular atinge determinada concentracéo, a ela sdo agregados nutrientes,
residuos e outros microrganismos, formando-se o que se denomina de biofilme
bacteriano.

Com o tempo o biofilme formado comeca a se desfazer, o que possibilita a
liberagdo de particulas relativamente grandes de biomassa no meio, podendo
promover a contaminag¢ao dos alimentos em altos niveis (FORSYTHE, 2002).

Segundo Telgmann, Horn e Morgenroth (2004), o processo de erosao do
biofilme consiste na liberacdo de organismos ou de pequenos fragmentos de
biofilme, o que ocorre continuamente, ja o desprendimento de grandes fragmentos
de biofilme & um processo intermitente e aleatério.

Com o desprendimento de particulas do biofilme, as bactérias liberadas
continuam mantendo as suas caracteristicas genéticas de resisténcia, e como se
tornam novamente plancténicas, poderdo colonizar outras partes da superficie
(CLONTZ, 2008).

A Figura 2 apresenta resumidamente as principais fases do processo de
adesao e formacao de biofilmes bacterianos.



Celulas planctonicas

Inicio da adesao

Formacao de
microcolonias

Biofilme

Desprendimento
de celulas

Figura 2. Esquema simplificado de formagéo de biofilmes bacterianos
Fonte: Watnick; Kolter (2000)
Nota: Adaptado pela autora

Apo6s a formacdo do biofilme, as bactérias continuam se multiplicando,
constituindo assim uma fonte potencial de contaminacdo aos alimentos,
principalmente quando se trata da adesdo de bactérias patogénicas
(MOSTELLER; BISHOP, 1993).

Segundo Criado, Suarez e Ferreirds (1994), os biofilmes sédo constituidos
por bactérias que primeiramente aderem as superficies, que sdo entdo envolvidas
por particulas de matéria organica, com formacado de depdsitos em que os
microrganismos estardao fortemente aderidos a superficie por meio de filamentos



de natureza protéica ou polissacaridica, denominados glicocélix ou
exopolissacarideo. Estes biofilmes contém particulas de proteinas, lipideos,
fosfolipideos, carboidratos , sais minerais e vitaminas, entre outros, formando uma
crosta, debaixo da qual os microrganismos continuam a crescer (MOSTELER,;
BISHOP, 1993). Mas a maior parte da estrutura € formada por agua, que responde
por cerca de 85% a 95% da massa total de um biofilme, além de serem as Unicas
estruturas capazes de permitir a coexisténcia de organismos aerbbios e
anaerdbios estritos a poucas centenas de micréometros um do outro (SCHNEIDER,
2007).

Os exopolissacarideos podem aprisionar os nutrientes e fornecer protecao
aos microrganismos presentes no biofilme formado. No entanto, a adesédo de
bactérias a superficies ndo esta condicionada a producado de exopolissacarideos,
visto que a adesao e conseqlente formacao de biofilme podem ocorrer mesmo em
auséncia destes (HOOD; ZOTTOLA,1997). Como no caso dos esporos que
apesar de nao produzirem exopolissacarideos podem formar biofiimes em
superficies de processamento de alimentos.

Segundo Consterton et al. (1987), no biofilme a populacdo microbiana pode
ser formada por diversas espécies, ja que é possivel que o metabdlito de uma
espécie sirva de nutriente para a outra, em um tipo de associagao.

Apenas em alguns casos na industria de alimentos os biofilmes podem ser
desejaveis, como por exemplo, nos biorreatores para producéo de fermentados e
na agregacdo em madeira para producdo de vinagre (ANDRADE; MACEDO,
1996). Sao utilizados também nas estacdes de tratamento de agua, como filtros
biolégicos que ajudam na remocao de microrganismos patogénicos e reduzem a
quantidade de matéria organica nos efluentes (CLONTZ, 2008).

As industrias de alimentos devem estar preparadas para o controle e
remocao caso ocorra a formacgao de biofilmes, no entanto devem atuar sempre de
forma preventiva, com a utilizacdo de praticas corretas de limpeza e sanitizacao
das superficies de contato (ANDRADE; MACEDO, 1996).
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2.2.1 Fatores que influenciam na adesao e formacao de biofilmes bacterianos

Varios fatores influenciam no processo de adesao e formacgéo de biofilme
bacteriano, segundo Zottola e Sasahara (1994) fatores como carga da superficie,
hidrofobicidade, temperatura, presenca de substratos e caracteristicas do
microrganismo como pili, fimbrias e flagelo sdo muito importantes. Bower, McGuire
e Daeschel (1996) ressaltam ainda as diferengas entre as superficies utilizadas e
a configuracao dos equipamentos em relagdao a facilidade ou nao de limpeza e
sanitizacao.

Existem ainda outros fatores relacionados a morfologia das superficies que
podem ser determinantes para a adesdo, como sua composicao, rugosidade e
porosidade (PEREIRA et al., 2000).

Como os biofilmes sao constituidos de agregados de células e a formacao
de sua estrutura tridimensional é um processo dindmico que envolve varios
eventos moleculares, estes se tornam um ambiente propicio para a comunicacao
célula-célula, denominado quorum sensing. Neste sistema ocorre a producao de
compostos sinalizadores pelas bactérias, pequenas moléculas denominadas de
auto indutores, que irdo modular e influenciar a formacao do biofilme bacteriano,
além de modular outras funcdes celulares como a esporulacdo, produgcdo de
bacteriocinas, expressdao de fatores de viruléncia, producdo de proteases e
pigmentacao de acordo com a densidade populacional (VIANA, 2006).

Bernardes (2008), concluiu que o aumento da temperatura de 4 C para 35
C, promoveu aumento do numero de células de Bacillus cereus aderidas em mais
de 3 ciclos log, e aumentando-se o tempo de adeséo de 1 para 4 dias, a taxa de
adesao aumentou em mais de 4 ciclos log, demonstrando a influéncia do tempo e
temperatura no processo.

Careli (2005), em avaliagdo da adesdo de Pseudomonas fluorescens em
varios tipos de superficies utilizadas na industria de alimentos, concluiram que os
resultados de adesao diferiram em relagcdo ao tipo de superficie, as técnicas
utilizadas e ao tempo de contato.
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De acordo com Rosado et al. (2007) em avaliacao da formacao de biofilme
de Pseudomonas fluorescens em ago inoxidavel, granito e marmore os fenémenos
de adesao e de formacao de biofilme sdo afetados pela temperatura de exposicao,
tempo de contato e tipos de superficies.

Marques (2004) avaliou a formacdo de biofiime de vérias cepas de
Enterococcus faecalis isoladas de amostras clinicas, em vidro. As cepas foram
classificadas em grupos de acordo com a taxa de adeséao, variando de fracamente
a fortemente formadoras de biofilme, e os resultados variaram de 1,0 x 10° a 1,0 x
10" UFC.cm™, demonstrando a grande capacidade de formagao de biofilme pelo
microrganismo e que variagdes podem ocorrer até dentro de uma mesma espécie
isolada de diferentes amostras.

Em avaliacdo da adesdo de Pseudomonas fragi em ago inoxidavel em
diferentes valores de pH, a taxa maxima de adesao observada foi na faixa de pH
de 7,0 a 8,0, coincidindo com o pH étimo para o metabolismo deste microrganismo
(STONE; ZOTOLLA, 1985). O pH afeta ainda as propriedades superficiais dos
microrganismos e das superficies sélidas, interferindo no processo de adesao de
formagéo de biofilme, ja que pode aumentar ou diminuir a repulsdo eletrostatica
entre as duas entidades (CHAVES, 2004).

A hidrofobicidade e a carga elétrica da superficie bacteriana sao
caracteristicas fisico-quimicas que estao envolvidas na adesao de microrganismos
em superficies. Como a hidrofobicidade esta relacionada a componentes
hidrofébicos presentes na membrana externa dos microrganismos, as interacoes
poderdo influenciar a adesdo de microrganismos, seja em superficies de
processamento ou na prépria superficie do alimento (ZOTTOLA; SASAHARA,
1994).

O tipo de substrato também apresenta uma importante influéncia neste
processo. Segundo Viana (2006) a formacado de biofiime em superficie de
poliestireno foi amplamente influenciada pelo tipo de meio de cultivo, sendo que os
meios nutricionalmente mais ricos contendo compostos como triptona, peptona e
extrato de levedura, foram os que propiciaram maior taxa de desenvolvimento

bacteriano. Assim segundo Boari (2008), o leite € um substrato que pode
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beneficiar o processo de adesao e formacgédo de biofilmes, j& que possui uma
constituicdo rica em carboidratos, proteinas, lipideos, vitaminas e minerais, além
da alta atividade de agua e pH proximo a neutralidade.

A participagdo de fatores fisico-quimicos na regulacdo da estrutura do
biofilme deve ser analisada em associacdo com os fatores genotipicos, e assim a
utilizacdo da modelagem matematica, podera contribuir em muito para os estudos,
no sentido de explicar o ciclo de desenvolvimento do biofilme (ANDRADE; PINTO;
LIMA, 2008).

2.2.2 Microrganismos envolvidos na formacao de biofilmes

Existe uma grande variedade de microrganismos que podem estar
relacionados com a formacdo de biofilmes. Esses microrganismos podem ser
originarios de varias fontes primarias de contaminacao dentro da cadeia alimentar
e seu envolvimento no processo de adesdo e formacdo de biofiilme em
equipamentos e utensilios utilizados durante o processamento de alimentos pode
ocorrer em varios niveis de intensidade e sua liberacdo podera trazer
consequéncias indesejaveis a qualidade do alimento, podendo altera-lo ou mesmo
torna-lo um veiculo de patégenos (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008).

Assim microrganismos deteriorantes e patogénicos capazes de aderir a
superficies de processamento podem originar problemas de ordem publica ou
econdmica.

Dentre os microrganismos alteradores se encontram Pseudomonas
aeruginusa, Pseudomonas fragi, Micrococcus sp. (CRIADO; SUAREZ;
FERREIROS, 1994), Pseudomonas fluorescens (ROSSONI; GAYLARDE, 2000;
CARELI, 2005; ROSADO et al.; 2007), Aeromonas hydrophila (BOARI, 2008),
Enterococcus faecium (ANDRADE; AJAO; ZOTTOLA, 1998; ANDRADE;
BRIDEGMAN; ZOTTOLA, 1998; GELSOMINO et al., 2001, 2002), Enterococcus
faecalis (GELSOMINO et al., 2001, 2002).

Entre as bactérias patogénicas podem-se citar Salmonella typhimurium
(HOOD; ZOTTOLA, 1997), Listeria monocytogenes (HOOD; ZOTTOLA, 1997;
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GRAM et al., 2007), Staphylococcus aureus, Escherichia coli (POMPERMAYER et
al., 2000), Yersinia enterocolitica (HOOD, 1996), e Bacillus cereus (FIGUEIREDO,
2000; BERNARDES, 2008).

Além das células vegetativas, os esporos bacterianos também podem
participar dos processos de adesao e formacao de biofilme, por estarem dispersos
no ambiente, como solo, ar e agua, podendo assim contaminar alimentos e
superficies, apresentando como importante caracteristica a resisténcia ao
tratamento térmico e aos agentes quimicos empregados durante a higienizacao
(ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008).

2.2.2.1 Enterococcus e a formacao de biofilmes na industria de alimentos

Dentre os microrganismos capazes de aderir as superficies utilizadas no
processamento de alimentos, com possivel formacdo de biofilme, estdo as
bactérias do género Enterococcus. Segundo Andrade, Bridgeman e Zottola (1998),
estes microrganismos apresentam capacidade de aderéncia em acgo inoxidavel, e
por serem freqlentemente encontrados no leite sendo denominadas bactérias
acido lacticas psicrotréficas e termoduricas, a presenca das mesmas implica na
necessidade da utilizacdo correta de baixas temperaturas de estocagem e um
programa adequado de limpeza e sanitizacao.

Em estudo de Andrade, Ajao e Zottola (1998) sobre Enterococcus faecium,
estes autores observaram que quando a contagem inicial do meio em contato com
cupons teste de aco inoxidavel era de 10° UFC.mL™", apés 8 horas de incubacio a
30 C, a ades&o foi de 3,2 x 10 * UFC.mm™.

Gelsomino et al. (2002), em pesquisa realizada com queijo Cheddar
sugerem que uma das fontes de Enterococcus no produto, seria 0os equipamentos
de ordenha, ja que as estipes encontradas nestes também foram encontradas no
queijo. No estudo observaram ainda falhas nos procedimentos de higienizagao,
uma vez que a contaminagdo microbiana permanecia nas fendas, juncoes,

extremidades inoperantes e encaixes, podendo sobreviver e aderir, contaminando
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assim diretamente o leite. A presenca de Enterococcus mesmo apés cloragao foi
atribuida a possivel formagéao de biofilme.

Temelli et al. (2006) verificaram a presenca de bactérias do género
Enterococcus em superficies de faca de corte, bandejas, agitador de leite,
prensas, embalagens, assoalho, paredes e em maos de manipuladores, durante o
processamento de queijo, demonstrando novamente que a qualidade do produto
final é funcao da taxa de contaminagcédo dos equipamentos e utensilios de contato
e de uma higienizacdo eficiente, e ainda da capacidade de adesdo de

Enterococcus em tais superficies.

2.2.3 Inativacao de microrganismos aderidos em superficies utilizadas na
industria de alimentos

Uma constante preocupacao para as industrias de alimentos é a avaliagéao
dos procedimentos de higienizacdo dos equipamentos e utensilios utilizados, e a
necessidade de rapidos resultados como forma de garantir a qualidade dos
produtos processados e a seguranca dos consumidores (SIMM, 2006).

Logo ap6s o processamento, os equipamentos e utensilios que entraram
em contato com o alimento, irdo apresentar uma elevada carga de residuos como
consequéncia da presenca de carboidratos, gordura, proteina e minerais. Estes
residuos organicos e minerais S0 necessarios ao crescimento de microrganismos
contaminantes, e devem ser rapidamente removidos (ANDRADE; MACEDO,
1996).

Os procedimentos de higienizagdo consistem no uso combinado de
detergentes e sanitizantes, no qual os detergentes, embora diminuam a carga
bacteriana das superficies, tem como funcao principal a remocédo de residuos
organicos e minerais, enquanto a sanitizacao visa a reducao dos microrganismos
alteradores e a eliminagao dos patogénicos a niveis seguros (MORAES, 1997).

Os equipamentos e utensilios a serem utilizados durante o processamento
de alimentos devem ser desenhados e construidos de forma adequada, para que

se possa assegurar a higiene e permitir a facil e completa limpeza e sanitizagéo.
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Além disso, devem ser instalados de forma a permitir um facil acesso e limpeza
adequada, e ter sua utilizacado exclusiva aos fins que foram projetados (BRASIL,
1997).

Os processos de limpeza e sanitizacdo de superficies tornam-se mais
dificeis e menos eficientes com a presenca de microrganismos, sendo este um
problema potencial, principalmente nos procedimentos de higienizacdo de
equipamentos que apresentem locais de dificil acesso aos sanitizantes, facilitando
assim o processo de adesao (POMPERMAYER; GAYLARDE, 2000).

O uso correto de detergentes e sanitizantes geralmente eliminam os
microrganismos aderidos aos equipamentos, no entanto procedimentos de
higienizacdo incorretos ndo removem e nem inativam estes microrganismos
(ZOTTOLA; SASAHARA, 1994). A nao remocao de bactérias e sujidades
favorece, portanto a adesdo nos equipamentos e utensilios e assim os alimentos
poderdo ser contaminados (FIGUEIREDO, 2000).

Como a remocgao dos biofilmes é extremamente dificil, sempre devem ser
adotados métodos preventivos, e estes devem ter inicio desde o projeto da
instalacdo da industria e continuarem durante todas as etapas de producéo
(CLONTZ, 2008).

Segundo Gram et al. (2007), embora ndo esteja ainda completamente
comprovado, acredita-se que com a utilizacdo incorreta dos produtos de limpeza e
desinfeccao, determinadas espécies de microrganismos possam se adaptar, ou
mesmo promover a selecdo daqueles que sao tolerantes a alguns dos produtos
usados.

Os microrganismos que se encontram no interior dos biofilmes, devido a
sua estrutura, sdo protegidos da remocao quando expostos ao escoamento de
liguidos e a alta turbuléncia, além da protecdo a acdo de biocidas, como os
utilizados nos procedimentos de higienizacdo (CLONTZ, 2008).

A remocao de depdésitos é fundamental para o controle e prevencao da
formacao de biofilmes bacterianos, segundo Zottola e Sasahara (1994), a
presenca de residuos de alimentos nas superficies dificulta a penetragdo dos

sanitizantes, impedindo a efetiva eliminacdo dos microrganismos, além disso, o

16



sanitizante pode reagir com residuos de proteinas, gordura e minerais, diminuindo
sua atividade.

A sanitizacao finaliza o procedimento de higienizacao, e ira assegurar a
qualidade microbioldgica das superficies, e esta devera ser realizada, sempre que
possivel, logo antes do uso do equipamento, ja que apos as etapas de limpeza, os
microrganismos sobreviventes poderdao se multiplicar, ou mesmo a
recontaminacao ambiental pode levar a contaminagdo do alimento (ANDRADE,
PINTO; ROSADO, 2008). Assim torna-se muito importante o conhecimento dos
sanitizantes disponiveis, suas fungbes, formas de uso, concentracdes
recomendadas, formas de atuagcdo, para a melhor escolha de acordo com a
superficie (TROLLER, 1993).

Varios sanitizantes sdo utilizados na industria de alimentos, como os
compostos a base de cloro, iodo, peréxido de hidrogénio, acido peracético e
quaternario de amaénio, e devem ser aprovados através de testes laboratoriais, nas
condicdes recomendadas pelos fabricantes (FIGUEIREDO, 2000).

A selecdo de sanitizantes pode ser efetuada com base em testes
laboratoriais, que incluem os testes de diluicdo de uso e de suspensao; em testes
em uso, que incluem os testes do swab, da rinsagem e da placa de contato; e em
testes de uso simulado, que consistem em simular as condigées da industria no
laboratério, oferecendo informacdes mais préximas da realidade (OKAZAKI,
2003).

A acéao dos sanitizantes pode ser afetada por caracteristicas de superficie,
pelo tempo e temperatura de contato, pela concentragdo de uso, pelos tipos de
residuos presentes nas superficies, pH, propriedades fisico-quimicas da agua, por
substancias inativadoras e pelo tipo e concentragdo de microrganismos
contaminantes. Assim, para se selecionar um sanitizante é necessario verificar se
apresentam caracteristicas como serem aprovados pelos 6rgdos competentes,
como os Ministérios da Saude e da Agricultura, apresentarem amplo espectro de
acao antimicrobiana com capacidade de destruir rapidamente 0s microrganismos,
serem estaveis sob as varias condicoes de uso e terem baixa toxidade e

corrosividade. No entanto, segundo os autores, ndo existe um Unico sanitizante
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capaz de atender a todos esses requisitos, assim torna-se necessario conhecer as
propriedades, vantagens e desvantagens de cada sanitizante, antes da selecéo
(ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

2.2.3.1 Acido peracético (APA)

O sanitizante acido peracético € comercializado na forma de uma mistura
em equilibrio, constituida por acido peracético, peroxido de hidrogénio, acido
acético e um veiculo estabilizante (FIGURA 3), sendo que a reagdo ocorre em
presenca de um acido mineral como catalisador, geralmente o mais utilizado é o
acido sulfurico (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

CH3C02H + H202 > CH3CO3H + H20

Acido acético  Peroéxido de hidrogénio Acido peracético Agua

Figura 3. Reacéao de formacao do acido peracético

O é&cido peracético € um sanitizante com amplo espectro de atividade
antimicrobiana, e por isso é utilizado em muitas industrias, como as de
processamento de alimentos, bebidas, médica, farmacéutica, téxtil, de papel e no
tratamento de esgotos domésticos (ALASRI et al., 1992).

Na industria de alimentos é bastante utilizado nos procedimentos de
limpeza e sanitizacdo em concentracées que geralmente variam de 0,25 a 0,45%,
e temperatura entre 7 e 40C, ja que quando submeti do a temperaturas acima de
43C pode ter reduzida a acdo do sanitizante, como resultado de sua
decomposicao (TROLLER, 1993).

O mecanismo de acado deste sanitizante esta relacionado a sua forte
capacidade oxidante, promovendo a oxidacdo dos componentes celulares
(ANDRADE, MACEDO, 1996). E embora o peréxido de hidrogénio seja um forte
agente oxidante, contribuindo para a agdo do sanitizante, o principal agente
antimicrobiano é o acido peracético, apresentando atividade mesmo em baixas

concentragdes e contra amplo espectro de microrganismos (KITIS, 2004).
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Dentre os aspectos positivos apresenta caracteristicas como a excelente
acao sanitizante contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos
filamentosos e leveduras, virus e esporos, age em baixas temperaturas,
permanece ativo em presencga de matéria organica, nao sao afetados pela dureza
da dgua (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008), ndo produz compostos téxicos ou
carcinogénicos, ja que nao reage com as proteinas dos alimentos e apresenta
baixo impacto ambiental (ROSSONI; GAYLARDE, 2000). No entanto, pode ser
corrosivo ao acgo inoxidavel, possui baixa estabilidade ao armazenamento, sao
irritantes a pele e as mucosas, por isso na forma concentrada, devera ser
manuseado de forma adequada, com utilizacdo de equipamentos de protecao
individual pelos manipuladores (ANDRADE; PINTO; ROSADOQ, 2008).

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

Marques et al. (2007), obtiveram reducdo de 5,26 e 4,5 ciclo log da
contagem inicial do biofilme de Staphylococcus aureus, para superficies de aco
inoxidavel e vidro respectivamente, utilizando como sanitizante o acido peracético
na concentragdo de 500 mg. L. Na pesquisa observaram que dentre os
sanitizantes dicloroisocianurato de sodio, peroxido de hidrogénio e acido

peracético, este ultimo foi 0 mais efetivo na remocao das células aderidas.
2.2.3.2 Hipoclorito de sédio

A utilizacdo de compostos clorados, como o hipoclorito de sédio, cloro gas,
hipoclorito de calcio, cloraminas organicas e diéxido de cloro, tem contribuido para
o controle de doencgas de origem hidrica e também para controle de toxinfeccoes
alimentares causadas por microrganismos (ANDRADE, MACEDO, 1996).

Esses compostos podem ser classificados em inorgénicos, incluindo neste
grupo o cloro gas (Cl,), o hipoclorito de sédio (NaCIlO), o hipoclorito de calcio
(CaClOy) e o diéxido de cloro (ClO,), e organicos conhecidos como cloraminas
organicas e que sao produzidas pela reagdo do acido hipocloroso (HCIO) com
aminas, iminas, amidas e imidas (ANDRADE, PINTO; ROSADO, 2008).
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O cloro, sob a forma de hipoclorito de sddio, € o composto mais utilizado
para garantir a qualidade microbiolégica e aumentar a segurancga e a vida util de
alimentos processados (NASCIMENTO et al., 2005; SREBERNICH, 2007). Na
industria de alimentos sao utilizados no processo de desinfeccdo de aguas, de
superficies dos alimentos, tubulagdes, equipamentos, ambientes, pisos e paredes
(MACEDO et al., 1999).

Comercializado na forma liquida, com concentragdes variando de 2 a 10%
de cloro residual total, expresso em Cl,, este sanitizante apresenta varias
vantagens, como custo, rapida acdo, ndo serem afetados pela dureza da agua,
efetivos contra ampla escala de microrganismos, incluindo os esporos, efetivos em
baixas concentracdes, relativamente ndo tdéxicos nas condicdes de uso e de facil
aplicacdo. No entanto podem apresentar também desvantagens como o fato de
serem inativados pela matéria organica, podem ser corrosivos dependendo da
concentracdo, causam irritacao a pele, apresentam menor eficiéncia a pH elevado,
e podem causar a oxidagdo de borrachas utilizadas nos equipamentos
(ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

O hipoclorito de so6dio, assim como a maioria dos compostos clorados,
quando em solucdo aquosa, libera o acido hipocloroso em sua forma nao
dissociada (FIGURA 4), sendo este o responsavel pela acdo antimicrobiana do
sanitizante. Esta é uma reacdo muito influenciada pelo pH, ja que este é
determinante na quantidade de acido hipocloroso em solugdo (TROLLER, 1993).

NaOClI + H0 —> HOCI + OH
Hipoclorito de sédio Acido hipocloroso
HCIO < » CIO + H

Figura 4. Reacéao de dissociacao do hipoclorito de s6dio em solucado aquosa

Segundo Estrela et al. (2002), a acdo sanitizante do hipoclorito de sdédio
esta relacionada a sua capacidade de promover alteracbes celulares
biossintéticas, além de alteragcdes no metabolismo celular e causar a destruicao de
fosfolipidios, devido a formagao de cloraminas que interferem no metabolismo
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celular, a sua acdo oxidante, que causa ainda a inibicdo enzimatica irreversivel
nas bactérias, e pela capacidade de degradacao de acidos graxos e lipideos.

A utilizacao de hipoclorito de sédio ap6s a etapa de limpeza, no processo
de higienizacdo foi suficiente para reduzir a contagem de Streptococcus
thermophilus aderido a superficie de ago inoxidavel a niveis ndo detectados
(GANDARA, OLIVEIRA, 2000).

Em outra pesquisa, o hipoclorito de sédio (100 mg.L" e 200 mg.L™" ) foi
mais eficiente em comparagao ao acido peracético (250 mg.L™" e 1000 mg.L™), nas
duas concentragbes, no controle dos microsganismos Escherichia coli,
Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus aureus aderidos a superficie de ago
inoxidavel (ROSSONI; GAYLARDE, 2000).

DeQueiroz e Day (2007), obtiveram uma reducgéo de 3 e 4 ciclos log apés 1
minuto de contato e de 4 e 6 ciclos log apds 5 minutos, para superficie de aluminio
e ago inoxidavel respectivamente, utilizando uma concentracdo que variou entre
100 mg.L" a 130 mg.L" de hipoclorito de sédio, no controle de biofiime de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 19142.

2.3 Superficies utilizadas na industria de alimentos

Todo equipamento e utensilio a ser utilizado em locais de manipulacéao de
alimentos, e que possam de alguma forma entrar em contato com o alimento
devem ser confeccionados de material que nao transmitam substancias toxicas,
odores e sabores, ser resistentes a corrosdo e capazes de resistir as operacdes
de limpeza e sanitizacdo. Além disso, as superficies devem ser lisas, estarem
isentas de rugosidade, frestas e quaisquer outras imperfeicbes que possam
comprometer a higiene dos alimentos, ou mesmo ser fonte de contaminagao.
Assim a utilizacdo de materiais como a madeira ou outros em que a limpeza e
sanitizagdo ndo possam ser realizadas de forma adequada, deve ser evitada, a
menos que se tenha a certeza de que seu uso nao sera fonte de contaminacao. A
utilizagdo de diferentes materiais também deve ser evitada sempre que possivel,
de forma a evitar a corrosao por contato (BRASIL, 1997).

21



Existe uma grande diversidade de materiais utilizados para comporem estas
superficies, assim além do aco inoxidavel que é a superficie considerada como
convencional e de facil higienizagdo, outros materiais como vidro, borracha,
polietileno, polipropileno, poliuretano, policarbonato, teflon, marmore, granito, entre
outros, sdo usados e apresentam caracteristicas particulares (TABELA 1)
(CARELLI, 2005).

As vérias superficies utilizadas nas industrias de alimentos diferem em suas
microtopografias, e muitas podem apresentar fendas ou fissuras em tamanhos
suficientes para alojar microrganismos, e assim protegé-los dos procedimentos de
higienizacdo por serem regides de dificii acesso (BOWER, McGUIRE,
DAESCHEL, 1996).

Este fator se agrava considerando-se que freqiientemente as superficies
entram em contato com alimentos liquidos ou soélidos e que carreiam
microrganismos (OULAHAL, 2008). Haeghebaert et al. (2002) demonstraram que
a contaminacao de equipamentos foi responsavel por 59% dos surtos de doencas
de origem alimentar na Francga, durante o ano de 2001. Em 1997 esse valor era de
37% (HAEGHEBAERT et al., 1998). Para Andrade et al. (2008), equipamentos e
utensilios contaminados respondem por 16% dos principais surtos de origem
alimentar.

Segundo Flint et al. (2000), uma superficie rugosa pode ser
preferencialmente colonizada por proporcionar aos microrganismos locais de
protecdo do estresse do ambiente, da turbuléncia do liquido que envolve a
superficie e da atividade dos biocidas.

A influéncia da rugosidade da superficie na formacado de biofilmes
bacterianos esta diretamente relacionada a dificuldades nos procedimentos de
limpeza de uma superficie rugosa, sendo necessario métodos mais eficientes
(HOOD; ZOTTOLA, 1997).
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TABELA 1. Caracteristicas dos principais tipos de superficies utilizadas na

industria de alimentos

Superficies Caracteristicas

Cuidados

Aco inoxidavel Geralmente resistente a
corrosao; superficie lisa e
impermeavel; resistente a

oxidacao as altas temperaturas;

facil higienizagéo

Certas ligas podem ser corroidas
por halogénios

Aco carbono Detergentes acidos e alcalinos

causam corrosao

Devem ser galvanizados ou
estanhados. Usar detergente

neutro no procedimento de

higienizacao
Estanho Corroido por alcalinos e acidos Superficies estanhadas néo
devem entrar em contato com
alimentos
Concreto Danificado por alimentos acidos  Deve ser denso e resistente aos
e agentes de limpeza acidos
Vidro Liso impermeavel. Danificado Deve ser limpo com detergentes
por alcalinos fortes e outros neutros ou de média alcalinidade
agentes de limpeza
Tinta Depende da técnica de Somente algumas tintas séo
aplicagdo. Danificado por adequadas a industria de
agentes alcalinos fortes alimentos
Borracha N&o deve ser porosa, nao Pode se oxidar por agentes de
esponjosa. Nao ser afetado por limpeza
agentes alcalinos fortes. Nao ser
afetada por solventes orgéanicos
e &cidos fortes
Madeira Permeével a umidade, gordura e Dificil higienizar

6leo. Dificil manutencao. E
destruida por alcalinos fortes

Fonte: Andrade; Pinto; Lima (2008)
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A facilidade de higienizacdo de superficies, e suas propriedades
anticorrosivas sao fatores decisivos na escolha de materiais para equipamentos
da linha de processamento. O aco inoxidavel € o material freqlientemente utilizado
em equipamentos e utensilios na industria de alimentos, como tanques, trocadores
de calor, silos, tachos, mesas, pias, bancadas e tubulacbes, e constitui um
importante exemplo de superficie considerada de facil higienizacdo e de alta
resisténcia a corrosdo provocada por alimentos e detergentes (POMPERMAYER;
GAYLARDE, 2000; JULLIEN et al., 2002).

O aco inoxidavel € composto por uma liga de carbono, cromo e niquel, e a
variacdo das porcentagens destes elementos é que determinara a classificacao.
Assim o grupo contendo 18% de cromo e 8% de niquel sdo os mais utilizados,
como as ligas da classe 300 que compreendem o 304 e 316, e que apresentam
boa resisténcia a corrosdo causada pelos préprios alimentos, detergentes e
sanitizantes, sdo facilmente higienizadas, e relativamente baratos, satisfazendo
assim a maioria das necessidades da industria de alimentos. O 316 é mais
utilizado em situagdes onde o processo corrosivo pode ser mais intenso, como por
exemplo, em salmouras e alimentos muito &cidos, por conter mais niquel (10%) e
molibdénio (2-3%) (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008).

2.4 Utilizacao de microscopia para avaliacao da formacao de biofilme

A demanda por tecnologias que possam fornecer uma rapida quantificacao
de microrganismos cresceu muito nos Ultimos anos, levando a avaliagdo de novos
métodos que incluem a microscopia, microbiologia molecular e bioluminescéncia.
No entanto as técnicas apresentam algumas limitacbes como seletividade,
sensibilidade, custo, reprodutividade, além da dificuldade de quantificacdo das
bactérias aderidas, principalmente quando na forma de biofilmes (CARELI, 2005).

As técnicas microscopicas sao as mais recomendadas para a visualizacao
da adesao e formacgao de biofilmes bacterianos em superficies de processamento
de alimentos, permitindo o acompanhamento do desenvolvimento do biofilme em
tempo real (PARIZZI et al., 2004).
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Varios métodos microscépicos podem ser utilizados para a avaliacao do
processo de adesdo, como a microscopia 6tica, de contraste de fase, a confocal,
de epifluorescéncia e a eletrénica de varredura e de transmissao. As técnicas de
microscopia eletrbnica sdo as mais indicadas em analises em que se deseja
avaliar a interagdo microbiana na matriz do biofilme. Nesta técnica, geralmente as
amostras sao fixadas pela utilizacdo de agentes quimicos como o glutaraldeido, o
paraformaldeido e o 6smio (ZOTTOLA, 1997).

A partir da microscopia eletrénica de varredura é possivel a visualizagéo do
desenvolvimento de um biofilme bacteriano sobre um suporte sélido, como por
exemplo, vidro, aco inoxidavel e borracha (ZOTTOLA, 1997), permitindo assim a
analise das condi¢des higiénicas das superficies utilizadas nas industrias de
processamento de alimentos.

Rosado et al. (2007) avaliaram a adesao de Pseudomonas fluorescens em
aco inoxidavel AISI 304 (American Iron and Steel Institute) através da microscopia
eletronica de varredura (Figura 5), a contagem média foi de 1,3 x 10® UFC.cm™,
muito préxima a obtida por contagem padrdo em placas que foi de 1,6 x 10°
UFC.cm?.

A
Signal A=SE1 Date :28 Jun 2006

VO | S N ! b
ZoneMag = 1.50 K X Signal A=SE1_ Date :28 Jun 2006 oneMag= 4.50 KX
EHT=1374kV WD= 15mm  PhotoNo.=6050 Time -9:57:20

EHT=1374kV  WD= 15mm Photo No. =6052  Time :9:38:49

Figura 5. Fotomicrografia observada por microscopia eletrdnica de varredura, de
superficie de ago inoxidavel AISI 304, submetida ao processo de adesdo por
Pseudomonas fluorescens a 25 T por 5 dias, nos aumentos a) 1500 x, b) 4000 x
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Schneider (2007) utilizou a microscopia eletrébnica de varredura para o
acompanhamento das fases de desenvolvimento de biofiime em superficie de
equipamento osmose reversa, tendo detectado também o inicio da producao de
exopolissacarideos. Surdeau et al. (2006) também utilizaram a microscopia
eletrénica de varredura para visualizacao da producédo de exopolissacarideos em
biofilme de Enterococcus hirae, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Hoje as técnicas se aplicam a diferentes fases, tornando possivel a
avaliacado desde a topografia da superficie, inicio da adesdo, formacao das
camadas bacterianas constituindo a agregacado, estabelecimento do biofilme,
liberagédo de células do biofilme formado, permitindo até mesmo o estudo da
influéncia da presenca de fimbrias e producao de exopolissacarideos na formacéao
do biofilme, e acdo de agentes sanitizantes, desde que seja escolhida uma técnica
de microscopia adequada para cada caso (VANETTI et al., 2008).

2.5 Microbiologia preditiva

A habilidade de predizer o crescimento microbiano em alimentos, para
garantia da seguranca alimentar e vida de prateleira, ainda é bastante limitada.
Dentre os fatores que afetam o desenvolvimento microbiano o pH, a atividade de
agua, a temperatura, e a atmosfera estao entre os principais (FORSYTHE, 2005).

A utilizacdo de modelos matematicos em microbiologia de alimentos teve
inicio na década de 20, com a elaboracdao de métodos para calculo do tempo de
destruicdo térmica de microrganismos na industria de enlatados (ROSS;
McMEEKIN, 1994).

A microbiologia preditiva combina os conhecimentos da microbiologia, com
a matematica como forma de desenvolver modelos que nao sé descrevam, mas
que também predigam o comportamento de microrganismos em relacdo as
condicoes ambientais que se encontram (WHITING, 1995; MARKS, 2008). Assim
torna-se possivel descrever matematicamente o desenvolvimento de
microrganismos submetidos a condicdes de crescimento prescritas (FORSYTHE,
2005).
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Segundo McMeekin et al. (2002), a microbiologia preditiva pode ser
conceituada como um conhecimento detalhado do desenvolvimento microbiano,
em relacdo a condicbes ambientais, com o objetivo de avaliar o efeito do
processamento, distribuicdo e armazenamento de alimentos, sobre a qualidade e
segurancga alimentar.

A microbiologia preditiva se fundamenta na premissa de que é possivel
reproduzir as respostas do comportamento de populacées de microrganismos,
oferecendo assim varias vantagens para o entendimento da microbiologia
alimentar, o que explica o atual e crescente interesse dos pesquisadores por esta
area (ROSS; McMEEKIN, 1994).

O interesse na modelagem surgiu da preocupacdo com microrganismos
veiculados por alimentos, desenvolvendo-se modelos de crescimento de
patégenos em diferentes alimentos (PENA, 2005). E atualmente a modelagem
microbiana preditiva tem sido aplicada em varios setores, como em pesquisa e
desenvolvimento de produtos, estudos da vida de prateleira e Andlise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) (FORSYTHE, 2005).

Varias pesquisas tém demonstrado a influéncia da temperatura de
exposicdo e do tempo de contato sobre o processo de adesdo bacteriana e
formacgao de biofilmes, o que aumenta a necessidade de formulacdo de modelos
matematicos para avaliar os efeitos desses fatores e suas interacées neste
processo (ROSADO et al., 2008). A metodologia de superficie resposta é usada
para otimizar e modelar operacdes de processamento de alimentos (FLOROS et
al., 1992), podendo ser bem utilizada também para a melhor elucidacdo do
processo de adesao e formacao de biofilme bacteriano e como auxilio na tomada
de decisbes em relacdo aos procedimentos de limpeza e sanitizacdo de
equipamentos e utensilios na industria de alimentos (PENA, 2005).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral deste estudo consiste em avaliar as caracteristicas
tecnolégicas de Enterococcus faecium, isolado de queijo de coalho, a possivel
formacao de biofilme em superficie de aco inoxidavel AlSI 304, acabamento n® 4,

utilizada nas industrias de alimentos e seu controle por agentes sanitizantes.

Como objetivos especificos estao:

v" Avaliar a capacidade da estirpe de Enterococcus faecium, em conferir ao

queijo caracteristicas tecnoldgicas desejaveis;

v" Modelar a formagao de biofilme de Enterococcus faecium, avaliando a

influéncia do tempo de contato e temperatura de exposicao no processo.

v' Avaliar a resisténcia do biofilme formado aos sanitizantes hipoclorito de
sédio e acido peracético, freqlentemente utilizados na industria de

alimentos;

v" Fornecer ferramentas a industria de laticinios para o controle do processo de
adesao e formacao de biofilmes bacterianos por Enterococcus faecium em

superficies de equipamentos e utensilios compostos por aco inoxidavel.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no laboratério de Higiene e Legislacao
do Departamento de Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de
Alimentos e no Laboratério de Microscopia Eletronica do Departamento de
Biologia Celular do Instituto de Biologia, ambos da Universidade Estadual de
Campinas.

4.1 Microrganismos e meios de cultura utilizados

Uma cultura de Enterococcus faecium, previamente isolada de queijo tipo
coalho, codificada como 946Ec, identificada como ndo patogénica e mantida em
leite tornassolado por Carvalho (2007) foi utilizada. previamente isolada de queijo
tipo coalho,

A cultura foi ativada por duas vezes consecutivas em caldo MRS
Lactobacilli (Oxoid) a 35 + 1 T por 24 horas, e mantida a -80 ° C neste mesmo
meio em tubos Eppendorf de 1TmL contendo 10% de glicerol (Quimis).

Para os estudos de formacdo de biofilme, a cada ensaio a cultura foi
ativada e repicada por duas vezes consecutivas em 10 mL de caldo MRS a 35 +
1 C por 24 horas.

4.2 Caracterizacao tecnologica

Pelo fato da cultura de Enterococcus faecium ser proveniente de queijo tipo
coalho esta foi testada para as seguintes caracteristicas tecnolégicas:

4.2.1 Atividade em leite tornassolado
A cultura teste de Enterococcus faecium foi inoculada em leite tornassolado

e incubada a 35 + 1 € para avaliagdo do seu desenv olvimento durante 14 dias
(HARRIGAN, 1998). Para visualizacao e interpretacdo dos resultados, os tubos
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foram fotografados a intervalos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 14 dias. O mesmo
ensaio foi realizado com cultura de Enterococcus faecium ATCC 6569, cedida pela
Fundacao André Tosello, para comparacao dos resultados.

A interpretacdo dos resultados foi realizada segundo Harrigan (1998), de
acordo com as seguintes caracteristicas:
o Reacdes envolvendo a lactose:

- Mudanca de cor do meio para rosa devido a producao de &cido;

- Formagao de coagulo, devido a producao de acido;

- Reducéo do tornassol resultando em perda de cor, 0 que geralmente precede
outras alteracoes;

- Producédo de gas, geralmente visivel como pequenas bolhas no coagulo
formado.

w» Reacdes envolvendo a caseina:

- Coagulacao do leite como resultado da atividade proteolitica enzimatica, que
ird afetar a caseina, podendo aparecer uma coloragao azul;

- Hidrolise da caseina, como resultado da atividade proteolitica enzimatica,
promovendo a clarificacdo do meio e deixando-o opaco, o que geralmente ocorre
pela peptonizacao, podendo ocorrer uma cor marrom claro.
<> Reacdes envolvendo outros constituintes do leite:

- Utilizacdo do citrato presente no leite, resultado de uma reacao alcalina que

pode ser observada por uma forte cor azul.

4.2.2 Capacidade acidificante

Para determinacdo da curva de pH de Enterococcus faecium, foi retirada
uma alcada da cultura congelada (item 4.1) para ativacdo em 10 mL de caldo
MRS, seguido de incubagcdo a 35 + 1 T por 24 horas.

Apos este periodo, uma algada da cultura ativa foi retirada para repicagem
em 50 mL de caldo MRS incubado a 35 + 1 T por 24 h oras. Este procedimento foi

realizado por duas vezes consecutivas.
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A cultura ativa foi centrifugada (Centrifuga Beckman J2-21) a 4000 rpm por
5 minutos, o sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em
10 mL de agua peptonada (Difco) a 0,1%. Este procedimento foi repetido por trés
vezes consecutivas.

Sucessivas dilugdes decimais foram realizadas para inoculagdo de 10*
UFC.cm? em 100 mL de caldo MRS e 100 mL de leite desnatado reconstituido
(a 10% v/v) seguido de incubagédo a 35 + 1 < para inicio da observagao da curva
de acidificacdo nestes meios.

Os valores de pH foram mensurados através de pHmetro (HANNA
instruments modelo HI-9110) apés 0, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 24 e 48 horas
de incubacgao. O tempo zero corresponde a medida do pH imediatamente apdés
inoculagao.

Os resultados experimentais foram avaliados, mediante o uso do software
DMFit, através do modelo de Baranyi e Roberts (1995).

4.2.3 Producao de diacetil

A avaliacdo da producao de diacetil foi realizada a partir do método de
Barrit, em trés repeticdes, que consiste na adicdo, em um tubo de ensaio, de 1 mL
de alcool etilico, 0,2 mL de NaOH 40%, 0,6 mL de a-naftol 5% em solucao
alcodlica e 1 mL da cultura teste. A presenca de diacetil € detectada pela
formacao de um halo de coloragédo avermelhada na parte superior da solugcéo, no
intervalo de 10 a 60 minutos a temperatura de 22 a 37 T (KUNZ, 1986).

4.3 Contagem de bactérias do género Enterococcus no leite cru

A contagem de bactérias do género Enterococcus no leite cru foi realizada
em trés repeticoes, com o objetivo de conhecer a concentracdo do inéculo inicial
para avaliagdo da formacéao de biofilme.

Diluicdes decimais em série das amostras de leite cru foram realizadas em

agua peptonada a 0,1%, seguido de plagueamento em superficie, em meio
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diferencial agar KF Streptococcus (Himedia), acrescido de TCC a 1% (Cloreto de
2, 3, 5 Trifeniltetrazolio) e incubacédo a 45 £ 1 C por 48 horas para inibir possiveis
microrganismos acompanhantes (HARTMAN; DEIBEL; SIEVERDING, 1992).

Oito colbnias tipicas de cada placa foram selecionadas aleatoriamente e
transferidas para Caldo Cérebro Coracao (BHI), incubadas a 35 C por 24 horas, e
posteriormente submetidas aos testes de confirmagédo: coloragdo 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 10C (HARTMAN; DEIBEL;
SIEVERDING, 1992).

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 condicbes da
cultura de Enterococcus faecium ATCC 6569.

4.4 Curva de crescimento

Para determinacao da curva de crescimento de Enterococcus faecium, foi
retirada uma alcada da cultura congelada (item 4.2) para ativacdo em 10 mL de
caldo MRS, seguido de incubacao a 35 + 1 € por 24 horas.

ApoOs este periodo, uma algada da cultura ativa foi retirada para repicagem
em 50 mL de caldo MRS incubado a 35 + 1 T por 24 h oras. Este procedimento foi
realizado por duas vezes consecutivas.

A cultura ativa foi centrifugada (Centrifuga Beckman J2-21) a 4000 rpm por
5 minutos, o sobrenadante descartado e a cultura ressuspendida em 10 mL de
agua peptonada a 0,1%. Este procedimento foi repetido por trés vezes
consecutivas.

O precipitado foi ressuspendido em 10 mL de agua peptonada 0,1%, e
realizadas sucessivas dilucées decimais para inoculagado de 10*UFC.cm™? em 100
mL de caldo MRS e inicio da curva a temperatura de 35+ 1 C.
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O intervalo de analise variou de 0 a 24 horas. O tempo zero corresponde a
contagem imediatamente apds inoculacdo. A cada tempo foram realizadas
diluicbes adequadas em agua peptonada 0,1% e plagueamento em profundidade
em Agar Padrao para Contagens (PCA — Oxoid), seguido de incubacdo a 35 + 1
C por 48 horas.

Foram realizadas trés repeticbes e a média dos resultados experimentais
avaliados, mediante o uso do software DMFit, através do modelo de Baranyi e
Roberts (1995) de acordo com a equacéo:

euméx. At) _ 1
Y(t) = Yo + (Hmax - A(t)) — In(1 + ~gV™x¥0 )

Onde: y(t) = In da concentracao celular
Mmax = velocidade maxima de crescimento
X = concentracao celular
Yo = In Xo; Ymax = IN Xmax
A(t) = funcao do ajuste

4.5 Avaliacao da formacao de biofilmes
4.5.1 Superficies utilizadas

Para avaliar a formacéao de biofilme bacteriano, foi adquirida uma chapa de
aco inoxidavel AISI 304, acabamento numero 4, nas dimensdes de 1 x 1,20 m
(ACOMEDI - INOX E METAIS), material este selecionado por ser amplamente
utilizado na construgdo de equipamentos, bancadas e utensilios das industrias de
alimentos em geral.

A chapa foi transportada protegida de forma a evitar danos ao material, € 0
corte em cupons de 1 x 1 cm, foi realizado pelo Centro de Tecnologia da
Unicamp, em cortador especial para permitir a uniformidade do material nas
laterais.

A determinacdo da rugosidade do material também foi realizada pelo
Centro de Tecnologia da Unicamp, Laboratério de Metrologia, utilizando-se
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rugosimetro modelo S8P, fabricante Perthen, e padrdo de amplificagédo vertical,
fabricante Hallr Gmbh. O resultado para a analise de rugosidade foi obtido a partir

de uma média de nove medicdes e temperatura de 20 + 1 C.
4.5.2 Determinacao da formacao do biofilme bacteriano

Antes de cada ensaio, os cupons foram limpos por escovagdo usando-se
esponja, agua destilada e detergente neutro liquido, e apo6s este processo
rinsados com agua destilada e imersos em alcool etilico 70% por 1 hora visando
a remocao da gordura, seguido da rinsagem com agua destilada, secagem ao ar
e esterilizagdo em autoclave a 121 C por 15 minuto s (PARIZZI, 2004).

Os cupons teste foram imersos assepticamente em erlenmeyer de 200 mL,
contendo 100 mL de caldo MRS acrescido de um volume de suspensao de
Enterococcus faecium para uma contagem inicial de 1x10* UFC.mL™.

A formacado do biofilme bacteriano foi avaliada nas temperaturas de 4,5;
10,5; 25; 39,5 € 45,5 C, com variacdao de + 1 C, e nos tempos de contato de 0;
1,2; 4; 6,8; e 8 dias, com variacdo de + 1 hora com exceg¢ao ao tempo zero que
corresponde ao ensaio realizado imediatamente apds a imersao dos cupons no
frasco contendo o meio de cultura e a suspensao bacteriana. Foram
quantificadas as unidades formadoras de col6nias por cm?,

A cada tempo de contato os cupons foram retirados do caldo MRS para
avaliagdo da contagem padrdao em placa. A cada 48 horas de contato os cupons
incubados foram imersos em um novo caldo MRS inoculado com
aproximadamente 1x10* UFC.mL" para manter a concentragdo no meio e foi
realizada a contagem padrao em placa do caldo a ser descartado para controle.

A relacdo entre temperatura e tempo de contado foi avaliada de acordo com
um delineamento composto central rotacional para dois fatores (tempo de contato
e temperatura de exposicdo) proposto por Rodrigues e lemma (2005),
apresentado na Tabela 2. As respostas (UFC.cm™) foram ajustadas por regressdo
utilizando o modelo polinomial quadratico (log UFC.cm™= by + biT + b T? + bat +
bat? + bsTxt), em que by até bs sdo os coeficientes do modelo, T é temperatura e t
€ o tempo de contato.
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Tabela 2. Delineamento composto central rotacional para relagdo entre as
variaveis tempo de contato e temperatura de exposicao

Ensaios Temperatura (C) Tempo (dias)
1 -1 -1
2 -1 +1
3 +1 -1
4 +1 +1
S -1,41 0
6 +1,41 0
7 0 -1,41
8 0 +1,41
9 0 0
10 0 0
11 0 0

A codificacao é apresentada na Tabela 3.

Tabela 3. Codificagdo das variaveis do delineamento composto central rotacional

Codificacao das variaveis

1,41 -1 0 1 1,41
4,5 10,5 25 39,5 45,5
0 1,2 4 6,8 8

Temperatura (T)
Tempo (dias)

A menor temperatura utilizada foi 4,5 C, devido ao fato das bactérias do
género Enterococcus serem psicrotréficos, sendo, portanto capazes de crescer a
temperaturas de refrigeracao. Segundo Giraffa (2003) a presenca de bactérias do
género Enterococcus em queijos se deve principalmente a sua capacidade de
crescimento em ampla faixa de temperatura, o que justifica a utilizagdo de
temperaturas neste modelo até 45,5 C. A temperatur a central deve ser aquela
que pela literatura, certamente haverd o crescimento do microrganismo. Em
relacao aos tempos de contato estabelecidos, o tempo zero foi determinado como
um controle, variando até oito dias por se tratar da avaliacdo da formagcao de um

biofilme.
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Estabelecendo-se a faixa de tempo de contato e temperatura de exposicao
com base nas caracteristicas do microrganismo e tipo de experimento, os valores
sao calculados pelo modelo e a relacéo entre eles é apresentada na Tabela 4.
Foram realizadas trés repeticdes de cada ensaio.

Tabela 4. Relacao entre temperatura de exposi¢ao e tempo de contato

TEMPERATURA () TEMPO (dias)

45 4

1,2

10,5 6.8
0
4
25 4
4
8

1,2

39,5 6.8
45,5 4

4.5.3 Determinacao do numero de células aderidas

4.5.3.1 Contagem padrao em placas (CPP)

A avaliacédo da adesao e formacéao de biofilme de Enterococcus faecium foi
realizada pela técnica de contagem padrdo em placas (CPP). Depois de
incubados nos tempos e temperaturas determinados, cada cupom foi retirado do
caldo MRS e imerso em 10 mL de solucao peptonada 0,1% por um minuto, sem
agitacao, visando a remocao de células plancténicas. Em seguida, foi imerso em
5 mL da mesma solucdo e submetidos a vortex (Fanem Modelo 251, velocidade
10) por dois minutos para remocao das células sésseis. Foram preparadas as
diluicdes para plagueamento por profundidade em Agar Padrdo de Contagem
(PCA), seguido de incubacdo a 35 + 1 C por 48 horas (ANDRADE; AJAO;
ZOTTOLA, 1998). O mesmo procedimento foi realizado sem a adicdo do in6culo

no meio, para controle.
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4.5.4 Analise estatistica dos resultados

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

4.5.5 Verificacao experimental do modelo encontrado

Para verificacdo do modelo encontrado, foram conduzidos ensaios
experimentais em trés repeticdes, em condicbes nao avaliadas anteriormente,
como forma de testar a eficiéncia do modelo. Para isso foi realizado o mesmo
procedimento de preparo e incubagdo dos cupons teste (item 4.5.2), na
temperatura de 18 £ 1 T pelos tempos de 2, 4 e 6 dias de contato com var iacao
de = 1 hora, e na temperatura de 35 = 1 T pelos te mpos de 4 e 5 dias de contato

com variacao de = 1 hora.
4.6 Microscopia eletronica de varredura

Para avaliacdo visual da formacao de biofilme bacteriano nas superficies
dos cupons foi realizada a microscopia eletrénica de varredura, visando verificar
a topografia das superficies e a adesao bacteriana.

Para avaliagdo da adesdo bacteriana, dois cupons-teste de cada
tratamento foram incubados de acordo com os tempos e temperaturas
relacionados(item 4.5.2) e imersos em tampao fosfato 0,1M para rinsagem do
meio de cultura e células planctonicas. A fixagdo foi realizada utilizando-se
glutaraldeido 2% em solucédo de tampao fostato 0,1M, com imersao 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
concentracéo, e 100% em trés repeticobes por 10 minutos cada, para retirada
completa da agua. Os cupons foram transferidos para cestas permeéaveis e
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colocados no Secador de Ponto Critico (“Critical Point Dryer”) Balzers CPD 030,
com utilizacdo de gas carbbénico para retirada completa do alcool utilizado na
etapa de desidratagcdo. Apdés a secagem, os cupons foram levados ao
Metalizador Balzers Sputter Coater SCD 050, e submetidos ao processo de
metalizacdo com fina camada de ouro por 180 segundos, com a finalidade de
torna-los bons condutores elétricos, de forma a melhorar sua visualizagdo. Os
cupons foram entdo observados no Microscépio Eletrénico de Varredura JEOL
JSM - 5800 LV, em 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 metalizago.

4.7 Avaliacao da eficiéncia dos sanitizantes

Para avaliar a eficiéncia de sanitizantes em relagao ao biofilme formado de
Enterococcus faecium, foram utilizadas as solugdes de hipoclorito de sédio
(Super Candida, Industria Anhembi S.A.) a 100 mg.L™" de Cloro Residual Total
(CRT), pH=9,4 e de &cido peracético (Divovan Forte, Jonhson Diversey) a 300
mg.L ™" de Acido Peracético (APA), pH=2,8. Para o preparo das concentracdes foi
utilizada agua destilada estéril. A solugao clorada foi preparada e analisada de
acordo com a metodologia da American Public Health Association — APHA (1985)
e a de 4&cido peracético de acordo a indicacdo do fabricante
(JOHNSONDIVERSEY, 2002).

Para cada sanitizante foram utilizados 60 cupons de aco inoxidavel, para
que se pudesse comparar ao método de diluicao de uso, que é o padrao para
avaliacao da adesao bacteriana em superficie de ago inoxidavel.

Os cupons de aco inoxidavel foram imersos, assepticamente, em
erlenmeyer de 200 mL, contendo 100 mL de caldo MRS acrescido de um volume
de suspensdo de Enterococcus faecium, para uma contagem final de 1x10*
UFC.mL", e incubados a 35 + 1 </ 48 + 1h, por ser a tempe ratura 6tima de
crescimento deste microrganismo. Cada erlenmeyer recebeu 10 cupons para

analise e 1 para controle, num total de 6 ensaios para cada sanitizante. O cupom
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controle refere-se aquele que ndo recebeu o sanitizante, e sua contagem foi
utilizada para calcular o numero de reducdes decimais promovido pelos
sanitizantes.

Apés este processo os cupons foram rinsados em agua peptonada 0,1%
para retirada de meio e células plancténicas e imersos em 10 mL de cada
solucdo sanitizante por 10 minutos a temperatura ambiente, em torno de 25 <T.
Apb6s o tempo de contato os cupons foram transferidos para 10 mL de solugéo
neutralizante de tiosulfato de sodio a 1% por 10 minutos, para inativacao da acao
do sanitizante.

Os cupons foram retirados da solugédo neutralizante, imersos em 5 mL de
solugédo peptonada 0,1% e submetidos a vértex por dois minutos para remogao
das células sésseis. Foram preparadas as diluicbes e plaqueamento por
profundidade em Agar Padrdo de Contagem (PCA), seguido de incubacéo a 35 +
1 C por 48 + 1h.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao tecnoldgica

A presenca de bactérias do género Enterococcus em queijos € hoje assunto
de muita discussdo, pois apesar de existirem estirpes relacionadas a
enfermidades humanas, outras foram identificadas como nao patogénicas e
capazes de conferir aos queijos caracteristicas tecnoldgicas desejaveis e muitas
vezes determinantes para sua aceitabilidade.

Assim estirpes especificas de Enterococcus sédo freqiientemente relatadas
por apresentarem capacidade de acidificacdo e produgdo de sabor e aroma
caracteristicos de alguns queijos. No entanto estas sao caracteristicas variaveis e
dependentes da estirpe e do meio em que se encontra.

5.1.1 Atividade em leite tornassolado

As reacOes em leite tornassolado podem ser utilizadas para caracterizacao
de culturas laticas. A fermentacdo da lactose com producdo de acido e a
protedlise devido a enzimas sintetizadas pelos microrganismos podem ser
identificadas por alteracao de cor e formacao de coagulo no meio.

Assim as transformacdes no meio devido as reagdes que ocorreram
durante a incubacéo a 35 C por periodo de até 14 dias, podem ser visualizadas
pelas Figuras 6 e 7, que correspondem a cultura de Enterococcus faecium isolado
de queijo de coalho e Enterococcus faecium ATCC 6569 respectivamente.
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Figura 6. Ayaliacio de Enterococcus faecium 946Ec isolado de queijo de coalho
em leite tornassolado, ap6s 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 14 dias da
esquerda para direita respectivamente

Figura 7. Avaliacdo de Enterococcus faecium ATCC 6569 em leite tornassolado,
apos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 10 e 14 dias da esquerda para direita
respectivamente

A producgéo de &cido a partir da fermentacao da lactose foi mais rapida a
principio na cultura de Enterococcus faecium 946 Ec quando comparada ao
Enterococcus faecium ATCC 6569, ja que além da coloragao rosa a coagulagéo ja
era evidente apos 24 horas.

Apos esse periodo o comportamento das culturas foi bem parecido, ja a
coloragao rosa aumentou gradativamente ao logo dos dias, sendo mais expressiva
na cultura de Enterococcus faecium isolada de queijo de coalho.
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De acordo com o teste as duas culturas ndo apresentam caracteristicas
proteoliticas, ndo sendo também detectado por este teste a producédo de diacetil,

que possivelmente pode ter ocorrido em pequena quantidade.

5.1.2 Capacidade acidificante

Dentre as caracteristicas tecnolégicas relacionadas a presenca de bactérias
do género Enterococcus em queijos, encontra-se a capacidade acidificante de
algumas estirpes. Geralmente ocorre pequena queda do pH pela acdo dessas
bactérias, ndo ultrapassando pH de 5,5 apds 24 horas, no entanto algumas
estirpes especificas podem apresentar alto potencial acidificante (GIRAFFA,
2003).

Durlu-Ozkaya et al. (2001) verificaram que dentre varias estirpes de
Enterocuccus, apenas uma pequena porcentagem promoveu reducédo do pH do
leite para 5,0 — 5,2, ap6s 16 — 24 horas de incubacao a 37 .

Morandi et al. (2006), obtiveram maior reducdo do pH no leite para as
estirpes de Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, chegando este em
torno de 4,5 apds 24 horas de incubacédo a 37 C.

Em outro estudo Suzzi et al. (2000) verificaram um maior poder de
acidificacdo para o Enterococcus faecium quando comparado ao Enterococcus
faecalis e Enterococcus durans, apresentando pH de 4,5 apdés 24 horas de
incubagéo.

A atividade acidificante de Enterococcus faecium 946Ec utilizado no nosso

trabalho, durante crescimento em leite, é apresentada na Figura 8.
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Curva de pH no leite

R?=0,9913

4,5 1 1 1 1 1 1 1 |
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Tempo (horas)

Figura 8. Capacidade de acidificagdo de Enterococcus faecium 946Ec isolado de

queijo de coalho artesanal, em leite no periodo de 0 a 48 horas, de

acordo com o0 modelo de A(t)Barany e Roberts (1995)
Hmax . -1
(Y(t) =yo + (Hmax - A(t)) —In (1+— gymax—y0))

Para ser utilizada na fabricagdo de queijos, uma cultura latica devera
reduzir o pH do leite a seu ponto isoelétrico (pH de aproximadamente 4,6) no
tempo de 10 a 24 horas, promovendo assim a coagulagcao (FOX et al. 2000).

A cultura de Enterococcus faecium avaliada, ndo pode ser considerada
como rapida produtora de acido, estando o pH em 5,23 ap6s 24 horas de
incubacgéo no leite a 35 €, e mesmo apds 48 horas e ste ndo atingiu o valor de 4,6
necessario a coagulacao, ja que apresentava valor de 4,84.

Segundo Carvalho (2007), a habilidade em produzir acido ndo é uma
caracteristica estavel entre os diferentes géneros de Bactérias Acido Laticas
(BAL), podendo apresentar inumeras variagcdes de acordo com a espécie, origem
do isolado, temperatura e tempo de incubacgédo, meio de crescimento, entre outros.

Além disso, provavelmente esta é uma das caracteristicas apresentadas pela
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maioria das bactérias isoladas do queijo de coalho, ja que este apresenta pH
elevado.

5.1.3 Producao de diacetil

Outra importante caracteristica tecnolégica é a capacidade de algumas
espécies de Enterococcus em metabolizar o citrato, com conseqliente producao
de compostos sapidos e aromaticos como o acetato, acetaldeido e principalmente
o diacetil (GIRAFFA, 2003).

Freitas et al. (1999), observaram que o Enterococcus faecalis apresentou
maior agao quanto ao metabolismo do citrato em relagdo ao Enterococcus
faecium, demonstrando a diferenca entre as espécies.

O teste de producdo de citrato para cultura de Enterococcus faecium foi
positivo, indicado pelo aparecimento do halo avermelhado na parte superior do
tubo, sendo este mais evidente apds o periodo de cerca de 40 minutos.

Esta € considerada uma caracteristica muito importante em alguns tipos de
queijos, como o queijo de coalho. Em pesquisa realizada com amostras de queijo
de coalho comercializado na regiao da cidade de Campinas, foi verificado que
para os consumidores, 0 sabor e aroma de manteiga foram as caracteristicas mais
apreciadas para este tipo de queijo, sendo portanto, considerados os atributos de
maior impacto na qualidade do produto, influenciando diretamente a decisao de
compra (PEREZ, 2005).

De acordo com Perez (2005), tais atributos, bastante valorizados pelos
consumidores de queijos, podem estar relacionados ao tratamento térmico que
pode promover a selegcdo de microrganismos capazes de produzir o diacetil,
através do metabolismo do citrato, sendo este o composto responsavel pelo
desenvolvimento do sabor e aroma de manteiga no queijo.

Assim bactérias do género Enterococcus podem se desenvolver nos
queijos, por serem capazes de sobreviver a temperaturas de pasteurizagao, ou por
uma contaminacdo poés-processamento. Encontrando um meio entdo livre de
competidores, o que favorece sua rapida multiplicacdo, podem metabolizar o
citrato com producéo de compostos sapidos e aromaticos.
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5.2 Contagem de bactérias do género Enterococcus no leite cru

A contagem de bactérias do género Enterococcus no leite cru foi realizada
com o objetivo de determinar a contaminagédo inicial do leite que chega as
industrias de laticinios, entrando em contato com equipamentos e utensilios, como
silos de armazenamento, tanques de processamento de queijos, entre outros,
podendo contamind-los e iniciar o processo de formacao de biofilme bacteriano
para casos em que o sistema de higienizacao seja ineficiente.

As colbnias de Enterococcus spp. presente no leite cru (Figura 9) em meio
seletivo agar KF Streptococcus foram comparadas aquelas obtidas a partir do
plagueamento da cultura de Enterococcus faecium ATCC 6569 (Figura 10).

Figura 9. Crescimento de Enterococcus spp. presente do leite cru em meio
diferencial agar KF Streptococcus, apds incubacéo a 45 < por 48 horas

Figura 10. Crescimento de Enterococcus faecium ATCC 6569 em meio diferencial
agar KF Streptococcus, apds incubacao a 45 € por 48 horas
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As Figuras 9 e 10 permitem observar as semelhangas entre as colénias
obtidas a partir da contagem de Enterococcus spp. presente no leite cru, e
Enterococcus faecium ATCC 6569, apresentando as caracteristicas principais
atribuidas a colénias de bactérias deste género quando incubadas em meio
diferencial agar KF Streptococcus, colénias vermelhas pela redugdo de TCC a
formazan, rodeadas de halo amarelo pela formacdo de &cido detectado pelo
indicador bromocresol purpura.

A contagem média encontrada das trés repeticdes foi de 2,2 x 10* UFC.mL’
' sendo assim foi definido que o inoculo inicial para os testes de avaliacdo da
formacao de biofilme seria de aproximadamente 1 x 10* UFC.mL™.

Resultado semelhante foi encontrado por Souto (2006), que obteve uma
contagem de 4,5 x 10* UFC.mL" de Enterococcus spp. no leite cru. Em outra
pesquisa Souto et al. (2005) encontraram uma média de 1,8 x 10* UFC.mL" de
Enterococcus spp. em amostras de leite cru de propriedades no Estado de Sao
Paulo. Ja na pesquisa realizada por Gelsomino et al. (2001), esta contagem foi de
1 x 10° UFC.mL", a menor contagem possivelmente se deve a caracteristicas
especificas do leite de diferentes regides.

Segundo Giraffa (2003), os niveis de Enterococcus na massa do queijo
podem chegar de 10*a 10 UFC.g"' e ao final do periodo de maturagéo, de 10°a
10" UFC.g™".

5.3 Curva de crescimento
O modelo proposto por Barany e Roberts (1995) consiste de um modelo
primario matematico preditivo, que vem sendo muito utilizado atualmente

(SPINELLI, 2006). Esse modelo permite através do software DMFit a avaliacao da

curva de crescimento, que pode ser visualizada na Figura 11.
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Curva de crescimento de Enterococcus faecium

10 ¢ R?= 0,9868

log (UFC.mL™)
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Figura 11. Curva de crescimento de Enterococcus faecium 946Ec isolado de
queijo de coalho, em caldo MRS Lactobacilli, incubado a 35 € durante
24 horas, de acordo com o modelo de Barany e Roberts (1995)

umax . A(t) _ 1

(y(t) = Yo+ (Hmax - A(t) =In (1 + —gy-—=y—))

O inéculo inicial foi de aproximadamente 1 x 10* UFC.mL", ja que esta
contagem foi a utilizada na avaliacdo da formacéo de biofilme por ter sido esta a
concentragao detectada no leite cru (item 5.2).

Apbs 12 horas a contagem era de 2,25 x 10’ UFC.mL™, e apds 24 horas se
mantinha estavel em 1,48 x 10° UFC.mL". Resultado semelhante foi obtido por
Andrade, Ajao e Zottola (1998), para avaliacdo do crescimento de Enterococcus
faecium em caldo MRS, ja4 que apés 24 horas a contagem era de 1 x 10°
UFC.mL™, quando o indculo inicial foi de aproximadamente 1 x 10° UFC.mL™,
Assim foi determinado o tempo de incubagdo a 35 € do caldo MRS
inoculado para os repiques de ativacédo da cultura, para que este fosse realizado
na fase de crescimento constante da cultura, promovendo maior padronizacdo do

experimento.
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5.4 Avaliacao da formacao de biofilme de Enterococcus faecium
5.4.1 Avaliacao da rugosidade

O aco inoxidavel pode ser produzido em diferentes graus, que variam
principalmente em funcdo de sua composicdo de ferro, cromo e niquel, e
diferentes polimentos de acordo com a finalidade o que influencia a adesao
bacteriana em funcdo das suas varias microtopografias e propriedades fisico-
quimicas (JULLIEN et al., 2002).

A rugosidade encontrada expressa uma média de nove repeticdes, sendo
esta de 0,366 um, com incerteza de 7,3%. Este resultado se encontra dentro da
faixa determinada pela American Society for Testing and Materials (ASTM) para o
acabamento numero 4, que pode variar de 0,15 a 0,40 um, obtido a partir de
lixamento Uumido, com lixas abrasivas de grana que variam de 180 a 220 (Aco
inox, 2006), podendo portanto ser considerado adequado para utilizacdo nas
industria de alimentos.

Segundo Flint, Brooks e Bremer (2000), a rugosidade superficial do aco
inoxidavel utilizado em industrias de laticinios ndo deve ultrapassar 0,8 um, de

forma a garantir a seguranca das usinas de processamento em termos higiénicos.

5.4.2 Formacao de biofilme de Enterococcus faecium em superficie de aco

inoxidavel

Os resultados da adesao e formacao de biofilme de Enterococcus faecium
na superficie de aco inoxidavel, obtido pela técnica de contagem padrdo em
placas expressos em log UFC.cm™ em fungéo do tempo de contato e temperatura
de incubacao sao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Formacao de biofilme de Enterococcus faecium em superficie de ago
inoxidavel avaliada pela contagem padrao em placas

Temperatura () Tempo (dias) log UFC.cm ™* + DP**
4,5 4 1,91 £ 0,01
10,5 1,2 1,17+ 0,13

6,8 3,15+ 0,74
25 0 0,30 £ 0,28
4 5,70 £ 0,10
4 5,88 + 0,02
4 6,14 £ 0,30
8 5,15+0,13
39,5 1,2 5,38 £ 0,12
6,8 6,91 £ 0,51
45,5 4 3,77 £ 0,11

*Média de trés repetigbes

** Desvio padrdo

Em relacao ao tempo de contato observa-se (TABELA 5) que o aumento de
1,2 para 6,8 dias nas temperaturas de 10,5 e 39,5 °C promoveu aumento em
média de 1,98 e 1,53 ciclos log respectivamente, o que demonstra a influéncia do
tempo de contato na formacao de biofilmes. Em equipamentos que tiveram uma
higienizag&o incorreta, por exemplo, os microrganismos permanecem em contato
com o mesmo por longo tempo, podendo iniciar o processo de formacdo de
biofilmes.

No entanto quando se compara os tempos de 4 e 8 dias a 25 C, observa-
se um decréscimo em média de 0,75 ciclos log, o que pode ser explicado pelo fato
de que segundo Forsythe (2002), Telgmann, Horn e Morgenroth (2004), com o
tempo o biofilme pode desprender no meio grandes fragmentos, o que diminui sua
contagem até que esta se restabeleca, promovendo a contaminacdo dos
alimentos em altos niveis.

Observa-se que com o aumento da temperatura de 4,5 para o0 25 C
(TABELA 5), o aumento do numero de células de Enterococcus faecium aderidas
foi em média de 3,99 ciclos log para o tempo de contato de 4 dias. Quando a
comparacao é feita entre as temperaturas de 25 e 45,5 C para o0 mesmo tempo,
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ocorre um decréscimo do numero de células aderidas em média de 2,13 ciclos log.
Comparando-se a temperatura de 10,5 e 39,5 C, para 1,2 e 6,8 dias houve
aumento de 4,21 e 3,76 ciclos log respectivamente.

Estes resultados demonstram a influéncia da temperatura no processo de
adesdo e formacao de biofilme bacteriano. O Enterococcus faecium é um
microrganismo psicrotrofico, e por isso embora apresente capacidade de crescer
sob refrigeracao, segundo Hartman, Deibel e Sieverding (1992) sua temperatura
6tima de crescimento é de 35 T. A medida que a te mperatura se distancia da
6tima, o crescimento do microrganismo decresce, 0 que explica a maior taxa de
adesao nas temperaturas de 39,5 e 25 € quando comparadas a 4,5, 10,5 e
45,5 C.

O efeito da temperatura em relacdo ao crescimento de Enterococcus

faecium no caldo MRS pode ser visualizada na Tabela 6.

Tabela 6. Contagem de Enterococcus faecium no caldo MRS Lactobacilli ap6s

dois dias de incubacao

Temperatura (C) log UFC.mL '* £ DP**
4,5 3,69 £ 0,07
10,5 4,25 + 0,01
25 8,59 + 0,01
39,5 8,88 + 0,57
45,5 7,68+0,12

*Média de trés repeticdes

** Desvio padrao

As Tabelas 5 e 6 permitem observar a relacdo entre a taxa de adesao e
formacao de biofilme e a contagem no meio de cultivo, j& que os tratamentos com
maior contagem no meio de cultivo também apresentaram maior taxa de adesao
aos cupons de aco inoxidavel.

As contagens do caldo MRS apés dois dias de contato, nas temperaturas
avaliadas no experimento (TABELA 6), demonstram ainda que embora a baixas
temperaturas o crescimento do microrganismo tenha sido limitado, este

permaneceu no meio podendo aderir a superficie.
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Assim caso ocorra um aumento na temperatura ele podera se desenvolver
rapidamente e iniciar o processo de formacdo de biofilme bacteriano, como foi
verificado nas temperaturas mais altas, como a 25 °C que caracteriza a
temperatura ambiente.

De acordo com Brito e Brito (2001), o leite deve ser armazenado a
temperatura em torno de 4 C, e caso ocorra abuso 0 s microrganismos presentes
poderdo se desenvolver rapidamente. No entanto o armazenamento prolongado
mesmo sob refrigeracdo pode promover alteragdes no leite pelo desenvolvimento
de psicrotroficos.

Para Fox et al. (2000) uma das principais causas de contaminacao em leite
e produtos lacteos sdo os equipamentos higienizados de forma insatisfatéria, ja
que o leite € um alimento muito rico nutricionalmente e a presenca de residuos
nas superficies torna-se um importante substrato ao crescimento microbiano, o
que se agrava pelo fato de que os equipamentos permanecem a temperatura
ambiente, geralmente acima de 15 <.

Ronner e Wong (1993) consideram que para ser denominado biofilme, o
nimero minimo de células aderidas deve ser de 10° UFC.cm?®, sendo este o
padrdao mais utilizado pelos pesquisadores. Nos tratamentos de 25 T por 4 € 8
dias, 39,5 € por 1,2 e 6,8 dias ocorreu a formagcdo de biofilme, enquanto nos
demais tratamentos ocorreu somente o processo de adesao.

Existem poucos estudos da formacao de biofilme por bactérias do género
Enterococcus em superficies de contato com alimentos, sendo mais encontrados
na area medica e odontolégica devido a patogenicidade atribuida a maioria das
estirpes encontradas em amostras clinicas. Devido a grande diferenga entre
estirpes presentes em ambientes hospitalares e de processamento de alimento a
comparacdo entre os resultados obtidos nestes ambientes para adesao e
formacao de biofilme, seria contraditoria.

Dentre os estudos que avaliaram a adesdo e formacado de biofilme de
Enterococcus em superficies utilizadas na industria de alimentos, Andrade, Ajao e
Zottola (1998), observaram contagem de 45 e 5 log de UFC.mm? de
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Enterococcus faecium em superficie de aco inoxidavel apés 24 horas a 35 T,
quando a contagem inicial era de aproximadamente 1 x 10° e 1x10° UFC.mL"™".

Figueiredo (2000), também verificou a capacidade de adesao de
Enterococcus faecium em superficie de ago inoxidavel em equipamento modelo de
linha de processamento de leite, encontrando uma contagem de 6,5 x 10° UFC.cm’”
2 apés 12 horas a temperatura de 18 C.

Timelli et al. (2006) encontraram em industria de processamento de queijo
contagem de bactérias do género Enterococcus de 2,31, 1,05 e 2,03

log UFC.cm™ no piso, parede e bandeja de queijo respectivamente.
5.4.3 Modelagem da adesao e formacao de biofilme

A Tabela 7 apresenta a analise de variancia do logaritmo decimal do
nimero de UFC.cm™ de células de Enterococcus faecium aderidas aos cupons de

aco inoxidavel em funcao do tempo e temperatura.

Tabela 7. Andlise de variancia (ANOVA) para formacdo de biofilme

deEnterococcus faecium em acgo inoxidavel

Soma de
quadrados GL Quadrado médio  Fcal p-valor
Regresséao 40,519 4 10,130 6,864 0,020
Falta de ajuste 8,757 4 2,189
Erro Puro 0,097 2 0,049
Residuos 8,854 6 1,476
Total 49,373 10

Ftab(reg/res)=4,53

A analise de variancia indicou que o modelo foi significativo (p<0,05)
(TABELA 7), o Fcalculado encontrado foi 1,5 vezes maior que o Ftabelado e o
coeficiente de correlagdo (R?) foi igual a 0,82 validando o modelo encontrado e
demonstrando que este se ajusta bem aos dados experimentais.

Os coeficientes de regressdao, com o0s parametros estatisticamente
significativos (p<0,05), sdo apresentados na Tabela 8. Foram significativos no
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nivel linear e no quadratico, as variaveis tempo e temperatura, no entanto a este

nivel de significancia a interacado entre os fatores lineares nao foi significativa, o

que pode ser visualizado através do grafico de Pareto (FIGURA 12).

Tabela 8. Coeficientes significativos do modelo

Coeficientes significativos Valores
Média 5,91340
Temperatura 1,32605
Temperatura® -1,19139
Tempo 1,29446
Tempo® -1,25259

P=0,05
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Figura 12. Grafico de Pareto para andlise dos efeitos dos fatores na variavel

resposta

Qualquer efeito que excedeu a linha vertical (P=0,05) (FIGURA 12) foi

considerado relevante, assim os fatores tempo, tempo® temperatura e

temperatura® foram significativos. Destes a temperatura foi o fator que apresentou

maior influéncia na taxa de adesao de Enterococcus faecium em aco inoxidavel.
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Com estes resultados foi elaborado o modelo matematico que descreve o
processo de formacédo de biofilme por Enterococcus faecium em fungdo do tempo

de temperatura. O modelo com as variaveis codificadas é descrito abaixo:

log UFC. cm™ = 5,91340 + 1,32605T - 1,19139T? + 1,29446t - 1,25259t°

t: tempo; T: temperatura

A partir da equacao é possivel encontrar os valores previstos para o
comportamento da adesao de formacao de biofilme de Enterococcus faecium em
aco inoxidavel em diferentes condi¢cdes de tempos e temperaturas encontrados na
industria de alimentos.

Segundo Pefa (2005) estes modelos de predicdo podem ser de grande
importancia na tomada de decisées em relagcdo aos procedimentos de limpeza e
sanitizagdo de equipamentos e utensilios na industria de alimentos, pois permitem
uma melhor elucidacao do processo de adesao e formacao de biofilme bacteriano.

A andlise da superficie resposta e curvas de contorno geradas pelo modelo
(FIGURA 13) permitem verificar a existéncia de uma regido 6tima para formacao
de biofilme de Enterococcus faecium, onde se encontra uma faixa de combinacdes
que variam aproximadamente de 3 a 7,5 dias para o tempo de contato e para a
temperatura de exposicao de 22 a 43 T.
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Figura 13. Superficie resposta (a) e curvas de contorno (b) em fungdo do

tempo de contato e temperatura de exposicdo para adesdo de
Enterococcus faecium 946Ec em ago inoxidavel AISI 304,

acabamento numero 4
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5.4.4 Verificacao experimental do modelo encontrado

Para verificacdo dos modelos encontrados foram conduzidos ensaios
experimentais em condicbes que nao haviam sido avaliadas e utilizadas na
implementagdo dos modelos, como forma de testar o desempenho do modelo
encontrado, verificando se este descreve bem os resultados reais. A média dos

resultados podem ser visualizados na Tabela 9.

Tabela 9. Comparacdo da média dos resultados da adesao de Enterococcus
faecium em aco inoxidavel obtidos experimentalmente e pelo

modelo preditivo

Temperatura Tempo Experimental Predito Desvio Desvio
(T) (dias) log UFC.cm® + DP*  log UFC.cm? relativo (%)
18 2 3,39 0,18 3,43 -0,04 -1,18
4 4,99 £ 0,39 4,99 0 0
6 5,39 £ 0,60 5,28 0,11 2,04
35 4 6,03 £ 0,38 6,26 -0,23 -3,81
5 6,61 1,26 6,97 -0, 36 -5,44

*Média de trés repeticbes

**Desvio padrao

Podemos observar que com exce¢ado ao resultado obtido para andlise a 18
T por 4 dias de contato em que os resultados experimentais e preditos foram
iguais e para 18 T por 6 dias em que o valor encontrado foi pouco maior que o
predito, nos resultados para os outros ensaios os valores preditos foram maiores
gue os encontrados experimentalmente, ou seja, as predi¢cdes tenderam para o
lado seguro, j& que as taxas de adesdo preditas foram superiores as
experimentais. Esta pode ser considerada uma relacdo importante quando o
modelo é ajustado para auxiliar na determinacdo de procedimentos de
higienizacdo nas industrias de alimentos, pois predicbes menores que as reais
poderiam colocar em risco a segurancga destes, enquanto predicées maiores que

as reais resultam em maior controle do processo.
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5.5 Microscopia eletronica de varredura

Foram obtidas fotomicrografias por microscopia eletrénica de varredura da
superficie de aco inoxidavel para visualizacdo de sua topografia (FIGURA 14), e
também da mesma superficie submetida ao processo de adesao de formacéao de
biofilme por Enterococcus faecium, em algumas das combinacdes de tempo e
temperatura utilizadas na elabora¢do do modelo (FIGURAS 15, 16, e 17).

P - ing
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Figura 14. Fotomicrografia de superficie de aco inoxidavel AlSI 304, acabamento
namero 4, ndo submetido ao processo de adesdo, observada por
microscopia eletrbnica de varredura nos aumentos de: a) 800 x, b)
1500 x
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Figura 15. Fotomicrografia observada por microscopia eletrénica de varredura, de
superficie de aco inoxidavel AISI 304, acabamento numero 4,
submetida ao processo de adesao por Enterococcus faecium 946Ec a
4.5 € por 4 dias, nos aumentos de: a) 1500 x, b) 4 000 x, ¢) 6000 x, d)
8000 x
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Figura 16. Fotomicrografia observada por microscopia eletrénica de varredura, de
superficie de ago inoxidavel AISI 304, acabamento numero 4,
submetida ao processo de adesao por Enterococcus faecium 946Ec a
25 € por 4 dias, nos aumentos de: a) 1500 x, b) 4000 x, c) 6000 x, d)
8000 x
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Figura 17. Fotomicrografia observada por microscopia eletrénica de varredura,
de superficie de aco inoxidavel AISI 304, acabamento namero 4,
submetida ao processo de ades&o por Enterococcus faecium 946Ec
a 39,5 € por 6,8 dias, nos aumentos de: a) 800 x, b) 1500 x, c)
1500 x, d)4000 x

A observacdo microscédpica permitiu a visualizagdo de pequenas
irregularidades ao longo da superficie do ago inoxidavel, sendo detectado alguns
pontos de maior irregularidade como na Figura 16c. Segundo Bower, McGuire e
Daeschel (1996), as imperfeicoes encontradas nas superficies podem diminuir a
eficiéncia dos procedimentos de higienizacdo e facilitar a penetracao de residuos
de alimentos que servirdo de substrato para a adesdo bacteriana, crescimento e
formacgéo do biofilme.

Como a contagem em placas a 4,5 € por 4 dias foi pequena,
caracterizando apenas a etapa de adesao e ndao a de formacao de biofilme, pela
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observacdo microscopica (FIGURA 15) da superficie também nao foi possivel a
visualizacdo de grande concentragdo de células, encontrando-se estas bastante
dispersas ao longo do cupom de aco inoxidavel avaliado.

A avaliacdo do cupom submetido ao processo de formacao de biofilme a
25 € por 4 dias, permitiu melhor identificacdo das células de Enterococcus
faecium, que se caracterizaram como diplococos, ja& que na maioria das vezes
foram visualizados em pares. Esse tratamento permitiu ainda a contagem em
UFC.cm™® das bactérias aderidas, pelo fato das células terem se distribuido mais
uniformemente na area do cupom. As contagens de Enterococcus faecium através
das fotomicrografias (FIGURAS 16a e 16b) foram em média 4,08 x 10° UFC.cm™,
estando esta muito préxima a contagem padrao em placas que apresentou média
de 8,93 x 10° UFC.cm™, para as mesmas condicdes de tempo e temperatura de
exposicao. A diferenca entre as contagens embora considerada pequena sao
possivelmente devido a variagdes entre os métodos, que permitem erros
experimentais, além da possivel aglomeracao de células em determinados pontos
da superficie, o que dificulta sua contagem quando se utiliza a microscopia.

Tais aglomeragdes que caracterizam os biofilmes podem ser visualizadas
nas fotomicrografias obtidas pela avaliagdo a 39,5 < por 6,8 dias (FIGURAS 17a,
17b, 17¢c e 17d), além da presenca de exopolissacarideos, representados pelas
manchas brancas nao encontradas nas fotomicrografias de menor adesao. Assim
como na contagem padrao em placas, em que esse foi o tratamento que obteve
maior taxa de adesdo, 0s cupons vistos por microscopia evidenciaram a
concentracdo de células, ndo permitindo, portanto a contagem em UFC.cm™, para

a comparagao.
5.6 Avaliacao da eficiéncia dos sanitizantes

O teste de diluicao de uso é bastante utilizado na determinagdo da maior
diluicao do sanitizante que ainda apresenta eficiéncia bactericida e para avaliacao

da eficiéncia das concentracdes recomendadas pelos fabricantes. Neste teste

células de Salmonella choleraesuis ATCC 10708, de Staphylococcus aureus
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ATCC 6538 e de Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442, aderidas a superficie de
cilindros de ago inoxidavel sdo submetidas a agdo de sanitizantes, sendo
aprovadas apenas as diluicdbes que destruirem o microrganismo em 59 dos 60
cilindros avaliados, apds 10 minutos de contato (ANDRADE; CARELI; MARTINS,
2008).

Este teste é utilizado como base para avaliacdo de resisténcia a
sanitizantes também para outros microrganismos. No entanto, apresenta algumas
limitacbes, sendo a principal delas a ndao simulacdo adequada das condi¢coes
usuais nas industrias de alimentos (ANDRADE; CARELI; MARTINS, 2008), como
o tempo de contato entre os cilindros e o microrganismo, que é de 15 minutos, nao
prevendo uma possivel formacao de biofilme bacteriano.

Os resultados obtidos para contagem das células recuperadas de biofilme
de Enterococcus faecium em superficie de aco inoxidavel, apdés submetidas a
acdo dos sanitizantes hipoclorito de sédio a 100 mg.L™" e 4cido peracético a 300
mg.L" sdo apresentados nas Tabelas 10 e 11, respectivamente.

Observa-se que nestas concentragcdes recomendadas pelos fabricantes e
utilizadas nas industrias de alimentos, em especial nos laticinios, houve
resisténcia do microrganismo, sendo detectado crescimento em 60 cupons
submetidos a acao do hipoclorito de s6dio e em 57 cupons submetidos a acéao do
acido peracético.
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Tabela 10. Enterococcus faecium 946Ec aderido em superficie de ago inoxidavel

apos 10 minutos de contato com o sanitizante hipoclorito de sédio a

100 mg.L™
Hipoclorito de so6dio 100 mg.L™
Ensaio log Ensaio log Ensaio log Ensaio log

UFC.cm® UFC.cm® UFC.cm® UFC.cm®
1 2,74 16 2,37 31 2,38 46 3,10
2 2,76 17 2,77 32 2,65 47 1,99
3 2,99 18 2,66 33 2,39 48 4,25
4 3,67 19 1,87 34 2,74 49 1,53
5 2,19 20 2,67 35 1,81 50 3,10
6 3,46 21 1,38 36 4,28 51 1,86
7 2,66 22 2,43 37 2,23 52 3,70
8 1,66 23 3,05 38 2,86 53 1,40
9 2,63 24 1,62 39 2,99 54 2,28
10 2,41 25 2,87 40 1,38 55 3,09
11 3,36 26 2,39 41 2,40 56 1,96
12 1,60 27 2,63 42 2,46 57 2,57
13 2,36 28 2,86 43 1,87 58 3,26
14 2,47 29 2,63 44 2,59 59 2,53
15 2,26 30 2,45 45 2,53 60 2,27
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Tabela 11. Enterococcus faecium 946Ec aderido em superficie de ago inoxidavel

apo6s 10 minutos de contato com o sanitizante acido peracético a

300 mg.L"
Acido Peracético 300 mg.L™"
Ensaio log Ensaio log Ensaio log Ensaio log
UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm?
1 1,28 16 1,71 31 1,43 46 1,56
2 1,58 17 0,90 32 1,00 47 1,51
3 1,93 18 3,59 33 1,28 48 0,87
4 1,21 19 0,00 34 1,91 49 3,55
5 1,38 20 2,31 35 0,60 50 1,66
6 0,00 21 1,38 36 1,93 51 1,25
7 1,39 22 1,07 37 0,90 52 1,11
8 2,36 23 1,76 38 2,08 53 1,93
9 1,33 24 2,56 39 2,13 54 2,15
10 1,90 25 1,06 40 2,20 55 0,00
11 0,70 26 2,05 41 2,08 56 1,49
12 1,37 27 1,28 42 1,19 57 0,60
13 1,30 28 1,06 43 2,89 58 1,96
14 1,17 29 1,57 44 1,57 59 1,30
15 1,56 30 1,19 45 1,08 60 1,45

A contagem média microrganismos sobreviventes foi de 2,53 e 1,52 log
UFC.cm™ na utilizacdo de hipoclorito de sédio e acido peracético respectivamente.
A Figura 18 permite a comparacao entre os dois sanitizantes, evidenciando um
maior nimero de cupons nos intervalos de menor log UFC.cm™ para o acido
peracético, o que demonstra a prevaléncia de uma menor contagem deste
tratamento quando comparado ao tratamento com hipoclorito de sédio.
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Figura 18: Contagem de Enterococcus faecium 946Ec recuperado em superficie
de aco inoxidavel, apds ag¢do dos sanitizantes hipoclorito de sédio a
100 mg.L™" e acido peracético a 300 mg.L™

Como a contagem de microrganismos sobreviventes foi maior nos cupons
submetidos a acao do hipoclorito de sédio, conseqientemente o numero de
reducdes decimais deste foi menor quando comparado ao acido peracético, como
€ apresentado nas Tabelas 12 e 13.

A contagem média dos cupons utilizados como controle, foi de 3,54 x 10°
UFC.cm?, sendo esta a contagem considerada como a inicial para o célculo do

namero de redugdes decimais.
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Tabela 12. Numero de redugdes decimais de biofilme de Enterococcus faecium
946Ec em log UFC. cm™ apés agdo do hipoclorito de sédio a 100

mg.L™
Hipoclorito de so6dio 100 mg.L™
Ensaio log Ensaio log Ensaio log Ensaio log
UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm?
1 2,80 16 3,17 31 3,16 46 2,44
2 2,78 17 2,77 32 2,89 47 3,55
3 2,55 18 2,88 33 3,15 48 1,29
4 1,87 19 3,67 34 2,8 49 4,01
5 3,35 20 2,87 35 3,73 50 2,44
6 2,08 21 4,16 36 1,26 51 3,68
7 2,88 22 3,11 37 3,31 52 1,84
8 3,88 23 2,49 38 2,68 53 4,14
9 2,91 24 3,92 39 2,55 54 3,26
10 3,13 25 2,67 40 4,16 55 2,45
11 2,18 26 3,15 41 3,14 56 3,58
12 3,94 27 2,91 42 3,08 57 2,97
13 3,18 28 2,68 43 3,67 58 2,28
14 3,07 29 2,91 44 2,95 59 3,01
15 3,28 30 3,09 45 3,01 60 3,27
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Tabela 13. Numero de reducgdes decimais de biofilme de Enterococcus faecium

946Ec em log UFC. cm™ apds agdo do 4cido peracético a 300 mg.L™

Acido Peracético 300 mg.L™"

Ensaios log Ensaio log Ensaio log Ensaio log
UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm?
1 4,26 16 3,83 31 4,11 46 3,98
2 3,96 17 4,64 32 4,54 47 4,03
3 3,61 18 1,95 33 4,26 48 4,67
4 4,33 19 5,54 34 3,63 49 1,99
5 4,16 20 3,23 35 4,94 50 3,88
6 5,54 21 4,16 36 3,61 51 4,29
7 4,15 22 4,47 37 4,64 52 4,43
8 3,18 23 3,78 38 3,46 53 3,61
9 4,21 24 2,98 39 3,41 54 3,39
10 3,64 25 4,48 40 3,34 55 5,54
11 4,84 26 3,49 41 3,46 56 4,05
12 4,17 27 4,26 42 4,35 57 4,94
13 4,24 28 4,48 43 2,65 58 3,58
14 4,37 29 3,97 44 3,97 59 4,24
15 3,98 30 4,35 45 4,46 60 4,09

A média do nimero de reducgdes decimais foi de 3,00 e 4,02 log UFC. cm™

para o hipoclorito de sodio e acido peracético respectivamente. Na Figura 19 é
possivel a visualizacdo das diferencas apresentadas entre os dois sanitizantes.
Assim um maior numero de cupons submetidos a acao do acido peracético que se
concentrou nos intervalos de maior nimero de reducdes expresso em
log UFC.cm,
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Figura 19. Numero de redugdes decimais de biofilme de Enterococcus faecium
946Ec em aco inoxidavel, apds acédo dos sanitizantes hipoclorito de

sodio a 100 mg.L™ e 4cido peracético a 300 mg.L

O uso de &cido peracético a 300 mg. L™ foi mais eficiente no controle de
bioflme de Enterococcus faecium em aco inoxidavel AISI 304, acabamento
namero 4, excedendo 1,02 ciclo log na reducdo quando comparado ao hipoclorito
de sédio a 100 mg. L™,

O acido peracético é considerado um dos sanitizantes mais efetivos no
combate a biofilmes bacterianos e sua alta eficiéncia tem sido atribuida a grande
capacidade de oxidacdao do material celular (MARQUES et al., 2007; ROSSONI;
GAYLARDE, 2000).

Este sanitizante, na concentragdo de 120 mg. L™ também foi considerado o
mais efetivo por Andrade, Bridgeman e Zottola (1998), reduzindo a contagem de
biofilme de Enterococcus faecium isolado de leite cru, em aco inoxidavel em
aproximadamente 4,8 ciclos log, ap6s 2 minutos de contato. Para o mesmo estudo
a reducao foi de aproximadamente 4,0 ciclos log utilizando o hipoclorito de sédio

na concentragdo de 100 mg. L.
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Mello (1997), obteve reducdo de 6,4 e 5,5 ciclos log de Enterococcus
faecium aderido em cupons de prova de aco inoxidavel em curva, para acido
peracético a 300 mg.L ™" e hipoclorito de sédio a 100 mg.L ™" respectivamente, apds
10 minutos de contato a velocidade de 1,5 m.s'. O tempo necessario para
reducao de 5 ciclos log deste microrganismo foi de aproximadamente 9 minutos na
utilizagdo do acido peracético e 10 minutos para o hipoclorito de sédio.

Segundo Hood e Zottola (1997) a comparacao entre resultados de estudos
de eficiéncia de sanitizantes € complicada devido a grande variedade nas
condicdes para a aderéncia e desenvolvimento do biofilme, podendo interferir na
acao do agente sanitizante. Fatores como as caracteristicas microtopograficas das
superficies, como a rugosidade, presenca de fissuras ou fendas, diminuem a
eficiéncia do processo de higienizacdo (ANDRADE; PINTO; LIMA, 2008), e
interferem diretamente nos resultados obtidos.

Além desses fatores, a acdo dos sanitizantes € afetada por tempo e
temperatura de contato, pela concentracdo de uso, pelos tipos de residuos
presentes nas superficies, tipo e concentracao de microrganismos contaminantes,
entre outros (ANDRADE; PINTO; ROSADO, 2008).

Embora o hipoclorito de sodio tenha sido considerado menos efetivo no
controle de biofilme de Enterococcus faecium em acgo inoxidavel, existem estudos
gue demonstram sua maior eficiéncia em outros casos especificos.

Mosteller e Bishop (1993), observaram reducao de 3,16; 3,19 e 2,08 ciclos
log na contagem de Pseudomonas fluorescens, Yersinia enterocolitica e Listeria
monocytogenes respectivamente aderidas em superficie de teflon, utilizando-se
hipoclorito de sédio a 200 mg.L”". Quando o sanitizante utilizado foi o &cido
peracético a 300 mg.L-1 as reducgdes foram de 2,16; 1,10 e 0,62 respectivamente.

Rossoni e Gaylarde (2000) também observaram maior eficiéncia na
reducdo dos microrganismos Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens e
Staphylococcus aureus aderidos em superficie de aco inoxidavel, para as
concentracdes de 100 e 200 mg.L™ de hipoclorito de sédio, quando comparado as
concentragdes de 250 e 1000 mg.L™ de 4cido peracético.
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Estas diferencas evidenciam a necessidade da utilizagdo do sanitizante
adequado a cada processo, 0 que so € possivel a partir do conhecimento de suas
propriedades, como a forma de agao, além das caracteristicas do alimento e dos
principais microrganismos envolvidos no processo.

E importante salientar que apés a formacao do biofilme sua remocéo torna-
se muito mais complicada, e geralmente s6 é atingida pela adocédo de vérias
acoes combinadas, segundo Jessen e Lammert (2003) dificilmente o uso de um
Unico sanitizante ira remové-lo completamente.

Assim a melhor forma de controle é a preventiva, como a adocdo de
ferramentas como Boas Praticas de Fabricacdo (BPF), Procedimentos Padréao de
Higiene Operacional (PPHO) e Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCCQC), para que se possa garantir a inocuidade dos alimentos processados.
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6 CONCLUSOES GERAIS

<> A estirpe de Enterococcus faecium 946Ec, isolada de queijo de coalho,
apresentou baixa capacidade acidificante, ndo sendo adequada para utilizacdo
como fermento latico. Mas apresentou baixa atividade proteolitica e capacidade de
producdo de diacetil, podendo conferir ao queijo caracteristicas tecnolégicas

desejaveis e determinantes para sua aceitacao pelos consumidores.

<> E possivel a adesdo e formagdo de biofilme por Enterococcus faecium
946Ec em aco inoxidavel AlSI 304, acabamento numero 4 e rugosidade de 0,366
um, superficie mais utilizada nas industrias de alimentos, mesmo apresentando
baixa rugosidade, o que pode tornar a superficie um constante foco de

contaminacgao.

<> Os fatores tempo de contato e temperatura de incubacéo influenciam no
processo de adesao e formacgéo de biofilme por Enterococcus faecium 946Ec. Os
resultados indicaram que abusos no tempo e temperatura de armazenamento sob
refrigeracdo influenciam decisivamente o numero de bactérias aderidas, podendo

alterar a qualidade de alimentos como o leite.

<> A microscopia eletrdnica de varredura é uma importante ferramenta tanto
na avaliagdo das superficies que entram em contato com os alimentos quanto na
formacao de biofilmes bacterianos, pois permite a Vvisualizacdo das
microtopografias, evidenciando irregularidades como ranhuras, fissuras e
protuberancias, bactérias aderidas e producao de exopolissacarideos.

Os sanitizantes hipoclorito de sédio 100 mg.L”" CRT e &cido peracético 300
mg.L™" APA reduziram o biofilme de Enterococcus faecium em superficie de aco
inoxidavel em 3,00 e 4,02 ciclos UFC.cm™® respectivamente. Embora o acido
peracetico tenha sido considerado o mais eficiente, o microrganismo ndo foi
eliminado nos tratamentos, o que demonstra a dificuldade de sanitizacdo das

superficies apdés a formacdo do biofiime. Conseglentemente as células
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remanescentes poderdo contaminar os alimentos, como o leite, e por resistirem a

temperatura de pasteurizagao, estardao presentes no produto final.

X Os modelos preditivos podem ser uma importante ferramenta no controle da
formagdo de biofilmes, se usados para auxiliar no estabelecimento dos

procedimentos de higienizacao.
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